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INTRODUCCION

El objetivo principal del presente trabajo ha sido la identificacion de nuevos
genes implicados en la formacion del sistema radicular y, en especial, en el desarrollo

de las raices laterales (RLs) en Arabidopsis thaliana.

En las plantas vasculares superiores, el desarrollo del sistema radicular esta
determinado por el crecimiento en longitud de cada una de las raices que lo conforman
y por su capacidad de ramificacién. El crecimiento en longitud de cada raiz es
consecuencia del incremento en el niumero de células, debido a la proliferacién celular
en su meristemo apical, y de la capacidad de elongacion de dichas células en el
meristemo y en la zona de elongacion. Las RLs son aquellas que se originan a partir
de cualquier otra raiz, ya sea una raiz seminal o principal u otra raiz lateral y, en
conjunto, constituyen la practica totalidad del sistema radicular. En Arabidopsis
thaliana, las RLs se distribuyen a lo largo de la raiz principal segun una secuencia
acrépeta y se inician a nivel del meristemo basal a partir de unas pocas células del
periciclo préximas al protoxilema, denominadas células fundadoras (Dubrovsky et al.,
2001), que son capaces de responder a una estimulacién mediada por auxinas (De
Smet et al. 2007). Estas células sufren un programa definido de divisiones y
expansiones celulares orientadas para formar un primordio de raiz lateral (PRL)
(Malamy y Benfey, 1997).

El sistema radicular es fundamental para la adaptacion y eficiencia reproductiva
de las plantas, ya que es el 6érgano encargado de adquirir nutrientes y agua del medio.
Entender como las plantas organizan el sistema radicular, permitira obtener plantas

que requieran una menor aportacion de recursos.

En este trabajo, para identificar nuevos genes implicados en el desarrollo del
sistema radicular en Arabidopsis thaliana, se ha utilizado una estrategia gendmica y
otra genética. Con la primera, mediante una estrategia de “separacion celular”, usando
la expresion del promotor pSKP2B::GFP como marcador en la raiz, y el posterior
analisis transcripcional, se han identificado mas de 600 genes que co-expresan con
SKP2B (genes cs-SKP2B). El gen SKP2B codifica una enzima F-box implicada en la
ubiquitinacion y degradacién de reguladores de la divisién celular y se expresa a lo

largo de la raiz principal de Arabidopsis thaliana en todas las etapas del desarrollo de



las RLs, incluyendo las células fundadoras de los PRLs (Manzano et al., 2012). La
mayoria de los genes cs-SKP2B estan presentes en las células del periciclo
enfrentadas a los polos de protoxilema y muchos estan involucrados en la formacion
y/o desarrollo de las RLs. También se ha puesto de manifiesto la importancia de los
genes que codifican para enzimas con actividad peroxidasa y la sefalizacién por ROS

durante el desarrollo de las RLs, especialmente durante la emergencia de los PRLs.

Mediante una estrategia genética por mutagénesis con etilmetanosulfonato
(EMS) de plantas transgénicas pSKP2B::GUS, se ha identificado un mutante recesivo
con un sistema radicular muy reducido: srol71 (del inglés short root in light). SROL1
codifica una a-1,2-manosiltransferasa implicada en los primeros pasos de la N-
glicosilacién de proteinas. Estos resultados han revelado la importancia de dicho
proceso en el desarrollo de la raiz y su relaciéon con la luz. Este estudio genético
también ha contribuido al entendimiento del desarrollo del sistema radicular, a nivel del

crecimiento de la raiz principal y/o desarrollo de las RLs.
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Situacién del tema
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SITUACION DEL TEMA

Las plantas y su sistema radicular

Las plantas, a diferencia de los animales, elaboran su arquitectura morfologica
mediante programas organogénicos postembrionarios, tales como la formacién de las
hojas y las flores, y la ramificacion de la raiz. La ramificacién lateral en el tallo y el
sistema radicular representa uno de los determinantes mas importantes que define la

arquitectura de la planta (Nibau et al., 2008).

Las plantas superiores muestran una gran diversidad de arquitecturas de raiz
tanto a nivel sistémico como anatémico (Lloret y Casero, 2002). Asi, mientras que en
dicotiledéneas, taxén al que pertenece Arabidopsis thaliana, todo el sistema radicular
procede de la ramificacion de la raiz principal o seminal, llamada asi porque se origina
durante la embriogénesis (Nibau et al., 2008), en monocotiledéneas, como por ejemplo
los cereales arroz (Oryza sativa) o maiz (Zea mays), el sistema radicular esta
constituido predominantemente por raices adventicias (Hochholdinger et al., 2004,
Osmont et al., 2007). Mediante estudios genéticos se han identificado muchos genes
comunes al desarrollo de las raices laterales (RLs) y adventicias (Hochholdinger y
Zimmermann, 2008). Aunque se han hecho progresos en cereales, Arabidopsis
permanece como el sistema experimental mejor caracterizado para estudiar el

desarrollo de las RLs.

Esta plasticidad del sistema radicular es esencial para optimizar la adquisicion
de agua y micro/macronutrientes del suelo, en un medioambiente heterogéneo y
cambiante, ademas de proporcionar anclaje a la planta y establecer interacciones con
los microorganismos del suelo (Smith y De Smet, 2012). Por todas estas razones,
ampliar los conocimientos e investigar los factores que determinan la arquitectura de la

raiz representa un hecho agronémico importante (Hodge, 2004).
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Arabidopsis como planta modelo y su utilidad en los estudios de desarrollo

La biologia de Arabidopsis

Arabidopsis thaliana (Figura 1) pertenece a la familia Cruciferae o Brassicaceae
con una amplia distribucion natural a través de Europa, Asia y Norte América
(Meyerowitz y Somerville, 1994). Se han catalogado muchos ecotipos diferentes a
partir de poblaciones naturales que estan disponibles en diferentes bancos de
germoplasma para su uso en investigacién. Columbia y Landsberg son los ecotipos
mas utilizados como modelos para estudios genéticos y moleculares. Su ciclo de vida
completo es de aproximadamente 6 semanas, incluyendo la germinacién de la semilla,
la formacion de la roseta, el desarrollo del tallo principal, la floracion y la maduracion
de las primeras semillas. Las plantas desarrollan una roseta que tiene entre 2y 10 cm
de diametro, dependiendo de las condiciones de crecimiento. Las hojas estan
cubiertas con pequefios pelos unicelulares llamados tricomas que son un modelo muy
adecuado para estudiar morfogénesis y diferenciacion celular (Meinke et al., 1998).
Las flores, de 2 mm de longitud, en condiciones experimentales, pueden ser facilimente
fertilizadas aplicando polen sobre la superficie del estigma. Los frutos son silicuas y

contienen semillas que alcanzan unos 0,5 mm en la madurez.

Figura 1. Arabidopsis thaliana (Meinke et al., 1998).
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El crecimiento de las plantas se puede llevar a cabo en placas petri bajo luces
fluorescentes en el laboratorio o en macetas en un invernadero. La floracion empieza
alrededor de las 3 semanas en tierra, y la inflorescencia resultante forma una
progresion lineal de flores y silicuas durante varias semanas, antes de entrar en
senescencia. Las plantas maduras alcanzan entre 15 y 20 cm de altura y a menudo
producen varios cientos de silicuas con mas de 5.000 semillas en total. Las raices
tienen una estructura simple, facil para estudiar en cultivo in vitro y no establecen
relaciones simbidticas con bacterias fijadoras de nitrégeno. Entre los patdgenos
naturales se incluye una variedad de insectos, bacterias, hongos y virus (Meinke et al.,
1998).

Analisis genético

El genoma de Arabidopsis esta organizado en cinco pares de cromosomas y
contiene 27.025 genes. Su secuenciacién se completé en diciembre del afo 2000
debido a la iniciativa de mas de doscientos cientificos pertenecientes a 35 instituciones
diferentes para crear el proyecto de investigacion The Arabidopsis Genome Initiative
(AGI).

A lo largo de los ultimos afios, se han desarrollado los materiales y métodos
genéticos necesarios para definir a esta planta como un organismo modelo (Koncz et
al., 1992; Martinez-Zapater y Salinas, 1998). Las semillas maduras son las dianas
perfectas para la mutagénesis quimica. La mutagénesis por insercion de ADN
transferido (T-DNA) mediante Agrobacterium tumefaciens ha llegado a ser el método
de transformacion de la planta completa por excelencia. Se han depositado en
colecciones publicas miles de lineas transgénicas con inserciones de T-DNA por todo

el genoma (Meinke et al., 1998).

En los ultimos 25 afios se han identificado miles de mutantes de Arabidopsis
afectados en casi todos los aspectos del crecimiento y desarrollo vegetal, incluido el
desarrollo radicular (Meyerowitz y Somerville, 1994). El analisis genético y molecular
de mutantes de Arabidopsis ha proporcionado detalles moleculares de algunos genes
involucrados en el contexto de gendmica funcional (Finnegan et al., 1998), asi como la

identificacion de genes con aplicacion agronémica (Meinke et al., 1998).
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Organizacidn tisular en la raiz de Arabidopsis thaliana

La raiz principal de A. thaliana presenta una anatomia muy simple. En una
seccion transversal, es decir una seccién histoldégica perpendicular al eje longitudinal
de la raiz, podemos observar la epidermis monoestratificada que contiene entre 16 y
23 células y que reviste exteriormente a la raiz sin sucesion de continuidad. Esta
compuesta por dos tipos celulares, la identidad de los cuales depende de su posicion
relativa a las células corticales inmediatamente subyacentes (Overvoorde et al., 2010).
Las células epidérmicas que contactan con las paredes transversales de dos células
corticales adyacentes se diferencian en células que producen pelos radiculares
(tricoblastos; Cormack, 1949). Las ceélulas epidérmicas que contactan con la pared
tangencial externa de solo una célula cortical generalmente no producen ningun pelo
radicular (Dolan et al., 1993; Overvoorde et al., 2010) (Figura 2B). Inmediatamente,
hacia el interior, se suceden dos estratos de células. El mas externo es la corteza y el
mas interno, la endodermis. Ambos estratos suelen contener ocho células muy
vacuolizadas que tienden a disponerse emparejadas radialmente. Las células de la
corteza son significativamente mayores que las de la endodermis. Las células de la
endodermis presentan en sus paredes las caracteristicas bandas de Caspary. El
cilindro vascular diarco ocupa el centro de la raiz y esta delimitado por el periciclo que
es un estrato que contiene entre 11 y 13 células de pequeio tamafio y mas
densamente citoplasmaticas que las de endodermis y corteza. (Figura 2A y C). El
xilema atraviesa diametralmente el cilindro vascular. Asi, ambos extremos, polos del
xilema, contactan con las células del periciclo. El diametro de las células del xilema es
paulatinamente mayor desde los polos hacia el centro. El floema forma dos grupos
separados de células, polos de floema, cuyas células mas externas también
establecen contacto con las células del periciclo. Los polos de floema presentan una
disposicién perpendicular respecto de los polos de xilema. Las células del parénquima
vascular, que constituyen el resto del cilindro vascular, separan las células del xilema
de las del floema. En ambos tejidos conductores, los elementos mas externos, junto al
periciclo, maduran antes, protoxilema y protofloema, respectivamente, que los mas

internos, metaxilema y metafloema.
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Figura 2. Organizacién celular de la raiz principal de Arabidopsis thaliana. En una seccion longitudinal A) en una
seccion transversal a nivel de la zona madura B) y en una seccion transversal a nivel del meristemo apical C).
Adaptado de Overvoorde et al. 2010.

En una seccion longitudinal, las células se suceden a lo largo de la raiz
formando columnas continuas que discurren en paralelo en la mayor parte de su
extension y que confluyen hacia las células iniciales, en el extremo del meristemo
apical (Dolan et al.,, 1993; Overvoorde et al. 2010) (Figura 2A). Junto a las células
iniciales, se pueden distinguir la protodermis, el meristemo fundamental y el
procambium que se diferenciaran en epidermis, corteza-endodermis y cilindro
vascular, respectivamente. La cofia, de la que podemos distinguir una parte central y
una parte lateral, cubre y protege al meristemo apical contra los danos mecanicos del

suelo (Figura 2A).

Crecimiento de la raiz principal: proliferaciéon y elongaciéon

En todas las plantas vasculares superiores el crecimiento de la raiz principal se
debe tanto a la proliferacion como a la elongacion celular. Ambos procesos tienen

lugar en zonas de crecimiento que pueden ser subdivididas en regiones
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especializadas en el apice de la raiz. Las células se suceden a lo largo de la raiz
formando columnas paralelas, como se ha expuesto anteriormente. Las columnas de
células se originan continuamente desde el centro quiescente (Figura 3). En cada

columna, se pueden distinguir las siguientes regiones (Beemster et al., 2003):
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Figura 3. Procesos de crecimiento en el apice de la raiz de Arabidopsis (Beemster et al., 2003).

- Mitad apical del meristemo. Las células se dividen (linea rosa) y se elongan
(linea negra) aproximadamente de igual manera (normalmente ~5% por hora). El
crecimiento se debe al incremento del volumen citoplasmatico. Ambos procesos son
simultaneos y como consecuencia, el tamafio de la célula permanece mas o menos
constante. De hecho, en Allium cepa, Casero et al. (1989) demostraron que en la
porcion mas distal del meristemo apical, la longitud celular permanece constante
debido a que la elongacién celular es contrarrestada exactamente por la division
celular. Por otra parte, ambos procesos son independientes ya que obedecen a
mecanismos de control diferentes, aunque estan extraordinariamente relacionados

entre si (Barlow, 1984; Allan y Trewavas, 1986, Beemster et al., 2003).

- Mitad basal del meristemo. Las células se dividen aproximadamente a la misma
velocidad que en la mitad apical del meristemo, pero la velocidad de elongacién
incrementa rapidamente en funcién de la distancia al apice de la raiz. Como
consecuencia, el tamafo de la célula empieza a aumentar progresivamente (Casero et
al., 1989). Parece que las vacuolas dirigen el crecimiento en esta region pero no esta

claro si el volumen del citoplasma también se incrementa.
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- Zona de elongacion. Las células no se dividen pero se elongan (Traas et al.,
1998) (mas del 40% por hora (Beemster y Baskin, 1998)) provocando que la longitud

celular aumente mas rapidamente que en la zona meristematica (Casero et al., 1989).

- Zona madura de la raiz. En el limite proximal de la zona de elongacién las
células presentan su maxima longitud. Después, ni se dividen ni se elongan, salvo en

procesos relacionados con el desarrollo de las raices laterales.

El hecho de que las células se sucedan a lo largo de la raiz formando columnas
paralelas, permite el estudio del crecimiento primario de la raiz principal referido a
cada una de las columnas de células (Webster y MacLeod, 1980; Bertaud y Gandar,
1986; Rost et al., 1988; Casero et al., 1989).

En cada una de las columnas de células, el cese por completo de la capacidad
proliferativa marca el limite proximal del meristemo apical. Dicho limite puede
encontrarse a distinto nivel en cada columna de células, dando al limite del meristemo
un aspecto dentado. En Arabidopsis thaliana, Allium cepa, Vicea faba y Pisum
sativum, son las células del periciclo enfrentadas a los polos de xilema las que
mantienen durante mas tiempo su capacidad proliferativa marcando los limites
proximales del meristemo mas alejados de las células iniciales (Luxova, 1975; Rost et
al., 1988; Casero et al., 1989; Beeckman et al., 2001).

En las raices, la elongacion celular es un proceso simplastico, es decir, que
todas las células situadas al mismo nivel transversal tienen la misma capacidad de
elongacién. Esto significa que las diferencias de longitud entre células situadas al
mismo nivel transversal pueden ser debidas a diferencias en la actividad proliferativa a
lo largo del meristemo como fue demostrado en Allium cepa por Casero et al., (1989).
En esta especie, las células del periciclo enfrentadas al xilema y al floema tienen una
longitud semejante en el extremo distal del meristemo y sin embargo las células del
periciclo enfrentadas al xilema son significativamente mas cortas en el extremo
proximal del meristemo. Estos resultados estan estrictamente relacionados con una
mayor capacidad proliferativa de las células del periciclo enfrentadas al xilema

respecto de aquellas otras enfrentadas al floema.

La zona madura de la raiz se encuentra a la misma altura en todas las
columnas de células. La diferenciacion celular comienza a darse a distintos niveles de
la raiz segun la columna de células, asi en el cilindro vascular se da mas

tempranamente que en las columnas de células de la corteza. La diferenciacion celular
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es el proceso, mediante el cual, las células sufren modificaciones citolégicas dando

lugar a una forma y una funcién determinadas, especializandose en un tipo celular.

Iniciacion de raices laterales en Arabidopsis

El desarrollo de las raices laterales en Arabidopsis proporciona un modelo
sencillo para estudiar los factores abidticos y bidticos exdgenos, y los factores
genéticos enddgenos que regulan la organogénesis postembrionaria en las plantas
superiores (Reed et al., 1998; Zhang y Forde, 2000; Casimiro et al., 2001). Las raices
laterales se forman a lo largo de la raiz principal de acuerdo con un patrén regular
(Charlton, 1983).

Distribucion acropeta

Las raices son capaces de mantener el crecimiento indefinidamente (Waisel et
al., 2002). Las células iniciales limitan con el centro quiescente (CQ) en el meristemo
apical de la raiz (RAM, del inglés Root Apical Meristem; Dolan et al., 1993; Overvoorde
et al., 2010). Cuando las células iniciales se dividen, generan dos células hijas: una en
contacto con las restantes células madre del CQ, mientras que la otra sufre un nimero
finito de divisiones celulares antes de salir del meristemo y elongarse (Scheres, 2007).
Por lo tanto, desde el meristemo apical hasta la base, en cualquier momento se

producen tejidos paulatinamente mas viejos segun una secuencia acrépeta.

Durante el crecimiento, y a medida que se producen nuevos tejidos, también se
producen nuevas raices laterales, por ello la iniciacion de las raices laterales en
Arabidopsis ocurre segun un patron acropeto (Figura 4). Las raices laterales jovenes
generalmente se encuentran mas cerca del apice de la raiz, mientras que las raices
laterales mas maduras se localizan en la zona proximal de la misma. Sin embargo, en
algunas situaciones, nuevas RLs también pueden iniciarse en partes mas maduras de
la raiz, entre las RLs mas tempranas. Ademas, la iniciacion de las raices laterales
ocurre a un ritmo regular durante el crecimiento de la raiz (Lucas et al, 2008),

alternando izquierda-derecha (De Smet et al., 2007).
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Figura 4. Distribucion acrépeta de las raices laterales en Arabidopsis a lo largo de la raiz principal. A) Las raices
laterales mas jévenes se disponen mas cerca del apice. B) Detalle del area marcada en A, mostrando las raices
laterales alternando izquierda (L) — derecha (R). ? Posicién donde no se ha producido una raiz lateral (De Smet et al.,
2007).

Raices laterales y el xilema

Las raices laterales en Arabidopsis se originan en células del periciclo
adyacentes a los dos polos de protoxilema (XPP, del inglés xylem pole pericycle)
(Blakely et al., 1982; Casero et al., 1995; Laskowski et al., 1995) (Figura 5A), llamadas
células fundadoras del periciclo (Dolan et al., 1993; Malamy y Benfey, 1997; Casimiro
et al., 2001, 2003; Dubrovsky et al., 2001; Lloret y Casero, 2002). Dubrovsky et al.
(2001) definieron las células fundadoras del periciclo como “células que adquieren un
destino de desarrollo diferente del de su madre y, como consecuencia, juegan un
papel principal durante los primeros estadios de la iniciaciéon de las raices laterales.”
Estas ceélulas sufren un programa definido de divisiones y expansiones celulares
orientadas para formar un primordio de raiz lateral (PRL; Malamy y Benfey, 1997;
Casimiro et al., 2001, 2003; Dubrovsky et al., 2001; Lloret y Casero, 2002; Péret et al.,
2013) (Figura 5B).
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El periciclo representa un tejido heterogéneo formado por células quiescentes
junto a los polos del floema y células competentes para formar primordios de raiz
lateral opuestas a los polos de protoxilema (Parizot et al., 2008). La especificacion del
destino de las células del periciclo enfrentadas a los polos de protoxilema esta
controlada por la misma ruta genética que determina el patréon diarca de los tejidos
vasculares a los que rodea (Mahdnen et al., 2006; Parizot et al., 2008). Mutaciones,
tales como lonesome highway (lhw), que interrumpen el patron diarca de los polos de
xilema también bloquean la especificacion de las células del periciclo de alrededor y su

capacidad para formar PRLs (Parizot et al., 2008).
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[ Cortex M Protophloem [ Metaxylem [ Phioem-pole pericycle
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Figura 5. La formacién de las raices laterales (RLs) en Arabidopsis thaliana. (A) Seccién transversal de una raiz de
Arabidopsis (durante los estadios 0-I de la emergencia de un PRL) mostrando los diferentes tipos celulares, con la
posicién de la seccién transversal en (B). Las células del periciclo enfrentadas a los polos de protoxilema estan
agrupadas en tres columnas de células y estan en contacto con varias columnas de células de la endodermis, que
estan en contacto con columnas de células de la corteza (células subrayadas). (B) Estadios de la formacién de las RLs.
Entre los estadios 0 y I, las células XPP (a partir de las que se originan los PRLs) sufren varias divisiones
transversales. Notar que en la direccién transversal las células varian en longitud y aparecen en la formacion (Péret et
al., 2013).

La primera division del periciclo relacionada con la iniciacion de una raiz lateral
en Arabidopsis ocurre varios milimetros por encima del meristemo de la raiz principal,
en la zona de diferenciacion (Casimiro et al., 2001) y solo a una distancia distal
relativamente corta al primordio de RL mas joven (Dubrovsky et al., 2006). Sin
embargo, la decision de que células del XPP (células fundadoras) formaran un PRL en
zonas distales se toma en una zona llamada meristemo basal (Beemster et al., 2003),
que esta en la transicidn entre el meristemo y la zona de elongacién de la raiz principal
(De Smet et al., 2007; Péret et al., 2009) (Figura 6).
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Figura 6. El inicio de las raices laterales ocurre en el meristemo basal. Dibujo esquematico de los diferentes tejidos de
la raiz (a) y la maxima sefial de auxina presente (b) informado por la linea marcadora DR5::GUS (De Smet et al., 2007).
La acumulacion de auxina espaciada regularmente en sitios del protoxilema marca a las células del periciclo

adyacentes para convertirse en células fundadoras del periciclo (Péret et al., 2009).

Esta posicién corresponde con la region donde las células del periciclo
progresan via fase S a G2 del ciclo celular (Blakely et al., 1979; Beeckman et al.,
2001). De Smet et al. (2007) demostraron que en el meristemo basal las células del
periciclo enfrentadas a los polos de protoxilema se especifican en células proliferativas
mediante sefializacién de auxina (Figura 6). Cada célula del periciclo enfrentada a los
polos de protoxilema tiene la capacidad para dividirse en respuesta a elevados niveles
de auxina (Boerjan et al., 1995; Dubrovsky et al., 2008). Sin embargo, solo un nimero
limitado llegan a ser células fundadoras bajo condiciones normales (Dubrovsky et al.,
2001).
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La especificacion de las células fundadoras del periciclo esta relacionada con
una respuesta oscilante a auxina (visualizado por el marcador DR5) en las células del
xilema adyacente (De Smet et al., 2007; Moreno-Risuefo, 2010) (Figura 6). Los
autores demostraron que estas oscilaciones ocurren a intervalos regulares de ~15
horas y se asocian con la inducciéon de un nuevo primordio de raiz lateral en las
células del periciclo adyacentes (De Smet et al., 2007; Moreno-Risuefio, 2010) (Figura
6).

La induccién de un nuevo PRL también puede estar influida por respuestas
tropicas y estimulos mecanicos (De Smet et al., 2007; Ditengou et al., 2008; Laskowski
et al., 2008; Lucas et al., 2008). Por ejemplo, un estimulo gravitrépico puede inducir la
formacion de un PRL en la cara externa de una ondulacion de la raiz (Lucas et al.,
2008). La acumulacién de auxina en el periciclo de la cara externa de una ondulacion
de la raiz cuando se produce un estimulo gravitrépico, induce cambios en los tamafios
celulares. Esto sugiere que debe existir un mecanismo de sefalizacion mecanica
independientemente a un marcaje de auxina en las células fundadoras del periciclo.
Asi, al menos dos mecanismos parecen estar operando en las raices para el
posicionamiento del PRL: una induccidon mecanica y un mecanismo oscilatorio basado
en auxina. Esto es perfecto para la sensibilidad de la raiz porque es capaz de espaciar

los PRLs en respuesta a sefales ambientales y endoégenas (Péret et al., 2009).

Iniciacion de una raiz lateral

El primer evento morfologico relacionado con la iniciacion de las RLs en
Arabidopsis ocurre en una columna del periciclo adyacente a un polo de protoxilema.
Uno o dos dias después de la germinacion (DAG, del inglés days after germination),
una divisién transversal asimétrica tiene lugar en dos células fundadoras (previa
migracion de sus nucleos a las paredes celulares colindantes), casi simultdneamente,
llevando a la formacién de dos células hijas cortas flanqueadas por dos células mas
largas (estadio | del PRL) (Casimiro et al., 2001; 2003; Dubrovsky et al., 2001) (Figura
7b). Inhibiendo con NPA (4cido N-1-naftilftalamico) el transporte de auxina a las
células fundadoras, se interrumpe la divisién asimétrica inicial (Casimiro et al., 2001),
sin embargo, sus nucleos son capaces de migrar a las paredes celulares colindantes
(De Smet et al, 2007). Las divisiones celulares asimétricas normalmente son

indicativas de que las células hijas adoptaran distintos destinos de desarrollo (Scheres

24



y Benfey, 1999). Consistente con esta conclusion, las células hijas méas cortas (pero no
las mas largas) expresan genes marcadores asociados con divisiones asimétricas
(como ACR4 (ARABIDOPSIS CRINKLY4) (De Smet et al., 2008) y GNOM (Steinmann
et al., 1999; Geldner et al., 2004)).

(a) Y
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Figura 7. Seccion longitudinal de un primordio de raiz lateral en estadio | en Arabidopsis. (a) Una célula fundadora del
periciclo (CFP) ha sufrido una divisién transversal simétrica. (b) Un par de células cortas formadas por divisiones
transversales asimétricas después de una divisién simétrica. Las flechas indican el final de las paredes celulares de
CFP. Las cabezas de flechas indican las paredes celulares nuevamente formadas. Barra de escala = 25 ym (Casimiro
et al., 2003).

Al igual que en Arabidopsis, en muchas otras especies, como Allium cepa,
Raphanus sativus y Helianthus annuus, la iniciacion de los primordios de raiz lateral
solo ocurre en células del periciclo adyacente a los polos de protoxilema (Blakely et al.,
1982; Casero et al., 1995; Laskowski et al., 1995). Sin embargo, en Zea mays y
Daucus carota, en las que las RLs aparecen junto a los polos de protofloema, las
divisiones transversales asimétricas se originan desde células del periciclo localizadas
junto a los polos de protofloema (Casero et al., 1995). Aunque se observan variaciones
en la disposicion radial de las células fundadoras del periciclo, la formacion de células
cortas a causa de divisiones transversales asimétricas representa un patron universal

de proliferacion durante la iniciacion de las RLs (Casimiro et al., 2003).

Después del primer par de divisiones asimétricas en una columna del periciclo,
las células localizadas a la misma altura en las columnas adyacentes también se
activan (Figura 8). Las células hijas contindan dividiéndose simétrica y
asimétricamente, desde el centro hacia arriba y hacia abajo, creando grupos con un
maximo de diez células cortas que son similares en longitud (Casimiro et al., 2001,
2003). Una serie idéntica de divisiones mitoticas ocurre también en ambas columnas
de células del periciclo adyacentes, formandose un grupo de células cortas central
localizadas al mismo nivel transversal (Figura 8b). A menudo se observa una
plasticidad considerable en el preciso orden de estas divisiones. En Arabidopsis, son

tres las columnas de células del periciclo enfrentadas al protoxilema las que se dividen
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durante la formacion de las raices laterales, no obstante, solo las células cortas mas
centrales de cada columna contribuyen significativamente al establecimiento del PRL
(Kurup et al., 2005).
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Figura 8. (a) Seccion transversal de la raiz principal de Arabidopsis mostrando tres células del periciclo expandidas
radialmente que han sufrido divisiones periclinales (flechas). Abreviaturas: C, cértex; E, endodermis; EP, epidermis; P,
periciclo; X, xilema. (b) Seccién longitudinal mostrando grupos de células cortas en tres columnas de células del
periciclo adyacentes (asteriscos) localizadas al mismo nivel transversal. Barras de escala = 25 ym (Casimiro et al.,
2003).

A partir de estas observaciones, se concluye que cada columna de células del
periciclo contribuye con dos células fundadoras. Como el nimero minimo de columnas
del periciclo involucradas en la iniciacion de las raices laterales son tres, unas seis
células fundadoras estan involucradas en este proceso (Dubrovsky et al., 2000).
Segun Dubrovsky et al., (2001), la longitud media de las células fundadoras duplica la
de la mayoria de las células del periciclo y se dividen simétricamente antes de las
primeras divisiones transversales asimétricas (Figura 7a) concluyendo que solo se
requieren tres células fundadoras del periciclo. Sin embargo, estas conclusiones
contrastan con otras observaciones que estiman que son once las células fundadoras

necesarias para la iniciacion de una raiz lateral (Laskowski et al., 1995).

Siguiendo un periodo de expansion radial, las células hijas cortas centrales se
dividen periclinalmente, dando lugar a un primordio compuesto por dos capas de
células, una interna y otra externa, definido como estadio Il (Malamy y Benfey, 1997,
Casimiro et al., 2001; 2003) (Figura 8a). La Figura 9 resume las siguientes divisiones
en los primordios de RL (llamadas estadios IlI-VIl) (Malamy y Benfey, 1997). Los PRLs
entre los estadios IlI-VIl tienen forma de boveda o campana (Malamy y Benfey, 1997;

Lucas et al., 2013) y en el estadio VI tienen una organizacion similar al meristemo de
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la raiz principal. La expansion celular entonces permite la emergencia de los PRLs
desde la raiz madre en la zona madura (estadio VIII) (Casimiro et al., 2001; Dubrovsky
et al., 2001) a los cinco o siete DAG (Bhalerao et al., 2002). Mientras atraviesan la
epidermis, el numero de células cerca del apice de las RLs se incrementa (activacion

del meristemo de las raices laterales).
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Figura 9. Estadios de desarrollo durante la formacion de las raices laterales (RLs) en Arabidopsis. La figura muestra
una serie de secciones longitudinales a través de un primordio de RL a estadios de desarrollo especificos. El estadio |
de los primordios de RL contiene un par de células cortas del periciclo flanqueadas por dos células largas. En el estadio
II, las células sufren divisiones simétricas periclinales, formando una capa interna (Cl) y otra externa (CE). En el estadio
Il de los primordios de RL, las células CE sufren divisiones periclinales para crear un primordio de RL de tres capas.
En el estadio IV, los primordios de RL forman cuatro capas debido a divisiones periclinales en la CI. En el estadio V, los
primordios de RL atraviesan el cortex, finalmente emergiendo en el estadio VIII. Abreviaciones: C, cortex; E,

endodermis; EP, epidermis. (Casimiro et al., 2003).

Emergencia de las raices laterales

Para emerger, los primordios deben atravesar varios tejidos de la raiz principal.
En Arabidopsis, esto comprende capas monoestratificadas de células endodérmicas,

corticales y epidérmicas (Dolan et al., 1993; Swarup et al., 2008; Péret et al., 2009)
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(Figura 10). Sin embargo, en otras especies vegetales, tal como el arroz, los
primordios de raiz lateral deben atravesar mas de 15 capas de células (Lloret y
Casero, 2002; Hochholdinger et al., 2004; Osmont et al., 2007; Péret et al., 2009).
Durante mucho tiempo se ha especulado que el desarrollo de las raices laterales y los
procesos de separacién celular en los tejidos adyacentes de la raiz deberian estar
finamente coordinados para minimizar los dafios en los tejidos y reducir el riesgo de
infecciéon (Lloret y Casero, 2002; Péret et al., 2009). Los tejidos de la raiz principal
participan activamente en la emergencia de las raices laterales (eRLs). Primero, en
raices de Arabidopsis, genes que codifican enzimas remodeladoras de la pared celular
(CWR, del inglés cell wall remodelling) se expresan en las células junto a los
primordios, para provocar la separacién celular en los tejidos de alrededor y promover
la emergencia de los PRLs (Neuteboom et al., 1999; Roberts et al., 2002; Laskowski et
al., 2006). Y segundo, en varias especies vegetales, las células que rodean a los
primordios en formacién estan reclutadas para formar temporalmente una cofia que

ayuda a la emergencia del érgano (lvanchenko et al., 2006).
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Figura 10. Seccion transversal de una raiz de Arabidopsis conteniendo un primordio de raiz lateral emergiendo a través
de la endodermis (E), corteza (C) y epidermis (Ep) que sufren separacion celular (sefialado con una cabeza de flecha).

Barra de escala 20 ym (Swarup et al., 2008).

La emergencia de las raices laterales es un proceso altamente regulado
(Swarup et al., 2008; Péret et al., 2009; Overvoorde et al., 2010). La auxina actua
como una sefal inductora local que coordina la iniciacion y el crecimiento de los
primordios, la deformacién del tejido y la separacion celular (Benkova et al., 2003;
Swarup et al., 2008; Lucas et al., 2013). La auxina se transporta desde el apice de los
PRLs hacia las células de los tejidos de alrededor, donde induce genes como LAX3
(Péret et al., 2013). LAX3 (LIKE AUX1-3) es un transportador de influjo de auxina que

se expresa en las dos columnas de células corticales que rodean a los PRLs (Figura
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11) y que mas tarde sufriran separacién celular para facilitar la emergencia del 6rgano
(Swarup et al., 2008). Este patréon de expresion restringido asegura que la separacion
celular esté sincronizada con el desarrollo y la emergencia de los PRLs, reduciendo la
tension creada por los tejidos de alrededor y permitiendo a las células meristematicas
del apice de los PRLs dividirse periclinalmente. Ademas, asegura que no se afecte la
integridad de la raiz principal (Péret et al., 2009). LAX3 esta inducido desde el estadio
I, antes de que suceda ningun cambio en la morfologia de los PRLs ni en los tejidos de

alrededor (Figura 11).

Figura 11. Patrén de localizacion de la proteina LAX3. Seccién tangencial de raiz (izquierda) y seccion transversal
(derecha) a la altura mostrada por la linea de puntos, de la linea transgénica pLAX3::LAX3:YFP de Arabidopsis. El

asterisco resalta la posicion de una de las células XPP, desde las que se originan los PRLs (Péret et al., 2013).

LAX3 regula la expresion dependiente de auxina de un grupo de enzimas
remodeladoras de pared celular (CWR) en las células que rodean a los PRLs (Swarup
et al, 2008; Péret et al., 2009). Estas incluyen una pectasa liasa (PLA2),
poligalacturonasa (PG), xiloglucan:xiloglucosil transferasa (XTR6), expansina (EXP17)
y glicosil hidrolasa (GLH17) (Henrissat, 1991; Cosgrove, 2000; Marin-Rodriguez et al.,
2002; Vissenberg et al., 2005). PG y PLA2 son particularmente importantes para la
separacion celular durante la emergencia de las raices laterales porque se adhieren a
la pectina desmetilada, un sustrato que esta enriquecido en la lamina media de las
células que rodean a los PRLs. La proteina IAA3/SHY2, expresada en la endodermis,
regula la expresion de un grupo de enzimas CWR diferente pero que solapa con el
grupo de enzimas regulado por LAX3 (Figura 12a); esto probablemente refleja
diferencias en la composicion de la pared celular entre los tejidos de la raiz (Maule et
al., 2013; Roycewicz y Malamy, 2014). Como resultado de la activacién enzimatica, las

paredes de las células que rodean a los PRLs se debilitan.
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Figura 12. Emergencia de las raices laterales. En las células endodérmicas, la degradacion dependiente de auxina del
represor |IAA3/SHY2 regula la expresion de enzimas remodeladoras de la pared celular (CWR) para iniciar la
separacion celular (a). La auxina procedente de los primordios induce la expresion del transportador de influjo de
auxina LAX3 en las células corticales adyacentes después de la degradacion del represor IAA14/SLR (b). La
acumulacion de auxina dependiente de LAX3 causa la sobreexpresién de un grupo distinto de enzimas CWR que
inician la separacion de las células corticales (c). La auxina procedente de los primordios en el Ultimo estadio, en la
proximidad de las células epidérmicas, induce la expresion de LAX3, y genes CWR (d), causando la separacién celular
y resultando en la emergencia de las raices laterales. Por lo tanto, la emergencia de los PRLs a través de los tejidos de
la raiz es un proceso altamente regulado por una compleja red de sefializacion de auxina célula a célula. Abreviaturas:

P, periciclo; End, endodermis, C, corteza; Epi, epidermis (Péret et al., 2009).

Otros componentes de la maquinaria de emergencia de los PRLs son los
factores de transcripcion ARF7 y IAA14 (Swarup et al., 2008) que tienen papeles clave
durante la formacion de las RLs (Fukaki et al.,, 2002; Okushima et al., 2005, 2007) y
regulan la induccién de LAX3 por auxina (Swarup et al., 2008). Los nuevos PRLs son
capaces de canalizar auxina a las células corticales de alrededor (Péret et al., 2009,
2013). De esta manera, la auxina induce la expresion LAX3 por la degradacion
dependiente de TIR1/AFB de la proteina represora transcripcional IAA14, que deja de
interactuar con el factor de transcripcion ARF7 para permitir la expresion de los genes
diana aguas abajo tales como LAX3 (Figura 12b). El patron de expresién LAX3
requiere la induccion secuencial de transportadores de eflujo e influjo de auxina, como
el transportador de eflujo PIN3 (Péret et al., 2013).

Otro ejemplo de que la progresién del desarrollo y la emergencia de los PRLs
estan finamente coordinadas es que mutantes que interrumpen el proceso de
emergencia de las raices laterales también tienen afectada la progresion del desarrollo
de los PRLs. Por ejemplo, raices mutantes /ax3 presentan una proporcion

incrementada de primordios en estadio | (Swarup et al., 2008).

El transporte de agua es importante durante la eRLs (Péret et al., 2012). Los
PRLs estan aislados simplasticamente de la vasculatura de la raiz principal (Oparka et

al., 1995), siendo necesarios flujos de agua entre las células que se estan
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expandiendo y dividiendo. Las acuaporinas representan una gran clase de canales
(Gomes et al, 2009) de membrana plasmatica (PIPs) y de tonoplasto (TIPs)
(Danielson y Johanson, 2010). En Arabidopsis, la mayoria de los genes de
acuaporinas estan reprimidos en la raiz principal durante la formacion de las raices
laterales y expresados en la base de estadios tempranos (I-Il) de los PRLs, de una
manera dependiente de auxina (Péret et al.,, 2012) (Figura 13). Como resultado, la
auxina reprime la conductividad hidrica en las células de la raiz principal y la promueve
en los PRLs (Péret et al, 2012). Los cambios en la distribucién de acuaporinas
relacionados con la auxina facilitan la eRLs (Péret et al., 2012). Existe una compleja
interaccion espacial y temporal entre la auxina y la funcién de las acuaporinas para

apoyar el crecimiento de los PRLs (Péret et al., 2012).
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Figura 13. Diagrama que ilustra la regulacion de la eRLs por PIP2;1. Una 6ptima eRLs requiere el transporte de agua
en los tejidos basales y lo reprime en los tejidos de alrededor de los PRLs como resultado de una acumulacion de
auxina (Péret et al., 2012).

La auxina y el desarrollo de las raices laterales

Varios estudios han demostrado que el desarrollo de las raices laterales de
Arabidopsis esta regulado por sefiales derivadas del tallo (Reed et al.,, 1998; Zhang y
Forde, 1998; Casimiro et al., 2001; Bhalerao et al., 2002). La auxina acido indol-3-
acético (AlA) representa un regulador clave del desarrollo de las raices laterales
(Blakely et al., 1982; Celenza et al., 1995; Laskowski et al., 1995; Casimiro et al., 2001,
2003). Un rastreo de mutantes de RLs de Arabidopsis pone de manifiesto el hecho de
que muchas mutaciones también muestran defectos relacionados con la auxina (Tabla
1) (Casimiro et al., 2003; Péret et al., 2009).
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Lateral root phenotype

Molecular/cellular pri Mutants Stage Refs
Auxin homeostasis surl I Increased LR number [90]
sur? I Increased LR number [91]
ilr2 I Reduced LR number [92]
arfg I Increased LR number [52]
ilr1 iar3 ili2 I Reduced LR number [93]
ydk1 I Reduced LR number [94]
dfi1 I Reduced LR number [95]
Auxin signalling tirl afb1 I Reduced LR number [43]
axrl I Reduced LR number [96]
axrb/cull I Reduced LR number 197]
iaaliaxrs I Reduced LR number on auxin [33]
iaaldishy2-2 I&E Reduced LR number [34]
iaald/isir | &E No LR [31]
iaal18icrane I Reduced LR number [35]
iaa19/msg2 I Reduced LR number [36]
iaa28 I Strongly reduced or no LR 137]
arf 7 arf18 mirl160-resistant I &E No LR [32]
ARF10/16/17 I Reduced LR number [50,51]
Auxin transport aux1 I Reduced LR number (98]
lax3 E Reduced LR number [67]
pin1/3/4/7 and combinations &P Reduced LR number [30]
pgp4 I Increased LR number [99]
Auxin transport protein addressing gnom I Reduced LR number [56]
and regulation axrd I Reduced LR number [100]
pinoid I Reduced LR number [101]
bigtirddoct I Reduced LR number [102]
Cell cycle 355:KRP2 I Reduced LR number [103]
alfd I No LR [20]
Cell-to-cell communication acrd; crr1/2/3/4 and combinations I More LR primordia and disturbed spacing [54]
Chromatin remodelling pickle I Increased LR number on auxin [104]
Cytokinin pathway brx-2 I Increased LR number on cytokinin [88]
F-box proteins 355:5INATS I Reduced LR number [105]
cegenduo I Increased LR number [106]
xbat32-1 I Reduced LR number [107]
arabidillo1/2 I Reduced LR number [108]

Tabla 1. Revision de mutantes de raices laterales involucrados en el conocimiento de los procesos moleculares o
celulares durante la formacién de las raices laterales® Abreviaturas: E, emergencia; |, iniciacion; P, patron. 2Esta lista
esta restringida a un pequefio nimero de mutantes para los que los procesos moleculares/celulares se han descrito

entre un gran numero de mutantes con defecto en las raices laterales (Péret et al., 2009).

La auxina

La fitohormona AIA es un versatil morfégeno implicado en el desarrollo de las
2009).
organogénesis, la formacion del tejido vascular y las respuestas tropicas en plantas
(Vieten et al., 2007; Petrasek y Friml, 2009).

plantas (Vanneste y Friml, La auxina regula la embriogénesis, la

En la semilla de Arabidopsis, se produce una acumulacion de AlA en el apice
de la raiz entre uno y tres DAG (Bhalerao et al., 2002). Sin embargo, antes de los 10
DAG, la mayoria del AIA presente en la raiz proviene predominantemente de los
tejidos del tallo (Ljung et al., 2001; Bhalerao et al., 2002). En particular, entre los cinco
y los siete DAG, la raiz principal experimenta un pulso corto de AlA que deriva de las
primeras hojas y promueve la emergencia de los primordios de RL (Bhalerao et al.,
2002). Al eliminar los tejidos apicales del tallo, se suprime el pulso de AlA, bloqueando

la emergencia de las RLs (Bhalerao et al., 2002).
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A lo largo del desarrollo, aumentan tanto el contenido como la capacidad
biosintética de auxina en el sistema radicular (Ljung et al., 2002). Asi, el sistema
radicular puede llegar a ser independiente de la auxina transportada desde el tallo. Sin
embargo, la dependencia de una fuente de auxina apical del tallo inicialmente en el
desarrollo de las RLs (Casimiro et al., 2001; Bhalerao et al., 2002; Marchant et al.,
2002) sirve para coordinar la emergencia de las RLs con el desarrollo de la hoja
primaria, permitiendo que la plantula joven conecte y equilibre el metabolismo del
carbono y del nitrégeno con sus respectivos érganos fuente, las hojas (carbono) y las

raices (nitrogeno).

El transporte polar de auxina

El transporte polar de auxina representa un sistema de reparto especializado
que la planta utiliza para movilizar AlIA desde una fuente productora en el tallo hasta
los tejidos basales tales como la raiz (Bennett et al., 1998). En las raices, el transporte
polar de auxina mueve AIA hacia el apice de la raiz (acrépeto) y desde este hacia la
unién raiz-tallo (basipeto; Rashotte et al., 2000). Diferentes estudios han demostrado
que el transporte de auxina desempena un papel importante en el desarrollo de las
raices laterales. El transporte basipeto y acropeto se requieren durante las fases de
iniciacion y emergencia, respectivamente (Casimiro et al, 2001). El transporte
basipeto media otras respuestas de crecimiento de las raices tales como el
gravitropismo o el halotropismo (Muller et al., 1998; Marchant et al., 1999; Rashotte et
al., 2000; Yokawa et al., 2014).

El NPA, un inhibidor del transporte polar de auxinas, impide el desarrollo de las
raices laterales por bloquear las primeras divisiones transversales de las células del
periciclo enfrentadas al protoxilema (Casimiro et al., 2001). EI NPA parece ejercer
estos efectos de desarrollo por causar una acumulacion de AIA en el apice de la raiz
mientras reduce los niveles en los tejidos basales criticos para la iniciacion de las
raices laterales (Casimiro et al., 2001). Este patrén de distribucién de AIA es
consistente con el bloqueo por NPA del movimiento basipeto de AIA desde el apice de
la raiz (Casimiro et al., 2001). Asimismo, la inhibicién del transporte acropeto por NPA,
reduce la emergencia de las raices laterales (Reed et al.,, 1998) ya que bloquea el

desarrollo de los primordios.
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Las mutaciones que interrumpen el transporte polar de auxina también
modifican la arquitectura de la raiz en Arabidopsis (Ruegger et al., 1997; Casimiro et
al., 2001). Por ejemplo, la mutacion tir3 causa una reduccion en el transporte polar de
auxina, lo que conlleva a un menor numero de raices laterales (Ruegger et al., 1997),
el defecto del mutante mdr1 (multiple drug resistance1) en el transporte acropeto
reduce la emergencia o elongacién de las raices laterales (Wu et al., 2007), mientras
que la arquitectura de la raiz del mutante shootmeristemless pierde el patron acropeto
de desarrollo (Casimiro et al., 2001) porque, al no formar primordios foliares, resulta en
la pérdida del pulso de auxina que coordina la emergencia de las raices laterales
(Bhalerao et al., 2002).

El transporte polar de auxina de célula a célula es un proceso coordinado de
transportadores de eflujo e influjo, codificados por los genes PIN-FORMED (PIN) y P-
GLYCOPROTEIN (PGP) (Petrasek et al., 2006; Cho et al., 2007) y AUXIN1/LIKE
AUX1 (AUX/LAX) (Bennett et al., 1996; Swarup et al., 2008; Péret et al., 2012)

respectivamente.

Los transportadores de eflujo PIN tienen una localizacién polar en la membrana
plasmatica (MP) que regula la direccion del flujo de auxina (Wisniewska et al., 2006).
Por ejemplo, PIN1 principalmente se encuentra en la membrana plasmatica apical de
las células del cilindro vascular (Friml, 2003). PIN2 se localiza apicalmente en las
células de la corteza y basalmente en las células de la cofia lateral y la epidermis
(Luschnig et al., 1998; Miiller et al., 1998; Kleine-Vehn et al., 2008). PIN3 se dispone
en dos o tres capas de células de la columela sin una orientacion aparente y en la cara
apical de las células del cilindro vascular (Friml et al., 2002). Y PIN4 se sitda por toda
la membrana plasmatica de las células junto al centro quiescente y apicalmente en las
células provasculares (Kleine-Vehn y Friml, 2008). Su modo de accién durante el
desarrollo de la planta muestra una fuerte redundancia de su expresion y regulacion
cruzada dependiente de auxina (Vieten et al., 2005). Existe un reciclaje continuo de los
transportadores PIN entre la membrana plasmatica y los endosomas (Geldner et al.,
2001, 2003) que permite su relocalizacion y direccionamiento del transporte de auxina.
El gen GNOM codifica un ARF-GEF (ADP RIBOSYLATION FACTOR-GUANIDINE
EXCHANGE FACTOR) que regula el trafico de los transportadores de eflujo de auxina
PIN (Steinmann et al., 1999). Las células del periciclo de mutantes gnom son capaces
de proliferar en respuesta a la adiccidon de auxina, pero no expresan marcadores tales

como ACR4 (De Smet et al., 2008) o no forman un patrén normal de PRLs (Geldner et
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al., 2004). Los mutantes de varios genes PIN (tales como PIN1, 3, 4y 7) presentan el
mismo fenotipo de raices laterales inducido por auxina observado en los mutantes
gnom (Friml et al., 2003).

En el modelo propuesto por Blilou y colaboradores, (2005), la redistribucion de
los transportadores de auxina de la familia PIN resulta en la acumulacion de auxina en
el nicho de células madre del meristemo; este maximo se mantiene a través de la
elaboracion postembrionaria de la raiz (Sabatini et al., 1999; Aida et al., 2002; Friml et
al., 2003; Blilou et al., 2005). EI maximo de auxina distal entonces determina el patron
de expresién de los factores de transcripcion PLT1 y PLT2 (PLETHORA), que se
requieren para la identidad del CQ y la especificacién de células madre desde la
embriogénesis en adelante (Aida et al., 2004). PLT regula positivamente la expresion
PIN3, PIN4 y PIN7 (Blilou et al., 2005), que refuerza el flujo de auxina en el RAM, por

lo tanto mantiene la posicion postembrionaria del nicho de células madre distal.

En Arabidopsis thaliana, la familia AUX/LAX esta representada por cuatro
genes altamente conservados llamados AUXT1, LAX1, LAX2 y LAX3, que codifican
proteinas transmembrana (multitransmembrana). El dominio N-terminal de AUX1
proporciona informacion para la correcta localizacién de las proteinas LAX en el
dominio de expresion de AUXT (Péret et al., 2012).

La proteina AUX1 (AUXIN TRANSPORTER PROTEIN 1) se localiza en la
membrana plasmatica basal de las células del protofloema, donde la permeasa de
auxina facilita el transporte acropeto de AlA a través del floema, y en la apical de las
células de la cofia lateral y/o epidermis (Swarup et al., 2001). Es remarcable el hecho
de que los elementos del protofloema mas apicales identificados coinciden con la
posicion de las células fundadoras en la transiciéon G1-S (De Smet et al., 2003),
sugiriendo que AUX1 facilita un importante flujo de auxina alcanzando el periciclo en
esta posicién, y junto con los transportadores de eflujo PIN, proporciona

direccionalidad del flujo de auxina intercelular (Kleine-Vehn et al., 2006).

AUX1 y LAX3 son transportadores de auxina de alta afinidad (Yang et al., 2006;
Carrier et al., 2008; Swarup et al., 2008). Mutaciones en AUX7 o LAX3 resultan en
defectos en el desarrollo de las raices laterales relacionados con auxina. Por ejemplo,
los mutantes aux17 presentan bajos niveles de AlA en el apice debido a la interrupcion
del transporte mediado por AUX1 entre la fuente de AIA y los tejidos apicales

(Marchant et al., 2002), son agravitropicos y muestran una reduccion del 50% en el
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numero de primordios de RL que inician (Hobbie y Estelle, 1995; Marchant et al.,
2002). Por el contrario, el mutante /ax3, que presenta una inhibicién en la emergencia
de las raices laterales, muestra significativamente un nimero incrementado de PRLs
en la fase inicial de su desarrollo comparado con el control (Swarup et al., 2008). El
retraso en el desarrollo de las raices laterales en el fondo mutante /ax3 probablemente
se debe a que la auxina derivada de las hojas (que promueve la emergencia de las
raices laterales [Bhalerao et al., 2002]) se acumula en niveles supraoptimos en el
periciclo de la raiz, estimulando la iniciacion ectopica de nuevos primordios.
Conjuntamente, AUXT y LAX3 actuan durante el desarrollo de las raices laterales
regulando las etapas de iniciacion (Marchant et al., 2002) y la emergencia (Swarup et

al., 2008), respectivamente.

Por lo tanto, se ha propuesto que la formacion de las raices laterales puede
dividirse en dos fases: una fase de iniciacion que depende de una fuente de auxina
localizada en el apice de la raiz, y una fase de emergencia que depende de una fuente
derivada del tallo (Bhalerao et al., 2002). AUX1 regula el desarrollo de las raices
laterales por facilitar el flujo de AIA desde los primordios foliares en desarrollo,
permitiendo la acumulacion de AlA en el apice de la raiz principal, y el flujo de AlA a
los PRLs en desarrollo (Marchant et al., 2002). Al promover la acumulacion de AlA en
el apice de la raiz, influye en el ratio de iniciacion de PRLs (fase 1) (Bhalerao et al.,
2002) y, a través del flujo de AlA desde las hojas recién formadas y/o de la toma en los
PRLs (Marchant et al., 2002), facilita mas tarde la emergencia (fase 2) (Bhalerao et al.,
2002).

La seializacion de auxina

En presencia de auxina, las proteinas F-box TIR1 (TRANSPORT INHIBITOR
RESPONSE1) o AFB1-3 (AUXIN RECEPTOR F-BOX PROTEIN1-3) se unen a
proteinas Aux/IAA (Dharmasiri et al., 2005; Kepinski y Leyser, 2005) que, después del
marcaje dependiente de ubiquitina, se degradan por el proteasoma (Zenser et al.,
2001; Gray et al., 2003). Las proteinas TIR1/AFB parecen funcionar durante el
desarrollo de las raices laterales. Cuando la raiz principal de los mutantes simples tir?
y afb se compara con la de las plantas silvestres, estos muestran pequenas o ninguna
diferencia en relacion al numero de PRLs, no obstante, el triple mutante tirf afb2 afb3

muestra una reduccion del 90% (Dharmasiri et al., 2005; Pérez-Torres et al., 2008).
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Una de las proteinas mas importantes en la sefializacion de auxina regulando
la iniciacion de las raices laterales es I1AA14 (INDOLE ACETIC ACID14)/SLR1
(SOLITARYROOT1) (Fukaki et al., 2002). IAA14/SLR1 pertenece a la familia de
proteinas Aux/IAA (Fukaki et al., 2002). Sustituciones de determinados aminoacidos
en la secuencia codificante de IAA14 estabilizan la proteina represora. El mutante de
ganancia de funcién resultante sir-1 no forma PRLs debido a que las células
fundadoras del periciclo no sufren divisiones formativas (Fukaki et al, 2002). La
mutacion sir-1 afecta a la expresién de varios genes reguladores del ciclo celular, entre
otros (Vanneste et al., 2005). La sobreexpresion del regulador de ciclo celular CycD3;1
(que promueve la transicion de la fase G1-S) en el fondo sir-1 indujo unas pocas
divisiones transversales (Vanneste et al., 2005) pero no consiguid activar la expresion
de marcadores tales como ACR4 (ARABIDOPSIS CRINKLY4) (De Smet et al., 2008) o
permitir la formaciéon de PRLs (Vanneste et al., 2005). Por lo que la activacion de la
proliferacion celular no es suficiente para restaurar el desarrollo de las raices laterales
en sir1. Sin embargo, el mutante de pérdida de funcion iaa74-1 no tiene fenotipo obvio
(Okushima et al., 2005), sugiriendo que otros miembros, de los 29 que forman la
familia génica Aux/IAA, pueden también estar involucrados. Aunque los mutantes de
ganancia de funcién iaa/axrb (auxin resistant 5) (Yang et al., 2004), iaa3/shy2 (short
hypocotyl 2) (Tian y Reed, 1999), iaal18/crane (Uehara et al., 2008), iaa19/msg2
(massugu2) (Tatematsu et al., 2004) y iaa28-1 (Rogg et al., 2001) tienen alterado el
desarrollo de las raices laterales (Tabla 1), ninguno bloquea la iniciacion de las
mismas completamente, sugiriendo la redundancia en la familia génica Aux/IAA. Esto
puede deberse a los diferentes patrones de expresion o distinta funcionalidad entre

estas proteinas (Weijers et al., 2005).

Las proteinas represoras Aux/IAA dimerizan con factores de transcripcion
llamados factores de respuesta a auxina (ARFs) que controlan la transcripcién en
respuesta a auxina (Guilfoyle y Hagen, 2007). IAA14/SLR interacciona y reprime la
funcién de ARF7 y ARF19 (Fukaki et al., 2005). La degradacion de 1AA14/SLR por
auxina y TIR1/AFB1-3 causa la activacion de los factores de transcripcion ARF7 y
ARF19 (De Smet et al., 2008; Péret et al., 2009) (Figura 14). Consistente con este
modelo, el doble mutante arf7 arf19 muestra muchos defectos fenotipicos encontrados
en el mutante sir1, incluyendo la interrupcidn de la iniciacién de las raices laterales
(Fukaki et al., 2002; Wilmoth et al., 2005). Sin embargo, a diferencia de sir1, el
mutante arf7 arf19 adn forma unas pocas raices laterales (Fukaki et al., 2007),

sugiriendo que otros ARF(s) deben regular también la iniciacion del érgano. La familia
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génica ARF esta compuesta por 23 miembros (Guilfoyle y Hagen, 2007); cinco ARFs
funcionan como activadores transcripcionales (ARF4, 5, 6, 7 y 19) y los restantes
ARFs parece que se comportan como represores transcripcionales (Tiwari et al., 2003,
2004). Varios miembros de la clase mas tardia de ARFs también parecen regular el
desarrollo de las raices laterales (Tian et al., 2004; Mallory et al., 2005; Wang et al.,
2005)
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Figura 14. Eventos tempranos durante la iniciacion de las raices laterales de Arabidopsis. La acumulacion local de
auxina en células del periciclo enfrentadas a los polos de protoxilema activa la cascada de sefializacién de auxina. La
auxina causa la degradacion de 1AA14, por lo que se activa la expresion de ARF7 y 19 y los genes de respuesta a
auxina. El receptor like-quinasa ACR4 promueve las divisiones formativas en el primordio y reprime las divisiones
celulares en las células del periciclo de alrededor (De Smet et al., 2008). Abreviaturas: LOB, LATERAL ORGAN
BOUNDARIES (Péret et al., 2009).

Se han identificado dos genes regulados por ARF7 y ARF19 capaces de
rescatar el defecto de raices laterales de arf7 arf19 cuando se sobreexpresan en el
fondo del doble mutante (Okushima et al., 2007). LBD16/ASL18 (LATERAL ORGAN
BOUNDARIES-DOMAIN16/ASYMMETRIC LEAVES2-LIKE18) 'y LBD29/ASL16
pertenecen a una gran familia de factores de transcripcion especificos de plantas. Los
promotores de LBD16/ASL18 y LBD29/ASL 16 representan dianas directas de ARF7 y
ARF19 (Okushima et al., 2007). Asi, estas proteinas LBD parecen funcionar
inmediatamente por debajo de ARF7 y ARF19 y mediar el patrén de raices laterales
regulado por auxina (Figura 14). Identificar qué genes estan regulados por LBD16 y
LBD19 es probablemente la prueba necesaria para entender cémo las células
fundadoras del periciclo se dividen nuevamente, de forma ordenada, para dar lugar a
un PRL (Péret et al., 2009).
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Mediante el perfil transcriptomico de las células del periciclo enfrentadas a los
polos de protoxilema sufriendo iniciacién de raices laterales se han identificado sobre
una docena de genes reguladores que controlan la division celular asimétrica y la
especificacion del destino celular (De Smet et al.,, 2008). Uno de estos candidatos,
ACRA4, se expresa en las células hijas pequefias después de la primera divisién
asimétrica en el periciclo enfrentado a los polos de protoxilema. ACR4 codifica un
receptor /ike-quinasa asociado a la membrana, aumentando la posibilidad de que
regule el patron de PRLs por reconocer una nueva clase de moléculas de
sefalizacion, tales como un péptido. Mutantes defectuosos en ACR4 y un miembro
relacionado con la familia génica CRR4 (CRINKLY4 RELATED4) forman PRLs que no
expresan o muestran expresion aberrante de los marcadores de unién y de respuesta
a auxina LBD5:GUS y DR5:GUS, respectivamente (De Smet et al., 2008). ACR4
ademas parece influir en la especificacion del destino celular durante la iniciacion de
las raices laterales. ACR4 y genes relacionados se requieren también para reprimir las
divisiones en células del periciclo cercanas (De Smet et al., 2008) (Figura 14).
Mutantes en miembros de la familia génica ACR4 causan PRLs iniciados unos cerca
de otros o0 en polos opuestos normalmente excluidos (De Smet et al., 2008). Por lo
tanto, ACR4 forma parte de un nuevo mecanismo que reprime las divisiones
proliferativas en células del periciclo adyacentes a las células fundadoras (De Smet et
al., 2008). Dado que ACR4 se expresa exclusivamente en los PRLs, la proteina ACR4
probablemente regula sefales auténomas no celulares que reprimen la divisién en

células del periciclo cercanas.

La auxina en las distintas etapas de desarrollo de los primordios

Evidencias genéticas vy fisioldgicas sugieren que la auxina se requiere en varios
estadios especificos del desarrollo para facilitar la formacion de las RLs. Se han
descrito, en Arabidopsis, varios mutantes relacionados con auxina que detienen la
formacion de las raices laterales en varias etapas del desarrollo (Celenza et al., 1995).
La mutacion alf4 bloquea la iniciacién de las raices laterales, mientras que la mutacion
alf3 interrumpe el desarrollo del érgano poco después de la emergencia. El desarrollo
post-emergencia interrumpido en el mutante alf3 puede rescatarse mediante la
aplicacién exdégena de auxina o precursores de indol (Celenza et al, 1995). Los
diferentes fenotipos de los mutantes alf3 y alf4 sugieren que el AIA se requiere en

varias etapas del desarrollo de las raices laterales. Laskowski et al. (1995) propusieron
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que el AlA inicialmente se requiere para marcar a las células fundadoras del periciclo
pero que los PRLs forman meristemos autonomos de esta hormona. Por ejemplo,
primordios de RL jovenes son incapaces de continuar dividiéndose cuando la raiz
principal se escinde del tallo, a menos que se suplemente con AIA exdégeno
(Dubrovsky et al., 2001). Sin embargo, entre los estadios Il y V, los primordios de RL
llegan a ser independientes de auxina aplicada exdgenamente, indicando que
contienen tipos celulares que pueden actuar como fuente de auxina endégena
(Laskowski et al., 1995; Himanen et al., 2002; Marchant et al., 2002; Casimiro et al.,
2003). Antes de llegar a ser auténomos de esta hormona (Ljung et al., 2005), los
primordios de raiz lateral obtienen AIA via transporte polar de auxina (Reed et al.,
1998). Ademas, la capacidad de sintetizar su propia auxina parece coincidir con la
activacion del meristemo, aunque se precisan mas estudios para poder demostrar esta

idea.

Para propiciar el desarrollo y el patrén de tejidos en los PRLs, es importante el
establecimiento de un gradiente de auxina, de manera parecida a un gradiente de
morfégeno durante el desarrollo animal (Bhalerao y Bennett, 2003), con su maximo
inicialmente en las células centrales y mas tarde en el apice de los PRLs multicelulares
(Benkova et al., 2003; Péret et al., 2009) (Figura 15). Este gradiente depende del
transporte de auxina mediado por GNOM vy los transportadores de eflujo de auxina
PIN. Una interferencia quimica (inhibidores) o genética (mutantes) con el transporte de
auxina origina alteraciones tanto en el establecimiento del gradiente de auxina como
en el desarrollo de los PRLs (Benkova et al., 2003; Geldner et al., 2004).
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Figura 15. Cambios morfolégicos durante el desarrollo de las raices laterales de Arabidopsis. Las raices laterales se
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originan en el interior de la raiz principal a partir de las células del periciclo (a). Se muestran los ocho estadios del
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desarrollo del primordio (nimeros romanos [Malamy y Benfey, 1997]) (b) como también el establecimiento de la
maxima sefial de auxina mostrada con el marcador DR5:GUS (gradiente azul (c) [Benkova et al., 2003]). Los graficos
se dibujaron a partir de raices tefiidas con anilina blue para cada estadio de desarrollo de raices laterales (d). Las

barras de escala representan 20 pym (Péret et al., 2009).

Regulacion hormonal de la arquitectura de la raiz

Iniciacién, desarrollo y elongacién de la raiz principal

Como se ha explicado anteriormente, las auxinas tienen un papel predominante
y esencial en la regulacion de la formacién, desarrollo y respuesta del sistema
radicular. Sin embargo, la sefalizacion de auxinas interacciona con ofras
sefalizaciones hormonales para adecuar el crecimiento de las raices a las
necesidades de las plantas. A continuacion se mencionan algunas de las interacciones

mas significativas:

- En Arabidopsis, la sefalizacion de auxina y la accién antagonista de las
citoquininas (CKs) estan involucradas en el desarrollo del nicho de células madre de la
raiz (Muller y Sheen, 2008; Kartal et al., 2009; Moubayidin et al., 2009; Pernisova et
al., 2009; Ruzicka et al., 2009). También es importante la regulaciéon secundaria de la
sefalizacién de auxina por las giberelinas y los brasinoesteroides (Sabatini et al.,
1999; Frigerio et al., 2006; Jung y McCouch, 2013) (Figura 16).

- Las estrigolactonas (SLs), una nueva clase de hormonas vegetales y moléculas
de senalizacion de la rizosfera, estan implicadas en el desarrollo de la raiz principal
basado en la interaccién con la sefializacion de auxina. En presencia de auxina, la
aplicacién exdgena del analogo sintético de SLs, GR24, inhibe la elongacion de la raiz
principal de Arabidopsis a bajas concentraciones, o estimula el crecimiento de la raiz
principal a altas concentraciones por una posible regulacién de los transportadores de
eflujo de auxina PIN1, PIN3 y PIN7 (Aida et al., 2002; Kapulnik et al., 2011; Ruyter-
Spira et al., 2011; Jung y McCouch, 2013) (Figura 16). GR24 también induce la
curvatura de la raiz principal a altas concentraciones, en presencia de bajos niveles de

auxina por inducir la elongacion celular asimétrica (Koltai et al., 2010).

- En Arabidopsis, el factor de transcripcion SCARECROW (SCR) tiene una

posible funcion en mediar la respuesta cruzada entre acido giberélico (GA),
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brasinoesteroides y la sefializacion de auxina involucrada en el mantenimiento de
células madre (Muller y Sheen, 2008; Ruzicka et al., 2009; Benkova y Hejatko, 2009;
Jung y McCouch, 2013) (Figura 16).

- Los factores de transcripcion DELLA, incluyendo GIBBERELLIN INSENSITIVE
(GAl), REPRESSOR OF GA1 (RGA) y RGA-LIKE 1, RGA-LIKE 2 y RGA-LIKE 3
(RGL1, RGL2 y RGL3), son reguladores negativos del crecimiento de la raiz mediado
por GA, y parecen estar regulados negativamente por auxina. La ubiquitinacion y
destruccién de las proteinas DELLA en presencia de GA y auxina permite la divisién y
elongacién celular en la raiz (Dill y Sun, 2001; Ikeda et al., 2001, 2002; Chandler et al.,
2002; Fleet y Sun, 2005; Perez-Perez, 2007; Jung y McCouch, 2013) (Figura 16).

- ElI ABA se requiere para el crecimiento normal de la raiz principal, por regular el
transporte de auxina en la misma (Lin et al., 2007; Jung y McCouch, 2013) (Figura 16).

- Y el etileno inhibe la elongacion celular a través de la activaciéon de ETHYLENE
RESPONSE DNA BINDING FACTOR1 (EDF1) a EDF4, miembros de la familia de
factores de transcripcion EREBP (ETHYLENE RESPONSE ELEMENT BINDING
PROTEIN) (Alonso et al., 2003; Jung y McCouch, 2013) (Figura 16). Varios genes
ACS (ACC SYNTHASE) son diana de los factores de transcripcion ARFs (Abel et al.,
1995; Tsuchisaka y Theologis, 2004). Y los genes WEAK ETHYLENE INSENSITIVE2
(WEI2) y WEI7 representan una conexién entre la respuesta a etileno y la biosintesis

de auxina (Stepanova et al., 2005).

Crecimiento de las raices laterales

La auxina es la principal sefalizacién hormonal que regula el desarrollo de los
PRLs mediante la formacion de un gradiente de auxina (Péret et al.,, 2009). Este
gradiente esta regulado aguas arriba por bajos niveles de las citoquininas antagonistas
que reprimirian la formacién de los PRLs mediante la interrupcion de la localizacion de
las proteinas PIN, que son particularmente responsables de crear el gradiente de
auxina (Laplaze et al, 2007). Las CKs especificamente afectan al ratio de
diferenciacion celular entre las zonas de divisidon y elongacion/diferenciaciéon celular
pero no afecta al ratio de division celular en el meristemo (Dello loio et al., 2008). Las
SLs también pueden regular la formacién de los PRLs, posiblemente por alterar la

sensibilidad a auxina por reprimir la expresion de los transportadores de eflujo tales
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como PIN1, asi inhiben la formaciéon de RLs a bajos niveles de auxina por reducir la
acumulacion de la hormona en las raices, o inducir la formacion de RLs a altas
concentraciones de auxina por permitir niveles 6ptimos de la hormona (Ruyter-Spira et
al., 2011; Jung y McCouch, 2013) (Figura 17).

Las interacciones hormonales también desempefan una funcion en el
crecimiento de las RLs: auxinas, etileno y acido abscisico (ABA) inhiben la elongacion
de las RLs, mientras que las CKs promueven la elongacién (Rani Debi et al., 2005;
Iwama et al., 2007; Jung y McCouch, 2013) (Figura 17).
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Figura 16. Modelo de la interaccién hormonal y regulacién genética del crecimiento y desarrollo de la raiz principal y el
meristemo apical de la raiz en Arabidopsis. Importantes genes involucrados en la integracién de las sefiales desde
diferentes rutas hormonales se muestran en negro; las redes de hormonas tienen un cédigo de color; las lineas
discontinuas representan relaciones no resueltas o indirectas. Puede visualizarse la funcién fundamental de la
sefalizacion mediada por auxina en controlar los principales aspectos del crecimiento de la raiz, desde la division,
diferenciacién y elongacion celular, asi como la regulacion antagonista de las auxinas por las citoquininas, y la

regulacion secundaria por otras hormonas, incluyendo ABA, etileno, GA, brasinoesteroides (BRs) y estrigolactonas. c.d.
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es “diferenciacion celular”, en referencia a la zona de transicion donde se inicia la diferenciaciéon celular (Jung y
McCouch, 2013).
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Figura 17. Control hormonal y genético de la formacién de las raices laterales en Arabidopsis. La formacion de las RLs
es un proceso de tres etapas consistente en la iniciacion de las RLs, el desarrollo de los PRLs y la emergencia de las
RLs. La iniciaciéon de las RLs esta regulada positivamente por la auxina pero regulada negativamente por las CKs y
altas concentraciones de etileno [altas concentraciones de acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) exégeno]. El
transporte polar de auxina con un balance del influjo y eflujo en las direcciones acrépeta y basipeta es necesario para
la iniciaciéon de las RLs y generar un gradiente de auxina para organizar los primordios de RL (LRP; color azul en el
sitio de iniciacion de RLs y primordios). Las CKs inhiben el maximo de auxina por alterar la expresiéon de los
transportadores PIN, asi inhiben el gradiente de auxina para la iniciaciéon de las RLs. Altas concentraciones de etileno o
ACC exogeno, un precursor de etileno, inhiben la iniciacién de las RLs por incrementar el transporte de auxina acrépeto
(ap) y basipeto (bp). Los BRs promueven la iniciacion de las RLs por incrementar el transporte acropeto (ap) de auxina.
Bajas concentraciones de etileno (bajas concentraciones de ACC exdgeno) promueven la iniciacion de las RLs por
incrementar la sintesis de auxina dependiente de Trp mediada por WEI2 y WEI7. La sefalizacion de ABA mediada por
ABI3 es necesaria para propiciar la respuesta de auxina para la iniciacion de las RLs. La auxina también promueve el
desarrollo de los primordios de RL pero las CKs inhiben el desarrollo de los mismos y afectan el maximo de auxina por
alterar la expresion de los transportadores PIN. El ABA inhibe la emergencia de las RLs mientras que la auxina y el

etileno (via altas concentraciones de ACC exdgeno) promueven la emergencia de las RLs (Jung y McCouch, 2013).

El ciclo celular en eucariotas

El crecimiento es uno de los fendmenos mas estudiados en los organismos
pluricelulares. El proceso de division celular desempefia un papel esencial en los
mecanismos por los cuales los organismos superiores alcanzan el desarrollo
apropiado de sus o6rganos. El ciclo de divisién celular estd controlado por una

maquinaria molecular que asegura la fidelidad de la replicacion del ADN y que
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responde a senales tanto del medioambiente como programas de desarrollo
intrinsecos. Un papel central en la regulacion del ciclo celular lo desempefian las
quinasas dependientes de ciclina (CDKs). La actividad CDK esta controlada por
diferentes mecanismos, incluyendo la union a ciclinas (Pines, 1994) y la fosforilacion
de un residuo de Thr-161 (o un equivalente) por la actividad de la quinasa de CDK
(Dunphy, 1994).

Los complejos activos ciclina/CDK pueden inhibirse de diferentes maneras. La
fosforilacion de los residuos Thr-14 y Tyr-15 interfiere con la correcta unién del
cofactor ATP y, ademas, inhibe la actividad CDK (Dunphy, 1994). Indirectamente, la
actividad quinasa también se inhibe por la degradacién controlada de las subunidades
de ciclina (Peters, 1998). Otro mecanismo de regulacion negativa de la actividad CDK
esta controlado por una familia de proteinas de bajo peso molecular, llamadas
inhibidores de CDK (CKIls), que inhiben la actividad CDK mediante una estrecha
asociacion con los complejos ciclina/CDK (Sherr y Roberts, 1995; 1999). En
mamiferos, se distinguen dos familias diferentes de CKI en base a su modo de accién

y similitud de secuencia: las familias INK4 y Kip/Cip.

Las plantas poseen dos tipos de familias relacionadas con los CKils: KRP/ICK y
SIM/SMR. En Arabidopsis, se han designado como KRPs (del inglés Kip-related
proteins) a las proteinas relacionadas con la clase de inhibidores de CDK Kip/Cip de
mamiferos (De Veylder et al, 2001; Vandepoele et al, 2002). EI genoma de
Arabidopsis codifica siete genes KRP. A pesar de la limitada homologia de secuencia
con sus parientes de mamiferos, los KRPs son verdaderos homoélogos funcionales de
las proteinas Kip/Cip inhibiendo la actividad CDK tanto in vitro como in vivo (Wang et
al., 1997, 1998, 2000; Lui et al., 2000; De Veylder et al., 2001). Asi, KRP1 y KRP2 se
corresponden con ICK1 y ICK2, respectivamente (De Veylder et al., 2001).

De una manera similar a otros eucariotas, muchas de estas proteinas KRP de
plantas estan reguladas por una degradacion dependiente de ubiquitina durante la
transicion G1/S. KRP1 de Arabidopsis, que se une al complejo CDKA;1/CYCD2;1 para
inhibir su funcién, regula negativamente la transicion G1/S (Ren et al., 2008). La
sobreexpresion ectépica de KRP1 afecta seriamente al desarrollo de la planta y
bloquea la primera division celular en las células fundadoras del periciclo en las raices,
mediada por auxina (Wang et al., 2000; De Veylder et al., 2001; Zhou et al., 2003;
Bemis y Torii, 2007; Ren et al., 2008).
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Varios trabajos proporcionan informacion sobre el modo de accion y atenuacién
de la sefal de auxina durante la iniciacién de la raiz lateral. La Figura 18 ilustra la
posible relacién espacial entre la auxina, la expresion de KRP2 y la posicion
longitudinal de las células del periciclo enfrentadas a los polos de protoxilema a lo
largo de la raiz de la plantula de Arabidopsis (Himanen et al., 2002; Casimiro et al.,
2003). El gen KRP2 es un inhibidor especifico de la quinasa dependiente de ciclina
(CDKA;1), esencial para la transicion G1/S y G2/M. Después de la germinacion, las
células del periciclo enfrentadas a los polos de protoxilema permanecen en fase G1 y
la expresion de KRP2 es alta (Figura 18a). Después, un grupo de células del periciclo
enfrentadas a los polos de protoxilema progresa a través de la transicion G1-S (Figura
18b). Este importante evento del ciclo celular esta caracterizado por una represion de
la transcripcién de KRP2 por auxina (Stals e Inzé, 2001; Himanen et al., 2002). En la
Figura 18c, algunas de las células del periciclo en fase G2 entran en mitosis en el
punto donde empieza la diferenciacion del metaxilema (De Smet et al, 2003).
Siguiendo a este evento, la expresion de KRP2 reaparece en aquellas células del
periciclo que no estan implicadas en la formacion de los primordios de RL. Estos datos
sugieren un papel para KRP2 en controlar el patron de ramificacion de la raiz. Por
unirse e inhibir permanentemente a los complejos CDKA;1 presentes, KRP2 podria
finalmente controlar la actividad de division del periciclo competente

meristematicamente.

Consecuentemente, la proliferacién celular durante el desarrollo de las RLs no
solapa con la proliferacion celular en el meristemo apical de la raiz principal. Por lo
tanto, las células del periciclo enfrentadas a los polos de protoxilema deben re-entrar
en el ciclo celular después de dejar el meristemo de la raiz principal (el marcador
especifico de la fase G2/M, pCYCB1;1::GUS, marca las primeras divisiones en el
periciclo durante la iniciacién de las raices laterales) (Dubrovsky et al., 2000). Esto
cuestiona la naturaleza quiescente de las células del periciclo enfrentadas a los polos
de protoxilema y se discute por el concepto de un “meristemo monocapa extendido”
(Casimiro et al., 2003) porque, a diferencia de las células enfrentadas a los polos de
floema o en otros tejidos de la raiz, las células del periciclo enfrentadas a los polos de
protoxilema mantienen su capacidad para dividir después de salir del meristemo apical

de la raiz.

La proteina nuclear ALF4 (ABERRANT LATERAL ROOT FORMATION4) se

requiere para mantener las células del periciclo enfrentadas a los polos de protoxilema
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en un estado competente de mitosis porque la mutacion alf4 bloquea la induccion del
marcador mitético cyclin B1 (CycB1);1::GUS. El periciclo de Arabidopsis expresa
constitutivamente transcriptos de genes del ciclo celular (Mironov et al., 1997), lo cual

ilustra la naturaleza especial de su regulacion del ciclo celular.
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Figura 18. Relacion espacial entre la posicion longitudinal de las células del periciclo enfrentadas a los polos de
protoxilema a lo largo de la raiz de la plantula, sus fases del ciclo celular y la auxina. Tres fases de desarrollo (I, Il y Ill)
de la raiz de la plantula de Arabidopsis se muestran aqui. Durante la fase |, las células del periciclo enfrentadas a los
polos de protoxilema permanecen en fase G1 del ciclo celular y la expresion de KRP2 es alta. Durante la fase Il células
del periciclo seleccionadas progresan a través de la transicion G1-S, resultando en una zona distal de la raiz que
contiene células del periciclo en fase G2 que esta caracterizada por la represion transcripcional del gen KRP2 inhibidor
de la quinasa dependiente de ciclina. Dado que la represién de KRP2 esta mediada por auxina (Stals e Inzé, 2001), un
flujo importante de auxina alcanza el periciclo. Durante la fase Ill, células del periciclo seleccionadas en fase G2 entran
en mitosis y la expresién KRP2 reaparece en las células del periciclo que no estan involucradas en la formacion de la

raiz lateral (Casimiro et al., 2003).
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SKP2B como marcador de la formacion de las raices laterales

Las modificaciones postraduccionales regulan la actividad, la localizacion
subcelular o la estabilidad de diferentes proteinas. Entre estas modificaciones, la
fosforilacion de la proteina es una de las mas estudiadas. Sin embargo, la modificacién
covalente de las proteinas con ubiquitina (Ub) es un poderoso mecanismo que regula
la estabilidad, la funciéon o la localizacién de multiples proteinas (Mukhopadhyay y
Riezman 2007) (Figura 19).

Ruta

g ubiquitina/proteasoma 26S

Figura 19. Ruta ubiquina/proteasoma 26S

La Ub es un pequeno péptido que se une covalentemente a proteinas en una
reaccion postraduccional. La ubiquitinacién es un sistema regulador altamente preciso
e irreversible que esta presente en todos los organismos eucariotas y regula la
estabilidad, la actividad, la localizacion y el transporte de proteinas. La unién de Ub a
las proteinas diana requiere la sucesiva funcién de tres enzimas: la E1 o enzima de
activacion de Ub, la E2 o enzima de conjugacion y la E3 o enzima ligasa. La activacion
de la Ub se lleva a cabo por la E1 en una reaccion dependiente de ATP. Después, la
Ub se transfiere a la E2, que en colaboracion con la E3, une covalentemente la Ub a
las proteinas diana (Glickman y Ciechanover, 2002; Santner y Estelle, 2010; Strieter y
Korasick, 2012; Olsen y Lima, 2013) (Figura 19). En la mayoria de los casos, la
modificacion con ubiquitina implica el marcaje para degradacion a través del
proteasoma 26S (UPS) (Figura 19). Lo que diferencia entre la modificacion funcional o
la degradacion es la longitud de la cadena de ubiquitina y la posicion en la que ésta se
une (Liy Ye, 2008).
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Entre los diferentes tipos de E3 descritas, el complejo SCF (Skp/cullin/F-box)
es uno de los mas estudiados (Skaar y Pagano, 2009; Teixeira y Reed, 2013). El
complejo SCF esta compuesto por 4 subunidades proteicas, CULLIN1, RING-box
(RBX), ASK1 y una F-box (Cardozo y Pagano, 2004; Suryadinata et al., 2013; del Pozo
y Manzano, 2014) (Figura 20). Las tres primeras forman el cuerpo de la estructura en
la que se ensamblan diferentes proteinas F-box para generar diversos tipos de

complejos SCF que pueden reclutar diferentes dianas.
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Figura 20. Representacién esquematica del complejo SCF (del Pozo y Manzano, 2014).

En plantas, la ruta de la ubiquitina regula la mayoria de los procesos
biolégicos, tales como la sefializacion hormonal, respuestas a la luz, regulacion del
reloj circadiano o respuestas a patégeno (Smalle y Vierstra, 2004; Lechner et al., 2006;
Dreher y Callis, 2007; Moon et al., 2004). Ademas de esto, la ruta de la ubiquitina
también regula la division celular por degradar proteinas reguladoras clave,
asegurando la correcta transicion entre las fases del ciclo celular (Hershko, 2005;
Nakayama y Nakayama, 2006). SKP2A y SKP2B (del inglés S-Phase Kinase-
Associated Protein2) son proteinas F-box que comparten homologia con Skp2 de
humanos (Homo sapiens) (del Pozo et al., 2002), un regulador clave de la division
celular (Nakayama y Nakayama, 2006; Frescas y Pagano, 2008; Bassermann et al.,
2014). SKP2A forma parte del complejo SCFSKP?A y se une a auxina para controlar la
estabilidad de factores de transcripcion del ciclo celular, actuando como un regulador
positivo de la division celular (Jurado et al., 2010; Peer, 2013). SKP2B también regula

la estabilidad de las proteinas del ciclo celular. EI complejo SCFSKP28 y una enzima
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RING-E3 llamada RKP (homdlogo al complejo Kpc1 de humanos que ubiquitina a
Kip1) degradan al inhibidor de CDK KRP1 (Ren et al., 2008). Mutantes skp2b
muestran una tasa de division mas alta en el meristemo de la raiz asi como una
prematura division de las células fundadoras de raices laterales, sugiriendo que
SKP2B degrada un activador del ciclo celular en estas células. SKP2B regula la
formacion de las RLs por reprimir la division de las células fundadoras del periciclo, asi
funciona como un regulador negativo. Este gen se expresa durante todo el desarrollo
de las RLs (células fundadoras, PRLs y RLs emergidas) y en el meristemo de la raiz
(Manzano et al., 2012) (Figura 21). Manzano et al., (2012) identificaron un nuevo
motivo en el promotor de SKP2B que se requiere para la expresion especifica en raiz 'y
la induccién dependiente de auxina en las células del periciclo. Junto al control
transcripcional mediado por auxina, la expresién de SKP2B esta regulada por la
deposicion de la histona H3.1/H3.3 de una manera dependiente de CAF (del inglés,
chromatin assembly factor). ElI promotor de SKP2B y el extremo 5 de la region
transcrita estan enriquecidos con H3.3 que se asocia con estados activos de la
cromatina. Ademas, el promotor de SKP2B también esta regulado por la acetilacién de
H3 de una manera dependiente de auxina y IAA14, reforzando la idea de que la
regulacion epigenética representa un mecanismo importante durante la formacion de

las raices laterales (Fukaki et al., 2006).
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Figura 21. Expresién de SKP2B. A) Plantulas pSKP2B::GUS se crecieron durante 12 dias y se tifieron para la actividad
GUS. La caja de la derecha es una amplificacion mostrando los puntos tefiidos para GUS mas cerca del meristemo
apical de la raiz. Los circulos indican las secciones analizadas en E y F. B) Expresion de SKP2B en el meristemo apical
del tallo. C) Cotiledones y tejido vascular. D) Botones florales. E) Seccién transversal mostrando los puntos tefiidos
para GUS mas cerca del meristemo apical de la raiz como se muestra en Ay F. La flecha indica las células del periciclo
tefiidas para la actividad GUS. F-O) Imagenes representativas de la formacion de las RLs en diferentes estadios de
desarrollo (St) desde el estadio 0 al estadio VIII, tomadas en una Unica raiz. P y Q) Imagenes representativas de dos
meristemos de raiz diferentes mostrando distinta tincion para GUS en el meristemo basal (horquilla). Barras = 0,5 mm
(A-D). 20 mm (E) y 0,2 mm (F-Q). C, Cértex; En, Endodermis; Ep = Epidermis (Manzano et al., 2012).

51



El sistema radicular y la luz

Durante la evolucion de las plantas terrestres, las raices se han desarrollado en
oscuridad con un crecimiento positivo al vector de la gravedad y, consecuentemente,
estan adaptadas a crecer en estas condiciones. La luz puede provocar cambios
dramaticos en el crecimiento de la raiz y se produce como una respuesta de estrés
(Yokawa et al., 2011; Burbach et al.,, 2012). A pesar de todo, las raices estan
expuestas a la luz filtrada a través del suelo (Galen et al., 2007) o canalizada a través
del cilindro vascular (Mandoli et al., 1984). Para percibir y responder a los cambios en
la direccidn, la intensidad, la calidad y la duracion de la luz (Quail, 2002; Chen et al.,
2004; Jiao et al., 2007) las raices expresan varios tipos de foto-receptores asociados a
la membrana plasmatica que se activan al absorber una longitud de onda especifica
de la luz y convierten la percepcion de la luz en respuestas especificas (Chen et al.,
2004; Briggs y Lin, 2012). De los 14 foto-receptores que se conocen en la parte aérea
(Chen et al., 2004; Briggs y Lin, 2012), la mayoria se expresan y estan activos en la
raiz (Somers y Quail, 1995; Téth et al.,, 2001; Sakamoto y Briggs, 2002; Canamero et
al., 2006; Galen et al., 2007; Laxmi et al., 2008; Tong et al., 2008; Leasure et al., 2009;
Costigan et al., 2011; Dyachok et al., 2011; Rizzini et al., 2011; Warnasooriya y
Montgomery, 2011; Wan et al., 2012) que pueden percibir la luz directamente (Somers
y Quail, 1995; Kiss et al., 2003; Salisbury et al., 2007). El significado biolégico de la

percepcion de la luz por la raiz aun no esta completamente claro.

En Arabidopsis, los principales foto-receptores son los criptocromos (CRY1, 2y
3) (Banerjee y Batschauer, 2005), las fototropinas (PHOT1 y 2) (Christie, 2007) y los
fitocromos (PHYA, B, C, D y E) (Sharrock y Quail, 1989; Briggs et al., 2001; Lin y
Shalitin, 2003; Chen et al. 2004; Huq et al., 2004). Los CRYs y las PHOTSs perciben las
longitudes de onda UV-A/azul (320-500nm) (Lin y Shalitin, 2003) y los PHYs son
responsables de percibir las longitudes de onda del rojo/rojo lejano (600-750 nm). Los
criptocromos son flavoproteinas con una similitud de secuencia con las fotoliasas pero
tienen una extension adicional C-terminal especifica de plantas y los fitocromos son
cromoproteinas foto-reversibles. Los CRYs y PHOT1, son importantes para la
elongacioén de la raiz en respuesta a la luz azul (Canamero et al., 2006; Galen et al.,
2007). La funciéon de CRY3 en Arabidopsis aun no se conoce (Kleine et al., 2003). Los
PHYs A, B y D, controlan la elongacién de la raiz mediada por luz roja (Correll y Kiss,

2005) y tanto PHYA como PHYB estan involucrados en regular el gravitropismo
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inducido por la luz, el fototropismo positivo inducido por la luz roja, el desarrollo de
cloroplastos, la produccion de metabolitos secundarios y el desarrollo de pelos
radiculares (Feldman y Briggs, 1987; Johnson et al., 1994; De Simone et al., 2000;
Kiss et al., 2003; Hemm et al., 2004). Las funciones de los otros fitocromos, PHYC y E,
en procesos regulados por la luz en la raiz, aun no se han descrito. Ademas, los CRYs

y los PHY's participan en el verdeamiento de la raiz bajo luz azul (Usami et al., 2004).

A pesar de que los foto-receptores se expresan claramente en las raices, la

relevancia y significado biolégico de estos genes en el sistema radicular no esta claro.
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OBJETIVOS

El objetivo principal del presente trabajo ha sido la identificacién de nuevos
genes implicados en la formacion y desarrollo de las raices laterales en

Arabidopsis thaliana.

Mediante una estrategia de “separacion celular” y gendmica, se han
identificado mas de 600 genes cs-SKP2B (cell sorting-SKP2B) que estan directamente
relacionados con la especificacion, formacién y/o desarrollo de las raices laterales. Por
otro lado, gracias a una estrategia genética, se ha identificado un mutante recesivo
con un sistema radicular muy reducido, srol1 (short root in light). Asi, los objetivos

principales de este trabajo son:

1) Anadlisis morfolégico del sistema radicular de los mutantes de genes cs-SKP2B.
2) Caracterizacion fenotipica y molecular de srol1.
3) Estudio morfolégico del sistema radicular de los mutantes de genes

identificados en el analisis transcriptémico de srol1.
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MATERIAL Y METODOS

BLOQUE I: ESTRATEGIA DE SEPARACION CELULAR Y GENOMICA

Meta-analisis de otros micro-arrays publicados

Los datos que se utilizaron para las comparaciones se obtuvieron de GEO
(Edgar et al., 2002) como archivos CEL. Los numeros GEO de acceso fueron:
GSE3350, GSE6349, GSM226525, GSM226529, GDS3216, GSE21876, GSE21611 y
GPL198. El andlisis se baso en los valores de expresion RMA (del inglés Robust Multi-
array Analysis) que se obtuvieron con los datos affy de BioConductor
(www.bioconductor.org). Se normalizaron mediante el método RMA (Bolstad et al.,
2003) y se calcularon los p-value. Cada valor de expresion de las réplicas
independientes de cada condicion, se comparé con la media del control para conseguir
el log ratio y calcular el fold change de expresion para cada gen. Se seleccionaron los
genes que cambiaron su expresion mas de 2 veces con respecto al experimento
control, excepto para ox-UPB1 que se selecciond con un fold change de 1.75, y con un
FDR<0,02. El solapamiento entre los diferentes grupos de datos se llevdé a cabo

usando un programa venny (http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html).

Analisis fenotipico de los mutantes de genes cs-SKP2B

Genotipado de plantas homocigotas

En la coleccién publica de NASC (Nottingham Arabidopsis Stock Centre), se
consiguieron 39 lineas de insercion de T-DNA en genes cs-SKP2B, que se llevaron a

homocigosis mediante genotipado por PCR o seleccion con antibidtico (Tabla 2).
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Gen

cs-SKP2B Linea T-DNA Seleccion Oligonucleétidos
. LP AAATTGGACATAACATCCTAACCC
At1g03210 SALK_044565 genotipado RP TGTTGGAACAACAGGGAAATC
. LP AATCCGCAATCTACGACATTG
At1g03210 SALK_147811C genotipado RP TTCTTTTCGAATGGTTTGCAG
At1g10200 GK-009C02.01 sulfadiazina 50 pg/ml
Atl1g13420 GK-231G06.01 sulfadiazina 50 pg/ml
At1g48630 SAIL_413_C07 PPT 20 pg/ml
At1g51600 GK-448C11.01 sulfadiazina 50 pg/ml
. LP CAGAAAAGTAGGAATAATGTGATTGG
At1g57560 SALK_035416C genotipado RP AACATCGACGATGGTTCTGTC
. LP AAACCATCCCATAAATGCATG
At1g60010 SALK_042028C genotipado RP ATCCGTTAGTGAGATCATGCG
. LP CCGAAGATCCTGTTCTCAGTG
At1g62800 SALK_086748 genotipado RP TAAAAATACGGGGATGGTTCC
. LP GATGTGTGGACCAAATTTTGG
At1g75750 SALK_001187C genotipado RP GTCTAGACCGAAAATGGGGTC
At2g14960 SAIL_82_D10 PPT 20 pg/ml
. LP AAGCAACACACAAGATGCAAG
At2g16850 SALK_099098 genotipado RP AAAATCCATGTCAAACCCTACG
. LP GAATTTCGGCTCCAAAGTTTC
At2g29660 SALK_001345C genotipado RP ATTTGATTTACCGTTTTGCCC
. LP ATTCATCATCACGAGGACGAC
At2g34070 SALK_026608C genotipado RP TCCACTAGGTATGGTGTTCGG
At2g39630 SAIL_694_F05 PPT 20 pg/ml
At2g39980 GK-255G07.09 sulfadiazina 50 pg/ml
. LP TTGAAAAACATCGTCCCAAAC
At3g03170 GT_5_63368 genotipado RP TGTTCAACGTAGTTCGACACG
. LP TGTTCAACGTAGTTCGACACG
At3g03170 GT_5_6892 genotipado RP TTGAAAAACATCGTCCCAAAC
. LP TCCGAGAATATCCTGCATTTG
At3g06035 SALK_118837C genotipado RP TTCAGGATCTTTAGATCTGGTCTG
. LP AATTGACGGTTTAGACGGGAC
At3g09980 SALK_028810C genotipado RP CAAAAGCCCCAAAATTTTCTC
. . LP CGAAAATCAACATTAAACTGCTG
At3g10780 | WiscDsLoxHs096_08D genotipado RP CCACTTCTAAGCTGTCGTTGG
. LP CCTTCTCTGAACTTGCAGTGG
At3g13530 SALK_061724C genotipado RP AGCAGGGTGTTATACACCGTG
At3g16360 GK-933D02.02 sulfadiazina 50 pug/ml
. LP TTCGCCATAATTGGAGAATTG
At3g16450 SALK_085183C genotipado RP TGTCGTAGGTCACTTGCACTG
. LP TTCACCCTTATGAATCCATTGTC
At3g19200 SALK_064758C genotipado RP TCCCTTTGATGAGATGGTACG
At3gi4240 SALK_040393 x genotipado LP AAACAGCCCAAGAAAGTATGC
At5g56040 SALK_037932 RP CACACTGCAACAATAAAGCCC
At3g42670 SAIL_1229 H10 PPT 20 pg/ml
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LP TGCATGTAAGAGACCTTTCCG

At3g54770 SALK_019552C genotipado RP AACAACAAAATCATCAAGCCG
At3g61890 GK-174E09.01 sulfadiazina 50 pg/ml

. LP TGATGAGTCGGTAGGTATCGC
At4g09990 SALK_084669C genotipado RP CCTCGAGGAACACTAGCAATG

. LP GTGGATTCATGGAAGTCGTTC
At4g12420 SALK_070056C genotipado RP TGGTTAAAATTGTGGAATTTTGG
At4gi6540 SALK_053167 x genotipado LP TTTACAATCCCAACGCACTTC
At5g56040 SALK_037932 RP CGTGCAATTCGTTAGCTCTTC

. LP ACGGTTTGGTGTATCTTCACG
At4g26890 SALK_071559C genotipado RP TCGTTAGCACATAACCTAACGC

. LP AACATTGTTTCCTCTCATTTTGC
At4g34980 SALK_080446C genotipado RP GGTTATTGCTTCTTTCTCCGG
At4g36380 SAIL_1157_E04 PPT 20 pg/ml

. LP TGGAGGATCGTCATCGTTATC
At5g16900 SALK_113523C genotipado RP AGTGTTTTCCCCAACAGGTTC
At5g43890 SAIL_1273_E09 PPT 20 pg/ml

. LP TTCCTTACCACAAGAGCAACG
At5g44020 SALK_071539C genotipado RP GAAGGTTCTCTTGGGAACTGG
At5g56040 SALK_037932 genotipado LP TTCCAGTTCCGATCACGTTAG

RP TCGATAACAACCAAATCTCCG

Tabla 2. Las 39 lineas de insercion de T-DNA en genes cs-SKP2B, conseguidas en la coleccién publica de NASC, se

llevaron a homocigosis mediante genotipado por PCR o seleccién con antibiético.

Para el genotipado por PCR, se obtuvo ADN gendmico de una hoja de plantas
de Arabidopsis de aproximadamente 4 semanas, creciendo en una mezcla de sustrato
universal y vermiculita (proporcion 3:1). El material fresco se recogid en un tubo
eppendorf conteniendo bolas de vidrio de 1 mm de diametro y, después de congelarlo
en N liquido, se procesé en un molino agitador (SILAMAT 5s, Schaan, Principality of
Liechtenstein) con el fin de que las bolas molieran la muestra. La extraccion del ADN
gendmico se realizé siguiendo el protocolo descrito por Bernatzky y Tanksley (1986).
La PCR se llevé a cabo con el kit de Biotools y oligonucleétidos de Sigma-Aldrich
segun el procedimiento recomendado por la casa comercial. La electroforesis del
producto de PCR, cargado con loading buffer DNA 10x, se realizd en geles de agarosa
(PRONADISA) al 1 % en TBE 1x (89 mM Tris-HCI, 89 mM acido bérico, 2mM EDTA),
tefido con SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen) y usando un marcador de peso
molecular (GeneRuler 1 Kb DNA Ladder, de Fermentas). El patrén de bandas se

visualizd con el sistema de documentacion de geles Gel-Doc (BIORAD).

Para la seleccion por antibiético, las semillas estériles se sembraron en placas

Petri redondas de 90 mm de diametro, en posiciéon horizontal, con medio MS 2
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(Murashige & Skoog) suplementado con MES 0,05 %, sacarosa 1 %, Plant-agar al 0,7

% y los antibiéticos (DUCHEFA) en la concentracién final indicada.

Esterilizacion de semillas, siembra y condiciones de cultivo

Las semillas silvestres (ecotipo Columbia o Landsbreg erecta, segun
correspondiera) y mutantes se esterilizaron en una solucién de hipoclorito sédico al
50% durante 8 minutos y, posteriormente, se realizaron 3 lavados sucesivos con agua
destilada estéril. Las semillas se estratificaron durante 48 horas a 4 °C en oscuridad y
se sembraron en placas Petri cuadradas de 12 cm, sobre un medio de cultivo MS
preparado con la mitad de concentracion de sales (MS %), suplementado con MES
0,05 %, sacarosa 1 % y Plant-agar 1 %, a pH 5.8 y esterilizado en el autoclave a
120°C durante 30 minutos. Las semillas se colocaron superficialmente en el medio de
cultivo, disponiéndose separadas entre si unos 10 mm y alineadas en la parte superior
de cada placa. Todo este procedimiento se llevé a cabo en el interior de una camara
de flujo laminar. Las placas se sellaron con cinta quirdrgica (MILLIPORE) y se
colocaron en posicion vertical, en una camara de germinacion, para favorecer el
crecimiento rectilineo de las raices principales. Las plantas crecieron en el interior de
la camara de germinacién durante 10 dias con 65 % de humedad relativa, iluminacion
con luz fluorescente blanca fria (75 umol/m? x seg) y fotoperiodo de dia largo (ciclos de

16 horas de luz y 8 horas de oscuridad), y temperatura de 21/18 °C.

Medida de la longitud de la raiz principal

A los 10 dias después de la germinacion, se tomaron imagenes digitales con
una camara fotografica Canon, de las plantas a través de las placas Petri mostrando
de forma nitida las raices principales y las raices laterales, a lo largo de toda su
longitud. Un trozo de papel milimetrado colocado junto a las placas sirvié como escala
de referencia. A partir de estas imagenes se midi6 la longitud de la raiz principal de
mas de 15 plantas silvestres y mutantes utilizando el software del National Institutes of
Health ImagedJ 1.46a (http://rsb.info.nih.gov/ij), previo calibrado correspondiente
mediante la escala de referencia. Las medidas de longitud se realizaron desde la base
del hipocotilo hasta el extremo apical de la raiz principal. Estos experimentos se

repitieron dos veces, obteniendo valores similares en cada uno. Se calculé la media
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aritmética y la desviacién promedio de los datos obtenidos mediante una hoja de
calculo Excel. Como analisis estadistico se realizé una prueba t-Student’s con una
significacion del 95 % (Ubeda-Tomas et al., 2009).

Recuento de las raices laterales emergidas

En plantas silvestres y mutantes de 10 dias, intactas y creciendo sobre el
medio de cultivo, se realizé el recuento del numero total de raices laterales emergidas
a lo largo de la raiz principal, mediante una lupa binocular Olympus. El recuento se
realizd desde la base del hipocotilo hasta el extremo apical de la raiz principal. Estos
experimentos se repitieron dos veces, obteniendo valores similares en cada uno. Se
calculé la media aritmética y la desviacion promedio de los datos obtenidos de mas de
15 plantas diferentes de cada genotipo, mediante una hoja de calculo Excel. Como
analisis estadistico se realiz6 una prueba t-Student’s con una significacion del 95 %
(Ubeda-Tomas et al., 2009).

Clarificacion y montaje de las raices

Se cosechod el 50 % de las plantas silvestres y mutantes de 8 dias. Tras
eliminar la parte aérea, se clarificaron las raices. Para la clarificacién, las raices se
sumergieron en metanol acidificado durante 25 minutos a 55 °C. Posteriormente, se
mantuvieron en NaOH al 7% en etanol de 60 % durante 15 minutos. A continuacion, se
hidrataron paulatinamente mediante tratamientos sucesivos de 15 minutos con etanol
de 40, 20 y 10 %. Finalmente, se colocaron en glicerol acuoso al 50 %, donde
permanecieron durante 30 minutos como minimo. Todo este procedimiento se llevo a
cabo a temperatura ambiente. Después, las raices se montaron en glicerol al 50 %,
sobre portaobjetos y se cubrieron cuidadosamente con cubreobjetos evitando la
formacion de burbujas y el aplastamiento de la muestra, para su observacion a

microscopia 6ptica con contraste interdiferencial de Nomarski.
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Recuento del numero de primordios de raiz lateral en cada estadio de desarrollo

Las raices principales de plantas silvestres y mutantes de 8 dias montadas en
glicerol al 50 %, se observaron a microscopia éptica con contraste interdiferencial de
Nomarski, con un microscopio Zeiss Axiophot. Con un objetivo de 40x planneofluar de
Zeiss, se realiz6 el recuento del nimero de primordios de raiz lateral en cada estadio
de desarrollo a lo largo de la raiz principal, segun Malamy y Benfey (1997). El recuento
se realizé6 desde el extremo apical hacia la zona basal de la raiz principal. Para el
estudio se utilizaron los datos de 10 raices diferentes de cada genotipo, calculando la
proporcion media de PRLs en cada estadio con respecto al niumero total mediante una
hoja de calculo Excel. Para el analisis estadistico, los estadios de desarrollo se
agruparon en: [|-lll (estadios donde tienen lugar las divisiones iniciales y orientadas
para formar los primordios); IV-V (estadios donde los PRLs adquieren identidad
meristematica); VI-VIl (estadios donde empieza la elongacién celular en los PRLs); y
VIl (estadio final donde los PRLs emergen de la raiz). Estos grupos se analizaron
mediante una ANOVA.

Sincronizaciéon de la iniciacién de PRLs mediante graviestimulacién

En plantas silvestres y mutantes de 3 dias, creciendo verticalmente sobre
medio MS %, se indujo la formacién de PRLs mediante un estimulo gravitropico de 90°
(Péret et al., 2012) (Figura 22). A las 30, 35 y 42 horas del estimulo, las plantas se
cosecharon, clarificaron y montaron como se describié previamente. A microscopia
optica con contraste interdiferencial de Nomarski, con un objetivo de 40x, se analizo6 el
estadio de desarrollo del PRL formado, sincronicamente en todas las raices, en el lado
externo de la curvatura formada. Para el estudio se utilizaron los datos de 30 raices
diferentes de cada genotipo, calculando el porcentaje de plantas que presentaban un
estadio de desarrollo de PRL determinado. El analisis estadistico se realiz6 mediante
una ANOVA.
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Figura 22. Sincronizacién de la iniciacién de PRLs mediante un estimulo gravitrépico de 90 ° (Péret et al., 2012).

Analisis fenotipico de las plantas upbl-1y 35S::UPB1-3xYFP

Se analizé la longitud de la raiz principal de 60 plantas control, upb1-1 y
35S::UPB1-3xYPF (Tsukagoshi et al., 2010), a partir de tres dias después de la
germinacion y a intervalos de 24 horas, durante 10 dias de crecimiento, el numero total
de raices laterales emergidas y por milimetro de raiz principal a los 8 y 10 dias, y la
proporcion de PRLs en cada estadio de desarrollo a lo largo de 12 raices de 8 dias,

segun lo descrito anteriormente.

Tratamiento inhibitorio de la actividad peroxidasa

Para analizar el efecto de la inhibicion de la actividad peroxidasa en la
formacion de las RLs, se crecieron plantulas pSKP2B::GUS en medio MS 72 durante 7
dias (seccion A) y se transfirieron a medio MS % con o sin KCN (100 yM) durante 4
dias mas (seccion B). Posteriormente, se escindieron las raices del tallo, se cortaron
en dos secciones, A y B, y se tifieron por separado para la actividad GUS. Se

cuantifico el numero de RLs y PRLs en ambas secciones.

Localizacion de ROS en el desarrollo de los PRLs

Plantulas de Arabidopsis se crecieron durante 10 dias en medio MS %2 con un
fotoperiodo de 16 h. luz/8 h. oscuridad a 21/18 °C. La Diaminobencidina (DAB) se usé
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para la detecciéon de H2O; en los tejidos de la raiz. Las moléculas de DAB oxidadas,
presentan unos radicales libres que reaccionan entre si para formar polimeros
insolubles de color marrén. Se tifieron las plantulas completas entre 4 y 6 horas con 1
mg/ml de DAB y 0,05 % Tween 20 en 20 mM de tampon fosfato a pH 7.4 y se
cubrieron con papel de aluminio en agitacién. El H2O, se visualizé con una coloracion
marron-rojiza. Se aplicd un pre-tratamiento con 10 mM de Kl durante 1 h. antes de la
tincion con DAB y se usé como control. Para la visualizacién de superoxido, la raices
se tifieron durante 1 h. en una solucion 2 mM de nitroblue tetrazolium (NBT) en 20 mM
de tampon fosfato a pH 6.1. Se aplicé un pre-tratamiento con 10 mM de propil galato
durante 1 h. antes de la tincién con NBT y se usé como control. El color azul/violeta
denota la presencia de superoxido. Las plantulas se lavaron segun Malamy y Benfey
(1997).

Analisis fenotipico de las plantas per2-1, per7-1y per57-1

Se consiguieron lineas de insercion de T-DNA homocigotas en los genes
PER2, PER7 y PER57 (At1g05250, At1g30870 y At5g17820, respectivamente), y se
analizé la longitud de la raiz principal y el numero total de raices laterales emergidas y
por milimetro de raiz principal de 60 plantas control, per2-1, per7-1y per57-1 alos 8 y
10 dias de crecimiento, y la proporciéon de PRLs en cada estadio de desarrollo a lo

largo de 12 raices de 8 dias, segun lo descrito en apartados anteriores.

Analisis fenotipico de las plantas ox-PER2 y ox-PER7

Las lineas sobre-expresoras de PER2 y PER7 inducibles por estradiol se
consiguieron mediante el clonaje de las secuencias codificantes (CDS) en un vector
Gateway pER8 compatible (Zuo et al., 2000), adaptado por Papdi et al., (2008). Las
lineas homocigotas T3 se seleccionaron con higromicina. Se cuantificé la longitud de
la raiz principal, el numero total y la densidad de raices laterales emergidas en mas de
60 plantulas control, ox-PER2-2, ox-PER2-3, ox-PER7-4 y ox-PER7-8 crecidas en
medio MS %2 con o sin 10 yM de estradiol durante 10 dias. Las diferentes lineas sobre-
expresoras PER2 o PER7 se analizaron independientemente con sus respectivos

controles.
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Tratamiento con auxina de las plantas per7-1, per57-1 y ox-PER7Y

Para analizar la formacién de RLs en lineas mutantes per y sobre-expresoras,
se crecieron plantas mutantes per7-1 y per57-1 en medio MS % durante 8 dias
(seccion A) y se transfirieron a medio fresco MS 72 suplementado con o sin 10 nM o 50
nM de AIA durante 24 o 48 horas mas. Las plantas PER7 inducibles por estradiol se
crecieron en medio MS 7% con 10 uM de estradiol durante 8 dias y se transfirieron a
medio MS % fresco con 10 uM de estradiol y 10 nM o 50 nM de AIA durante 24 o 48
horas mas. Se cuantificaron las raices laterales emergidas en la seccién A solamente
en el momento de la transferencia (0 horas) y a las 24 y 48 horas después de la

transferencia.

BLOQUE Il: ESTRATEGIA GENETICA

Caracterizacion fenotipica de sroll

Medida de la longitud de la raiz principal

Se midio la longitud de la raiz principal de plantas pSKP2B::GUS (control) y
srol1/pSKP2B::GUS, a partir de un dia después de la germinacion y a intervalos de 24

horas, durante 10 dias de crecimiento, segun se ha descrito en apartados anteriores.

Recuento de los primordios de raiz lateral y las raices laterales emergidas

Se realizé una tincién histoquimica para la actividad GUS, siguiendo el
protocolo descrito por del Pozo et al., (2006), en 40 plantas pSKP2B::GUS (control) y
srol1/pSKP2B::GUS de 7 dias. Las plantas tenidas e hidratadas se extendieron
cuidadosamente sobre placas Petri cuadradas con MS 2 para facilitar el recuento de
los PRLs y RLs emergidas por milimetro de raiz principal como se describio

previamente.
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Condiciones de cultivo en diferentes intensidades y calidades de luz

Semillas pSKP2B::GUS (control) y srol1/pSKP2B::GUS estériles se sembraron
en placas Petri cuadradas con MS 2, que se dispusieron en posicién vertical bajo (75
pumol/m? x seg) o frontalmente (270 pmol/m? x seg) a tubos fluorescentes de luz blanca
fria, bajo filtros coloreados (Rosco Ibérica E-colour+) que reducian la intensidad de la
luz un 50, 20y 5 % (filtros 209, 208 y 299 respectivamente), y bajo filtros coloreados
azul, verde, amarillo y rojo (filtros 68, 89, 101 y 19, respectivamente) que reducian la
intensidad de la luz un 85, 80, 25 y 65 % respectivamente, asi como un papel opaco
negro. Las plantas se crecieron durante 7, 8 o 10 dias, segun el experimento, se midiod
la longitud de la raiz principal y se realiz6 el recuento del niumero total de PRLs y RLs
emergidas por milimetro de raiz en aquellas plantas que crecieron bajo los filtros
coloreados azul, verde, amarillo, rojo y el papel negro, como se describidé en apartados

anteriores.

Método de cultivo in vitro en conos

Semillas pSKP2B::GUS (control) y srol1/pSKP2B::GUS estériles se sembraron
sobre un medio MS 7% suplementado con 0,5 % Plant-agar en un recipiente cénico de
plastico transparente. Para mantener las condiciones de esterilidad, sobre este se
colocd una tapa también de plastico transparente con forma cénica. Mediante este
meétodo de cultivo in vitro, el sistema radicular de las plantulas de Arabidopsis crece a
través del medio y no superficialmente, y la parte aérea estd expuesta a la luz,
mientras la raiz puede mantenerse en oscuridad, reproduciendo mas fielmente lo que
sucede en la naturaleza. Para reproducir las condiciones de oscuridad, sobre el medio
MS V% se colocé un disco de aluminio opaco estéril con un pequeno orificio en el centro
para colocar la semilla, y el recipiente cénico transparente se cubrié con una funda de

plastico negro también de forma coénica (Figura 23).
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Figura 23. Imagen representativa del método de cultivo in vitro en conos.

Medida de la extension del meristemo apical hasta la zona de transicién

Las raices principales de plantas pSKP2B::GUS (control) y srol1/pSKP2B::GUS
crecidas en condiciones de luz blanca y bajo un filtro de color amarillo durante 7 dias,
y montadas en glicerol al 50 %, se observaron a microscopia éptica con contraste
interdiferencial de Nomarski. Con un micropscopio Zeiss Axiophot equipado con una
camara digital DCF300FX de 1,4 Mpixels y el software Leica Application Suite,
utilizando el objetivo de 20x, se obtuvieron imagenes de la extension de las dos
columnas de células de la corteza diametralmente opuestas en el meristemo apical,
desde el centro quiescente hasta la zona de transicion. La zona de transicion se
establecié al nivel de cada columna en el que las células de la corteza eran
considerablemente mas largas que las que las precedian distalmente (Dello loio et al.,
2007; Ubeda-Tomas et al., 2009). Para calcular la extensién del meristemo apical, y
utilizando el software ImageJ, se trazé una linea recta desde el centro quiescente, por
el centro de la raiz principal, hasta las zonas de transicion definidas para cada
columna de células de la corteza, previo calibrado en micras mediante la escala de
referencia proporcionada por el software Leica. Para el estudio se utilizaron 12 raices
diferentes de cada genotipo y condicién de cultivo, calculando la media aritmética, la
desviacion promedio y la prueba {-Student’s, con una significacion del 95 % (Ubeda-

Tomas et al., 2009), mediante una hoja de calculo Excel.
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Recuento del numero de células de la corteza en el meristemo apical

Las raices principales de plantas pSKP2B::GUS (control) y srol1/pSKP2B::GUS
crecidas en condiciones de luz blanca y bajo un filtro de color amarillo durante 7 dias,
y montadas en glicerol al 50 %, se observaron a microscopia éptica con contraste
interdiferencial de Nomarski. Con un objetivo de 40x, se realiz6 el recuento del numero
de células totales en las dos columnas de células de la corteza diametralmente
opuestas en el meristemo apical, desde las células iniciales hasta la zona de
transicion. Para el estudio se utilizaron 12 raices diferentes de cada genotipo y
condicion de cultivo, calculando la media aritmética, la desviacion promedio y la
prueba t-Student’s, con una significacion del 95 % (Ubeda-Tomas et al., 2009),

mediante una hoja de calculo Excel.

Analisis de la actividad mitética en el meristemo apical

Se consiguieron plantas transgénicas con el promotor de la CYCB1;1 fusionado
al fragmento amino terminal de la CYCB1 y al gen marcador GUS (Colén-Carmona et
al., 1999). Esta linea pCYCB1;1::CYCB1:GUS, que permite detectar células en fase
G2/M del ciclo celular, se cruzé (&) con srolf (Q). Se crecieron plantas
pCYCB1;1::CYCB1:GUS (control) y srol1/pCYCB1;1::CYCB1:GUS en condiciones de
luz blanca y bajo un filtro de color amarillo durante 7 dias. Se realiz6 una tincion
histoquimica para la actividad GUS y las plantas se montaron en H,O para su
observaciéon a microscopia éptica con un microscopio Leica MD2000. Con un objetivo
de 40x, se realiz6é el recuento del numero total de puntos azules observados en el
meristemo apical de la raiz principal de 12 plantas de cada genotipo y condicién de
cultivo y se calculé la media aritmética, la desviacion promedio y la prueba t-Student’s,
con una significacion del 95 % (Ubeda-Tomas et al,, 2009), mediante una hoja de

calculo Excel.

Secciones a microscopia confocal del meristemo apical

Para analizar la longitud de las células de la corteza y epidermis en el
meristemo apical, plantas vivas e intactas pSKP2B::GUS (control) y
srol1/pSKP2B::GUS, crecidas en condiciones de luz blanca durante 7 dias, se tifieron

con una soluciéon de 10 pl/ml de ioduro de propidio (SIGMA) en H;O, durante 20
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segundos y se montaron en H>O para su observacion a microscopia confocal con un
microscopio confocal Leica SP8. Con un objetivo de 40x y el software Leica
Application Suite, se obtuvieron secciones virtuales de 1,5 micras de grosor desde el
centro de la raiz principal (a nivel del centro quiescente) hacia la epidermis de una
mitad longitudinal del meristemo apical. Para el estudio se utilizaron 10 raices

diferentes de cada genotipo.

Medida de la longitud de 20 células de la corteza a partir de la zona de transicién

Las raices principales de plantas pSKP2B::GUS (control) y srol1/pSKP2B::GUS
crecidas en condiciones de luz blanca y bajo un filtro de color amarillo durante 7 dias,
y montadas en glicerol al 50 %, se observaron a microscopia éptica con contraste
interdiferencial de Nomarski. Con un objetivo de 40x, se obtuvieron imagenes digitales
de la zona de transicién y de 20 células a partir de la misma en dos columnas de
células de la corteza, diametralmente opuestas, de 12 raices de cada genotipo y
condicion de cultivo. La longitud de cada célula se calculé midiendo la distancia entre
el centro de las paredes transversales utilizando el software Imaged, previo calibrado
en micras mediante la escala de referencia proporcionada por el software Leica.
Debido a que se manipularon raices intactas, se tuvo sumo cuidado en excluir
cualquier otra célula cortical de columnas adyacentes. Este es un punto importante en
la metodologia ya que la raiz principal de Arabidopsis thaliana posee un crecimiento
helicoidal muy caracteristico que se manifiesta en las columnas de células que la
constituyen. Por ello se debe analizar cada columna de células de la corteza a lo largo
de la zona de estudio variando el enfoque del objetivo. Mediante una hoja de calculo
Excel, se hallé la media aritmética y la desviacion promedio de la longitud de las
células corticales localizadas en la misma posicibn con respecto a la zona de
transicion correspondiente. Como analisis estadistico se realizé la prueba t-Student’s

con una significacién del 95 % (Ubeda-Tomas et al., 2009).

Analisis fenotipico de mutantes de foto-receptores

Se cruzaron los mutantes (Q) cry1-104 (hy4-104) (Lin et al., 1996), cry2-1 (Guo
et al., 1998), cry1/cry2, phot1-5/phot2 (Jarillo et al., 2001), phyA-211 (Reed et al.,
1994) y phyB9 (Reed et al., 1993) con plantas sro/1/pSKP2B::GUS (J). La seleccion
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de homocigotos se realizé mediante genotipado por PCR (Tabla 3). Se crecieron
plantas Col-0, cry1, cry2, cryl1/cry2, phot1/phot2, phyA, phyB, srol1 (controles) y los
dobles y triples mutantes generados en condiciones de luz blanca durante 10 dias y se
analizé la longitud de la raiz principal en 12 plantas de cada genotipo, como se

describié previamente.

Mutante Oligonucleétidos
cry1-104 P1 GGGAGAGATGTCTTAGTATGCCTTATG
P2 CCCCTCGAGCCCGGTTTGTGAAAGCCGTCT
cry2-1 P1 CATGGAACAACTTGGTTAGAGTGTGGA
P2 ACGTGATCGCATCAACCTCAGTTGCAC
phot1-5 P1 TCCACTTGAACCTATGCGTGATCAGAAG
P2 ACCGCTTCATCGATATTCACAGCTG
P1 ATGGAGAGGCCAAGAGCCCCTCCATCTCCTTTG
phot2 P2 GCTAACTTCAACCTGCATCCTGCAGATGG
P3 TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG
P4 GCTTTCTCCTTCTGGCGAGCTG
phyA-211 | PA7 TTATCCACAGGGTTACAGGG
PA12 GCATTCTCCTTGCATCATCC
phyB9 P1 GTGGAAGAAGCTCGACCAGGCTTTG
P2 GTGTCTGCGTTCTCAAAACG

Tabla 3. Seleccién de homocigotos de los mutantes de foto-receptores mediante genotipado por PCR.

Visualizacion de marcadores de identidad celular en la raiz principal

Se cruzaron plantas srol1 (Q) con las lineas transgénicas (J3) J0121 (Laplaze et
al., 2005) y pPLT2::PLT2:YFP (Aida et al., 2004). Plantas vivas e intactas control y
srol1, crecidas en condiciones de luz blanca durante 5 dias, se tifieron con ioduro de
propidio y se montaron en H,O para su observacion a microscopia confocal. Con un
objetivo de 40x, se obtuvieron imagenes digitales del meristemo apical o la zona

madura (segun correspondiera) de 10 raices diferentes de cada genotipo.
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Caracterizacion molecular de sroll

Analisis de la senalizacion y respuesta a auxina en el meristemo apical

Se cruzaron plantas srol1 (2) con lineas transgénicas (') de los marcadores de
sefializaciéon HS::AXR3NT:GUS (Gray et al, 2001) y DII-VENUS (Brunoud et al,
2012), y respuesta a auxina pDR5::GFP (Blilou et al., 2005).

Las plantas HS::AXR3NT:GUS (control) y srol1/HS::AXR3NT:GUS se crecieron
en condiciones de luz blanca durante 7 dias. Estas, en la placa de cultivo, se
sometieron a un choque térmico de 37 °C durante 2 horas. Un tercio de las mismas se
tind para la actividad GUS inmediatamente después del choque térmico. Otro tercio, se
traté con 1 uyM de AIA (disuelta en DMSO; DUCHEFA) en MS % liquido durante 30
minutos en agitacion. Y el otro tercio, se mantuvo en MS % liquido con la cantidad de
DMSO correspondiente (control) también durante 30 minutos en agitacion.
Transcurrido este tiempo, se realizé una tincion histoquimica para la actividad GUS en
las plantas tratadas. En paralelo, se llevé a cabo dicha tincién en plantas sin haber
recibido choque térmico alguno. Las plantas se montaron en H;O para su observacion
a microscopia oOptica con un microscopio Leica MD2000 equipado con una camara
digital DCF300FX de 1,4 Mpixels y el software Leica Application Suite. Utilizando el
objetivo de 20x se obtuvieron imagenes del meristemo apical y la zona de elongacion

de 12 raices de cada genotipo y condicion de tratamiento.

Las plantas DII-VENUS (control) y srol1/DII-VENUS se crecieron en
condiciones de luz blanca durante 5 dias. Un tercio de las mismas se traté con 1 uM
de AIA en MS % liquido durante 30 minutos en agitacion. Otro tercio, se mantuvo en
MS 72 liquido con la cantidad de DMSO correspondiente (control) también durante 30
minutos en agitacion. Y el otro tercio, no recibi¢ tratamiento alguno. Las plantas se
tineron con ioduro de propidio y se montaron en H>O para su observacion a
microscopia confocal. Con un objetivo de 40x, se obtuvieron imagenes digitales del

meristemo apical de 10 raices diferentes de cada genotipo y condicion de tratamiento.

Y plantas vivas e intactas pDR5::GFP y srol1/pDR5::GFP, crecidas en
condiciones de luz blanca durante 5 dias, se tifieron con ioduro de propidio y se

montaron en H,O para su observacion a microscopia confocal. Con un objetivo de 40x,
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se obtuvieron imagenes digitales del meristemo apical de la raiz principal de 12

plantas diferentes de cada genotipo.

Visualizacion de marcadores del transporte de auxina en el meristemo apical

Se cruzaron plantas srol1 (2) con lineas transgénicas (') de los marcadores de
transportadores de auxina AUX1:YFP (Swarup et al, 2004), pPIN1::PIN1.GFP
(Benkova et al., 2003), PIN2:GFP (Xu y Scheres, 2005), pPIN3::PIN3:GFP (Zadnikova
et al., 2010) y pPIN4::PIN4:GFP (Blilou et al., 2005). Plantas vivas e intactas control y
srol1, crecidas en condiciones de luz blanca durante 5 dias, se tineron con ioduro de
propidio y se montaron en HO para su observacion a microscopia confocal. Con un
objetivo de 40x, se obtuvieron imagenes digitales del meristemo apical de la raiz

principal de 10 plantas diferentes de cada genotipo.

Tratamientos hormonales

Plantas pSKP2B::GUS (control) y srol1/pSKP2B::GUS, germinadas en medio
sin hormona, se trasplantaron a medios con diferentes concentraciones de hormona a
los tres dias después de la germinacion. El medio sin hormona (control) se suplemento
con la cantidad de disolvente correspondiente. Se marcé la posicion del meristemo en
ese momento y, cada 24 horas y durante los cuatro dias siguientes al trasplante, se
midié el incremento producido en la longitud de la raiz principal, con respecto al dia
anterior, en 20 plantas de cada genotipo y condicion de cultivo. Mediante una hoja de
célculo Excel, se hallé el porcentaje de inhibicién del crecimiento de la raiz con
respecto a las condiciones sin hormona, la desviacion promedio y diferencias
estadisticamente significativas entre el mutante y el control mediante la prueba t-

Student’s con una significacion del 95 % (Ubeda-Tomas et al., 2009).

Se crecieron plantas pSKP2B::GUS (control) y srol1/pSKP2B::GUS en medio
MS 2 suplementado con 0, 01, 1 y 5 uM de JA (DUCHEFA,; disuelto en EtOH), en
condiciones de luz blanca durante 8 dias. EI medio sin hormona se suplementé con la
cantidad de EtOH correspondiente. Se midi6 la longitud de la raiz principal y se realizé
el recuento del numero total de PRLs y RLs emergidas por milimetro de raiz en 15
plantas de cada genotipo y concentracién de hormona. Mediante una hoja de calculo

Excel, se hall6 el porcentaje de inhibicién del crecimiento de la raiz principal con
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respecto a las condiciones sin JA, la desviacion promedio y la prueba {-Student’s con

una significacion del 95 % (Ubeda-Tomas et al., 2009).

Analisis transcriptomico en luz blanca/amarilla del control vs. sroll

Se crecieron plantas pSKP2B::GUS (control) y srol1/pSKP2B::GUS en
condiciones de luz blanca y bajo un filtro de color amarillo. Al octavo dia después de la
germinacion y con un bisturi estéril, se separdé cuidadosamente la parte aérea del
sistema radicular. El material fresco de esta ultima fraccién se recogié en tubos
eppendorf conteniendo bolas de vidrio y, después de congelarlo en Nz liquido, se
homogeneizé. EI ARN se extrajo con TRIzol®. Tras 10 minutos a temperatura
ambiente, se afiadié cloroformo y se centrifugd durante 15 minutos a 4 °C. La fase
soluble se traspasd a tubos nuevos, se precipitd el ARN con etanol al 70 % y se
resuspendid en agua filtrada y autoclavada, libre de ADNasas/ARNasas. La
determinacion de las concentraciones de las soluciones de ARN, se realizé6 midiendo
la absorcion de las muestras a 260 nm en un espectrofotdometro (NanoDrop ND-1000,
Thermo Scientific, USA) y mediante bioanalyzer para comprobar su calidad e
integridad. EI ARN total extraido de tres réplicas independientes, se prepard para
hibridaciones de micro-array individuales utilizando el Nimblegen Array. Para identificar
genes expresados diferencialmente, se realizd6 un analisis estadistico de
comparaciones multiples y se calcularon los valores q segun el método de Storey y
Tibshirani (2003).

Dispositivo para el crecimiento de raices en cultivos in vitro

El dispositivo para el crecimiento de raices en cultivo in vitro (Modelo de utilidad
Num. 201300727) es un sistema de cultivo in vitro, en placas Petri cuadradas en
posicion vertical, que permite mantener la parte aérea de la planta expuesta a la luz y
el sistema radicular, en oscuridad creciendo superficialmente sobre el medio. Consta
de un cuerpo de metacrilato, prismatico rectangular, abierto superiormente y con las
paredes negras para impedir el paso de la luz a su interior, cuya embocadura es
formal y dimensionalmente adecuada para recibir a la placa de cultivo; y un peine,
materializado en un elemento laminar de metacrilato negro, de escaso grosor, de

configuracién esencialmente rectangular, que en sus extremos presenta dos
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apéndices ortogonales para acoplarlo a la placa de cultivo y limitar, en lo posible, la luz
que entra por la parte superior de la placa, dada la naturaleza transparente de la

misma (Figura 24).

Figura 24. Dispositivo para el crecimiento de raices en cultivos in vitro. A) Representacion esquematica en perspectiva
del (1) cuerpo de metacrilato, prismatico rectangular, abierto superiormente y con las paredes negras para impedir el
paso de la luz a su interior, cuya embocadura (2) es formal y dimensionalmente adecuada para recibir a la placa de
cultivo; y (4) del peine, materializado en un elemento laminar de metacrilato negro, de escaso grosor, de configuracién
esencialmente rectangular, que en sus extremos presenta dos apéndices ortogonales (5) para acoplarlo a la placa de
cultivo y limitar, en lo posible, la luz que entra por la parte superior dada la naturaleza transparente de la misma, B)
Representacion esquematica en perspectiva de la placa de cultivo in vitro (3) con el peine acoplado (4). C)
Representacion esquematica en perspectiva del conjunto de las figuras A y B debidamente montado. D) Imagen

representativa del dispositivo para el crecimiento de raices en cultivo in vitro. Modelo de utilidad Num.201300727.

Andlisis de la produccién de ROS en el meristemo apical y la zona de elongacion

Se crecieron plantas pSKP2B::GUS (control) y srol1/pSKP2B::GUS en
condiciones de luz blanca, bajo un filtro de color amarillo y en oscuridad utilizando el
dispositivo para el crecimiento de raices en cultivos in vitro. Al quinto dia después de la
germinacion y en la placa de cultivo, se afadié a cada meristemo apical una gota de 1
Ml de 0,24 mg/ml de 5[6]-CFDA (SIGMA) disuelto en H2O. En el caso de las plantas
creciendo en luz amarilla u oscuridad, se tuvo especial cuidado en mantener dichas
condiciones mientras se aplicaba el tratamiento. Las plantas continuaron creciendo en

la cdmara de germinacion durante 2 horas. Al cabo de este tiempo, y mediante una
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lupa binocular de fluorescencia Olympus equipada con una camara DFC420C de 5
Mpixels y el software Leica Application Suite, se obtuvieron imagenes digitales a 8x del
meristemo apical y la zona de elongacién de la raiz principal de 12 plantas de cada
genotipo y condicion de cultivo. Con el software LAS AF Lite de Leica
(http://www.leica-microsystems.com), se midi6 la intensidad de fluorescencia
detectada en dichas imagenes y se calculd la media aritmética, la desviacion promedio
y la t-Student’s, con una significacion del 95 % (Ubeda-Tomas et al., 2009), mediante

una hoja de calculo Excel.

Tratamiento con acido ascérbico

Plantas pSKP2B::GUS (control) y srol1/pSKP2B::GUS, germinadas en medio
sin antioxidante, se trasplantaron a 0 y 300 uM de AsA (DUCHEFA; disuelto en H20) a
los tres dias después de la germinacién. Se marcé la posicién del meristemo en ese
momento y, cada 24 horas y durante los cuatro dias siguientes al trasplante, se midié
el incremento producido en la longitud de la raiz principal, con respecto al dia anterior,
en 20 plantas de cada genotipo y condiciéon de cultivo. Mediante una hoja de calculo
Excel, se hallo el porcentaje de inhibicion del crecimiento de la raiz con respecto a las

condiciones sin AsA.

Asi mismo, se crecieron plantas pSKP2B::GUS (control) y srol1/pSKP2B::GUS
en medio MS % suplementado con 0, 50 y 100 uM de AsA, en condiciones de luz
blanca durante 7 dias. Se midi6 la longitud de la raiz principal en 25 plantas de cada
genotipo y tratamiento. Mediante una hoja de calculo Excel, se hall6 el porcentaje de
crecimiento de la raiz principal con respecto a las condiciones sin antioxidante, la
desviacion promedio y la t-Student’s con una significacion del 95 % (Ubeda-Tomas et
al., 2009).

Tratamiento con manitol

Plantas pSKP2B::GUS (control) y srol1/pSKP2B::GUS, germinadas en medio
MS %, se trasplantaron a MS ' sin sacarosa suplementado con 0 o 50 g/l de Mtl
(SIGMA) a los tres dias después de la germinacién. Se marco la posicion del
meristemo en ese momento y, cada 24 horas y durante los cuatro dias siguientes al

trasplante, se midié el incremento producido en la longitud de la raiz principal, con
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respecto al dia anterior, en 20 plantas de cada genotipo y condicion de cultivo.
Mediante una hoja de calculo Excel, se hall6 el porcentaje de inhibicion del crecimiento

de la raiz con respecto a las condiciones sin Mtl.

Tratamiento con cloruro de sodio

Plantas pSKP2B::GUS (control) y srol1/pSKP2B::GUS, germinadas en medio
MS 7%, se trasplantaron a 0 y 100 mM de NaCl (MERCK;, disuelto en H2O) a los tres
dias después de la germinacion. Se marco la posicién del meristemo en ese momento
y, cada 24 horas y durante los cuatro dias siguientes al trasplante, se midid el
incremento producido en la longitud de la raiz principal, con respecto al dia anterior, en
20 plantas de cada genotipo y condicion de cultivo. Mediante una hoja de calculo
Excel, se hallé el porcentaje de inhibicidon del crecimiento de la raiz con respecto a las

condiciones sin NaCl.

Andlisis del transporte floematico en la raiz principal

Se cruzaron plantas srol1 () con la linea transgénica pSUC2::GFP (Imlau et
al., 1999) (&). Plantas vivas e intactas pSUC2::GFP (control) y srol1/pSUC2::GFP,
crecidas en condiciones de luz blanca durante 5 dias, se tifieron con ioduro de propidio
y se montaron en H>O para su observacién a microscopia confocal. Con un objetivo de
40x, se obtuvieron imagenes digitales a lo largo de la raiz principal hasta el meristemo

apical en 10 plantas diferentes de cada genotipo.

Por otro lado, se crecieron plantas pSKP2B::GUS (control) vy
srol1/pSKP2B::GUS en condiciones de luz blanca. Al quinto dia después de la
germinacion y en la placa de cultivo, se afiadié una gota de 1 pl de CFDA en la cara
abaxial de un cotiledon de las plantulas (Oparka et al., 1994). Estas continuaron
creciendo en la camara de germinacion y, mediante una lupa binocular de
fluorescencia, se obtuvieron imagenes digitales a 8x y a intervalos de 15 minutos,
hasta que la sefal fluorescente se observé en el meristemo apical de la raiz principal
de 12 plantas de cada genotipo. Con el soffware Imaged, se midid la longitud de
dichas raices y, mediante una hoja de calculo Excel, se calcul6 la media aritmética y la

desviacion promedio. Con estos datos se hallé la velocidad de transporte floematico.
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Visualizacion del citoesqueleto en células de la corteza de la zona madura

Se cruzaron plantas srol1 (?) con las lineas transgénicas (J') 35S::GFP-ABD2-
GFP (Wang et al., 2008) y GFP-MBD (Marc et al., 1998).

Plantas vivas e intactas 35S::GFP-ABD2-GFP, GFP-MBD (controles),
srol1/35S::GFP-ABD2-GFP y srol1/GFP-MBD crecidas en condiciones de luz blanca
durante 5 dias, se tifieron con ioduro de propidio y se montaron en H,O para su
observaciéon a microscopia confocal. Con un objetivo de 40x, se obtuvieron imagenes
digitales de las células de corteza a nivel de la zona madura de la raiz principal de 10
plantas diferentes de cada genotipo. Para visualizar los nucleos, las raices se tifieron

con una solucion de 10 ug/ml de DAPI (SIGMA) disuelto en H,O, durante 5 minutos.

Tratamiento con cloruro de hierro

Se crecieron plantas pSKP2B::GUS (control) y srol1/pSKP2B::GUS en medio
MS %2 suplementado con 0, 4, 12, 20 y 40 mg/l de FeCl; (disuelto en H20), en
condiciones de luz blanca durante 8 dias. Se midi6 la longitud de la raiz principal y se
realizé el recuento del numero total de PRLs y RLs emergidas por milimetro de raiz en
20 plantas de cada genotipo y tratamiento. Mediante una hoja de calculo Excel, se
hallé el porcentaje de crecimiento de la raiz principal con respecto a las condiciones
control, la desviacién promedio y la t-Student’s con una significacion del 95 % (Ubeda-
Tomas et al., 2009).

Tratamiento a diferente pH del medio de cultivo

Se crecieron plantas pSKP2B::GUS (control) y srol1/pSKP2B::GUS en medio
MS % a pH 4.5, 5.8 y 7.0, en condiciones de luz blanca y bajo un filtro coloreado
amarillo, durante 8 dias. Se midié la longitud de la raiz principal de 12 plantas de cada
genotipo, tratamiento y condicion de cultivo. Mediante una hoja de calculo Excel, se
hallé el porcentaje de crecimiento de la raiz principal con respecto a las condiciones
control, la desviacidon promedio y la {-Student’s con una significacion del 95 % (Ubeda-
Tomas et al., 2009).
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Tratamiento de deficiencia de nitrégeno o fésforo

Se crecieron plantas pSKP2B::GUS (control) y srol1/pSKP2B::GUS en medio
MS 7 con o sin nitrégeno o fésforo en condiciones de luz blanca durante 7 dias. A
partir de los tres dias después de la germinacién, a intervalos de 24 horas y durante
los cuatro dias siguientes, se midié la longitud de la raiz principal de 20 plantas de
cada genotipo y tratamiento. Mediante una hoja de célculo Excel, se hallé el porcentaje
de inhibicion experimentado cada dia con respecto a las condiciones control, la
desviacion promedio y diferencias estadisticamente significativas entre el mutante y el
control mediante la {-Student’s con una significacion del 95 % (Ubeda-Tomas et al.,
2009).

Analisis iondmico en luz/oscuridad del control vs. sroll

Se crecieron plantas pSKP2B::GUS (control) y srol1/pSKP2B::GUS en
condiciones de luz blanca y oscuridad, utilizando el dispositivo para el crecimiento de
raices en cultivos in vitro. A los 12 dias después de la germinacion, se recolectaron las
plantas completas de cada genotipo y condiciéon de cultivo en tubos Falcon de 15 ml,
teniendo especial cuidado en evitar cualquier presencia de agar. Las plantas se
secaron a 65 °C durante 3 dias, tras los cuales se obtuvieron 100 mg de peso seco de
cada muestra (en cuatro réplicas independientes). Cada muestra independiente de
material seco se digirié con 3 ml de HNO3 (Sigma-Aldrich Trace Metal Grade) a 100 °C
al bafio Maria durante 4 horas. Cada muestra se diluyé en 10 ml de agua 18 MW.
Seguidamente, las muestras se analizaron mediante Inductively Coupled Plasma-
Optical Emission Spectrometry (ICP-OES) en un Thermo Scientific iCAP 6500
utilizando las siguientes longitudes de onda para cada elemento: B, 208.9 nm; Ca,
184.0 nm; Ca, 317.9 nm; Cd, 228.8 nm; Cr, 206. 1 nm; Cu, 324.7 nm; Fe, 240.4 nm;
Fe, 259.9 nm; K, 766.4 nm; Mg, 279.0 nm; Mg, 285.2 nm; Mn, 293. 9 nm; Mo, 203.8
nm; Na, 589.5 nm; Ni, 231.6 nm; P, 177.4 nm; P, 178.2 nm; S, 182.0 nm; Sr, 216.5
nm; Zn, 206.2 nm. Los datos del andlisis, se normalizaron en mg/kg de peso seco vy,
mediante una hoja de calculo Excel, se hall6 el porcentaje del contenido de trazas de
los elementos analizados en las plantas sro/7 con respecto al control en ambas
condiciones de cultivo; y en los dos genotipos con la raiz crecida en oscuridad con
respecto a las condiciones de luz. Para el analisis estadistico se realizé la {-Student’s

con una significaciéon del 95 % (Ubeda-Tomas et al., 2009).
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Analisis metabolédmico en luz blanca/amarilla del control vs. sroll

Se crecieron plantas pSKP2B::GUS (control) y srol1/pSKP2B::GUS en
condiciones de luz blanca y bajo un filtro de color amarillo. Al octavo dia después de la
germinacion y con un bisturi estéril, se separé cuidadosamente la parte aérea del
sistema radicular, del que se eliminé cualquier resto de agar y se seco con papel de
filtro. En tubos eppendorf, se recogieron 50 mg de peso fresco de raiz de cada
genotipo y condicion de cultivo y se congeldé en N liquido. Los metabolitos se
extrajeron con MeOH al 100 % + acido férmico al 0,1 %, reserpina y atropina. Tras
incubar 1 hora a 70 °C, en continuo movimiento, se centrifugd durante 20 minutos a
13,2 r.p.m. y 4 °C. El sobrenadante se traspasé a viales de HPLC. La determinacién
de la concentracion de metabolitos en las muestras se realizdé mediante
espectrometria de masas en el laboratorio del Dr. Stephan Pollimann (CBGP, UPM-
INIA). Los datos obtenidos de diez réplicas independientes se analizaron con el
software MetaboAnalyst 2.0 (http://www.mybiosoftware.com/miscellaneous/10562).
Para el estudio de la naturaleza quimica del compuesto identificado se utilizo la

aplicacién web ChemSpider (www.chemspider.com).

Tratamiento con piridoxina

Se crecieron plantas pSKP2B::GUS (control) y srol1/pSKP2B::GUS en medio
MS % suplementado con 0 y 25 ug/ml de PN (disuelta en H.O vy filtrada) en
condiciones de luz blanca, bajo un filtro de color amarillo y en oscuridad, utilizando el
dispositivo para el crecimiento de raices en cultivos in vitro. A los 8 dias después de la
germinacion, se midio la longitud de la raiz principal de 20 plantas de cada genotipo,
tratamiento y condicién de cultivo. Mediante una hoja de calculo Excel, se hallo el
porcentaje de inhibicion del crecimiento de la raiz, con respecto al medio sin PN, en
cada condicién de crecimiento. Las diferencias estadisticamente significativas entre el
mutante y el control se analizaron mediante la {-Student’s con una significacion del
95% (Ubeda-Tomas et al., 2009).

Tratamiento con auxina metilada

Plantas pSKP2B::GUS (control) y srol1/pSKP2B::GUS, germinadas en medio
MS %, se trasplantaron a 0, 0’1, 0°'5 y 1 uM de MeAIlA (SIGMA; disuelta en EtOH al
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95% vy filtrada) a los tres dias después de la germinacion. Se marco la posicion del
meristemo en ese momento y, cada 24 horas y durante los cuatro dias siguientes al
trasplante, se midid el incremento producido en la longitud de la raiz principal, con
respecto al dia anterior, en 20 plantas de cada genotipo y condiciéon de cultivo.
Mediante una hoja de calculo Excel, se hall6 el porcentaje de inhibicidén del crecimiento
de la raiz con respecto a las condiciones sin MeAlA. El ultimo dia de tratamiento y
mediante una lupa binocular de fluorescencia, se comprobd la presencia de cumulos
fluorescentes en el sistema radicular de las plantas srol1, en las diferentes

concentraciones de MeAlA.

Tratamiento con PCIB

Plantas pSKP2B::GUS (control) y srol1/pSKP2B::GUS, germinadas en medio
MS ', se trasplantaron a 0, 10, 20 y 40 uM de PCIB (SIGMA; disuelto en DMSO y
filtrado) a los tres dias después de la germinacion. Se marco la posiciéon del meristemo
en ese momento y, cada 24 horas y durante los cuatro dias siguientes al trasplante, se
midié el incremento producido en la longitud de la raiz principal, con respecto al dia
anterior, en 20 plantas de cada genotipo y condicion de cultivo. Mediante una hoja de
célculo Excel, se hallé el porcentaje de inhibicién del crecimiento de la raiz con
respecto a las condiciones sin PCIB. El ultimo dia de tratamiento, se comprobé la
presencia de cumulos fluorescentes en el sistema radicular de las plantas srol1, en las

diferentes concentraciones de inhibidor.

Generacion de injertos

Se crecieron plantas transgénicas pSUC2::GFP y srol1/pSUC2::GFP (scion o
donadoras de la parte aérea), srol1 y silvestres Col-0 (stock o donadoras del sistema
radicular) en condiciones de luz blanca. A los cuatro dias después de la germinacion,
se eligieron plantulas con el hipocotilo recto y largo, que se corté rapida, limpia y
oblicuamente con un bisturi estéril, con el agar como base, y usando una lupa
binocular en el interior de una camara de flujo laminar. El hipocotilo de la plantula scion
se cortd en la base del mismo y el de la plantula stock, cerca del meristemo apical del
tallo, por lo que tras el injerto, las plantulas presentaron un hipocotilo anormalmente

mas largo (Yin et al, 2012). Seguidamente, la parte aérea de las plantulas
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pSUC2::GFP o srol1/pSUC2::GFP se aproximé a la raiz de las plantulas silvestres o
srol1, presionando cuidadosamente con unas pinzas estériles para asegurar que los
sistemas vasculares de ambas partes quedasen perfectamente conectados. Los
injertos continuaron creciendo en la camara de germinacion con una inclinacién de la
placa de cultivo de, aproximadamente, 45°. Transcurrida una semana, y mediante una
lupa binocular de fluorescencia, se comprobé que la sefial GFP hubiera alcanzado el

meristemo apical de la raiz principal en los injertos.

Estudio morfolégico del sistema radicular de los mutantes de genes

identificados en el andlisis transcriptémico de sroll

En diferentes colecciones publicas (http://signal.salk.edu/cgibin/tdnaexpress),
se consiguieron 24 lineas de insercién de T-DNA en genes identificados en el analisis

transcriptomico de srol1, que se llevaron a homocigosis mediante genotipado por PCR

o seleccién con antibiético (Tabla 4).

Gen Linea de T-DNA Seleccion Oligonucleétidos
At1g09080 GK-075D06 sulfadiazina 50 pg/ml
Algiass0 | SAK 040000 | genotpado | L OCGCACTGCTGARRRTIATG
At1g60050 SALK_132616 genotipado ;I:) Eig?;ﬁiﬁﬁgggg{? AA%GA'I'GG
At1g68640 SALK_057190 genotipado I&I:) ?_E?;C_?é_l(_: CA AC (?I’i((::((::"“}ég;? ? ¢
At1g76780 SALK_082057 genotipado :; CAE-((S: EEXETGC/IGC;?TC g;;gri e
At2g16630 GK-660A11.01 sulfadiazina 50 pg/ml
At2g24600 | SAIL_1162_B01 PPT 20 pg/ml
At2g24720 SAIL_667_F02 PPT 20 pg/ml
At2g24850 SALK_108841 genotipado :; ZAC(,:A(EI'T; gg_; f ; STACATiiéééi(?
At3g02730 GK-517E10.01 sulfadiazina 50 pg/ml
At3g03660 SALK_004777 genotipado :; I’iﬁéﬁiﬁiﬁlﬁ'ﬁgg;ﬁ‘ggﬁ?g
At3g23250 SALK_151976 genotipado lF':D i?:fé;gi? g;?éégégggc;
Agadge | SAK 11930 | genotipado | L COAGTCACGGTCTITGATTTC
At3g44860 SALK_119380 genotipado :;IIDD CA?’?S?;EQECC.;SCFEEGAAAECC c
At3g44870 GK-779G09 sulfadiazina 50 pg/ml
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At3g48740 SALK_073269 genotipado lF'{I:) 'CFCGCZAAgiégLﬁgE?FGﬂA ggﬁf CG
A3gSST00 | SAK 04282 | genotipado | L CICRATCOATCTCCCTTCTEC
Atd4g21750 SALK_128172 genotipado :;IIZ iﬁi_iiil;ﬁi?gg ggéﬁfg
NAGETIO | SAKIISI2S | genotipado | P ATTCTICGAGCCTIGAGETC
At5g24240 SALK_048798 genotipado :’D ?_2225 ((;3 :g_l(_: C(i::'(l':'l('s CACA_}%?%(;%
At5g39190 SALK_144510 genotipado lF'{I:) ?_?_?gég AGTA,;AC,;AFI'%TJ'I'CTC'I'A(‘S/-\GCTTS
NSge3840 | SALK 045608 | genotipado | L AMAAGGTCARTCGRACGGTTC
At5g53190 GK-699D08 sulfadiazina 50 pg/ml

At5g56860 SALK_001778 genotipado lF';:) Erg CG : : é::Trg??TC;PG—ggiCA C

Tabla 4. Las 24 lineas de insercién de T-DNA en genes identificados en el analisis transcriptémico de srol1, se llevaron

a homocigosis mediante genotipado por PCR o seleccién con antibiético.

Se crecieron plantas silvestres Col-0 y mutantes en condiciones de luz blanca
durante 10 dias. En 12 plantas de cada genotipo, se cuantificé la longitud de la raiz
principal a los 3, 5, 7 y 10 dias, las RLs emergidas a los 8 y 10 dias y los diferentes
estadios de desarrollo de los PRLs a los 8 dias, que se analizaron independientemente

mediante la t-Student’s con una significacion del 95 % (Ubeda-Tomas et al., 2009).

Los mutantes de T-DNA (%) se cruzaron con plantas srol1/pSKP2B::GUS (&).
La seleccion de homocigotos se realizé mediante genotipado por PCR o seleccién con
antibiotico, segun correspondiera. Se crecieron plantas Col-0, srol1, mutantes de T-
DNA (controles) y los dobles mutantes generados en condiciones de luz blanca
durante 8 dias. En 12 plantas de cada genotipo, se cuantificé la longitud de la raiz

principal a los 4, 6 y 8 dias de crecimiento.

Mapeo posicional de sroll

Secuenciacion del genoma completo de sroll

Se extrajo el gendmico de srol1 con el E.Z.N.A.® Plant DNA Kit (OMEGA bio-

tek), segun el protocolo recomendado por la casa comercial, y se mandé a secuenciar
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al Beijing Genomics Institute (BGI, China). EI ADN se fragmentd en secciones de 100
pb y se generd una libreria con adaptadores. Esta libreria se secuencié masivamente y

se apilé frente al genoma de referencia para identificar cambios en el mismo.

Secuenciacion de los genes At2g40070 y At2q40095

Sobre el gendmico de plantas pSKP2B::GUS (control) y srol1/pSKP2B::GUS,
se amplificd, por PCR, la region que contenia la mutacion puntual identificada por
secuenciacion masiva en los genes At2g40070 y At2g40095. La PCR se llevé a cabo
con la DNA polimerasa Tag Gold® (ROCHE), segun el protocolo recomendado por la

casa comercial (Tabla 5).

Gen Oligonucleétidos

P1 GTTATTGCTATGTGGGATGTTGCTC
At2g40070
P2 ATCTAGCAGTTGAGGTAGTCGGC

P1 TAGATCCGCTGTTATACTCTGTG
At2g40095
P2 ACGATGTGACCTATGGCTAAGAC

Tabla 5. Oligonucledtidos utilizados en la PCR para la amplificacion de los genes At2g40070 y At2g40095.

El producto de PCR se purifico de gel de agarosa con el kit GenElute™ Gel
Extraction (SIGMA), se cuantificé con un espectrofotometro y se secuencié mediante
el servicio de Secugen (http://www.secugen.es/es/index.php), segun el procedimiento
recomendado por la empresa. El resultado de la secuenciacion se analizé utilizando
las bases de datos TAIR (http://www.arabidopsis.org/) y Phytozome
(http://www.phytozome.net/), y los software Chromas
(http://technelysium.com.au/?page_id=13), GeneRunner (http://www.generunner.net/)
y BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html).

Analisis fenotipico de los mutantes de los genes At2q40070 y At2q40095

Se consiguieron 6 lineas de insercion de T-DNA en los genes At2g40070 y
At2g40095, que se llevaron a homocigosis mediante genotipado por PCR o seleccién

con antibiético (Tabla 6).
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Gen Linea de T-DNA | Localizacion Seleccion Oligonucleétidos
SALK_028501 exon genotipado IF'{F; éﬁ;%ﬁ%iig%ﬁg%iﬁ;ig
At2g40070 SALK_114501 exon genotipado IF'{F; g&i?;;ii;ﬁiﬁiﬁé&?:T GCG
SALK_011272 intrén genotipado IIiFI: ?_-Ir_ngTf : CCCACC;C?'?S'IIIC';I'TGGT%LGGG
SALK 045616 | 300UTRS | genotipado | 1) ICACATOATGGANGATCAGAGC
At2g40095 SALK_122898 intrén genotipado EFI; TT@Q?:@E/&??(?GGA/?:EEQEG
SAIL_870_A02 exon PPT 20 pg/ml

Tabla 6. Las 6 lineas de insercién de T-DNA en los genes At2g40070 y At2g40095, se llevaron a homocigosis mediante

genotipado por PCR o seleccién con antibiético.

Se crecieron plantas silvestres Col-0 y mutantes en condiciones de luz blanca

durante 10 dias. Se cuantificé la longitud de la raiz principal en 15 plantas de cada

genotipo.

Generacion de lineas transgénicas

Se disefiaron buenos oligonucledtidos utilizando el software Oligo Analyzer

(http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/) (Tabla 7).

Nombre Posicion Oligonucledtido Uso
2g10070Fwew sentido | GGAGATAGAACCATGAATCGAAGTTTTAG ST-PCR
GGCAA
2g10070Revgw Antisentido | GAAAGCTGGGTCTCTCCCTTGTAAGCTTGC T-PCR
AGGGG
2410085 Fwaw centide | GGAGATAGAACCATGGGTTTTAGCAAAGA S T-PCR
AGAGA
| CCAGAAAGCTGGGTCTTTGAGTCTCTCTTG
2g40095Revgw Antisentido TTGTAAT RT-PCR
50Gen2g40070Fw Sentido | GGTTTGTCGGGCTCGCAAGAAT Amplificacion
genomico
50Gen2g40070Rev Antisentido | CCACTGAGGCAGTTACTGCTGCT Amplificacion
genomico
50Gen2g40095Fw Sentido | CAAATCTGACCGTTGCTATCAC Amplificacion
genomico
50Gen2g40095Rev Antisentido | GTAACGTCCATAATGTCACTTCCC Amplificacion
genomico
T™M
Gen2g40070Fwaw sentido | CGAGATAGAACCCAGTTATGTGATGGTGG |  Gateway
TGACA gendmico
™M
Gen2g40070Revaw Antisentido | CCAGARAGCTGGGTCTCTCCCTTGTAAGCT | Gateway
TGCAGG gendmico
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™
Gen2g40085F gy sentido | GOAGATAGAACCCCAGGTAAGAATAATCT |  Gateway

GTCAC gendmico
| CCAGAAAGCTGGGTCTTTGAGTCTCTCTTG |  Gateway™
Gen2g40095Revgw Antisentido TTGTAATAAG genémico
. GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT -

2g40095genattB1Fw Sentido ATGGGTTTTAGCAAAGAAGAG attB gendmico
| GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT -

2g40095genattB2Rev Antisentido GTTAAGATAAATAGATAATGA attB gendmico

2g40070secl Sentido | CTCCTTCCTCCAAACTTGTC Secuenciacion
genomico

2g40070sec2 Sentido | CGAGTAAGTCGTGTTTCAATGG Secuenciacion
genomico

2g40070sec3 Sentido | CCGTTGGGAGTAAATTGGAAGC secuenciacion
genomico

2840070sech Sentido | GCAGGCGGTTTAAGTATTC secuendiacion
genomico

2840070sec5 Sentido | GTTTTGAATCGCCACTACTAG secuendiacion
gendmico

2840070sec6 Sentido | GGTCCTTCAAGGTCCACCAC Secuenciacion
genomico

2g40070sec7 Sentido | GCGGAAACTTGCTCCACCCAG Secuenciacion
genomico

2g40095secl Sentido | CGAGTCTCGGTTCATTTCTTCG secuenciacion
genomico

2840095sec2 Sentido | GGAAGATCAGAGCATCTACC secuendiacion
genomico

2840095563 Sentido | GCATCATCATCGCCGTCATCG secuendiacion
gendmico

2840095sech Sentido | CGAGAGGACCGTATCTGACA Secuenciacion
gendmico

2840095sec5 Sentido | GACTCTACTTGGTGAGAAGG Secuenciacion
genomico

Tabla 7. Oligonucledtidos utilizados para el clonaje de los genes At2g40070 y At2g40095.

Sobre el ARN purificado de plantas Col-0, se amplifico el ADN de la region
codificante (CDS) de los genes At2g40070 y At2g40095 mediante el sistema de RT-
PCR en un paso Platinum® Taq High Fidelity (Invitrogen), segun el protocolo
recomendado por la casa comercial. El producto de RT-PCR se purificé de gel de
agarosa, se cuantific6 con un espectrofotometro y se utilizd6 como molde para la
insercion de los sitios especificos de recombinacion en el cromosoma de E. coli (attB,
Weisberg y Landy, 1983), por PCR con la ADN polimerasa Tag Gold®. El producto de
PCR se purificd de gel de agarosa, se cuantificé con un espectrofotémetro y se cloné
en el vector pDONR™221 (Invitrogen) mediante la reaccién Gateway®BP con la
mezcla de la enzima BP Clonasa™ Il (Invitrogen), segun el procedimiento
recomendado por la casa comercial. Con el producto de la reaccion BP, se transformd

la cepa competente DH5a de E. coli que se crecio en placas Petri redondas con medio
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LB y el correspondiente antibiético selectivo, a 37 °C durante 12 horas. Las células
competentes se elaboraron segun el protocolo de Sambrook et al, (1989) y la
transformacién de células se realizd por el método de Birnboim y Doly (1979). Las
colonias resistentes se crecieron en tubos de 10 ml con medio LB liquido y el
correspondiente antibidtico selectivo, a 37 °C durante 12 horas en agitacion. Se aislo
el ADN plasmidico de las células mediante el Plasmid Mini Kit | (OMEGA BIO-TEK),
segun el protocolo recomendado por la casa comercial. El resultado de la extraccion
se comprobd por digestion mediante enzimas de restriccion (ROCHE/FERMENTAS),
segun el procedimiento recomendado por la casa comercial, elegidas utilizando el
software GeneRunner. El vector pDONR™221 con la regién de interés clonada, se
secuencid con los oligonucleétidos del servicio: F17 (sentido) y R19 (antisentido).
Seguidamente, dicho fragmento se cloné en el vector de sobre-expresion pGWB2
(Nakagawa et al., 2007) mediante la reaccion Gateway® LR con la mezcla de la
enzima LR Clonasa™ Il (Invitrogen), segun el protocolo recomendado por la casa
comercial. Con el producto de la reaccién LR, se transformé la cepa DH5a, se aislo el
ADN plasmidico, que se comprobd por digestion como se explicé previamente, y se
transformoé la cepa competente C58C1 de Agrobacterium tumefaciens, que se crecio
en placas Petri redondas con medio LB y el correspondiente antibiético selectivo, a
28°C durante 2-3 dias. Las colonias resistentes se comprobaron por PCR con la ADN
polimerasa de Biotools y los oligonucledtidos especificos, y se crecieron bien aireadas
en matraces con medio LB liquido y el correspondiente antibiético selectivo, a 28 °C
durante 12 horas en agitacion. La transformacion de plantas silvestres Col-0 'y srol1 se
llevd a cabo mediante inmersion floral, segun describieron del Pozo et al., (2002). Se
recolectaron las semillas de las plantas transformadas y se crecieron en placas Petri
redondas de 150 mm de diametro con MS 2 y el correspondiente antibiético selectivo.
Las plantas resistentes se crecieron en una mezcla de sustrato universal y vermiculita
(proporcion 3:1). Las semillas de la generacion siguiente, de 30 lineas independientes,
se crecieron en placas Petri redondas con MS 'z y el correspondiente antibidtico
selectivo para comprobar la segregacion. Las plantas homocigotas para el transgen se

crecieron en placas Petri cuadradas con MS 2 para analizar su fenotipo.

Sobre los clones JAtYs T28M21.23 y 64116 (http://arabidopsislocalizome.org/),
se amplificd el gendmico con 2 Kb de promotor de los genes At2g40070 y At2g40095,
respectivamente, con la ADN polimerasa High-Fidelity Phusion® Hot Start Il (FISHER),
segun el protocolo recomendado por la casa comercial. El producto PCR se utilizd

como molde para la insercion de los sitios especificos del sistema Gateway® y attBs, y
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se clond en el vector pDONR™221 que se secuencid con el primer F17 y otros
solapantes disefiados a cada 600 pb aproximadamente. Seguidamente, la region de
interés se clond en el vector de expresion pGWB501 (Nakagawa et al., 2007). Con

esta construccion se transformaron plantas srol1.

Analisis fenotipico de los mutantes de otros genes candidatos para la mutacion

Se consiguieron 18 lineas de insercion de T-DNA en los genes identificados en
el intervalo de mapeo de la mutacion srol1 (mediante el servicio de Metabolémica del
CBGP, UPM-INIA), que se llevaron a homocigosis mediante genotipado por PCR o

seleccién con antibiético (Tabla 8).

Se crecieron plantas silvestres (ecotipo Col-0 o Wassilewskija (Ws-2), segun
correspondiera), srol1 y mutantes de T-DNA en condiciones de luz blanca durante 10

dias. Se analizo el fenotipo a nivel del sistema radicular en 25 plantas de cada

genotipo.
Gen Linea de T-DNA Seleccion Oligonucleétidos
genotipado LP AATCTGCAATCCAAGTGTTGC
At2g39450 | SALK_025271 RP CTGCTCGAGTTTCACGGTAAC
; LP GGAGAAGTTTGTGGAAAAGCC
genotipado
SALK_082318 RP GCGAAATAATCGAACTCCCTC
At2g39770 vitamin C
David Meinke
; LP TGACTATTTTGCAAACACACCC
genotipado
At2g39790 SALK_069454 RP CTTGTGATTGACTCCGAGCTC
genotipado LP CTCTCGAAAACGCCATTTTAG
At2g39855 SALK 034384 RP GCTAAGGGGGCAAGTTAATTG
genotipado LP TGCAGTAAGCAGGTTTTGAGG
At2gd0130 | SALK_106951 RP AACGGATTACACGGGTCTACC
At2g40410 SALK_011175 genotipado LP CAAATAAATTCCATGCATGGG

RP CTTCAGGCAAAGACACAGGAG

GK-051A04.01 sulfadiazina 50 pg/ml

GK-051A04.02 | sulfadiazina 50 pg/ml

GK-051A04.03 | sulfadiazina 50 pg/ml

At2g40460 GK-051A04.04 sulfadiazina 50 pg/ml

GK-051A04.05 sulfadiazina 50 pg/ml
GK-051A04.06

sulfadiazina 50 pg/ml
GK-051A04.07 sulfadiazina 50 pg/ml
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GK-051A04.08 sulfadiazina 50 pg/ml
; LP AGGTTCAAGAGAGGCAAGAGG
genotipado
At2g41560 SALK_029620 RP CTCTTTCGCAACCTGCATATC
; LP TTCAAAAGCATACGATTTGGG
genotipado
At2g41600 | SALK_126477 RP ATTTTGCTTTGTGCTTGAACC

Tabla 8. Las 18 lineas de insercién de T-DNA en los genes identificados en el intervalo de mapeo de la mutacion srol1,

se llevaron a homocigosis mediante genotipado por PCR o seleccién con antibiotico.

Medida de los niveles de acido ascorbico en la parte aérea

Se recogieron hojas de, aproximadamente, 3-8 mm de longitud de plantas
pSKP2B::GUS (control), srol1/pSKP2B::GUS y vic1-1, que se extendieron en una
lamina de papel de cromatografia Whatman 3030-6185 (DISMALAB). Cada hoja se
aplasto sobre el papel de cromatografia con la parte curvada de una espatula de pesar
de metal. Directamente sobre cada hoja aplastada, se pipetearon 10 yl de una
solucion acuosa de 1 mg/ml de NBT (SIGMA, St. Louis). En aproximadamente 5
minutos, se visualizd alrededor de cada hoja un precipitado purpura-azulado, con una
intensidad directamente proporcional a los niveles de AsA en la hoja (Conklin et al,,
1996).

Secuenciacion del locus VTC1 en el fondo sroll

Sobre el genémico de plantas srol1/pSKP2B::GUS, se amplifico, por PCR, el
locus VTC1. El producto de PCR se secuencid mediante el servicio de Secugen,

segun el procedimiento recomendado por la empresa (Tabla 9).

Nombre Oligonucleédtido
At2g39770Fw CCAATTTACAGCCATTTCCC
At2g39770Rev GTGGATGCAACCGACACAA

Tabla 9. Oligonucledtidos utilizados en la PCR para la amplificacion del locus VTC1.

92



Prueba de alelismo

Se cruzaron plantas vtc1-1 (?) y srol1/pSKP2B::GUS (&), creciendo en una
mezcla de sustrato universal y vermiculita durante 4 semanas, aproximadamente. Se
crecieron plantas pSKP2B::GUS, srol1/pSKP2B::GUS, vic1-1 (controles) y la progenie
del cruce, en condiciones de luz blanca durante 10 dias. El éxito del cruce se

comprobé mediante una tinciéon histoquimica para la actividad GUS.

Secuenciacion de la reqgion codificante de LEW3 en el fondo sroll

Sobre el ARN purificado de plantas sro/1, se amplific6 el ADN de la region
codificante del gen LEW3 mediante el sistema de RT-PCR en un paso (Tabla 10). El
producto de RT-PCR se utilizé como molde para la insercion de los sitios attBs y se

cloné en el vector pDONR™221, que se secuencid con los oligonucleétidos del

servicio.
Nombre Posicion Oligonucledtido Uso
LEW3Fwgw Sentido g ?AGATAGAACCATGGCGATCTACTTCATT RT-PCR
LEW3Revgw Antisentido ggﬁiﬁﬁAGCTGGGTCTTI—AAGAGGACCTG RT-PCR

Tabla 10. Oligonucleoétidos utilizados para el clonaje del gen LEW3.

Deteccion e identificacion de glicoproteinas en gel

Se extrajeron las proteinas totales de material congelado de raiz de plantas
control y srol1 crecidas en condiciones de luz blanca y oscuridad (utilizando el
dispositivo para el crecimiento de raices en cultivos in vitro) y se separaron mediante
SDS-PAGE (SDS-polyacrylamide gel electrophoresis). La tincion del gel para la
deteccion de glicoproteinas se realizé con Pro-Q® Emerald 300 Glycoprotein Gel and
Blot Stain Kit (P21857) (Invitrogen), segun el protocolo recomendado por la casa
comercial. Las bandas se visualizaron usando un transiluminador UV (BioRad Fluor-
S™) a 300 nm con una camara CCD incorporada. La identificacion de la glicoproteina

de la banda seleccionada se realizd mediante espectrometria de masas (MALDI-
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TOF/TOF) en la unidad de Proteémica de la Universidad Complutense de Madrid
(UCM, Parque Cientifico de Madrid).

Crecimiento de plantas en presencia del hongo Piriformospora indica

El hongo Piriformospora indica se crecié en un medio P.A. (fosfato de arginina).
Se corté un disco de hongo de, aproximadamente, 5 mm de diametro que se coloco
junto a las raices de plantas pSKP2B::GUS (control) y srol1/pSKP2B::GUS crecidas en
un medio MS %2 durante 5 dias en condiciones de luz blanca. Como control, se
crecieron plantulas en ausencia del hongo en las mismas condiciones. Al cabo de 15
dias, se calculd el peso fresco medio de la parte aérea y las raices de 15 plantas de
cada genotipo y condicion de cultivo, la desviacion promedio y la prueba t-Student’s,

con una significaciéon del 95 % (Ubeda-Tomas et al., 2009).

Tincidon de la membrana plasmatica con el colorante FM® 4-64

Plantas vivas e intactas pSKP2B::GUS (control) y srol1/pSKP2B::GUS,
crecidas, durante 7 dias, en condiciones de luz blanca, bajo un filtro de color amarillo y
en oscuridad utilizando el dispositivo para el crecimiento de raices en cultivo in vitro,
se tifieron con una solucion de 4 uM del colorante FM® 4-64 (Invitrogen) en MS %
liquido, durante 15, 30 y 60 minutos y se montaron en H,O para su observacion a
microscopia confocal. Con un objetivo de 40x, se obtuvieron imagenes digitales del
meristemo apical y la zona de elongacién de la raiz principal de 10 plantas de cada

genotipo y condicién de cultivo.

Digestion parcial de la pared celular en la raiz principal

En la raiz principal de plantas vivas e intactas pSKP2B::GUS (control) y
srol1/pSKP2B::GUS crecidas en condiciones de luz blanca durante 7 dias, se digirio
parcialmente la pared celular durante 10 y 20 minutos, segun una adaptacién del
protocolo utilizado en el laboratorio del Dr. Tom Beeckman (descrito mas adelante).
Tras dicha digestion, las raices se tifieron con el colorante FM® 4-64 durante 15

minutos y se montaron en H>O para su observacion a microscopia confocal. Con un
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objetivo de 40x, se obtuvieron imagenes digitales de la epidermis a nivel de la zona

madura de 10 raices de cada genotipo.

Generacidn de lineas transgénicas sroll sobre-expresoras de LEW3

Sobre el ARN purificado de plantas Col-0, se amplifico el ADN de la region
codificante del gen LEW3 mediante el sistema de RT-PCR en un paso (Tabla 9). El
producto de RT-PCR se utilizé como molde para la insercion de los sitios attBs y se
cloné en el vector pDONR™221, que se secuencid con los oligonucleétidos del
servicio. Seguidamente, la region de interés se cloné en el vector de sobre-expresion
pGWB502Q) (Nakagawa et al., 2007). Con esta construccién se transformaron plantas

srol1.
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PROTOCOLOS

Extraccion de DNA genémico (Bernatzky y Tanksley, 1986)
Este protocolo es para una hoja

Buffer de extraccion 316 pl

Buffer de lisis 350 pl

Sarcosyl (SIGMA) al 10 % 20 pl

Calentar 30 min. a 60 °C. Mover de vez en cuando

Enfriar a temperatura ambiente (Ta)

o0~ w N~

500 pl de cloroformo (J.T.BAKER) y mover vigorosamente los tubos en la mano

durante 15 seg.

Centrifugar a 8000 r.p.m. 10 min. a Ta

8. Transferir aproximadamente 600 pl del sobrenadante, conteniendo el ADN, a
un tubo nuevo

9. Anadir 0,7 volumen de isopropanol (BAKER) y mover

10. Centrifugar 15000 r.p.m. 15 min. a 4 °C

11. Eliminar el liquido y lavar el precipitado con EtOH (J.T.BAKER) al 70 %, libre
de ARN vy a-20°C

12. Centrifugar 5 min. a 15000 r.p.m. y eliminar todo el EtOH

13. Secar el precipitado a Ta

14. Afadir 20 ul de agua de ARNasa (SIGMA). Calentar 30 min. a 37 °C

Buffer de extraccién

0,35 M sorbitol (SIGMA)

100 mM TRIS (DUCHEFA)

5 mM EDTA (ROCHE)

Ajustar el pH a 7,5 con HCI (J.T.BAKER) y autoclavar

Buffer de lisis

200 mM TRIS

50 mM EDTA

2 M NaCl (MERCK)

2 % CTAB (DUCHEFA)
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Medio de cultivo para plantas
Para 1000 ml de medio

- MS (Murashigue & Skoog) + vitaminas (DUCHEFA) 2,25 g
- Sacarosa (MERCK) 10 g
- Tampdén MES (DUCHEFA) 0,25 g
Ajustar el pH a 5.8 con KOH (ROTH) 1 M
- Plant-agar (DUCHEFA) 10 g

Autoclavar durante 30 min. a 120 °C; 15 p.s.i.

Medio de cultivo para el tratamiento de deficiencia de nitrégeno y fésforo
Medio control
Para 1000 ml de medio

- MS sin nitrégeno, fosforo y potasio (DUCHEFA) 0,305 g
- Tampén MES 0,25 g
- Sacarosa10g
- Vitaminas 500x 1 ml
- NH4sNO3 (DUCHEFA) 0,825 g
- KNO3(DUCHEFA) 0,95 g
- KCI (DUCHEFA) 0,625 mM
Ajustar el pH a 5.8 con KOH 1 M
- Plant-agar 10 g
Autoclavar durante 30 min. a 120 °C; 15 p.s.i.
- KH2POs4 0,625 mM

Medio sin fésforo

Para 1000 ml de medio

- MS sin nitrégeno, fosforo y potasio 0,305 g
- Tampén MES 0,25 g

- Sacarosa10g

- Vitaminas 500x 1 ml

- NH4sNO3 0,825 g
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- KNO30,95¢g
- KCI 0,625 mM
Ajustar el pH a 5.8 con KOH 1 M
- Plant-agar 10 g
Autoclavar durante 30 min. a 120 °C; 15 p.s.i.

Medio sin nitrégeno

Para 1000 ml de medio

- MS sin nitrégeno, fosforo y potasio 0,305 g
- Tampén MES 0,25 g
- Sacarosa10g
- Vitaminas 500x 1 ml
- KCI9,39 mM
Ajustar el pH a 5.8 con KOH 1 M
- Plant-agar 10 g
Autoclavar durante 30 min. a 120 °C; 15 p.s.i.
- KH2POs 0,625 mM

Medio de cultivo para bacterias
Para 1000 ml de medio

- LB (Luria-Bertani) (DUCHEFA) 25 g
Ajustar el pHa 7.2 con KOH 1 M
- Agar bacterioldgico (PRONADISA) 18 g

Autoclavar durante 30 min. a 120 °C; 15 p.s.i.

Esterilizacion de semillas

1. NaClO 50 % 8 min.

2. 3lavados con H2O destilada estéril
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Clarificacion de plantas intactas

Metanol acidificado 25 min. a 55 °C

NaOH (MERCK) al 7 % en EtOH de 60 % 15 min. a Ta
EtOH 40 % 15 min.

EtOH 20 % 15 min.

EtOH 10 % 15 min.

Glicerol (MERCK) acuoso al 50 % 30 min. minimo

Montar en glicerol al 50 %

N o a b~ b=

Metanol acidificado (50 ml)

- 2 ml HCI (concentrado 37 %)
- 10 ml metanol (BAKER)
- 38 ml H0

Tincion histoquimica para la actividad GUS (del Pozo et al., 2006)

- Tampén GUS de2a4 h.a37°C
- Lareaccion se detiene con EtOH al 95 % aproximadamente durante 2 horas

- Las muestras se hidratan con H.O al menos 1 hora antes de la observacion

Tampén GUS

- 5 mM NazHPO4/NaH2PO4 (DUCHEFA) pH 7.0

- 40 nM KsFe(CN)s

- 40 nM KsFe(CN)s

- 0,004% de triton X-100 (SIGMA)

- 5 pg/ml de 5-bromo-4-cloro-3-indol-B-glucurdnico (X-Gluc) (DUCHEFA)

Digestion parcial de la pared celular (adaptacién del protocolo del Dr. Beeckman)

- Sumergir la plantula en la solucion B durante 10-20 min. a Ta
- Montar en H,O
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Solucion A

600 mM manitol

2 mM MgClz (MERCK)
0,1 % BSA (SIGMA)

2 mM CaCl (DUCHEFA)
2 mM MES

10 mM KCI

pH 5.5 (con 1 M TRIS)

Solucién B

Solucién A + 1,5 % celulasa (CALBIOCHEM) + 0,1 % pectoliasa (MP)

Purificacion de ARN

Fase de separacion

Incubar el lisado con TRIzol® Reagent (INVITROGEN) a Ta durante 10 min.
para permitir la completa disociacién de los complejos de nucleoproteinas.
Anadir 0,1 ml de cloroformo por 1 ml de TRIzol® Reagent, cerrar los tubos bien

y agitarlos vigorosamente en la mano durante 15 seg.

Nota: Remover con un vortex la muestra puede incrementar la contaminacién con DNA. Evitarlo si el ensayo

es sensible a la presencia de ADN o realizar un paso de digestion con DNasa.

Incubar a Ta durante 2-3 min.

Centrifugar la muestra a 9000 x g durante 15 minutos a 4 °C.

Después de la centrifugacion, la mezcla se separa en un precipitado rojo de
fenol-cloroformo, una fase intermedia y un sobrenadante coloreado
conteniendo el ARN, el volumen del sobrenadante es de 600 pl
aproximadamente.

Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo.

6. Anadir un volumen igual de EtOH al 70 % para obtener una concentracion final

de EtOH al 35 %.
Mezclar bien agitando con la mano o con un vortex. Puede formarse algun

precipitado disperso después de anadir el EtOH.
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Unidn,

lavado vy elucién

Transferir 700 pl de la muestra (incluyendo algun precipitado) a un Tubo de
Spin (con el Tubo Colector)
Centrifugar a 12000 x g durante 15 seg. y Ta. Descartar el sobrenadante y

volver a introducir el Tubo de Spin en el mismo Tubo Colector.

Nota: Cuando se extraiga ARN de grandes cantidades de material, la muestra homogénea puede ser
viscosa, requiriendo una centrifugacion adicional (de 15 min.) para que la muestra pase completamente por

la columna

Repetir los pasos 1-2 hasta que toda la muestra se haya procesado

4. Anadir 700 ul de Wash Buffer I al Tubo de Spin.

© © N o

10.
11.
12.

13.

Centrifugar a 12000 x g durante 15 seg. a Ta. Descartar el sobrenadante y el
Tubo Colector. Colocar el Tubo de Spin en un Tubo Colector nuevo.

Anadir 500 ul de Wash Buffer Il con EtOH al Tubo de Spin.

Centrifugar a 12000 x g durante 15 seg. a Ta. Descartar el sobrenadante.
Repetir los pasos 6-7 una vez.

Centrifugar el Tubo de Spin a 12000 x g durante 1-2 min. para secar la
membrana con el ARN unido. Descartar el Tubo Colector e introducir el Tubo
de Spin en un Tubo de Recuperacion.

AnRadir 60 pl de agua libre de ARNasa en el centro del Tubo de Spin.

Incubar a Ta durante 1 min.

Centrifugar el Tubo de Spin durante 2 min. a = 12000 x g a RT para eluir el

ARN de la membrana en el Tubo de Recuperacion.

Nota: Si el ARN purificado es >100 g, realizar 3 eluciones consecutivas de 100 ul cada una. Coleccionar las

eluciones en un unico tubo.

Guardar el ARN purificado o proceder al ensayo.

Extraccion de metabolitos

1. Andadir 0,5 ml de MeOH al 100 % + acido férmico 0,1 % por 50 mg de tejido.

Anadir a cada muestra 30 pl de reserpina (600 ng/ml) y 10 pl de atropina (200
ng/ml).

Incubar durante 1 h. a 70 °C en constante movimiento en un
EppendorfThermoMixer.

Centrifugar las muestras a 13,2 r.p.m. y 4 °C durante 20 min.

Transferir el sobrenadante a un tubo eppendorf nuevo.
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6. Centrifugar las muestras otra vez a 13,2 r.p.m. y 4 °C durante 20 min.

7. Transferir 250 pl del sobrenadante a un vial de HPLC.

Quimicos requeridos

MeOH al 100 % + acido férmico al 0,1 % (LC-MS) SIGMA-ALDRICH (34671 FLUKA)
H20 + acido férmico al 0,1 % (LC-MS) SIGMA-ALDRICH (34673 FLUKA)
Acetonitrilo + acido formico al 0,1 % (LC-MS) SIGMA-ALDRICH (34668 FLUKA)
Reserpina (Estandar para LC-MS) SIGMA-ALDRICH (43530 FLUKA)

Atropina (Estandar analitico) SIGMA-ALDRICH (37019 FLUKA)

Preparacion de células de E. coli competentes (Buffer Set)

Inocular 0,5 ml de un cultivo fresco de E. coli, creciendo durante toda la noche en
medio LB, en 50 ml de SOB en un matraz de 500 ml. Agitar vigorosamente a una

temperatura de 18-26 °C hasta que la ODggo alcance 0,4-0,6.

1. Colocar el cultivo en hielo durante 10 min. y centrifugar las células a 3000 rpm
en una centrifuga Beckman J-6B (o su equivalente) durante 6 min. a 0-4 °C

2. Eliminar el sobrenadante, resuspender las células cuidadosamente en 5 ml de
1x Wash Buffer helado y centrifugar como en el paso 1.

3. Eliminar completamente el sobrenadante y resuspender las células
cuidadosamente en 5 ml de 1x Competent Buffer helado.

4. Alicuotar 200 pl de las células en tubos eppendorf estériles en hielo

En este paso, las células estan preparadas para los experimentos de transformacion o

directamente se pueden guardar a -80 °C.

Transformacion de células de E. coli competentes (Transformation Kit)
Colocar un tubo de células competentes frescas o congeladas en hielo.

1. Anadir 1-5 yl de DNA y mezclar cuidadosamente (intentar que el volumen de
ADN sea inferior al 5 % del volumen de las células competentes).
2. Incubar en hielo durante 30 min., afadir 1 ml de medio LB liquido e incubar a

37 °C durante 50 min. en agitacion.
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3.

Centrifugar a 6000 rpm durante 30 seg., eliminar un poco de medio,
resuspender las células cuidadosamente y extender 100 pl en una placa

apropiada precalentada a 37 °C.

Incubar la placa a 37 °C o a la temperatura apropiada para que las colonias crezcan.

Preparacion de células de Agrobacterium tumefaciens competentes

1.

Crecer 100 pl de un cultivo fresco de Agrobacterium en 5 ml de medio LB con
los antibiéticos apropiados durante toda la noche a 28 °C.

Anadir 2 ml de este cultivo a 50 ml de medio LB y agitar a 28 °C hasta que la
ODeggo sea de 0,5-1,0.

Enfriar el cultivo en hielo. Centrifugar las células en un tubo Falcon de 50 ml a
4000 rpm durante 5 min. a 4 °C.

Eliminar el sobrenadante. Resuspender las células en 1 ml de una solucion 20
mM de CaCl, a 4 °C. Alicuotar 100 ul en tubos eppendorf pre-congelados.
Congelar las células en nitrégeno liquido y guardar a -80 °C o continuar

inmediatamente con el experimento de transformacion.

Transformacion de células de Agrobacterium tumefaciens competentes

O &~ N =

Anadir ~10 yl de plasmido de ADN a las células.

Congelar las células en nitrégeno liquido.

Descongelar las células incubandolas a 37 °C durante 5 min. al bafio Maria.
Anadir 1 ml de medio LB e incubar a 28 °C durante 2 h. en agitacion.
Centrifugar durante 1 min. a 5000 rpm. Eliminar el sobrenadante y resuspender
las células en el sobrenadante restante.

Plaquear las células en medio LB con los antibiéticos apropiados. Incubar la

placa a 28 °C durante 2-3 dias.

PCR de comprobacion de colonias

1.
2.

En un eppendorf con 20 pl de agua de PCR, poner una muestra de colonia.

Pipetear para resuspender las células.
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Hervir a 100 °C durante 10 min.

Centrifugar a poca velocidad para bajar el agua comprobando que no se forme
pellet.

Poner en hielo inmediatamente.

Utilizar 2 pl para la PCR.

Transformacion de plantas de Arabidopsis mediante inmersion floral

1.

Picar colonias de Agrobacterium tumefaciens y crecer en 200 ml de LB con los
antibioticos apropiados a 28 °C durante 12 h. en agitacion.

Centrifugar las bacterias durante 15 min. a 4000 rpom y 4 °C en un rotor JA10, y
resuspender en una solucion 5 % de sacarosa y 0,05 % de Silvet L-77 (LEHLE
SEEDS).

Volcar las plantas de Arabidopsis floreciendo sobre la solucidn de
Agrobacterium durante 5 min. Dejar secar sobre papel de filtro.

Tapar con un plastico transparente y dejar a Ta durante 12 horas. Destapar y
regar.

Llevar a la camara de cultivo hasta que la planta madure. Dejar sin regar para
que se sequen las semillas.

Recolectar y seleccionar los transformantes.
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RESULTADOS

BLOQUE I: IDENTIFICACION DE NUEVOS GENES IMPLICADOS EN EL
DESARROLLO DE LAS RAICES LATERALES. ESTRATEGIA DE SEPARACION
CELULAR Y GENOMICA

Identificacion y validacion de nuevos genes expresados en el desarrollo de los

primordios de raices laterales.

Mediante una estrategia de separacion celular especifica (cell sorting), usando
como herramienta la expresion de SKP2B (pSKP2B::GFP) (Figura 25), y el posterior
analisis transcripcional por hibridacidon de una micro-matriz con sondas de ADN
ordenadas (micro-array), se identificaron mas de 600 genes que co-expresan con
SKP2B en las células fundadoras del periciclo y durante los estadios iniciales de la
formacion de los primordios de RL, llamados genes “cs-SKP2B” (del inglés cell sorting-

SKP2B) (Anexo Tabla I) (Tesis Doctoral Manzano, C., 2011; Manzano et al., 2014).
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Figura 25. Expresion del marcador pSKP2B::GFP. A-D) Imagenes de microscopia confocal del marcador pSKP2B::GFP

(verde) en las células fundadoras del periciclo y primordios de raiz lateral en diferentes estadios (St) de desarrollo (las
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paredes celulares se muestran tefiidas con ioduro de propidio, en rojo) (A-C) y en las células de la columela en el
meristemo apical de la raiz (RAM) (D). Escala de las barras = 20 ym. E) Porcentaje de estadios de primordios de raiz
lateral (PRL), de acuerdo con Malamy y Benfey (1997) en plantulas de 5 dias crecidas en condiciones similares que las
plantulas usadas para el experimento de cell sorting (n>30). El estadio 0 corresponde a las células del periciclo que

mostraron tincién GUS pero aun no se habian dividido (Manzano et al., 2014).

Para validar que el grupo de genes cs-SKP2B estaba enriquecido con genes
que se expresan en el periciclo, capa celular que origina las raices laterales, y en los
primordios, este grupo se compard con los datos publicados previamente (usando
arrays Affymetrix ATH1) relacionados con genes implicados en la especificacion, la
iniciacion o la formacion de RLs (Edgar et al., 2002). En dos de estos grupos de datos
se usaron células del periciclo enfrentadas a los polos de protoxilema (J0121) (Brady
et al., 2007; De Smet et al., 2008) o células iniciales de las raices laterales (RM1000)
(Brady et al., 2007), mientras que en otros se usaron raices enteras del sistema
inducible de raices laterales (LRIS) (Vanneste et al., 2005). Ademas, también se
compar6 la lista de genes cs-SKP2B con los genes inducidos por Naxillin, un
compuesto que, a diferencia del efecto de la auxina, promueve la formacion de raices
laterales sin afectar al crecimiento de la raiz principal (De Rybel et al., 2012). También
se incluyeron dos grupos de genes que se expresaban en fase o en anti-fase con el
marcador oscilante DR5:LUC (Moreno-Risuefio et al., 2010), ya que este grupo
describié que los genes que oscilan en fase estan implicados en el marcaje de las
células fundadoras. Dependiendo del experimento, se encontré que el 76% o el 68%
de los genes cs-SKP2B estaban representados en las células del periciclo enfrentadas
a los polos de protoxilema, que son las células precursoras de RLs; y el 78% estaba
presente en el grupo RM1000, que marca las células iniciales de raices laterales
(Tabla 11; Anexo Tabla IV). Por otro lado, usando el programa VisualRTC (Parizot et
al., 2010), se encontré que el grupo de genes cs-SKP2B contenia genes inducidos por
auxinas, hormona promotora de la formacién de las RLs (12,9%). Sorprendentemente,
se encontré que un 18,9% de los genes cs-SKP2B son reprimidos por esta hormona,
sugiriendo que el cs-SKP2B contiene un grupo de genes que posiblemente se asocie
con la represion del desarrollo de los PRLs o con el mantenimiento de primordios en
un estado quiescente (Anexo Figura 1). Ademas, un gran numero de genes cs-SKP2B
(118 genes) no estaban expresados en las células del periciclo marcadas en J0121 o
RM1000 (Tabla 11). También se analizé la posibilidad de que estos genes estuvieran
especificamente enriquecidos en otros tipos de tejidos (endodermis, corteza o
epidermis) (Brady et al., 2007). Mediante un analisis de solapamiento se encontré que

66 genes no estaban enriquecidos en estos tejidos radiales, indicando que estos
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probablemente correspondan a genes que estan “especificamente asociados a células
expresando SKP2B” (SA-SKP2B) (Anexo Tabla V).

G " T Il Tratamient | Ti E . Total N2 | Genes | Porcentaje |Random |
n r ratamien m Xpr n v
enotipo ipo celula atamie iempo presio genes |comunes %) %) p val
Grupo datos SKP2Bp:GFP células MS 5d presente 605
cs-SKP2B expresandoSKP
inducido 750 70 10,00 3,29| 2,4399E-17
5d/2h
reprimido 261 25 3,80 1,24] 1,7605E-07
wt raizcompleta
inducido 1849 106 16,00 8,80| 4,1405E-11
5d/6h
Vanneste et reprimido 1463 124 18,80 6,90 1,4768E-25
NPA/AIA
al., 2005 inducido 508 61 9,20 2,40 1,5634E-20
5d/2h
reprimido 227 22 3,30 1,08 7,4296E-07
slr raizcompleta
inducido 456 47 7,10 2,17 9,6032E-14
5d/6h
reprimido 250 23 3,50 1,201 1,0319E-06
cell sorting
NPA 5d resente 10099 501 76,00 48,29
periciclo P 5,993E-30
De Smet et o121 5d/2h inducido 1053 62 9,40 5,01| 1,2187E-07
al., 2008 cell sorting reprimido 603 67 10,00 2,87| 1,4887E-20
- NPA/AIA
periciclo inducido 1704 85 12,90 8,11| 7,8625E-07
5d/6h
reprimido 1666 125 18,90 7,93| 2,7046E-21
De Rybel et INPA/Naxillinf 3d/6h inducido 401 79 13,00 1,75 1,02E-43
wt raizcompleta
al.2012 PA/Naxilli 3d/6h reprimido 149 5 0,80 0,65 0,15457
cell sorting
RM1 M 7 122 1 77, ,47
Brady et al., 000 PRL S d presente 83 513 80 58 3,6506E-16
2007 cell sorting
Jo121 MS 6d resente 12221 449 68,00 58,19
periciclo P 1,0603E-07
Moreno-
sobre RAM fase DR5 2084 41 6,20 9,92
Risuefio et DR5::LUC MS 5d 0,00171517
al., 2010 sobre RAM antifase DR5 1409 38 6,40 6,18 0,05907853
region inducido 2347 75 11,30 11,18] 0,03263331
. . MS 6d
Tsukagoshi | 35:UPB1- | Meristemoraiz reprimido 1805 176 27,00 8,59| 35995p.43
etal., 2010 GFP Jona inducido 790 13 2,00 3,76 1,1725E20
L. . MS 6d
elongacidnraiz reprimido 906 79 12,00 4,31| 1,8602E-32

Tabla 11. Comparacién de los genes cs-SKP2B con otros datos de micro-arrays relacionados con la formacion de
raices laterales, con la especificacion de células fundadoras y con la expresion en el periciclo. El porcentaje en cada
caso se calcul6 dividiendo el nimero de genes comunes con el grupo cs-SKP2B entre los datos del experimento en
cuestion. Los valores p-value se calcularon usando la funcién Binomial.N. Los nimeros en negrita resaltan las
diferencias mas significativas. MS, medio Murashige and Skoog; PRL, primordios de raiz lateral; RAM, meristemo
apical de la raiz; sir, solitary root; NPA/AIA, tratamiento con NPA (acido 1-N-Naftilftalamico) durante 5 dias (d)y 2 0 6
horas (h) con AlA (acido Indol-3-acético); NPA/Naxillin, tratamiento con NPA (acido 1-N-Naftilftalamico) durante 3 dias

(d) y 6 horas (h) con Naxillin.

Funcion de los genes ¢s-SKP2B en el desarrollo de los PRLs

El primer objetivo de este trabajo ha sido identificar nuevos genes implicados
en el desarrollo de las raices laterales, por ello se analizé la funcidon que desempefian

los genes cs-SKP2B, que incluyen factores de transcripcidon, quinasas y genes
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involucrados en la remodelacion de la cromatina, sefializacion hormonal o respuesta a

estrés en la formacion de las RLs (Figura 26).

Gene percentage
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Figura 26. Porcentaje de genes clasificados por categorias funcionales. Azul: Porcentaje de genes encontrados en los
cs-SKP2B. Rojo: Porcentaje de genes encontrados en el genoma de Arabidopsis. Classification SuperViewer Tool w/
Bootstrap. Toronto (Provart et al., 2003).

El analisis fenotipico de mas de 35 lineas de insercién de T-DNA revelé que la
mayoria de estos genes tienen funciones diferentes en el crecimiento de la raiz

principal y/o el desarrollo de las RLs (Tabla 12).
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Longitud RLs Estudio | Presente | Regulado
AGIID de raiz t-testl R t-test2 | estadios en por
(mm) emergidas/mm PRLs periciclo | auxina
control 1 34,41+3,37 0,087+0,029 Si
FEZ 29,76%3,45 | 0,003487 0,102+0,032 | 0,049281 si NO
At1g74500 T™O7 26,34+2,13 | 3,56E-07 0,073+0,024 | 0,2398724 sf si inducido
control 2 35,3+2,68 0,088+0,036 Si
At3g61890 ATHB12 28,4+1,85 | 1,2738E-06 0,011+0,006 1,13E-05 si sf reprimido
At3g42670 CHR38 29,17+2,02 | 5,1386E-05 | 0,032+0,011 | 0,0007398 sf sf inducido
At2g14960 GH3.1 29,52+3,07 | 9,4372E-05 0,030£0,009 | 0,0012735 si si inducido
At1g13420 ST4B 31,16+2,15 | 0,00228672 | 0,041+0,017 | 0,0055029 si NO
At3g03170 | Unknown | 23,9+4,68 | 8,9202E-08 | 0,0376+0,01 |0,0079325 sf inducido
At4g36380 ROT3 27,94+2,7 | 2,4387E-06 | 0,048+0,019 | 0,0205045 sf
At1g62800 ASP4 29,78+1,83 | 3,5185E-05 0,056+0,021 | 0,0452885 si reprimido
At2g16850 PIP3B 29,87+3,19 | 0,00042324 | 0,073+0,03 | 0,4019897 st reprimido
At3g10780 emp24 32,47+2,23 | 0,02411448 | 0,077+0,019 | 0,473432 sf
At5g43890 Yucs 33,76+2,2 | 0,23258445 0,078+0,02 0,5444242 si reprimido
control 3 35,41+3,07 0,093+0,032 si
At1g10200 | GATA/WLIN1 | 27,86-3,35 | 0,0034321 | 0,022+0,008 |0,0012558 si sf reprimido
At1g57560 MYB50 37,89+3,27 | 0,08045866 | 0,046%0,023 | 0,0049299 NO inducido
At2g34070 TBL37 40,9313,22 | 0,00125521 | 0,129+0,034 | 0,0489991 sf reprimido
At1g60010 Unknown 42,59+2,89 | 2,0611E-06 | 0,13610,039 | 0,0080971 Si inducido
At3g06035 | GPIl-anchored | 45,06+2,66 | 2,9981E-07 | 0,151%0,029 | 0,0025145 si reprimido
At5g44020 HAD I1IB 39,65+5,61 | 0,01316582 | 0,124+0,031 0,047023 si reprimido
At5g56040 | LRR-Kinase |30,57+2,78 | 0,00083064 | 0,12810,022 | 0,0242053 si inducido
At1g48630 RACK1B 29,24+4,09 | 0,00088943 | 0,062+0,024 | 0,017875 sf inducido
At3g19200 Unknown 43,82+2,53 | 7,5501E-07 0,102+0,045 | 0,6083854 si inducido
At5g14750 MYB66 34,84+3,56 | 0,34056745 | 0,087+0,009 0,198798 NO
At4g26890 | MAPKKK16 | 38,59+4,91 | 0,05141523 0,121+0,06 0,1402085 Si
At5g16900 | LRR-kinase | 36,90+4,15 | 0,15403393 | 0,107+0,044 | 0,2633841 si
At3g13530 | MAPKKK7 | 34,78+4,31|0,87683704 | 0,096+0,032 | 0,6467743 si
At4g12420 SKU5 37,71+2,75 | 0,9878534 0,117+0,038 | 0,2007416 si
At4g09990 Unknown 36,38+2,84 | 0,45775026 | 0,074+0,032 | 0,2268636 NO

Tabla 12. Funcion de los genes cs-SKP2B en el desarrollo de la raiz. Los mutantes de T-DNA se identificaron para
genes seleccionados de los genes cs-SKP2B, y se crecieron en medio MS. Se cuantificaron el crecimiento de la raiz
principal y las raices laterales emergidas a los 10 dias después de la germinacion. Se analizaron en 3 grupos diferentes
con sus respectivos controles. Los datos estan presentados como media + error estandar de la media (SEM). En

negrita se indican diferencias estadisticamente significativas determinadas por la prueba t-Student’s, p < 0,05 (n = 15).

Se realizé un analisis detallado de la distribucion de PRLs en varios de estos
mutantes incluyendo st4b-1 (ST4B, codifica una sulfotransferasa); athb-12-5 (ATHB-
12, codifica un factor de transcripcion); gh3.7-2 (GH3.1, codifica una pseudo-AlA-
amido sintasa); clsy1-5 (CHR38/CLSY1, codifica una proteina remodeladora de

cromatina) y wiim1-1 (WLIM1, codifica un miembro de la familia de proteinas de union
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a actina) (Figura 27). Todos ellos mostraron una acumulacion de PRLs entre los
estadios IV-V y una reduccién en la emergencia de las RLs; excepto gh3.1-2, en el que
la reduccién de las RLs emergidas no fue estadisticamente significativa. Estos datos
sugieren que dichos genes pueden tener una funcién en el desarrollo de las RLs en un
punto crucial de su desarrollo ya que entre los estadios V-V se rompe la banda de
Caspary necesaria para la emergenecia de las RLs.
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Figura 27. El desarrollo de los PRLs estd afectado en los mutantes cs-SKP2B. Se cuantificaron los PRLs en los
diferentes estadios de desarrollo en los mutantes de T-DNA seleccionados a partir de los genes cs-SKP2B. Las
graficas representan el porcentaje de estadios de PRLs en raices de plantulas de 8 dias crecidas en medio MS (n =
10). Las diferencias estadisticas entre los grupos de estadios de desarrollo de PRLs se analizaron mediante una
ANOVA. Para estos analisis, los estadios de desarrollo de PRLs se agruparon de | a lll, de IV a V, de VI a VIl y VIII (ver
Métodos) *, ANOVA p < 0,05; ** p < 0,01.

Para estudiar las diferencias en las transiciones entre los estadios de desarrollo
de los PRLs, se sincronizé la iniciacion de PRLs mediante un protocolo basado en la
graviestimulacién de la raiz principal (Péret et al., 2012), analizandose los estadios de
PRLs a las 30, 35 y 42 horas después de la graviestimulacion (hdg) (Figura 28). En las
condiciones de estudio, a las 30 hdg, las raices control presentaron fundamentalmente
PRLs en los estadios Il y IV. Los mutantes analizados mostraron un alto porcentaje de
PRLs en estadio lll y IV, y dos de ellos (wlim1 y clsy1-5) mostraron también un alto
porcentaje en el estadio V. Esto sugiere que la transicion entre los primeros estadios
de desarrollo de PRLs puede estar afectada. Mas tarde, a las 35 hdg, la mayoria de
los mutantes mostraron principalmente PRLs en el estadio V; y a las 42 hdg, todos los

mutantes desarrollaron significativamente menos RLs emergidas (estadio VIII)
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comparado con las plantas control (Figura 28). Todos estos resultados indican que
mutaciones en estos genes afectan al desarrollo de los PRLs, confirmando la

naturaleza y validez de los genes cs-SKP2B comentadas anteriormente.

Mcontrol M stgh-3 Mothbi2-5 Mwimi-1 W gh3.l

e S L N |2 c—
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Figura 28. El desarrollo de los PRLs esta afectado en los mutantes cs-SKP2B. Se indujo la formacion de PRL mediante
graviestimulacién en raices de plantulas control y mutantes de tres dias y se observo el estadio de desarrollo del mismo
a las 30, 35 0 42 horas después de la graviestimulacion (n = 30). Las casillas en gris resaltan los casos en los que se

encontraron diferencias estadisticamente significativas. ANOVA p < 0,01.

La seializacion redox controla el crecimiento de las raices laterales

Un gran numero de genes cs-SKP2B esta relacionado con actividad redox
(Anexo Tabla I). Entre ellos, UPB1, un factor de transcripcién que regula la expresion
de un grupo de genes PEROXIDASAS implicados en modular el balance de especies
reactivas de oxigeno (ROS, del inglés reactive oxygen species) entre las zonas de
divisiéon y elongacion celular en la parte distal de la raiz (Tsukagoshi et al., 2010).
Ademas, un gran numero de genes c¢s-SKP2B estan reprimidos en la zona
meristematica de plantas sobre-expresoras de UPB7 (Anexo Tabla XIV) (Tsukagoshi
et al., 2010). Previamente se habia mostrado que UPB1 se expresaba en el meristemo
principal de las raices de Arabidopsis, pero se desconocia si se expresaba durante la
formacion de las raices laterales (Tsukagoshi et al., 2010). El analisis de plantas
pUPB1::GFP mostré que el gen UPB1 también se expresa en estadios tempranos de
PRLs (estadios > lll), aunque su expresion parece estar restringida a las células de la
periferia del primordio (Figura 29A) y no se encontré ninguna expresion en los estadios

| o Il de PRLs formados mediante graviestimulacion (no se muestran los resultados).
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Por ello, se analizo la distribucion de los estadios de desarrollo de PRLs en plantas
control, upb1-1 y plantas que sobreexpresan UPB1 fusionado a 3 copias de la YFP
(Yellow Fluorescent Protein; UPB1-3xYFP, Tsukagoshi et al., 2010). Como
previamente publicaron Tsukagoshi y colaboradores (2010), se encontré6 que las
plantas con pérdida de funcion de UPB1 presentaron unas raices mas largas que las
plantas control (Figura 29B). La distribucion o porcentaje de los estadios de desarrollo
de PRLs fue similar en plantas control y upb1-1 (Figura 29C), pero el mutante upb1-1
desarrollé un mayor numero de RLs emergidas que las plantas control (Figura 29C, E-
F). En cambio, las raices de plantas sobre-expresoras de UPB71 acumularon
significativamente un mayor nimero de PRLs en estadios V-V, mientras que el
nimero de RLs emergidas fue significativamente menor (Figura 29D-F). Estos
resultados sugieren que la sefalizacion mediada por UPB71 es importante para

controlar la emergencia de los PRLs.

La actividad PEROXIDASA controla la emergencia de las raices laterales

Entre los genes c¢s-SKP2B se encontr6 un gran numero de genes
PEROXIDASA (PER) (Anexo Tabla 1). Varios de estos genes PER estaban
significativamente reprimidos en plantas sobre-expresoras de UPB71 (Anexo Tabla
XIV). Por esta razon, este trabajo se centré en la funcion que desempenan los genes
PER durante el desarrollo de las raices laterales. En primer lugar, se trataron plantas
pSKP2B::GUS con cianuro de potasio (KCN), un potente inhibidor de la actividad
peroxidasa (Figura 30A). El tratamiento con KCN redujo significativamente la
emergencia de RLs (Figura 30B), mientras que el niumero de PRLs, contados tras la
tincion histoquimica para la actividad GUS, fue similar (Figura 30C). Estos resultados
apoyan la idea de que la actividad PEROXIDASA es importante para el desarrollo de

las RLs, especialmente durante la emergencia de las mismas.
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Figura 29. UPBT1 regula la emergencia de las RLs. A) UPB1 se expresa en estadios tempranos del desarrollo de los
PRLs. Imagenes de microscopia confocal de dos estadios diferentes de desarrollo de primordio de raiz lateral (PRL) en
plantas pUPB1::GFP (verde) de 8 dias. Barras = 25 ym. B) Longitud de la raiz principal de plantas control y upb1 en
diferentes dias después de la germinacién. ***, p < 0,001 por la prueba t-Student’s (n = 60). C) Porcentaje de estadios
de desarrollo de PRLs en plantas control y upb1. Las diferencias estadisticas entre los grupos de estadios de desarrollo
de PRLs se analizaron mediante una ANOVA. *, ANOVA p < 0,05; **, p < 0,01 (n = 12). D) Porcentaje de estadios de
desarrollo de PRLs en plantas control y sobre-expresoras de UPB1 (35S::UPB1-3xYFP) (n = 12). E) Numero de raices
laterales emergidas (RLe) en plantas control, upb1 y sobre-expresoras de UPB1 de 8 y 10 dias. F) Densidad de RLs
(RLs/mm de raiz principal) en plantas control, upb1y 35S::UPB1-3xYFP de 8 y 10 dias. *, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p <
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Figura 30. La inhibicién de la actividad peroxidasa reduce la emergencia de las RLs pero no la especificacion de los
PRLs. A) Se crecieron plantulas pSKP2B::GUS en medio MS ' durante 7 dias (seccion de raiz A) y se transfirieron a
un medio MS %2 con o sin 100 uM de KCN, un inhibidor de peroxidasa, durante 4 dias mas (seccion de raiz B) y se
tifieron para la actividad GUS. B) Se cuantificaron las raices laterales emergidas (RLe) a lo largo de las dos secciones
de raiz diferentes. C) Se cuantificaron los primordios de raiz lateral (PRL) en la seccion de raiz B para analizar el efecto
del KCN en la especificacion de los PRLs. ***p < 0,001 por la prueba t-Student’s (n = 35). Las barras de error
representan DESVPROM.

La actividad peroxidasa promueve la oxidacion de varios compuestos utilizando
peroxidos, especialmente peroxido de hidrégeno (H20). Para analizar la localizacion
espacial de la actividad peroxidasa durante el desarrollo de las RLs, se tifieron raices
con DAB (Diaminobenzidina) para visualizar H2O-, La tincion DAB se encontré desde
los primeros estadios de desarrollo de los PRLs (estadio 1) hasta la emergencia (Figura
31A), sugiriendo que el H»0; esta involucrado a lo largo del desarrollo de las RLs. La
acumulacion de H>O, fue mayor durante los ultimos estadios de desarrollo de las RLs y
en las células de la epidermis que rodean al PRL que esta emergiendo, que tienen que
separarse para la emergencia del mismo. Como la sefializacion de ROS también
implica superoxido (O%) y se identifico la ATRBOHC NADPH oxidasa en el grupo de
genes cs-SKP2B, se analizé la presencia de superoxido en los PRLs tifiendo con
nitroblue tetrazolium (NBT). Al igual que el H20., el superdxido también se localiz6 en
todos los estadios de desarrollo de los PRLs, con una acumulacion mayor desde los
estadios IV-V al estadio VII (Figura 31B).
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Figura 31. La sefalizacion ROS-peroxidasa se necesita para el desarrollo de las raices laterales. A) La tincion DAB
indica la localizaciéon de H,O, en los PRLs de plantulas de Arabidopsis. Las imagenes muestran PRLs desde un estadio
inicial de desarrollo hasta un primordio organizado creciendo a través de los tejidos corticales de la raiz principal (Stl -
emergancia) y un PRL joven (control) pre-tratado durante 1 h. con 10 mM Kl antes de la tincion DAB (Barras de
escala=1 mm). B) La tincién NBT indica la presencia de superéxido en PRLs de plantulas de Arabidopsis. Las
imagenes muestran los estadios de desarrollo de la formacion de PRLs tefiidos con NBT (Stl - emergencia) y una raiz

control pre-tratada durante 1 h. con 10 mM propilgalato antes de la tincion NBT (control) (Barras de escala = 1 mm).

Habiendo establecido una funcién para ROS durante el desarrollo de las RLs,
se analizaron lineas de insercién para los genes PER2, PER7 y PER57, que se
identificaron entre los genes cs-SKP2B. Los mutantes per7-1 y per57-1 presentaron
raices principales significativamente mas cortas con respecto al control (Figura 32A y
B), mientras que el mutante per2-1 desarrollé una raiz principal ligeramente mas larga
que el control (Figura 32C). Ademas, el numero total y la densidad de raices laterales
emergidas fue significativamente menor comparado con el control, tanto en el mutante
per7-1 como en el mutante per57-1 (Figura 32A y B). Dado que estos mutantes
presentaron defectos de RLs, se caracterizé en profundidad el desarrollo de PRLs. El
mutante per7-1 mostro diferencias estadisticamente significativas en las transiciones
de estadios de desarrollo de PRLs, presentando menos PRLs en estadios tempranos
(I-11) y también en estadio VIII comparado con el control (Figura 32D), pero acumulé un
mayor numero de primordios en estadios IV-V. El mutante per57-1 también desarrollo
menos PRLs en estadios tempranos, pero el numero de PRLs completamente

formados (estadio VIII) fue similar a las plantas control (Figura 32E).
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Figura 32. La pérdida de funcién de determinadas peroxidasas reduce la emergencia de RLs. Se cuantificé la longitud
de la raiz principal (mm), el nimero total (RLe) y la densidad de raices laterales emergidas (RLe/mm) en tres mutantes
de genes de peroxidasas, PER7 (A) PER57 (B) y PER2 (C). Se analiz6 cada mutante independientemente con su
correspondiente control. Las medidas se realizaron a los 8 y 10 dias después de la germinacion. *, p < 0,05; **, p< 0,01;
*** p < 0,001 por la prueba t-Student’s (n = 60). D) Porcentaje de estadios de desarrollo de PRLs en plantas control y
per7-1 de 8 dias. E) Porcentaje de estadios de desarrollo de PRLs en plantas control y per57-1 de 8 dias. Las
diferencias estadisticas entre los grupos de estadios de desarrollo de PRLs se analizaron mediante una ANOVA. *,
p<0,05; **, p < 0,01 (n =12).

Por otro lado, también se quiso analizar el efecto de la ganancia de funcién de
estas peroxidasas y, para ello, se generaron plantas transgénicas que sobre-
expresaban PER2 o PER7 mediante un promotor inducible. La sobre-expresion de
PER2 no afecté a la longitud de la raiz principal pero redujo significativamente el
numero y la densidad de RLs emergidas (Figura 33A). Por otro lado, la sobre-
expresion de PERY incrementd significativamente el niumero y la densidad de RLs
emergidas (Figura 33B). Estos resultados sugieren que solo determinadas enzimas

con actividad peroxidasa son capaces de promover la emergencia de los PRLs.
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Figura 33. La ganancia de funcion peroxidasa incrementa la emergencia de RLs. Plantas transgénicas que sobre-
expresan PER2 (ox-PER2) (A) o PER7 (ox-PER?7) (B) bajo el control de un promotor inducible por estradiol se crecieron
en un medio con o sin estradiol durante 10 dias. Se cuantificé la longitud de la raiz principal (mm), el ndmero total de
raices laterales emergidas (RLe) y la densidad de RLe (RLe/mm). Las diferentes lineas sobre-expresoras PER2 o
PER7 se analizaron independientemente con sus respectivos controles. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 por la
prueba t-Student’s (n = 60).

La funcion de PER7 y PER57 es independiente de la seializacion mediada por

auxina

Varios estudios genéticos y fisiolégicos han puesto de manifiesto la funcién de
las fitohormonas en el desarrollo de las raices laterales. Entre ellas, la auxina
desempefa una funcion predominante durante la especificacion, iniciacion y desarrollo

(Fukaki y Tasaka, 2009). Para determinar si PER7 o PER57 intervienen en el proceso
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de formacioén de raices laterales de una manera dependiente de auxina, se trataron
raices de plantulas per7-1y per57-1 con la auxina natural acido indol-3-acético (AlA)
(Figura 34A-B). El tratamiento de auxina a diferentes concentraciones incremento el
numero de RLs emergidas tanto en per7-1 como en per57-1 de la misma manera que
en las raices control después de 48 horas de tratamiento. El tratamiento con AlA
también incrementd la produccién de RLs de una manera similar en el control y en las
plantas sobre-expresoras de PER7 (Figura 34C). Estos datos sugieren que las

funciones de PER7 y PER57 son independientes de la sefalizacion de auxina.
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Figura 34. Efectos de la auxina en la formacién de las RLs en plantas con actividad peroxidasa alterada. Se crecieron
plantulas de Arabidopsis en medio MS 1/2 durante 8 dias (seccion de raiz A) y se transfirieron a un medio fresco con o
sin AIA (10 o 50 nM como se indica en cada grafica). Se cuantificé el nimero de RLe en la seccion de raiz A (similar a
la Figura 30A) a las 0, 24 o 48 horas después de transferir las plantulas. A) Numero medio de raices laterales
emergidas (RLe) del control (Col-0) y per7-1. Las barras de error representan la DESVPROM. *p < 0,05; **p < 0,01 por
la prueba t-Student’s (n = 12). B) Numero medio de raices laterales emergidas (RLe) del control (Col-0) y per57-1. Las
barras de error representan DESVPROM. *p < 0,05; **p < 0,01 por la prueba {-Student’s (n = 12). C) Se crecieron
plantulas de Arabidopsis en medio MS %2 conteniendo 10 uM de estradiol (E) durante 8 dias y se transfirieron a medio
MS % fresco conteniendo 10 uM de estradiol y con o sin AIA (10 o 50 nM como se indica en cada grafica). Se cuantifico
el nimero medio de raices laterales emergidas (RLe) del control (pER8:GUS) o pER8:PER7 (ox-PERY7). Las barras de
error representan DESVPROM. *p < 0,05; **p < 0,01 por la prueba t-Student’s (n = 12). El porcentaje sobre las lineas

discontinuas indica el incremento de RLs debido al efecto del tratamiento con auxina en cada genotipo.

122



BLOQUE Il: ESTRATEGIA GENETICA

Identificacion de mutantes con sistema radicular alterado

Para identificar nuevos genes implicados en el desarrollo radicular se decidio
llevar a cabo una aproximacion genética utilizando el marcador pSKPZ2B::GUS.
Mediante mutagénesis con etilmetanosulfonato (EMS) de plantas transgénicas
pSKP2B::GUS, se identificaron mutantes con un sistema radicular alterado (Tesis
Doctoral Manzano, C., 2011). Entre otros, se identificé srol1 (del inglés short root in
light) que es un mutante recesivo con un sistema radicular muy reducido. Ademas,
srol1 presenta un aumento en la densidad tanto de raices laterales como de pelos
radiculares (mas largos y mas cercanos al apice de la raiz), asi como una acumulacion
de antocianinas en la parte aérea (Figura 35A) y autofluorescencia dispersa por el

sistema radicular (Figura 35B).

pSKP2B::GUS sroll PSKP2B::GUS sroll

Figura 35. A) Imagen representativa de plantulas control y srol/1 de 8 dias crecidas en MS %2 en condiciones de 16
horas de luz y 8 horas de oscuridad a 22 °C. Barras = 10 mm. B) Imagenes representativas de la autofluorescencia

dispersa por el sistema radicular de sro/1 comparado con plantas control (pSKP2B::GUS). Barras = 0,05 mm.
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Caracterizacion fenotipica de sroll

Dinamica de crecimiento de la raiz principal

Las semillas de plantas pSKP2B::GUS (control) y srol1 germinaron 24 horas
después de colocadas en la camara de germinacién. Las raices crecieron
superficialmente por el medio, por lo que presentaron un crecimiento oscilante (Figura
35A). La raiz principal de las plantas control mostré una dinamica de crecimiento que
se ajustaba a una recta pero srol/1 experimentd una parada del crecimiento de la raiz
principal al cuarto dia (Tesis Doctoral Manzano, C., 2011) (Figura 36). Al segundo y
tercer dia de iniciado el experimento, las raices de plantas control y srol/7 no mostraron
diferencias estadisticamente significativas pero a partir del cuarto dia de crecimiento,
tales diferencias fueron incrementandose con el tiempo, alcanzando la maxima
diferencia el décimo dia. En todos los casos las diferencias fueron estadisticamente
significativas (p < 0,05) (Figura 36).

6 4 —8— )SKP2B::GUS

—* sroll

50

Longitud de la raiz principal (mm)

d2 d3 da ds dé d7 ] (] dio

Dias de crecimiento

Figura 36. Crecimiento de la raiz principal de plantas control y sro/1. En ordenadas se expresan, en milimetros, la
longitud media de la raiz principal y, en abscisas, en intervalos de 24 horas, los dias en los que se llevaron a cabo las
medidas de la longitud de la raiz principal, a partir del momento en que se colocaron las semillas en la camara de
germinacion. *, diferencias estadisticamente significativas determinadas por la prueba t-Student’s (p < 0,05). Las barras
de error indican DESVPROM.
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Desarrollo de raices laterales

Mediante una tincidn histoquimica para la actividad GUS (B-glucoronidasa) en
plantas control y srol1 con el marcador pSKP2B::GUS, se comprobd que el patron de
expresion de dicho marcador fue similar en el mutante y en el control, observandose
en las células fundadoras del periciclo, en los diferentes estadios de desarrollo de

raices laterales y en el meristemo apical de la raiz (Figura 37A y B).
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Figura 37. Tincién para la actividad GUS en plantas pSKP2B::GUS (A) srol1/pSKP2B::GUS (B) de 10 dias. C)
Ampliaciéon del recuadro sefialado en (B) donde se muestra la zona basal de una raiz lateral donde se esta

desarrollando una raiz lateral terciaria. Barras = 1 mm.

Al calcular el numero total de primordios de raiz lateral y raices laterales
emergidas por milimetro de raiz principal, se observd que el mutante desarrollé un
tercio mas de raices laterales por milimetro que las plantas control (Figura 38B). Pero
la longitud de raiz principal en las plantas control fue de 24 mm y en srol1 de 12 mm
aproximadamente (Figura 38A), por lo que el niumero total de primordios de raiz lateral
y raices laterales emergidas fue significativamente menor en el mutante (9,51 + 1,60)

con respecto al control (13,22 + 2,48).
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Figura 38. A) Longitud de la raiz principal (mm) de plantas control y srol1 de 7 dias (n = 40). B) Numero total de
primordios de raiz lateral y raices laterales emergidas por milimetro en plantas control y srol1 de 7 dias (n = 40). *,
diferencias estadisticamente significativas determinadas por la prueba t-Student’s (p < 0,05). Las barras de error
indican DESVPROM.

Ademas, en srol1 se formaron raices laterales terciarias directamente de la
base de las raices laterales originadas a partir de la raiz principal (Figura 37C). Y se
observé una aceleracion en el desarrollo de las raices laterales aunque, con el tiempo,

estas también detuvieron su crecimiento al igual que la raiz principal.

El crecimiento radicular de sroll esta condicionado por la calidad de la luz

Debido al método de siembra utilizado en el laboratorio para el cultivo in vitro
de plantulas de Arabidopsis, mediante el cual las semillas se disponian en dos alturas
en placas petri cuadradas orientadas verticalmente, se observé que la raiz principal de
plantas srol1 situadas en la hilera inferior crecia significativa y reproduciblemente mas
con respecto a las plantas alineadas inmediatamente por encima. Esto podria ser
consecuencia de que la luz proyectada por tubos fluorescentes desde la parte superior
incide con una intensidad menor en la parte inferior de la placa. Por ello, para
comprobar si la intensidad de la luz provocaba algun efecto en el mutante, se
crecieron plantas control y srol1 en condiciones estandar de intensidad de luz (75
pumol/m? x seg) y de alta intensidad (270 pumol/m? x seg). En el ultimo caso, la luz

incidié frontalmente sobre la raiz. La alta intensidad de luz redujo el crecimiento de la
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raiz principal tanto de las plantas control como srol1, llegando a ser dicha reduccion de

la mitad en el mutante (Figura 39).

] pSKP2B::GUS | sroll
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75 pmol/m2 x seg 270 pmol/m2 x seg

Longitud de la raiz principal (mm)

Figura 39. Longitud de la raiz principal (mm) de plantas control y srol1 crecidas en condiciones estandar de intensidad
de luz (75 umol/m? x seg) y alta intensidad (270 pmol/m? x seg) durante 10 dias (n = 20). *, diferencias
estadisticamente significativas determinadas por la prueba t-Student’s (p < 0,05). Las barras de error indican
DESVPROM.

Esto apoya la idea de que un exceso de intensidad de luz puede producir o
exacerbar el fenotipo srol1. Si esto fuera asi, al reducir la intensidad que incide sobre
la raiz, se esperaria que el crecimiento de la raiz principal de srol1 se recuperara. Por
ello, se crecieron plantas control y srol71 en condiciones estandar de intensidad de luz
(luz blanca) bajo filtros que reducian dicha intensidad luminica a un 50%, 20% o tan
solo un 5% de la intensidad control. En estas condiciones, las plantas control redujeron
significativamente el crecimiento de la raiz principal con respecto a las condiciones
estandar de intensidad de luz, pero las plantas srol1 no recuperaron el fenotipo (Figura

40), indicando que el fenotipo mutante no se debe a la intensidad de la luz.
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Figura 40. Longitud de la raiz principal (mm) de plantas control y srol1 crecidas en condiciones estandar de intensidad
de luz (luz blanca) y bajo filtros que reducian un 50%, 20% y 5% dicha intensidad durante 8 dias (n = 15). *, diferencias
estadisticamente significativas determinadas por la prueba t-Student’s (p < 0,05). Las barras de error indican
DESVPROM.

La luz visible (la luz percibida por el ojo humano), es la combinacion de luces
con diferente longitud de onda (Figura 41A y B). Por ello, para comprobar si las
diferentes longitudes de ondas de la luz provocaban algun efecto en el mutante, se
crecieron plantas control y sro/1 en condiciones de luz blanca, bajo filtros azul, verde,
amarillo, rojo y en completa oscuridad. En todas las condiciones, se redujo
significativamente el crecimiento de la raiz principal de las plantas control, con
excepcién de la luz azul; y, sorprendentemente, srol1 recuperd parcialmente el
fenotipo en todas las situaciones, salvo cuando la planta se encontraba en oscuridad
(Figura 41C). Estos resultados indican que el fenotipo mutante parece depender de la
longitud de onda de la luz, siendo la luz amarilla la que mas contribuye a la

recuperacion del crecimiento de la raiz principal en srol1.

128



A 3 = ]
Espectro visible por el ojo humano (Luz) '-' dod o dried -'
laoonm 1asonm Is0onm |5%0nm (600nm 1650nm 1700 nen TEED) Color | Longiud de onda
vicleta 380450 nm
azul 450495 nm

verde 495-570 nm

1A 1w 1pm imm Lom im 1hm 1M amarillo 570-590 nm
20 0™ 20?10?10 10* 10t 10t 10 10t et w0 10! 10 w0’ 10' et ' 20 naranja £00-620 nm
T e P okt Dok D nomm” o D amews rojo 620-750 nm
c 30
25
£
E
W 2
n_‘O
S *
£ i *
s .
~
- 15
ju
& .
@
-
-
3 10 {
-
-]
c
L
5
0
Luz hlallm Azul Verde  Amarillo Rojo  Oscuridad Luzblanca  Azul Verde  Amarillo Rojo  Oscuridad
Intensidad 11,20 14,36 55,68 24,27 75 11,20 14,36 55,68 24,27
umol.lfm} umol/m2 pmol/m2 pmol/m2 pumol/m2 pumol/m2 pmol/m2 pmol/m2 pmol/m2 pmol/m2
% crecimiento 95% 65% 90% 60% 50% 120% 110% 140% 115% 85%
respecto
b B pSKP2B::GUS srol1

Figura 41. A) Esquema del espectro electromagnético resaltando el rango de longitudes de onda del espectro visible.
B) Aproximacién de los rangos de longitudes de onda que corresponden a los colores monocromaticos pertenecientes
al espectro visible. C) Longitud de la raiz principal (mm) de plantas control y srol1 crecidas en condiciones de luz
blanca, bajo filtros azul, verde, amarillo, rojo y en completa oscuridad durante 7 dias (n = 45). Bajo el eje de abscisas
se expresa la intensidad de la luz y el porcentaje de crecimiento de la raiz principal con respecto a la luz blanca. *
diferencias estadisticamente significativas determinadas por la prueba t-Student’s (p < 0,05). Las barras de error
indican DESVPROM.

La longitud de onda de la luz también influyé en el numero total de PRLs y RLs
emergidas. Mediante una tincion histoquimica para la actividad GUS (B-glucoronidasa)
en plantas control y srol1 con el marcador pSKP2B::GUS crecidas en condiciones de
luz blanca, bajo filtros azul, verde, amarillo, rojo y en completa oscuridad, se comprobd
que las plantas control desarrollaron un nimero significativamente menor de PRLs y
RLs emergidas en todas las condiciones, salvo en luz azul, con respecto a la luz
blanca; y las plantas srol/1 desarrollaron un namero significativamente menor de PRLs
y RLs emergidas en todas las calidades de luz con respecto a la luz blanca, excepto
en luz azul y amarilla. Ademas, y consecuentemente, en luz amarilla no hubo

diferencias estadisticamente significativas entre el control y el mutante (Figura 42).
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Figura 42. Numero total de PRLs y RLs emergidas en plantas control y srol1 crecidas en condiciones de luz blanca,
bajo filtros azul, verde, amarillo, rojo y en completa oscuridad durante 7 dias (n = 45). *, diferencias estadisticamente
significativas determinadas por la prueba t-Student’s (p < 0,05) con respecto a la luz blanca. Las barras de error indican
DESVPROM.

La recuperacion del fenotipo srol1 citada anteriormente, no es completamente
especifica de la luz amarilla. Ya que el crecimiento en oscuridad se llevé a cabo con
las plantas completas crecidas en oscuridad (etioladas) es posible que la falta de luz
en la parte aérea afecte al desarrollo radicular. Para evitar esta limitacion, se utilizé un
método de cultivo in vitro en conos, mediante el cual el sistema radicular de las
plantulas de Arabidopsis crece a través del medio y no superficialmente, y la parte
aérea esta expuesta a la luz, mientras la raiz puede mantenerse en oscuridad,
reproduciendo mas fielmente lo que sucede en la naturaleza (Material y Métodos
Figura 23). Utilizando este sistema, se comprobd que tanto las plantas control como
srol1 presentaron un sistema radicular mucho mas corto cuando estuvo expuesto a la
luz que en oscuridad y que el mutante recuperd practicamente el fenotipo silvestre
cuando la raiz permanecié en completa oscuridad (Figura 43). Todos estos resultados
parecen indicar que la luz es un factor negativo para el crecimiento del sistema
radicular, repercutiendo en su desarrollo, y que el fenotipo de raiz corta de srol1 se
debe, al menos parcialmente, a la incidencia directa de la luz sobre la raiz y depende

mas de la calidad que de la intensidad de la misma.
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Figura 43. Montaje de imagenes sucesivas a lo largo del sistema radicular de plantas control y srol1 crecidas en

condiciones de luz y oscuridad mediante el sistema de cultivo in vitro en conos.

La longitud de onda de la luz afecta a la division y la elongacién celular de la raiz

Debido a que la luz amarilla fue la longitud de onda en la que srol1 recuperd
parcialmente el fenotipo mas significativamente, se eligi6 como condicién de estudio
para analizar la capacidad de division celular en el meristemo apical de la raiz y la
capacidad de elongacion celular en la zona de elongacién con respecto a la luz blanca

tanto en plantas control como en srol1.

En la raiz principal de Arabidopsis thaliana, en seccion longitudinal a nivel del
CQ, y a cierta distancia del mismo, a una célula cortical relativamente isodiamétrica la
sucede otra considerablemente mas larga que ancha. Este nivel define la zona de
transicion entre la division y la diferenciacién celular, definiendo la zona meristematica
segun Dello loio et al., 2007 y Ubeda-Tomas et al., 2009, que se establece a un nivel
transversal diferente en cada columna de células de la corteza. Por ello, para calcular
la extension del meristemo apical (distancia desde el centro quiescente a la zona de
transicion), se ha considerado como zona de transicion de la raiz, la media obtenida a
partir de las zonas de transicion de dos columnas de células de corteza
diametralmente opuestas. A partir de la zona de transicion, en cada columna, las
células corticales muestran una longitud gradualmente mayor hacia la base de la raiz
principal hasta alcanzar su longitud maxima, lo cual marca el limite entre la zona de

elongacion y la zona madura de la raiz.
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Se crecieron plantas control y srol1 en condiciones de luz blanca y bajo un filtro
amarillo. Tanto en el control como en el mutante, la luz amarilla redujo
significativamente la extensién del meristemo apical de la raiz principal con respecto a
la luz blanca. Pero tanto en luz blanca como en luz amarilla, la raiz principal de srol/1
presentd un meristemo apical significativamente mas corto que el control (Figura 44A 'y
B). Cabe destacar que las raices crecidas en luz amarilla presentaron un diametro

mucho menor que las que lo hicieron en luz blanca.
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Figura 44. A) Vision longitudinal, a microscopia dptica con contraste interdiferencial de Nomarski, del extremo apical de
la raiz principal intacta y clarificada de plantas control y srol1 crecidas en condiciones de luz blanca y bajo un filtro
amarillo, durante 7 dias. Flechas negras = centro quiescente. Flechas blancas = zona de transicién. Barras = 50 pm. B)
Extension del meristemo apical (micras) de la raiz principal de plantas control y srol1 crecidas en condiciones de luz
blanca y bajo un filtro amarillo, durante 7 dias (n = 12). *, diferencias estadisticamente significativas determinadas por
la prueba t-Student’s (p < 0,05). Las barras de error indican DESVPROM.
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Para contrastar estos resultados, se realizd el recuento del nimero de células
de la corteza en dos columnas diametralmente opuestas en el meristemo apical de la
raiz principal de plantas control y srol1, desde las células iniciales de la corteza-
endodermis hasta las correspondientes zonas de transicion. Nuevamente, la luz
amarilla provocé un efecto negativo en el meristemo apical del control, reduciendo
significativamente el numero de células corticales con respecto a la luz blanca; sin
embargo, en el mutante no hubo diferencias significativas en cuanto al niumero de
células corticales entre las dos condiciones (Figura 45), por lo que la luz amarilla
redujo el tamafo de las células meristematicas especificamente en srol1. En luz
blanca, el mutante presentd un numero significativamente menor de células de la
corteza en el meristemo apical con respecto a las plantas control, existiendo una
correlacion entre la extensidon del meristemo apical y el numero de células corticales
(Figura 44B). Sin embargo, en cuanto al nimero de células corticales en el meristemo
apical, no hubo diferencias estadisticamente significativas entre el control y srol1 en

luz amarilla.

N2 de células
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Figura 45. Numero de células de la corteza en el meristemo apical de la raiz principal de plantas control y srol1
crecidas en condiciones de luz blanca y bajo un filtro amarillo, durante 7 dias (n = 12). *, diferencias estadisticamente

significativas determinadas por la prueba t-Student’s (p < 0,05). Las barras de error indican DESVPROM.

Para comprobar la actividad mitética en el meristemo apical de la raiz principal,
se analizé la acumulacion de la proteina ciclina B1 (CYCB1) expresada bajo su propio
promotor y fusionada al gen marcador GUS (pCYCB7;1::CYCB1:GUS), en el

meristemo apical de la raiz principal de plantas control y srol1 crecidas en condiciones
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de luz blanca y bajo un filtro amarillo. Mediante una tinciéon histoquimica para la
actividad GUS (B-glucoronidasa), el marcador pCYCB1;1::CYCB1:GUS se expresa en
aquellas células que se encuentran en la transiciéon G2/M del ciclo celular en forma de
puntos azules (Figura 46B). En esta ocasién, no hubo diferencias significativas en la
actividad mitdética en el meristemo apical de plantas control en luz amarilla con
respecto a la luz blanca; sin embargo, en sro/T aumentd significativamente dicha
actividad en luz amarilla con respecto a la luz blanca (Figura 46A). En luz blanca, srol1
presentd un numero significativamente menor de células en fase G2/M en el
meristemo apical con respecto al control, existiendo una correlacion con la extension
del meristemo apical y el nimero de células corticales (Figura 44B y 45). Y no hubo
diferencias estadisticamente significativas entre el control y el mutante en luz amarilla,
existiendo una correlacion entre el numero de células corticales y la actividad mitética
en el meristemo apical de la raiz principal (Figura 45). Estos resultados parecen indicar
que el meristemo de la raiz de srol1 tiene un potencial de divisién significativamente
menor que el de las plantas control, ya que el numero de células en mitosis esta

significativamente reducido.
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Figura 46. A) Expresion pCYCB1::CYCB1:GUS (n° de puntos azules) en el meristemo apical de la raiz principal de
plantas control y srol1 crecidas en condiciones de luz blanca y bajo un filtro amarillo, durante 7 dias (n = 12). B)
Visualizaciéon de la expresion del marcador pCYCB1;1::CYCB1:GUS en el meristemo apical de la raiz principal, tras la
tinciéon histoquimica para la actividad GUS. *, diferencias estadisticamente significativas determinadas por la prueba t-
Student’s (p < 0,05). Las barras de error indican DESVPROM.

Mediante microscopia confocal, se analizd la longitud de las células de la
corteza y epidermis en el meristemo apical de la raiz principal intacta de plantas
control y srol1 crecidas en condiciones de luz blanca. La microscopia confocal permitio
observar la longitud celular en varias columnas de células de la corteza y epidermis de

una mitad longitudinal del meristemo apical, mediante secciones virtuales de 1,5
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micras de grosor desde el centro de la raiz (a nivel del centro quiescente) hacia la
epidermis. El mutante mostré células de mayor tamafio, tanto en la epidermis como en
la corteza, mucho mas cerca del centro quiescente con respecto a las observadas en
el control al mismo nivel transversal (Anexo Videos 1y 2), indicando que en srol1 el
limite distal de la zona de elongacién se encuentra mucho mas cerca del apice de la
raiz que en el control y, por consiguiente, posee una zona meristematica mucho mas
corta. Estos resultados se correlacionan con los expuestos anteriormente con respecto
a la extension, el numero de células de la corteza y a la actividad mitdtica en el

meristemo apical de la raiz principal de plantas control y sro/1 en luz blanca.

Para analizar la capacidad de elongacion de las células, se midio la longitud de
las primeras 20 células de la corteza a partir de la zona de transicién en raices de
plantas control y sro/1 crecidas en condiciones de luz blanca y bajo un filtro amarillo.
Esta zona, por lo tanto, corresponde con la zona de elongacion y el comienzo de la
zona madura (aproximadamente 2000 micras después de la zona de transicion en el
caso del control en luz blanca y tanto del control como del mutante en luz amarilla; y
aproximadamente 1000 micras después de la zona de transicion en el caso del
mutante en luz blanca). Teniendo en cuenta la dinamica de crecimiento de la raiz
principal (Figura 36), esta zona fue producida por el meristemo apical durante el
séptimo dia, es decir, durante las ultimas 24 horas. Se ha elegido esta zona porque,
en el momento en el que se produjo, las diferencias entre el control y el mutante, en

cuanto a la longitud de la raiz principal, eran considerables.

Se han elegido las células de la corteza porque, en Arabidopsis thaliana, dichas
células no sufren divisiéon celular ni antes ni durante la iniciacion y desarrollo de los
primordios de raiz lateral. Por consiguiente, variaciones en este aspecto no se
corresponden con procesos relacionados con el desarrollo de las raices laterales y la
longitud celular en la zona madura se debe, unicamente, a la capacidad de elongacion

de las células (Figura 47).

Se obtuvieron imagenes digitales de las zonas de transicién y las dos columnas
de células corticales, diametralmente opuestas, de cada raiz principal, a microscopia
Optica con contraste interdiferencial de Nomarski. Se calculé la media y la desviacion
promedio de la longitud de las células corticales localizadas en la misma posicién con
respecto a la zona de transicidn correspondiente. Estos resultados se muestran en la
Figura 48.
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Figura 47. Visién longitudinal, a microscopia 6ptica con contraste interdiferencial de Nomarski de la zona madura de la
raiz principal intacta y clarificada de plantas control y srol1 crecidas en condiciones de luz blanca y bajo un filtro

amarillo, durante 7 dias. Las flechas blancas delimitan la longitud de las células de la corteza. Barras = 50 um.
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Figura 48. Longitud media (micras) de las primeras 20 células de la corteza a partir de la zona de transicién en la raiz
principal de plantas control y srol1 crecidas en condiciones de luz blanca y bajo un filtro amarillo, durante 7 dias (n =
12). *, diferencias estadisticamente significativas determinadas por la prueba t-Student’s (p < 0,05). Las barras de error
indican DESVPROM.

En la raiz principal de las plantas srol1 crecidas en luz blanca, se observé una
parada en el incremento de la longitud celular a partir de la novena célula cortical
después de la zona de transicion. Esta circunstancia hizo que las diferencias de
longitud entre las células corticales del mutante y el control en luz blanca fueran
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estadisticamente significativas (p < 0,05) a lo largo de la zona de estudio. La luz

amarilla recuperé este efecto en el caso del mutante srol1 (Figura 48).

Papel de los foto-receptores en el fenotipo de sroll

Las plantas dependen de la luz como fuente de energia y como senal de
morfogénesis y desarrollo aunque alta intensidad de luz (como la radiacion UV) puede
inducir cambios graves en las células vegetales. La mayoria de lo que se conoce
sobre la transduccién de sehal de la luz es en la parte aérea. Aunque existen
numerosos trabajos del efecto de la luz en el desarrollo radicular, su papel en este

organo no esta completamente claro.

Para comprobar si el fenotipo srolf estuviera mediado por la ruta de
sefalizacion de los foto-receptores, se cruzd el mutante sro/7 con los mutantes cry7-
104 (hy4-104) (Lin et al., 1996), cry2-1 (Guo et al., 1998), cry1/cry2, phot1-5/phot2
(Jarillo et al., 2001), phyA-211 (Reed et al.,, 1994) y phyB9 (Reed et al., 1993). Se
crecieron plantas wild type, cry1, cry2, cryl/cry2, phot1/phot2, phyA, phyB, srol1
(controles) y los dobles y triples mutantes en condiciones de luz blanca y se analizé la
longitud de la raiz principal. En ningun caso srol1 recuperé el crecimiento radicular
(Figura 49), indicando que el fenotipo de raiz corta no estd mediado por estos

receptores luminicos.
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Figura 49. Longitud de la raiz principal (mm) de plantas wild type, cry1, cry2, cry1/cry2, phot1/phot2, phyA, phyB, srol1

(controles) y los dobles y triples mutantes crecidos en condiciones de luz blanca durante 10 dias (n = 12). *, diferencias
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estadisticamente significativas determinadas por la prueba t-Student’s (p < 0,05). Las barras de error indican
DESVPROM.

La identidad celular en la raiz se mantiene en sroll

Para comprobar si en el mutante sro/1 existia alguna alteracién en cuanto a la
identidad celular en algun tejido de los que componen la raiz principal, se realizaron
una serie de cruces del mutante con diferentes marcadores celulares. En la Tesis
Doctoral de Manzano C., 2011, se analizé la expresién de marcadores especificos del
centro quiescente, como QC46, WOX5 (WUSCHEL RELATED HOMEOBOX 5) y SCR
(SCARECROW) (Sabatini et al., 2003; Haecker et al., 2004; Heidstra et al., 2004); de
las células iniciales de la corteza/endodermis y de la endodermis propiamente dicha
(SCR); y de las células de la corteza (Co2H2B; Ten Hove et al., 2010), y en ningun
caso se observaron diferencias con respecto al control. En el presente trabajo, ademas
se analizé la expresion de un marcador especifico del periciclo enfrentado a los polos

de protoxilema (la linea J0121, Figura 50) (Laplaze et al., 2005).

Mediante microscopia confocal, se estudié la expresion del marcador celular en
la zona madura de la raiz principal de plantas control y srol1 crecidas en condiciones
de luz blanca. Se observé que el mutante mantiene la identidad del periciclo

enfrentado a los polos de protoxilema (Figura 50).

Figura 50. Imagenes a microscopia confocal de la expresion del marcador J0121 (verde) en la zona madura de la raiz
principal, tefiida con ioduro de propidio (rojo), de plantas control y sro/1 crecidas durante 5 dias en condiciones de luz

blanca (n = 10). Barras = 25 pm.
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Caracterizacion molecular de sroll

Regulacion hormonal

Senalizacion y respuesta a auxina en el meristemo apical de la raiz

La auxina es una hormona esencial en el control de casi todos los aspectos del
crecimiento y desarrollo vegetal (Vanneste y Friml, 2009), incluyendo la division y la
elongaciéon celular (Evans, 1989; Gray et al, 1998, 1999). En Arabidopsis, el
mantenimiento de la zona meristematica esta controlado por las auxinas y los factores
de transcripcion PLT distribuidos en un gradiente en el meristemo radicular (Mahénen
et al.,, 2014). Se analiz6 la localizacién de la proteina PLT2 (PLETHORA 2) bajo la
expresion de su propio promotor y fusionada a la YFP (pPLT2::PLT2:YFP) (Aida et al.,
2004). PLT2 es un factor de transcripcion esencial para la especificacién del centro
quiescente y la actividad del nicho de células madre. En este sentido, tampoco se
observaron diferencias significativas entre el control y srol1, indicando que dichos
procesos se desarrollan con normalidad en el meristemo apical de la raiz principal del
mutante; sin embargo, el dominio de PLT2 en srol1 fue mayor que en las plantas
control, indicando que, aunque las células no parecen ser meristematicas por su

tamano celular, si lo son por su identidad (Figura 51).

pPLT2::PLT2:YFP : pPLT2: PLT2:YFP

Figura 51. Imagenes representativas a microscopia confocal de la localizacion del factor de transcripcion PLT2
(amarillo) en el meristemo apical de la raiz principal, tefiida con ioduro de propidio (rojo), de plantas control y srol1

crecidas durante 5 dias en condiciones de luz blanca (n = 10). Barras = 25 pm.
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Ya que el fenotipo del mutante srol/1 se asemeja a plantas tratadas con auxinas
exdgeneas, se decidiod analizar si srol1 tenia algun defecto en cuanto a la sefializacion
y/o respuesta a auxina. Para ello, se llevo a cabo una serie de cruces del mutante con
algunos marcadores moleculares especificos de dichos procesos. Entre ellos, se cruzé
con el marcador de sefalizacion que contiene la proteina AXR3 (AUXIN RESISTANT
3) bajo la expresion de un promotor inducible por choque térmico (HS, del inglés Heat
Shock) y fusionada al gen marcador GUS (HS::AXR3NT:GUS, Figura 52) (Gray et al.,
2001).

En el meristemo apical y en la zona de elongacion de la raiz principal de
plantas control y srol1, crecidas en condiciones de luz blanca, se analizé la estabilidad
de la proteina AXR3:GUS (Figura 52). Tras la activacion del promotor HS mediante un
choque térmico, se analizé la actividad GUS. Estudios de microscopia optica no
mostraron diferencias significativas entre el mutante y las plantas control, ya que la
actividad GUS se redujo tras el tratamiento con AIA de forma similar en los dos
genotipos; sin embargo, la acumulacién de la proteina AXR3 fue mayor en srol1 con
respecto al control después de la induccion por choque térmico (Figura 52). Para
comprobar que la actividad GUS observada no se debia a una induccién del promotor
HS por el estrés luminico en las raices, se realizd una tincién histoquimica para la

actividad GUS sin choque térmico previo, y no se observé ninguna coloracion azul.

con choque térmico sin choque térmico

A
t=0"-AlA t=30"-AlA t=30" +AIA

1

control

|

sroll

\‘a\‘f|‘

Figura 52. Imagenes a microscopia optica del meristemo apical y de la zona de elongacion de la raiz principal de

plantas control y srol1 con el marcador HS::AXR3NT:GUS, crecidas durante 7 dias en condiciones de luz blanca.
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Mediante una tincién histoquimica para la actividad GUS, se muestra la estabilidad de la proteina AXR3 tras la
activacion del promotor por choque térmico y un tratamiento con AIA. Como control se realizé una tincién histoquimica

para la actividad GUS sin choque térmico previo (n = 12). Barras = 200 pm.

Para contrastar estos resultados, se analizé la estabilidad del marcador DII-
VENUS en presencia de AlA (Figura 53) (Brunoud et al., 2012). DII-VENUS es la YFP
fusionada al dominio DIl de las proteinas Aux/IAA (degron), que interacciona con TIR1
para promover su degradacion dependiente de auxina, y bajo la expresion de un
promotor constitutivo. Mediante microscopia confocal, se comprobdé la sefal
fluorescente en el meristemo apical de la raiz principal de plantas control y srol1
crecidas en condiciones de luz blanca. Nuevamente, el mutante no presentd ningun
defecto en cuanto a la sefalizacion de auxina, ya que el marcador DII-VENUS se
degradé totalmente tras el tratamiento con AIA durante 30 minutos; sin embargo, srol1
mostré una alteracion en la distribucion de auxina en el meristemo apical con respecto
al control, observandose una mayor concentracion de sefial fluorescente en el cilindro

vascular y menos en la cofia lateral (Figura 53).

t=0"-AlA t=30"-AlA t=30" +AlIA

Figura 53. Imagenes a microscopia confocal, de la estabilidad del marcador DII-VENUS (amarillo), con y sin tratamiento

control

sroll

de AIA durante 30 minutos, en el meristemo apical de la raiz principal, tefiida con ioduro de propidio (rojo), de plantas

control y srol1 crecidas en condiciones de luz blanca durante 5 dias (n = 10). Barras = 25 pm.

Para comprobar si el mutante presentaba algun defecto en la transcripcion de

la sefial a auxina, se analizé la expresion del promotor DR5 fusionado a la GFP
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(pDR5::GFP; Figura 54) (Blilou et al., 2005). DR5 es un marcador de respuesta a
auxina que contiene un promotor sintético con repeticiones en tandem del motivo de
respuesta a auxina AuxRE (del inglés, Auxin Response Element). Mediante
microscopia confocal, se observé la sefal fluorescente en el meristemo apical de la
raiz principal de plantas control y srol1 crecidas en condiciones de luz blanca. El
mutante no mostré diferencias en la expresion de DR5 con respecto al control (Figura
54), indicando que sro/1 tampoco presenta alteraciones en cuanto a la respuesta a

auxina.

Control

i %
'% pDR5::GFP n"

Figura 54. Imagenes a microscopia confocal, de la expresion pDR5::GFP (verde) en el meristemo apical de la raiz

pDR5::GFP

principal, tefiida con ioduro de propidio (rojo), de plantas control y srol/1 crecidas en condiciones de luz blanca durante 5

dias (n = 12). Barras = 25 ym.

Transporte polar de auxina en el meristemo apical de la raiz de sroll

Para comprobar si srol1 presentaba algun defecto en el transporte polar de
auxina en el meristemo apical, se realizaron una serie de cruces del mutante con
algunos marcadores de transportadores de AlA. Estos fueron AUX1:YFP (Figura 55A)
(Swarup et al., 2004), pPIN1::PIN1:GFP (Figura 55B) (Benkova et al, 2003),
PIN2:GFP (Figura 55C) (Xu y Scheres, 2005), pPIN3::PIN3:GFP (Figura 55D)
(Zadnikova et al., 2010) y pPIN4::PIN4:GFP (Figura 55E) (Blilou et al., 2005).

Mediante microscopia confocal, se analizé la expresion de los diferentes
transportadores de auxina en el meristemo apical de la raiz principal de plantas control

y srol1 crecidas en condiciones de luz blanca. El mutante solo presenté diferencias
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con respecto al control en la localizacién de PIN4, ya que no se observd expresion
alguna de este transportador en las células por debajo del centro quiescente (Figura
55E). En srol1 tampoco se apreciaron diferencias comparado con el control en cuanto
a los procesos de reciclaje de los transportadores PIN analizados (ampliacién en la
Figura 55B).

'Y Control :] Control

|
i

\
|

AUX1:YFP '

PIN1:GFP

(ol Control

PIN2:GFP || Pinz:GEP

3 Control

%
PING:GFP || Pina:GFp

Figura 55. Imagenes a microscopia confocal de la expresion de los transportadores de auxina AUX1 (A) (amarillo),
PIN1 (B), PIN2 (C), PIN3 (D) y PIN4 (E) (verde) en el meristemo apical de la raiz principal, tefiida con ioduro de

propidio (rojo), de plantas control y srol1 crecidas en condiciones de luz blanca durante 5 dias (n = 10). Barras = 25 ym.

Tratamientos hormonales

Para analizar el efecto de diferentes hormonas en el crecimiento de la raiz
principal de srol1, se germinaron plantas control y mutante en medio sin hormona, se
trasplantaron, a los tres dias después de la germinacién, a medios frescos sin y con
diferentes concentraciones de AlA, quinetina (Kin), acido abscisico (ABA), el precursor
de etileno ACC (acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico), brasinoesteroides (BRs) o

acido jasmoénico (JA), y se realizdé un seguimiento de la dinamica de crecimiento de la
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raiz durante los cuatro dias siguientes al trasplante. Diariamente, se calculé el
incremento producido en la longitud de la raiz principal, y se hall6é el porcentaje de
inhibicion con respecto a las condiciones sin hormona para dar una informacion

temporal en lugar de al final del proceso.

El tratamiento con 0,1 pM de auxina, produjo una fuerte inhibicién del
crecimiento de la raiz principal tanto en el control como en srol1, con respecto a las
condiciones sin hormona (Figura 56). En ambos genotipos, el efecto inhibitorio del
crecimiento fue maximo dos dias después del trasplante, aunque en el mutante fue
significativamente menor (p < 0,05) con respecto a las plantas control (Figura 56).
Dicha inhibicién se mantuvo relativamente constante hasta el final del tratamiento en el
control; sin embargo, en srol1, disminuydé con el tiempo, incrementandose las

diferencias existentes con respecto a las plantas control (Figura 56).
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p-value 0,25 3,40E-08 6,50E-05 1,68E-20

Figura 56. Crecimiento de la raiz principal (mm) de plantas control y sro/1 germinadas en medio MS ' y trasplantadas
a medio fresco con o sin 0,1 uM de AIA al tercer dia después de la germinaciéon (n = 20). *, diferencias
estadisticamente significativas determinadas por la prueba t-Student’s (p < 0,05). Las barras de error indican
DESVPROM. d1-d4, dias después del trasplante. En la tabla se indica el porcentaje de inhibicién diario del crecimiento
de la raiz principal con respecto al medio sin hormona. En negrita, diferencias estadisticamente significativas

determinadas por la prueba t-Student’s (p < 0,05) entre el mutante y el control.
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El tratamiento con 0,1 pM de Kin redujo significativamente (p < 0,05) el
crecimiento de la raiz principal tanto en el control como en srol1 (Figura 57) con
respecto a las condiciones sin hormona. El primer dia después del trasplante, se
produjo una inhibicion maxima del crecimiento de la raiz en ambos genotipos (Figura
57). Dicho efecto inhibitorio fue reduciéndose con el tiempo en las plantas control,
llegando a desaparecer a partir del tercer dia después del trasplante; sin embargo, en
srol1, se mantuvo relativamente constante hasta el final del tratamiento, apreciandose
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05), con respecto al control, desde los

tres dias después del trasplante en adelante (Figura 57).
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Figura 57. Crecimiento de la raiz principal (mm) de plantas control y srol1 germinadas en medio MS % y trasplantadas
a medio fresco con o sin 0,1 uM de Kin al tercer dia después de la germinacion (n = 20). *, diferencias estadisticamente
significativas determinadas por la prueba t-Student’s (p < 0,05). Las barras de error indican DESVPROM. d1-d4, dias
después del trasplante. En la tabla se indica el porcentaje de inhibicidon diario del crecimiento de la raiz principal con
respecto al medio sin hormona. En negrita, diferencias estadisticamente significativas determinadas por la prueba t-

Student’s (p < 0,05) entre el mutante y el control.

El tratamiento con 10 uM de ABA no afecté al crecimiento de la raiz principal
del control, con respecto a las condiciones sin hormona; sin embargo, en srol1, redujo
significativamente (p < 0,05) el crecimiento de la raiz (Figura 58). Se inhibié el
crecimiento al primer y segundo dia después del trasplante, observandose diferencias

estadisticamente significativas (p < 0,05) con respecto a las plantas control (Figura
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58). Este efecto inhibitorio fue reduciéndose con el tiempo, llegando a desaparecer a

partir del tercer dia de tratamiento (Figura 58).
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Figura 58. Crecimiento de la raiz principal (mm) de plantas control y sro/1 germinadas en medio MS : y trasplantadas
a medio fresco con o sin 10 yM de ABA al tercer dia después de la germinacién (n = 20). *, diferencias
estadisticamente significativas determinadas por la prueba t-Student’s (p < 0,05). Las barras de error indican
DESVPROM. d1-d4, dias después del trasplante. En la tabla se indica el porcentaje de inhibicién diario del crecimiento
de la raiz principal con respecto al medio sin hormona. En negrita, diferencias estadisticamente significativas

determinadas por la prueba t-Student’s (p < 0,05) entre el mutante y el control.

El tratamiento con 1 yM de ACC redujo significativamente (p < 0,05) el
crecimiento de la raiz principal tanto en el control como en srol1, con respecto a las
condiciones sin hormona (Figura 59). En ambos genotipos, el efecto inhibitorio del
crecimiento fue maximo tres dias después del trasplante, manteniéndose
relativamente constante hasta el final del tratamiento en el control; sin embargo, en
srol1, este efecto fue reduciéndose con el tiempo, llegando a ser significativamente
menor (p < 0,05) con respecto al control, el cuarto dia después del trasplante (Figura
59).
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Figura 59. Crecimiento de la raiz principal (mm) de plantas control y srol/1 germinadas en medio MS ' y trasplantadas
a medio fresco con o sin 1 yM de ACC al tercer dia después de la germinacién (n = 20). *, diferencias estadisticamente
significativas determinadas por la prueba t-Student’s (p < 0,05). Las barras de error indican DESVPROM. d1-d4, dias
después del trasplante. En la tabla se indica el porcentaje de inhibicion diario del crecimiento de la raiz principal con
respecto al medio sin hormona. En negrita, diferencias estadisticamente significativas determinadas por la prueba t-

Student’s (p < 0,05) entre el mutante y el control.

El tratamiento con 1 yM de BRs redujo significativamente (p < 0,05) el
crecimiento de la raiz principal en el control, con respecto a las condiciones sin
hormona; sin embargo, en srol1, no se produjo el mismo efecto (Figura 60). El primer
dia después del trasplante, se favorecié significativamente (p < 0,05) el crecimiento de
la raiz en ambos genotipos y el efecto inhibitorio comenzé a observarse, en las plantas
control, dos dias después del trasplante, y un dia mas tarde en el mutante (Figura 60).
En el control, este efecto fue incrementandose con el tiempo, siendo maximo el ultimo
dia del tratamiento; sin embargo, en srol1, alcanzé el maximo valor tres dias después
del trasplante, manteniéndose relativamente constante hasta el final del tratamiento.
De esta manera, la inhibicion del crecimiento fue significativamente menor en el

mutante con respecto al control, al cuarto dia del trasplante (Figura 60).
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Figura 60. Crecimiento de la raiz principal (mm) de plantas control y srol1 germinadas en medio MS % y trasplantadas
a medio fresco con o sin 1 yM de BRs al tercer dia después de la germinacién (n = 20). *, diferencias estadisticamente
significativas determinadas por la prueba t-Student’s (p < 0,05). Las barras de error indican DESVPROM. d1-d4, dias
después del trasplante. En la tabla se indica el porcentaje de inhibicion diario del crecimiento de la raiz principal con
respecto al medio sin hormona. En negrita, diferencias estadisticamente significativas determinadas por la prueba t-

Student’s (p < 0,05) entre el mutante y el control.

El tratamiento con 1 pM de JA redujo significativamente (p < 0,05) el
crecimiento de la raiz principal tanto en el control como en srol1, con respecto a las
condiciones sin hormona (Figura 61). En las plantas control, el efecto inhibitorio del
crecimiento fue incrementandose con el tiempo, alcanzando el maximo valor el ultimo
dia del tratamiento; sin embargo, en srol1, este efecto fue maximo tres dias después
del trasplante y se redujo el ultimo dia. Durante todo el tratamiento, la inhibicion del
crecimiento fue significativamente menor (p < 0,05) en el mutante con respecto a las

plantas control (Figura 61).
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Figura 61. Crecimiento de la raiz principal (mm) de plantas control y srol1 germinadas en medio MS % y trasplantadas
a medio fresco con o sin 1 yM de JA al tercer dia después de la germinacion (n = 20). *, diferencias estadisticamente
significativas determinadas por la prueba t-Student’s (p < 0,05). Las barras de error indican DESVPROM. d1-d4, dias
después del trasplante. En la tabla se indica el porcentaje de inhibicion diario del crecimiento de la raiz principal con
respecto al medio sin hormona. En negrita, diferencias estadisticamente significativas determinadas por la prueba t-

Student’s (p < 0,05) entre el mutante y el control.

Analisis transcriptomico en luz blanca/amarilla del control vs. sroll

Para comprender el efecto de la mutacion srol1 en el crecimiento de la raiz
principal, se llevd a cabo un analisis transcriptomico para comparar la expresion
geénica en la raiz del control y el mutante. Se seleccionaron los genes que estuvieran
mas de 2 veces sobre-expresados o reprimidos en el mutante con respecto al control
en ambas condiciones de crecimiento (p-value < 0,05) (Anexo Tablas XV-XVIII) y en
cada genotipo en luz blanca con respecto a la luz amarilla (Anexo Tablas XIX-XXII).
Usando estos parametros, se identificaron mas de 600 genes que estaban
enriquecidos y mas de 800 genes que disminuian su expresiéon especificamente en la
raiz de srol1 con respecto al control en condiciones de luz blanca. Los cambios mas
significativos se encontraron en genes relacionados con respuesta a estrés, actividad

hidrolasa, transporte floematico, dinamica del citoesqueleto, respuesta a jasmonato,
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actividad cloroplastica, factores de transcripcion y homeostasis de calcio, hierro o pH

(Anexo Figuras 2y 3).

sroll muestra mayor resistencia al tratamiento con acido jasmoénico

Debido a la gran cantidad de genes relacionados con respuesta a jasmonato
sobre-expresados especificamente en la raiz de srol1 en condiciones de luz blanca
con respecto al control (Anexo Figura 2), se llevo a cabo un analisis del desarrollo del
sistema radicular del mutante en presencia de esta hormona en el medio. Para ello, se
crecieron plantas control y srol/T en condiciones de luz blanca, germinadas
directamente en concentraciones crecientes de JA (0, 0,1, 1 y 5 uM), y se cuantificé la
longitud de la raiz principal y los PRLs y RLs emergidas por milimetro de raiz. Tanto
en el control como en el mutante, el tratamiento tuvo un efecto significativamente
negativo (p < 0,05) con respecto a las condiciones sin JA, y dependiente de la
concentracion de hormona, en la longitud de la raiz principal (Figura 62A); sin
embargo, la inhibicion del crecimiento fue significativamente menor en srol1
comparado con el control, sobre todo a concentraciones mayores (Figura 62B),
indicando que el mutante fue mucho mas resistente al tratamiento. Mediante una
tincién histoquimica para la actividad GUS, se analizé la expresion del marcador
pSKP2B::GUS y se comprobd que, tanto en las plantas control como mutantes, el
numero total de PRLs y RLs emergidas por milimetro de raiz principal aument6
significativamente y de una manera dependiente de la concentracion de JA, con
respecto a las condiciones sin hormona (Figura 62C); pero este aumento fue
significativamente menor en srolf comparado con el control, especialmente a
concentraciones mayores. En ambos casos, el incremento en la densidad fue debido a
la disminucion de la longitud de la raiz principal y a un mayor numero de PRLs y RLs.

Bajo el tratamiento con 5 uM de JA, no se llegé a producir ninguna ramificacion lateral.
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Figura 62. A) Longitud de la raiz principal (mm), B) porcentaje de inhibicién del crecimiento de la raiz principal y C)
numero total de PRLs y RLs por milimetro de raiz en plantas control y srol1 germinadas directamente en
concentraciones crecientes de JA (0, 0,1, 1y 5 uM) y crecidas en condiciones de luz blanca durante 8 dias (n = 15). *,

diferencias estadisticamente significativas determinadas por la prueba t-Student’s (p < 0,05). Las barras de error
indican DESVPROM.

sroll muestra mayores niveles de ROS en el meristemo radicular

Debido a la gran cantidad de genes relacionados con respuesta a ROS y estrés
sobre-expresados especificamente en la raiz del mutante en condiciones de luz blanca
con respecto al control (Anexo Figura 2), se llevé a cabo un analisis de la produccion
de ROS (del inglés, Reactive Oxygen Species) en el meristemo apical y en la zona de
elongacién de la raiz principal de srol1. Las ROS son moléculas quimicamente
reactivas que contienen oxigeno, como el anién superéxido (O2"), el radical hidroxilo
(OH:) y el peroxido de hidrogeno (H20.). Se forman como producto del metabolismo
normal del oxigeno y desempenan funciones importantes en la senalizacion y
homeostasis celulares. Sin embargo, ante un estrés ambiental (por ejemplo,
exposicion a UV o calor), los niveles de ROS pueden incrementarse dramaticamente y
esto puede resultar en dafios significativos en las estructuras celulares, lo que se
conoce como estrés oxidativo. Existen muchos métodos para medir la produccion de

radicales libres en las células, entre ellos la 5-[6]-Diacetato Carboxifluoresceina (5[6]-
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CFDA) (Carmody y Cotter, 2000; Tammariello et al., 2000; Ottonello et al., 2001). La
5[6]-CFDA es una molécula no fluorescente y permeable a la célula. Esterasas
intracelulares la hidrolizan a carboxifluoresceina (CF) en presencia de peréxido de
hidrégeno que, por sus cargas negativas extra, es retenida en la célula. La
acumulacion de CF en las células se puede medir por un incremento en la
fluorescencia (rango excitacion/emision 485/530 nm) proporcional a la concentraciéon

de peroxido de hidrégeno en las mismas (Bass et al., 1983).

Para ello, se crecieron plantas control y srol1 en condiciones de luz blanca,
bajo un filtro amarillo y en oscuridad (utilizando el dispositivo para el crecimiento de
raices en cultivos in vitro (Silva-Navas et al., sin publicar) (Material y Métodos Figura
24). Al quinto dia después de la germinacién, se afiadidé al meristemo apical una gota
de CFDA y se observaron los niveles de ROS al cabo de las 2 horas de la adicion. En
luz blanca, el mutante presenté unos niveles de ROS significativamente mayores con
respecto al control; sin embargo, estas diferencias desaparecieron cuando srol1 crecio
tanto en luz amarilla como en oscuridad (Figura 63A y B). Pero cabe destacar que,
tanto el control como el mutante, mostraron una intensidad de fluorescencia
significativamente mayor en las raices crecidas en oscuridad con respecto a las que lo
hicieron en luz amairilla. Y, en todos los casos, la produccion de ROS fue mas elevada
en la zona de elongacion que en el meristemo apical (Figura 63A y B). Se comprobo
que sin afadir CFDA al meristemo no se visualizé ninguna sefial fluorescente (Figura
63A).

El L-acido ascérbico (AsA) o vitamina C se considera uno de los mayores
antioxidantes presentes en las plantas, ya que contribuye al estado redox celular
(Foyer et al., 1983). El AsA elimina la toxicidad de las ROS generadas para proteger a
la célula del dafio oxidativo. De esta manera, el AsA es importante para determinar el
nivel de tolerancia a muchos estreses ambientales, como la alta intensidad de luz.
También es un cofactor involucrado en la sintesis de acido abscisico (Qin y Zeevaart,
1999), acido giberélico (Lange, 1994; Hedden y Kamiya, 1997; Arrigoni y De Tullio,
2002) y antocianinas (Britsch et al, 1990; 1993; Holton et al, 1993). Y ademas,
participa en la regulacion de la elongacién celular y la progresion a través del ciclo
celular (Smirnoff, 1996; Horemans et al., 2000).
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Figura 63. A) Imagenes a la lupa binocular de fluorescencia del meristemo apical y de la zona de elongacién de la raiz
principal, tras 2 horas de la adiciéon o no de CFDA al meristemo, de plantas control y srol1 crecidas en condiciones de
luz blanca, amarilla y oscuridad (utilizando el dispositivo para el crecimiento de raices en cultivos in vitro) durante 5
dias. Barras = 200 ym. B) Intensidad (pixel) de la fluorescencia detectada (n = 12) *, diferencias estadisticamente

significativas determinadas mediante la prueba t-Student’s (p < 0,05). Las barras de error indican DESVPROM.
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Debido al hecho de que, en luz blanca, srol1 presentdé una produccién de ROS
significativamente mayor con respecto al control (Figura 63), se analizé el efecto del
acido ascorbico en el crecimiento de la raiz principal del mutante. Para ello, se
germinaron plantas control y sro/1 en medio sin antioxidante y se trasplantaron a un
medio sin y con un suplemento de 300 uM de AsA a los tres dias después de la
germinacion. Se realizd un seguimiento de la dinamica de crecimiento de la raiz
durante los cuatro dias siguientes al trasplante. El tratamiento con AsA redujo
significativamente (p < 0,05) el crecimiento de la raiz principal en el control, con
respecto a las condiciones sin antioxidante; sin embargo, en el mutante, no tuvo
ningun efecto (Figura 64). En las plantas control, la inhibicién del crecimiento de la raiz
se produjo dos dias después del trasplante, incrementandose, de una manera
dependiente del tiempo, hasta alcanzar un valor maximo de inhibicién el ultimo dia de
tratamiento (Figura 64). Sin embargo, el acido ascoérbico no causé efecto significativo
alguno en el crecimiento de la raiz de srolf, observandose diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05), con respecto a las plantas control, a partir del

segundo dia después del trasplante (Figura 64).
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Figura 64. Crecimiento de la raiz principal (mm) de plantas control y srol1 germinadas en medio MS ; y trasplantadas
a medio fresco con o sin 300 uyM de AsA al tercer dia después de la germinacién (n = 20). *, diferencias
estadisticamente significativas determinadas por la prueba t-Student’s (p < 0,05). Las barras de error indican

DESVPROM. d1-d4, dias después del trasplante. En la tabla se indica el porcentaje de inhibicién diario del crecimiento
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de la raiz principal con respecto al medio sin hormona. En negrita, diferencias estadisticamente significativas

determinadas por la prueba t-Student’s (p < 0,05) entre el mutante y el control.

Como se comentd anteriormente, muchos estreses abidticos inducen la
produccion de ROS. Para estudiar el efecto del estrés en el crecimiento de la raiz
principal de srol1, se analizé el resultado del estrés osmotico y salino. En las plantas in
vitro, se usan aproximaciones experimentales basadas en la adicion de compuestos al
medio de cultivo. La sequia, por ejemplo, se simula afadiendo al medio manitol,
sorbitol o polietilenglicol (Verslues et al., 2006). De igual manera, se afade NaCl al
medio para exponer a las plantas a estrés salino, que es una combinacién de estrés
osmoético y toxicidad de Na+ (Munns y Tester, 2008). Por ello, se germinaron plantas
control y mutante en medio MS, se trasplantaron a un medio fresco sin y con 50 g/l de
manitol (Mtl) o 100mM de NaCl a los tres dias después de la germinacion y se realizo
un seguimiento de la dinamica de crecimiento de la raiz durante los cuatro dias

siguientes al trasplante.

El estrés osmatico producido por el Mtl redujo significativamente (p < 0,05) el
crecimiento de la raiz principal tanto en el control como en srol1, con respecto a las
condiciones estandar (Figura 65). El efecto inhibitorio en el crecimiento de la raiz fue
significativamente menor en el mutante con respecto a las plantas control (Figura 65).
A partir del segundo dia de tratamiento, dicho efecto se incrementé con el tiempo en el
control, siendo maximo cuatro dias después del trasplante; sin embargo, en srol1, se
redujo con el tiempo, llegando a desaparecer por completo el ultimo dia de tratamiento
(Figura 65). Esto hizo que las diferencias observadas entre el crecimiento
experimentado por la raiz de las plantas control y mutante se incrementaran con el

tiempo.

Por otro lado, el estrés salino generado por el NaCl, también redujo
significativamente (p < 0,05) el crecimiento de la raiz principal tanto en el control como
en srol1, con respecto a las condiciones estandar (Figura 66). En ambos genotipos, el
efecto inhibitorio en el crecimiento de la raiz fue minimo dos dias después del
trasplante y se fue incrementando a lo largo del tiempo (Figura 66). Este incremento
fue significativamente mayor en srol/1 con respecto al control, siendo maximo, en

ambos casos, el ultimo dia de tratamiento (Figura 66).
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Figura 65. Crecimiento de la raiz principal (mm) de plantas control y sro/1 germinadas en medio MS % y trasplantadas
a medio fresco con o sin 50 g/l de Mtl al tercer dia después de la germinacion (n = 20). *, diferencias estadisticamente
significativas determinadas por la prueba t-Student’s (p < 0,05). Las barras de error indican DESVPROM. d1-d4, dias
después del trasplante. En la tabla se indica el porcentaje de inhibicidn diario del crecimiento de la raiz principal con
respecto al medio sin hormona. En negrita, diferencias estadisticamente significativas determinadas por la prueba t-

Student’s (p < 0,05) entre el mutante y el control.
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estadisticamente significativas determinadas por la prueba t-Student’s (p < 0,05). Las barras de error indican
DESVPROM. d1-d4, dias después del trasplante. En la tabla se indica el porcentaje de inhibicién diario del crecimiento
de la raiz principal con respecto al medio sin hormona. En negrita, diferencias estadisticamente significativas

determinadas por la prueba t-Student’s (p < 0,05) entre el mutante y el control.

El transporte floematico esta alterado en sroll

Debido a la gran cantidad de genes relacionados con el transporte floematico
reprimidos especificamente en la raiz del mutante en condiciones de luz blanca con
respecto al control (Anexo Figura 3), se llevé a cabo un andlisis de la funcionalidad del
floema en la raiz de srol1. Para ello, el mutante se cruzé con el marcador de transporte
floematico pSUC2::GFP (Imlau et al, 1999). El floema es el tejido conductor
encargado del transporte de nutrientes organicos e inorganicos (especialmente
azucares) producidos en la parte aérea fotosintética y autotrofa, hacia el resto de la
planta y SUC2 (SUCROSE-H*SYMPORTER 2) es el principal transportador de
sacarosa por el floema. En las plantas transgénicas pSUC2::GFP, la GFP, bajo la
expresion del promotor de SUC2, se transporta pasivamente a través de los
plasmodesmos del floema desde la parte aérea de la planta hasta el meristemo apical

de la raiz principal (Imlau et al., 1999).

Se crecieron plantas control y srol1 en condiciones de luz blanca y se analizé la
sefal de la GFP a lo largo de la raiz principal, incluido el meristemo apical. Se
comprobd que la funcionalidad del floema no estaba afectada en el mutante, ya que la

sefial GFP llegaba con normalidad al meristemo apical (Figura 67).

De este modo, para comprobar si srol1 presentaba algun defecto en cuanto a la
velocidad de transporte floematico, se crecieron plantas control y mutante en
condiciones de luz blanca y, al quinto dia después de la germinacion, se afiadid una
gota de CFDA en la cara abaxial de un cotiledén de las plantulas (Oparka et al., 1994).
La CFDA, al ser una molécula de pequefio tamano, se transporta pasivamente a
través de los plasmosdesmos del floema y, debido a su capacidad para emitir
fluorescencia al oxidarse a CF, dicho transporte puede visualizarse a lo largo del
tiempo. Se observé que la senal fluorescente alcanzé el meristemo apical de la raiz
principal de las plantas control a los 30 minutos después de la adicién; sin embargo,
en las plantas srol1 lo hizo transcurridas 2 horas (Figura 68). Teniendo en cuenta que
la raiz principal del control tenia una longitud de 20,34 + 2,48 mm (n = 15) y la del

mutante 6,51 + 0,93 mm (n =15), la velocidad de transporte floematico fue de 0,68 *
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0,08 mm/min y 0,05 + 0,01 mm/min respectivamente, trece veces menor en srol1 con
respecto al control.

control sroll

Zona madura

Meristemo apical

Figura 67. Imagenes a microscopia confocal, de la movilidad de la GFP por el floema, bajo la expresion del promotor de
SUC2 (pSUC2::GFP) (verde), a lo largo de la raiz principal hasta el meristemo apical, de plantas control y srol1

crecidas en condiciones de luz blanca durante 5 dias y tefiidas con ioduro de propidio (rojo) (n = 10). Barras = 25 ym.
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Figura 68. Imagenes a la lupa binocular de fluorescencia del transporte de CFDA, a través del floema y a lo largo de
las 2 horas después de su adicion, desde la parte aérea hacia el meristemo apical de la raiz principal de plantas control

y srol1 crecidas en condiciones de luz blanca durante 5 dias. Como control se muestran raices sin la adiciéon de CFDA
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(n =12). Las flechas blancas indican la llegada de CFDA a la cofia. Los asteriscos indican la autofluorescencia dispersa

en el sistema radicular de sro/1. Barras = 200 pm.

sroll afecta a la dinamica del citoesqueleto

El citoesqueleto es una red intracelular tridimensional y dinamica de proteinas
que mantiene la forma y el tamano de la célula y desempefa una funcién importante
en el trafico intracelular de vesiculas y organulos, y en la division celular. En las
células vegetales, consta de filamentos de actina, filamentos intermedios y
microtubulos. Los filamentos de actina estan formados por una proteina globular
llamada actina y los microtubulos son estructuras tubulares constituidas por la
polimerizacion de un dimero de proteinas globulares, la a y la B tubulina. Debido a la
gran cantidad de genes relacionados con la dinamica del citoesqueleto sobre-
expresados especificamente en la raiz de sro/1 en condiciones de luz blanca con
respecto al control (Anexo Figura 2), se llevd a cabo un analisis de la organizacién de
algunos de sus componentes en las células de la raiz del mutante. Para ello, se cruzé
srol1 con algunos marcadores de filamentos de actina, como 35S::GFP-ABD2-GFP
(Wang et al., 2008) y de microtubulos, como GFP-MBD (Marc et al., 1998). ABD2
(Actin Binding Domain 2) es el dominio de unién a actina de la fimbrina (una proteina
que se une a actina para formar la red de filamentos de actina); y MBD (Microtubule
Binding Domain) es el dominio de unidon a microtubulos de MAP4 (Microtubule-

Associated Protein 4).

Se analizé la expresion de los diferentes marcadores en las células de la
corteza de la zona madura de la raiz principal de plantas control y srol1 crecidas en
condiciones de luz blanca. La expresion de la GFP, bajo el promotor 35S del virus del
mosaico de la coliflor y fusionada al ABD2, mostré que en las plantas control los
filamentos de actina se extienden por todo el citoplasma de la célula; sin embargo, en
el mutante se encuentran desorganizados y en la mayor parte de las células se
concentran alrededor del nucleo, como se pudo comprobar por la tincion con DAPI
(4',6-diamino-2-fenilindol) (Figura 69A y B).

Al observar la expresion del marcador GFP-MBD, se comprobé que, en la zona
madura de la raiz principal de las plantas control, los microtubulos se disponian
oblicuamente al eje longitudinal de las células de la corteza; sin embargo, en la mayor

parte de las células corticales de la raiz del mutante sro/1, estos elementos del
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citoesqueleto se encontraban mas dispersos y, en consecuencia, mas desorganizados

que en el control (Figura 70).
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C 35S::GFP-ABD2-GFP
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Figura 69. A) Imagenes a microscopia confocal, de la expresion 35S::GFP-ABD2-GFP (verde) en las células de la
corteza de la zona madura de la raiz principal, tefiida con ioduro de propidio (rojo), de plantas control y sro/1 crecidas

en condiciones de luz blanca durante 5 dias (n = 10). B) Ampliacién de las células de la corteza. C) Las flechas rojas
sefialan los nucleos tefiidos con DAPI. Barras = 25 pym.

control sroll

Figura 70. Imagenes a microscopia confocal de la expresion GFP-MBD (verde) en las células de la corteza de la zona

madura de la raiz principal, tefiida con ioduro de propidio (rojo), de plantas control y srol1 crecidas en condiciones de
luz blanca durante 5 dias (n = 10). Barras = 25 ym.
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Efecto del hierro en el desarrollo del sistema radicular de sroll

El hierro (Fe) es un micronutriente esencial para las plantas. Actia como
cofactor en una gran variedad de procesos biolégicos necesarios para la funcion,
crecimiento y desarrollo de las células (Beinert et al., 1997; Massé y Arguin, 2005). La
transicién entre dos estados redox, ion ferroso (Fe?*) y férrico (Fe®), mediante la
ganancia o pérdida de un electrén, es una caracteristica fundamental en las cadenas
de transferencia de electrones de la fotosintesis y la respiracién (Kobayashi y
Nishizawa, 2012; Thomine y Vert, 2013). Consecuentemente, la deficiencia de Fe
resulta en una gran cantidad de efectos adversos en las plantas. Sin embargo, al
tratarse de un metal pesado, es extremadamente reactivo y puede llegar a ser toxico a
altas concentraciones cuando se presenta de forma libre; ademas, la concentracion
intracelular de este metal esencial debe estar altamente regulada (Palmer y Guerinot,
2009; Mendoza-Cozatl et al., 2011; Kobayashi y Nishizawa, 2012).

Debido a la gran cantidad de genes relacionados con homeostasis de hierro
sobre-expresados especificamente en la raiz de srol1 en condiciones de luz blanca
con respecto al control (Anexo Figura 2), se llevo a cabo un analisis del desarrollo del
sistema radicular del mutante con abundancia de este micronutriente en el medio.
Para ello, se crecieron plantas control y sro/17 en condiciones de luz blanca,
germinadas directamente en concentraciones crecientes de cloruro de hierro (4, 12, 20
y 40 mg/l FeCls). A baja cantidad del metal en el medio, el control experimentd un
crecimiento de la raiz principal similar al observado en las condiciones estandar pero a
partir de 20 mg/l de FeCls, se inhibié significativamente (p<0,05) dicho crecimiento,
alcanzando valores del 36 % de inhibicion a 40 mg/l de FeCls (Figura 71A). Sin
embargo, en el mutante, el FeCls; favorecio significativamente el crecimiento de la raiz
principal a bajas concentraciones y, solo a partir de 40 mg/l de FeCls en el medio se
produjo un efecto significativamente inhibitorio, que no llegdé a alcanzar los valores

observados en las plantas control (Figura 71A).

Mediante una tincién histoquimica para la actividad GUS, se analizé la
expresion del marcador pSKP2B::GUS y se comprobd que, tanto en el control como en
srol1, se produjo un incremento significativo (p < 0,05) del nimero total de PRLs y RLs
emergidas por milimetro de raiz principal, con respecto a las condiciones estandar, y
dependiente de la concentracién de FeCls (Figura 71B). En el caso de plantas crecidas

en 40 mg/l de FeCls no se observaron diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 71. A) Porcentaje de crecimiento de la raiz principal y B) densidad de PRLs y RLs emergidas (n°/mm) de plantas
control y srol1 germinadas directamente en concentraciones crecientes de FeCl; (4, 12, 20 y 40 mg/l) y crecidas en
condiciones de luz blanca durante 8 dias (n = 20). *, diferencias estadisticamente significativas determinadas por la
prueba t-Student’s (p < 0,05). Las barras de error indican DESVPROM.

Efecto de la variacion del pH en el crecimiento de la raiz principal de sroll

El pH es una medida de acidez o alcalinidad de una disolucion, que indica la
concentracién de iones hidronio [HzO]*. En la célula vegetal, el valor de pH varia segun
el compartimento y existe una homeostasis del mismo para hacer frente a los
numerosos procesos que lo alteran, que van desde el propio metabolismo a factores
ambientales. La homeostasis de pH es un regulador fundamental de procesos
celulares que determinan y controlan el crecimiento vegetal (Pardo et al., 2006;
Rodriguez-Rosales et al., 2009). Del establecimiento y el mantenimiento del balance
de pH celular se encargan unas enzimas que transportan protones (H*) generando un
potencial de gradiente electroquimico, y unos intercambiadores cation/H* que utilizan
este gradiente para acoplar el transporte pasivo de H* al movimiento de cationes
contra su potencial electroquimico (Blumwald y Poole, 1987).

Debido a la gran cantidad de genes relacionados con la homeostasis de pH
sobre-expresados especificamente en la raiz de srol1 en condiciones de luz blanca
con respecto al control (Anexo Figura 2), se llevo a cabo un analisis del crecimiento de

la raiz del mutante en medios con diferente pH. Para ello, se crecieron plantas control
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y srol1 en condiciones de luz blanca y bajo un filtro amarillo, germinadas directamente
en medios de cultivo a pH 4.5, 5.8 y 7.0. En luz blanca, el crecimiento de la raiz
principal del control se redujo significativamente (p < 0,05) a pH 4.5 con respecto a las
condiciones estandar, pero no se apreciaron diferencias estadisticamente significativas
a pH 7.0 (Figura 72A). Sin embargo, el crecimiento de la raiz del mutante no se vio
afectado a pH 4.5 pero se incrementé sorprendentemente a pH 7.0 (Figura 72A). En
luz amarilla, el crecimiento de la raiz principal tanto de las plantas control como srol7,
no presentd diferencias estadisticamente significativas entre las distintas condiciones,

indicando que los efectos del pH y la luz amarilla no fueron aditivos (Figura 72B).
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Figura 72. Porcentaje de crecimiento de la raiz principal de plantas control y srol1 germinadas directamente en medios
de cultivo a pH 4.5, 5.8 y 7.0, y crecidas, durante 8 dias, en A) condiciones de luz blanca y B) bajo un filtro amarillo (n =
12). *, diferencias estadisticamente significativas determinadas por la prueba t-Student’s (p < 0,05). Las barras de error
indican DESVPROM.

El sistema radicular de sroll no tiene grandes deficiencias en la capacidad de

adquirir nutrientes

Un sistema radicular disminuido, como el de srol1, puede ser que adquiera una
menor cantidad de nutrientes. Los principales macronutrientes requeridos para el
crecimiento y desarrollo vegetal son el nitrégeno (N) y el fésforo (P), y la plasticidad de
desarrollo de la raiz en respuesta a la deficiencia de los mismos es vital (Lopez-Bucio
et al., 2003). Ante la deficiencia de nitrégeno, las plantas incrementan su capacidad
para adquirirlo estimulando el crecimiento de la raiz en relacién al tallo (Scheible et al.,

1997). Por otro lado, bajo la deficiencia de fosfato, en condiciones de luz, en
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Arabidopsis thaliana se inhibe el crecimiento de la raiz principal y se estimula la
formacion de raices laterales y pelos radiculares (Williamson et al., 2001; Linkohr et
al., 2002; Lépez-Bucio et al., 2003; Pérez-Torres et al., 2008), fenotipo similar al
encontrado en srol1. Tal modificacidon de la arquitectura del sistema radicular (RSA, del

inglés Root System Architecture) incrementa el area de absorcion de P.

Para analizar el efecto de la deficiencia de N o P en el crecimiento de la raiz
principal de srol1, se germinaron plantas control y mutante en medios con y sin estos
macronutrientes y se realizé un seguimiento de la dinamica de crecimiento de la raiz
durante cuatro dias a partir de los tres dias de la germinacion. En deficiencia de N, se
redujo significativamente (p < 0,05) el crecimiento de la raiz principal del control, con
respecto a las condiciones estandar; sin embargo, en srol1, se observéd un incremento
significativo (Figura 73). Al calcular el porcentaje de la inhibicidon experimentada cada
dia, se comprobo que el efecto inhibitorio del N en el crecimiento de la raiz de las
plantas control comenzé a producirse entre el quinto y sexto dia (Figura 73). Dicho
efecto fue incrementandose con el tiempo, alcanzando un valor maximo el ultimo dia
de tratamiento. Por el contrario, el crecimiento experimentado por el mutante bajo la
deficiencia de N, fue obvio desde el tercer dia después de la germinaciéon y se
incrementd con el tiempo hasta alcanzar un valor del 413,15 % entre el sexto y

séptimo dia (Figura 73).

Ante la deficiencia de P, tanto el control como srol1, redujeron
significativamente el crecimiento de la raiz principal con respecto a las condiciones
estandar (Figura 74). Al calcular el porcentaje de inhibicion, se comprobd que el efecto
inhibitorio del P en el crecimiento de la raiz, tanto de las plantas control como mutante,
fue evidente desde el tercer dia después de la germinacién (Figura 74). En el control,
dicho efecto se incrementd con el tiempo, alcanzando su maximo valor el Ultimo dia de
tratamiento. En srol1, la inhibicion fue maxima entre el cuarto y el quinto dia y, a partir
de ese momento, se redujo con el tiempo hasta alcanzar un valor del 35,66 % en el
ultimo intervalo (Figura 74). Esto hizo que se produjeran diferencias estadisticamente
significativas, entre las plantas control y mutante, a partir del quinto dia después de la

germinacion.

La capacidad de adquirir y transportar iones minerales es esencial para el
crecimiento de la planta (Guerinot y Salt, 2001). El “ionoma” incluye todos los
nutrientes minerales y las trazas de elementos que se encuentran en un organismo, y

la iondmica se encarga de su estudio (Lahner et al., 2003).
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Figura 73. Longitud de la raiz principal (mm) de plantas control y srol1 germinadas directamente en medio MS y en

deficiencia de N, y crecidas durante 7 dias en condiciones de luz blanca (n = 20). *, diferencias estadisticamente
significativas determinadas por la prueba t-Student’s (p < 0,05). Las barras de error indican DESVPROM. 3d-7d, dias

después de la germinacion. En la tabla se indica el porcentaje de inhibicién diario del crecimiento de la raiz principal

con respecto al medio MS. En negrita, diferencias estadisticamente significativas determinadas por la prueba t-

Student’s (p < 0,05) entre el mutante y el control.
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Figura 74. Longitud de la raiz principal (mm) de plantas control y sro/1 germinadas directamente en medio MS y en

deficiencia de P, y crecidas durante 7 dias en condiciones de luz blanca (n = 20). *, diferencias estadisticamente
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significativas determinadas por la prueba t-Student’s (p < 0,05). Las barras de error indican DESVPROM. 3d-7d, dias
después de la germinacion. En la tabla se indica el porcentaje de inhibicién diario del crecimiento de la raiz principal
con respecto al medio MS. En negrita, diferencias estadisticamente significativas determinadas por la prueba t-

Student’s (p < 0,05) entre el mutante y el control.

Para examinar el “ionoma” de srol1, se crecieron plantas control y mutante con
el sistema radicular en condiciones de luz blanca y oscuridad. Se analizé la
composicion de boro (B), calcio (Ca), cadmio (Cd), cromo (Cr), cobre (Cu), hierro (Fe),
potasio (K), magnesio (Mg), manganeso (Mn), molibdeno (Mo), sodio (Na), niquel (Ni),
fésforo (P), azufre (S), estroncio (Sr) y zinc (Zn) (Figura 75).
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Figura 75. Analisis iondmico de plantas completas control y srol1 crecidas con el sistema radicular en condiciones de
luz blanca y oscuridad durante 12 dias. Las graficas representan el porcentaje (%) del contenido de trazas de
elementos (mg/kg de peso seco) en las plantas srol1 con respecto al control en luz (A) y oscuridad (B); y en las plantas
control (C) y srol1 (D) en oscuridad con respecto a las condiciones de luz. *, diferencias estadisticamente significativas
determinadas por la prueba t-Student’s (p < 0,05). Las barras de error indican DESVPROM.

Se comprobd que srol1, en condiciones de luz blanca, presenté un 47 % menos
(p < 0,05) de trazas de Cr, con respecto al control (Figura 75A); y, con la raiz crecida
en oscuridad, un 146 % mas (p < 0,05) de trazas de Mo (Figura 75B). Cabe mencionar
que las plantas control con la raiz crecida en oscuridad, mostraron un 42 % menos
(p<0,05) de trazas de Mo con respecto a las que lo hicieron en luz (Figura 75C); sin
embargo, el mutante no manifestd diferencias estadisticamente significativas en
cuanto a su composicion mineral entre las dos condiciones de crecimiento (Figura
75D).
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Analisis metabolédmico en luz blanca/amarilla del control vs. sroll

Para definir el estado fisiolégico o de desarrollo de las células, se necesita
conocer los productos génicos (transcriptos o proteinas) y los intermediarios
metabdlicos que se producen en las mismas, tanto cualitativa como cuantitativamente.
El metaboloma es la medida de los cambios en las concentraciones relativas de
metabolitos como resultado de la represion o sobre-expresion de un gen (Oliver et al.,
1998). La determinacién de la concentracion de metabolitos efectiva requiere un
analisis rapido y fiable para producir una instantanea metabdlica de cada mutacion
(Teusink et al., 1998). Oliver, (1997), desarroll6 una estrategia mediante

espectrometria de masas para obtener tales datos (Rashed et al., 1995).

Con el objetivo de examinar el metaboloma de la raiz de srol1, se crecieron
plantas control y mutante en condiciones de luz blanca y bajo un filtro amarillo.
Sorprendentemente, el analisis metaboldmico revelé muy pocos cambios en srol1 con
respecto al control. El analisis de la varianza (ANOVA) proporciond un resumen de los
metabolitos (segun su masa y tiempo de retencion expresados en daltons y segundos,
respectivamente) que fueron potencialmente significativos (p < 0,05) en el mutante

comparado con las plantas control en luz blanca (Tabla 13).

Picos(mz/rt) FC log2(FC) p.value -log10(p)

1 707.2/216 0.39212  -1.3507 2.2174e-11 10.654

2 480.2/314 3.1083 1.6361 9.7875e-10  9.0093

3 192.1/179 0.17983 -2.4753 4.8641e-08 7.313

4 535.3/1088  0.33736 -1.5676 5.3565e-08  7.2711

5 477.3/1164 0.49691 -1.0089 2.6095e-07 6.5834

6 539.4/1161  0.46656 -1.0999 4.4688e-06  5.3498

7  437.3/1085 0.48814 -1.0346 8.9937e-05  4.0461

8 294.9/8 0.32881 -1.6047 0.00059083  3.2285

Tabla 13. Los metabolitos mas significativos (p < 0,05), identificados mediante t-tests, en la raiz de plantas srol1
crecidas durante 8 dias en condiciones de luz blanca con respecto al control. mz/rt, masa/tiempo de retencién

expresados en Da/seg, respectivamente.
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Identificacion de un metabolito relacionado con formas metiladas de

auxina

Mediante los analisis de metaboldmica anteriormente expuestos, se comprobd
que la raiz de srol1 acumulaba significativa (p < 0,05) y selectivamente en condiciones
de luz blanca pero no amarilla, un metabolito con una masa/tiempo de retencién de
707.2/216 Dal/seg (Tabla 13 y Figuras 76). Se observo que en la raiz de las plantas
control, dicho compuesto también se encontraba selectivamente en luz blanca y no
amarilla, pero significativamente en menores concentraciones que en el mutante
(Figura 76).
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Figura 76. Concentraciones relativas (expresadas mediante el area de los picos) del metabolito con masa/tiempo de
retencion 707.2/216 Dalseg, identificado selectivamente en condiciones de luz blanca pero no amarilla, en la raiz de
plantas control y sro/1 de 8 dias. *, diferencias estadisticamente significativas determinadas por la prueba t-Student’s
(p< 0,05). Las barras de error indican DESVPROM.

Usando una aplicacion web, llamada ChemSpider (www.chemspider.com), que
proporciona una base de datos de mas de 30 millones de estructuras, se investigé cual
podria ser la naturaleza quimica del compuesto con masa/tiempo de retencion
707.2/216 Da/seg. Los analisis revelaron que este metabolito podria estar relacionado
con formas metiladas de auxina (no se menciona nada mas acerca de este producto

ya que esta siendo patentado su uso) (Figura 77).
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Figura 77. Cromatograma correspondiente a las raices de plantas sro/1 crecidas es luz blanca durante 8 dias.

Este metabolito podria resultar del catabolismo de AlA, ya que es una hormona
fotosensible. En el medio de cultivo Murashige and Skoog (MS, Murashige y Skoog,
1962), las concentraciones de sales y nutrientes minerales aceleran la foto-
degradacion del AIA en condiciones de luz blanca (Dunlap y Robacker, 1988). La
presencia de piridoxina (PN) o vitamina B6 en el medio MS incrementa la velocidad de
foto-degradacién del AIA (Leasure et al., 2013). Esta degradacién se puede eliminar
practicamente con el uso de un filtro coloreado amarillo que impide el paso de la luz

UV y algunas longitudes de onda del azul (Stasinopoulos y Hangarter, 1990).

Para comprobar el efecto de la PN en el fenotipo de srol1, se germinaron
plantas control y mutante en medio MS sin y con 25 ug/ml de PN y se crecieron con el
sistema radicular en condiciones de luz blanca, oscuridad y luz amarilla. El ultimo dia
de tratamiento, se calculd el porcentaje de inhibicion del crecimiento de la raiz principal
con respecto a las condiciones sin PN y se comprobé que, en luz blanca, un exceso de
la vitamina B6 provocé una inhibicion del crecimiento de la raiz tanto en el control

como en srol1, siendo el efecto inhibitorio significativamente mayor (p<0,05) en este
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ultimo (Figura 78). Sin embargo, en las otras condiciones de estudio, el tratamiento no
inhibié significativamente el crecimiento de la raiz principal en ninguno de los dos
genotipos; si bien, en oscuridad, se produjo un leve efecto inhibitorio en la raiz del
mutante, que no se aprecié en las plantas control, lo cual implicd que existieran
diferencias estadisticamente significativas entre ambos (Figura 78). Cuando las
plantas se crecieron con el filtro amarillo, no se observaron diferencias

estadisticamente significativas entre el control y srol1 (Figura 78).
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Figura 78. Porcentaje de inhibicion de la raiz principal de plantas control y sro/1 germinadas en medio MS sin o con 25
ug/ml de PN y crecidas durante 8 dias con el sistema radicular en condiciones de luz blanca, oscuridad y luz amarilla
(n= 20). *, diferencias estadisticamente significativas determinadas por la prueba t-Student’s (p < 0,05). Las barras de
error indican DESVPROM.

Con el fin de conocer la relacion de SROL1 con la ruta de las auxinas, se llevd
a cabo un analisis del crecimiento radicular del mutante en presencia tanto de auxina

metilada como de un inhibidor de la ruta de sefializacién de esta hormona.

Recientemente, se ha descubierto, en Arabidopsis y otras especies, una AlA
carboximetiltransferasa (JAMT1) que metila AIA para formar el éster metil indol-3-
acetato (MeAlA; Zubieta et al., 2003; Qin et al., 2005; Zhao et al., 2008), aunque sus
niveles in vivo son dificiles de detectar (Narasimhan et al., 2003). El MeAIA se usa
como substituto de AIA en estudios fisiolégicos (Zimmerman y Hitchcock, 1937) y
varios mutantes de la sefializacion de auxina muestran una sensibilidad reducida al
MeAIA aplicado exégenamente, como a AlA (Qin et al., 2005), sugiriendo que ambos

comparten elementos de sefalizacion. MeAlA es una forma inactiva de AlA (Yang et
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al., 2008) que se hidroliza a AIA mediante metilesterasas (de la familia de las a/
hidrolasas) que, en Arabidopsis, se han denominado MES y, al menos, AtIMES17 es

capaz de hidrolizar MeAlA in vivo.

Para analizar el efecto del MeAIA en srol1, se germinaron plantas control y
mutantes en medio MS, a los tres dias después de la germinacién, se trasplantaron a
0,0,1,0,5y 1 yM de MeAlIA y se realizdé un seguimiento de la dinamica de crecimiento
de la raiz principal durante los cuatro dias siguientes al trasplante. Las
concentraciones de 0,5y 1 yM de MeAIA inhibieron dramaticamente el crecimiento de
la raiz tanto en el control como en srol1 y las diferencias entre ambos no se apreciaron
satisfactoriamente; por este motivo, la concentracion de 0,1 yM de MeAlIA fue la mas
adecuada para el estudio. El conjugado de AlA redujo significativamente (p < 0,05) el
crecimiento de la raiz principal tanto en las plantas control como mutante, con respecto
a las condiciones sin MeAIA (Figura 79A). La inhibicion del crecimiento en el control,
se mantuvo relativamente constante a lo largo de todo el tratamiento (Figura 79A); sin
embargo, en srol1, la inhibicion fue maxima dos dias después del trasplante y
desaparecio totalmente un dia mas tarde, hasta el final del tratamiento (Figura 79A).
Las diferencias entre las plantas control y mutante fueron estadisticamente
significativas (p < 0,05) todos los dias del seguimiento. Ademas, se comprobd que la
autofluorescencia que presenta srol1 dispersa por el sistema radicular, en condiciones
de luz blanca, sorprendentemente desaparecié en aquellas plantas trasplantadas a 1
MM de MeAlA (Figura 79B).

A raiz de este resultado y con el fin de ahondar en el papel de las auxinas en el
mutante srol1, se analiz6 el efecto del acido p-Clorofenoxiisobutirico (PCIB), también
llamado acido a-(4-clorofenoxi) isobutirico, acido 2-(p-clorofenoxi)-2-metilpropiénico o
acido clofibrico, que actia como inhibidor de la respuesta a auxina (Kim et al., 2000;
Xie et al., 2000; Oono et al., 2003). ElI PCIB posee similitud estructural con la auxina
sintética 4&cido 4-clorofenoxiacético (Jénsson, 1961) y un caracter inhibitorio
competitivo en las respuestas fisioldgicas inducidas por auxina (MacRae y Bonner,
1953). Ademas, se ha comprobado que PCIB afecta a la ruta de sefalizacion de
auxina por regular la estabilidad de las proteinas Aux/IAA (Oono et al., 2003) y, de
esta manera, inhibe la expresién génica temprana inducida por auxina. PCIB inhibe la
respuesta gravitropica, la elongacion de la raiz principal y la formacion de raices

laterales inducida por auxina en la raiz principal de Arabidopsis (Oono et al., 2003).
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Figura 79. Crecimiento de la raiz principal (mm) de plantas control y sro/1 germinadas en medio MS ' y trasplantadas
a medio fresco con o sin 0,1 yM de MeAIA al tercer dia después de la germinaciéon (n = 20). *, diferencias
estadisticamente significativas determinadas por la prueba t-Student’s (p < 0,05). Las barras de error indican
DESVPROM. d1-d4, dias después del trasplante. En la tabla se indica el porcentaje de inhibicién diario del crecimiento
de la raiz principal con respecto al medio sin hormona. En negrita, diferencias estadisticamente significativas
determinadas por la prueba t-Student’s (p < 0,05) entre el mutante y el control. B) Imagenes, mediante una lupa
binocular de fluorescencia de la zona madura de la raiz principal de plantas control y srol1 trasplantadas a 0, 0’1, 0’5 y
1 UM de MeAlA. Barras = 100 pm.
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Se germinaron plantas control y sro/1 en medio MS, a los tres dias después de la
germinacion, se trasplantaron a 0, 10, 20 y 40 uM de PCIB vy se realizé un seguimiento
de la dinamica de crecimiento de la raiz principal durante los cuatro dias siguientes al
trasplante. Las concentraciones de 20 y 40 yM de PCIB inhibieron considerablemente
el crecimiento de la raiz tanto en el control como en el mutante, de tal modo, que las
diferencias entre ambos genotipos no se pudieron apreciar satisfactoriamente; por ello,
la concentracion de 10 uM de PCIB se considerd la mas adecuada para el estudio.
PCIB redujo significativamente (p < 0,05) el crecimiento de la raiz principal tanto en las
plantas control como srol1, con respecto a las condiciones sin inhibor (Figura 80A). La
inhibicion del crecimiento en el control, un dia después del trasplante, fue del 24,60 %
y, gradualmente, se incrementé con el tiempo hasta alcanzar un valor del 60,77 % el
ultimo dia de tratamiento (Figura 80A); sin embargo, en el mutante, la inhibicion fue
maxima dos dias después del trasplante y disminuyé con el tiempo hasta desaparecer
por completo el ultimo dia del seguimiento (Figura 80A). Las diferencias entre el
control y el mutante fueron estadisticamente significativas (p < 0,05) a lo largo de todo
el tratamiento. Al igual que en el caso del tratamiento con MeAIA, se comprobd que la
autofluorescencia que presenta srol1 dispersa por el sistema radicular, en condiciones
de luz blanca, se redujo sorprendentemente en aquellas plantas trasplantadas a 20 yM
de PCIB y desapareciéo en su totalidad en aquellas otras que permanecieron en
presencia de 40 uM de PCIB (Figura 80B).

2EXxiste una senal desde la parte aérea que confiere el fenotipo sroll1?

Los analisis de metaboléomica revelaron la existencia de un metabolito que se
acumulaba en la raiz del mutante selectivamente en condiciones de luz blanca (Figura
76); por ello, esta acumulacion podria ser una de las causas responsables del fenotipo
srol1 en luz. Para comprobar si dicho compuesto se sintetiza en la parte aérea del
mutante y se transporta a la raiz, se generaron injertos. Esta técnica consiste en la
insercion de la parte aérea de una planta (scion) en la raiz de otra (stock), de manera
que los dos sistemas vasculares independientes puedan unirse y formar un continuo
(Hottes, 1925). Es un proceso complicado en el que la regeneracion de los 6rganos
progresa correctamente (Kim et al., 2001; Estan et al., 2005; Prassinos et al., 2009),
incluso se intercambia material genético entre las células de la zona implicada

(Stegemann y Bock, 2009). En 2002, Colin Tumbull y colaboradores, desarrollaron un
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meétodo usando plantulas de Arabidopsis de 3-4 dias, permitiendo experimentos de

sefalizacion a larga distancia desde momentos tempranos (Bainbridge et al., 2006).

De esta manera, se crecieron plantas transgénicas pSUC2::GFP,
srol1/pSUC2::GFP (scion) y silvestres (stock) en condiciones de luz blanca, y a los
cuatro dias después de la germinacién, se generaron los injertos. Transcurrida una
semana, se comprobd que la sefal GFP habia alcanzado el meristemo apical de la
raiz principal en algunos de ellos (Figura 81B), indicando que se habian desarrollado
con éxito, pero en ningun caso se observo que la parte aérea srol1 indujera fenotipo
alguno en la raiz silvestre, comparado con los injertos control (Figura 81A). La
combinacion inversa [pSUC2::GFP (scion) y srol1 (stock)] no recuperé el fenotipo de
raiz corta del mutante comparado con los injertos control [srol1/pSUC2::GFP (scion) y
srol1 (stock)] (datos no mostrados). Estos datos suguieren que no existe una senal

movil generada en la parte aérea que induzca el fenotipo de raiz corta.

Figura 81. A) Injertos de 11 dias de plantulas transgénicas pSUC2::GFP y srol1/pSUC2::GFP (scion) y silvestres
(stock). Las flechas rojas indican aquellos que se desarrollaron con éxito. B) Imagen, mediante una lupa binocular de

fluorescencia, del meristemo apical de la raiz principal de los injertos sefialados en A). Barra = 200 ym.
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Estudio morfolégico del sistema radicular de los mutantes de genes

identificados en el andlisis transcriptémico de sroll

En el analisis transcriptémico de srol1, en condiciones de luz blanca y amarilla,
se identificaron genes cuya expresién estaba inducida y/o reprimida con respecto al
control. Para entender la funcion de los mismos en el desarrollo radicular, se
seleccionaron algunos de ellos en base a su nivel de expresion y/o pertenencia a
alguna familia génica de especial relevancia (Tabla 14 y Anexo Tabla XXIIl) y se
consiguieron mutantes de T-DNA de estos, en diferentes colecciones publicas
(http://signal.salk.edu/cgibin/tdnaexpress), que se llevaron a homocigosis para analizar
su fenotipo a nivel del sistema radicular. Para ello, se crecieron plantas control y
mutantes en condiciones de luz blanca y se cuantificé la longitud de la raiz principal,

las RLs emergidas y los diferentes estadios de desarrollo de los PRLs.

Tras el estudio fenotipico de todos los mutantes seleccionados, se centré la
atencion en dos de los genes por su significante implicacion en el desarrollo del
sistema radicular. Estos fueron BiP3, una chaperona implicada en la defensa contra el
estrés de RE, y HSFA6a, un miembro de la familia de factores de transcripcion
implicados en la respuesta al estrés por calor (HSF, del inglés Heat Stress

Transcription Factor).

BINDING IMMUNOGLOBULIN PROTEIN o Binding Protein (BiP) es el principal
sistema de chaperonas del lumen del reticulo endoplasmatico (RE) (Otero et al.,
2010). En las plantas, BiP esta implicado en la defensa contra varios estreses
mediados por el RE. En Arabidopsis thaliana, hay tres genes que codifican BiP, siendo
BiP3 el principal (Koizumi, 1996; Martinez y Chrispeels, 2003; Ilwata y Koizumi, 2005;
Liu et al., 2007; lwata et al., 2008, 2010; Tajima et al., 2008; Liu y Howell, 2010). BiP3
interacciona con y bloquea a bZIP28 (un factor de transcripcion asociado a la
membrana del RE) en condiciones no estresantes y se disocia de él, permitiendo su
movilizacion al nucleo, en respuesta a determinados estreses mediados por el RE
(Srivastava et al., 2013). El gen BiP3 (At1g09080) esta sobre-expresado en srol1 mas
de 60 veces en condiciones de luz blanca, y mas de 24 veces en luz amarilla, con

respecto al control (Tabla 14).
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inducidos L. inducidos reprimidos inducidos reprimidos inducidos reprimidos
Fold srol1 luz reprimidos srol:l sr?ll control luz | control luz srol1 luz srol1 luz vs.
change vs. control srol1 luz vs. amarillo amarillo vs. vs. control vs. control vs. sroll srol1
luz control luz vs- con.trol control amarillo amarillo amarillo amarillo
amarillo amarillo
At1g09080 +61.79 +24.28 +2.88
At1g18830 +13.30 +2.95 +5.34
Atl1g60050 +6.37 +6.84 +3.85 +3.58
At1g68640 +2.20
At1g76780 -3.02 -4.43
At2g16630 +6.34 +4.23
At2g24600 +15.74 +5.68 +3.95
At2g24720 +3.33 -2.39
At2g24850 +40.34 +2.99 +19.89
At3g02730 -2.04 +2.12
At3g03660 +4.69 +3.67
At3g23250 +10.84 +6.14
At3g44860 +42.36 +5.79 +9.02
At3g44860 +42.36 +5.79 +9.02
At3g44870 +19.82 +2.32 +8.19
At3g48740 -39.09 -13.48
At3g55700 +18.87 +5.10 +3.26
At4g21750 +4.33 +2.31
At4g36740 +2.17
At5g24240 -4.70 -3.29
At5g39190 +13.86 +10.19
At5g43840 -10.40 +4.38
At5g53190 -12.90 +2.19 -3.56
At5g56860 -2.45 +2.34

Tabla 14. Cambio de expresién de los genes identificados en el analisis transcriptémico de srol1, inducidos y/o
reprimidos con respecto al control, y para los cuales se consiguieron mutantes de T-DNA para analizar su fenotipo a

nivel del sistema radicular.

Tanto las plantas control como bip3, presentaron una dinamica de crecimiento
de la raiz principal que se ajustaba a una recta; sin embargo, el mutante mostré una
longitud de raiz significativamente mayor (p < 0,05) que el control todos los dias del
seguimiento (Figura 82A). En cuanto a la emergencia de RLs, bip3 presenté un
numero significativamente mayor de RLs emergidas por milimetro de raiz principal,
con respecto a las plantas control, tanto a los 8 dias como a los 10 dias de crecimiento
(Figura 82B). Al analizar la proporcion de PRLs en cada estadio de desarrollo, se
comprob6 que el mutante mostraba un numero mayor de eventos de iniciacion de
PRLs (St I) comparado con el control, aunque no se apreciaron diferencias
estadisticamente significativas (Figura 82C). Ademas, estos PRLs iniciados, se

desarrollaron mas rapidamente en bip3 con respecto a las plantas control (el mutante
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presenté un porcentaje menor de PRLs entre los St II-VIl), observandose una mayor
proporcion de PRLs en estadio VI, aunque tampoco existieron diferencias

estadisticamente significativas (Figura 82C).
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Figura 82. A) Longitud (mm) de la raiz principal a los 3, 5, 7 y 10 dias, B) densidad de RLs emergidas (n°/mm) a los 8 y
10 dias y C) porcentaje de estadios de desarrollo de los PRLs a los 8 dias de plantas control y bip3 crecidas, durante
10 dias, en condiciones de luz blanca (n = 12). *, diferencias estadisticamente significativas determinadas por la prueba
t-Student’s (p < 0,05). Las barras de error indican DESVPROM.

Los factores de transcripcién de estrés por calor (Hsfs) son los ultimos
elementos de la cadena de transduccion de sefial que media la activacién de genes de
respuesta a calor y a un gran nimero de estreses quimicos (Wu, 1995; Nover et al.,

1996; Morimoto, 1998; Scharf et al., 1998; Schoffl et al., 1998; Nakai, 1999). Esto

permite la rapida acumulacién de proteinas de choque térmico (Hsps) que
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desempefan una funcién importante en proteger contra el dano por estrés (Nover et
al., 1990; Nover, 1991, 1994; Gething y Sambrook, 1992; Craig et al., 1993; Hartl y
Martin, 1995; Kimura et al., 1995; Waters y Schaal, 1996). En Arabidopsis, hay 21 Hsfs
agrupados en 3 clases y 14 grupos (Nover et al., 2001). AtHsfA6a actia como un
factor de ftranscripcion de genes de respuesta a estrés mediante la ruta de
sefalizacion de ABA. Las plantas que sobre-expresan AtHsfA6a son hipersensibles a
ABA y muestran tolerancia a la salinidad y la sequia (Hwang et al., 2014). En srol1, la
expresion de AtHsfA6a (At5g43840) esta reprimida mas de 10 veces con respecto al

control, especificamente en condiciones de luz blanca (Tabla 14).

En plantas control y hsfA6a, crecidas en condiciones de luz blanca, la dinamica
de crecimiento de la raiz principal se ajusté a una recta y no se apreciaron diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05) entre ambos genotipos (Figura 83A). En
cuanto a la emergencia de RLs, el mutante presentdé un namero significativamente
menor de RLs emergidas por milimetro de raiz principal, con respecto a las plantas
control, a los 8 dias; sin embargo, estas diferencias desaparecieron a los 10 dias de
crecimiento (Figura 83B). Al analizar la proporciéon de PRLs en cada estadio de
desarrollo, se comprobd que hsfA6a mostraba un nimero significativamente mayor de
PRLs recién iniciados (St II) comparado con el control (Figura 83C). Ademas, estos
PRLs iniciados en el mutante, se quedaron parados en el St V del desarrollo con
respecto a las plantas control, observandose una proporcién de PRLs en estadio VIl

significativamente menor (Figura 83C).

Para comprobar si los genes BIP3 y HSFA6a participan en la misma ruta
funcional de SROL1, se cruzaron plantas bip3 y hsfA6a con srol1 con el fin de analizar
el sistema radicular de los dobles mutantes en cuanto a la longitud de la raiz principal.
Para ello, se crecieron plantas silvestres, srol1, bip3, hsfA6a (controles), bip3/srol1 y
hsfA6a/srol1 en condiciones de luz blanca y se realizé un seguimiento del crecimiento
de la raiz. Los dobles mutantes no mostraron diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05), con respecto a srol1, en cuanto a la longitud de la raiz
principal (Figura 84), indicando que BIP3 y HSFA6a no participan en la misma ruta
funcional que SROL1.
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Figura 83. A) Longitud (mm) de la raiz principal a los 3, 5, 7 y 10 dias, B) densidad de RLs emergidas (n°/mm) a los 8 y
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Mapeo posicional de sroll

Para el mapeo de la mutacion en srol1, se cruzaron plantas mutantes en fondo
Columbia (Col-0) con plantas del ecotipo Landsbreg erecta. Utilizando distintos
marcadores moleculares polimoérficos entre los dos ecotipos, se delimité que la
mutacién se encontraba en el brazo largo del cromosoma 2, comprendida entre los
marcadores CER460723 y CER451608 (Figura 85) (Tesis Doctoral Manzano C.,
2011). En la region delimitada por estos dos marcadores, se encontraron un total de
40 genes. De 10 de ellos, aquellos que pudieran explicar el fenotipo observado, se
llevé a cabo la secuenciacion de la region gendmica, y en ninguno de los casos se

encontré alguna mutacion puntual (Anexo Tabla XXIV) (Tesis Doctoral Manzano C.,

2011).
1 2 3 4 O 5

sroll

U

Figura 85. Delimitacién de la mutacion srol1 en el brazo largo del cromosoma 2 de Arabidopsis thaliana.

Se identificaron mutantes de T-DNA para una gran mayoria de genes en el
intervalo definido. Un analisis morfologico de estos mutantes no mostré que causaran
defectos en el sistema radicular similares al identificado en srol1. Por ello, la siguiente
estrategia para la identificacion de la mutacion responsable del fenotipo de srol1, fue
una secuenciacion del genoma completo del mutante. Se identificaron dos genes

candidatos para SROL1 con una mutacion puntual en sus regiones codificantes. Estos
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genes fueron At2g40070 y At2g40095. At2g40070 presentaba un cambio de una
citosina por una timina (C<->T) al principio del cuarto exén, lo cual producia un cambio
aminoacidico de una serina por una fenilalanina (Ser<->Phe); y At2g40095 mostraba
un cambio de una guanina por una adenina (G<->A) al comienzo del segundo exén, lo
que provocaba un cambio aminoacidico de una glicina por &cido glutdmico (Gly<-
>Glu). Se consiguieron mutantes de T-DNA en estos genes para analizar su fenotipo a
nivel del sistema radicular, y se comprob6 que no presentaban ningun fenotipo de raiz
corta. Esto podria deberse a que son alelos diferentes y, por ello, se generaron lineas
transgénicas srolT que expresaban la secuencia gendmica de ambos genes
candidatos bajo el control de 2 Kb de su propio promotor, asi como las regiones
codificantes bajo la expresion del promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor
(CaMV). En ninguin caso se recupero el fenotipo silvestre. Ademas, se construyeron
lineas transgénicas silvestres que sobre-expresaban (promotor 35S) las regiones
codificantes de los genes At2g40070 y At2g40095, y tampoco se observd fenotipo

alguno, por lo que se descartaron como candidatos del fenotipo de srol1.

Analizando la bibliografia, se encontré que en el intervalo de mapeo se hallaba
el gen VTC1 (Anexo Tabla XXV). Se observd que previamente se habia descrito un
alelo de vtc1 (vic1-1) que tenia un fenotipo casi idéntico al observado en srol1 (Figura
86).

sroll Control vtcl-1

Figura 86. Imagen representativa de plantas control, srol1 y vic1-1 crecidas en MS durante 10 dias en condiciones de

luz blanca.
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VTC1 codifica la enzima GDP-Man pirofosforilasa que esta involucrada en la
ruta D-Man/ L-Gal para la sintesis de acido ascérbico (AsA; vitamina C) en las plantas
(Wheeler et al., 1998). El mutante vic1-1, que presenta una actividad enzimatica
reducida, muestra una disminucion de la sintesis de AsA (Conklin et al., 1999). Por
ello, para analizar si srol1 presentaba una deficiencia de la sintesis de vitamina C, se
crecieron plantas control y mutante, germinadas directamente, a 0, 50 y 100 uyM de
AsA en condiciones de luz blanca. Se comprobd que la vitamina C no recupero el
fenotipo en srol1 sino que, por el contrario, inhibié significativamente (p<0,05) el
crecimiento de la raiz principal, con respecto a las condiciones sin AsA, al igual que en
el control, con el que no se apreciaron diferencias estadisticamente significativas
(Figura 87).

100
80

W control

msroll

Porcentaje de crecimiento (%)

0 uM Asa 50 uM Asa 100 uM Asa

Figura 87. Porcentaje de crecimiento de la raiz principal de plantas control y srol1 crecidas, durante 7 dias, a 0, 50 y
100 uM de AsA en condiciones de luz blanca (n = 25). *, diferencias estadisticamente significativas determinadas por la
prueba t-Student’s (p < 0,05). Las barras de error indican DESVPROM.

Mediante un sencillo procedimiento (descrito en Materiales y Métodos; Conklin
et al., 1996) para analizar la acumulacién de AsA en la parte aérea, se demostré que
srol1 presentaba unos niveles significativamente mayores de vitamina C en las hojas
con respecto al control, mientras que vic1-1 apenas acumulaba AsA, como se habia
descrito anteriormente (Conklin et al., 1999) (Figura 88).

Para identificar la mutacion, se secuencio el locus VTC1 en srol1. Sin embargo,
no se encontré ninguna mutacion en dicho locus. Tras realizar una prueba de alelismo
entre vic1-1y srol1, se demostré que ambos mutantes no eran alélicos, por lo que se

descarté VTC1 como gen candidato de la mutacion.
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control

sroll

vicl-1

Figura 88. Acumulacion de acido ascérbico en las hojas de plantas control (A), srol1 (B) y vtc1-1 (C). El mutante srol1

acumula mas AsA (halo de color purpura-azulado) en las hojas que las plantas control.

En el intervalo de mapeo de la mutacion srol1, se identificé otra mutacion
puntual, una sustitucion sinébnima de una guanina por una adenina (G<->A), en el
ultimo nucleétido del cuarto exén del gen LEW3 (At2g40190) (Figura 89).

Chr2:16785194. .16787530

N

"Te7bek 16787k
Protein Coding Gene Models
AT2640190,1 (LEW3)
G<->A

Figura 89. Localizacion de la mutacién puntual en el gen LEW3.

Tras la secuenciacion de la regién codificante, se comprobé que dicha
mutacion provocaba un procesamiento incorrecto del ARNm, generando un transcrito
alternativo que contiene un codén de parada de la traduccidon prematuro y, como
consecuencia, una proteina truncada. LEW3 es una a-1,2-manosiltransferasa,
localizada en la cara citosdlica de la membrana del reticulo endoplasmatico (RE), que
afiade manosas, utilizando como sustrato GDP-Man, en los primeros pasos de la N-
glicosilacién de proteinas (Cipollo et al., 2001; O'Reilly et al., 2006). Para analizar el

grado de glicosilacion proteica en la raiz de srol1 con respecto al control, se tifieron las
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proteinas separadas en un SDS-PAGE con una tincion especifica de glicosilacion
proteica (descrito en Material y Métodos). En este gel se pudieron observar varias
diferencias en la glicosilacién de proteinas en términos cuantitativos. Uno de los
cambios mas significativos corresponde a una banda de aproximadamente unos 70
KDa que se tife débilmente en el mutante con respecto al control, tanto en raices

crecidas en luz como en oscuridad (Figura 90).

Luz Oscuridad
MW Glyc-MW

control sro/1 control sroll

Figura 90. SDS-PAGE tefiido con Pro-Q® Emerald 300 Glycoprotein Gel and Blot Stain Kit (P21857) para la deteccion
de glicoproteinas. La flecha indica la banda de 70 KDa mas débilmente tefiida en srol1. En el pocillo de la izquierda se

muestra el marcador de peso molecular (MW).

Mediante espectrometria de masas, se identificé que dicha banda correspondia
a la B-glucosidasa 23 (B-GLU23, también llamada PYK10). Esta proteina esta
involucrada en respuestas a estrés y es necesaria para el crecimiento de la raiz en
presencia del hongo Piriformospora indica (Sherameti et al., 2008). Al crecer plantas
control y srol1 junto a este hongo, se observé que en ningun caso se incrementd el
desarrollo de la parte aérea con respecto a las condiciones sin el hongo (Figura 91A);
sin embargo, el crecimiento de las raices control fue casi el doble en presencia del
hongo comparado con las plantas crecidas en ausencia del mismo, pero en el mutante
no se aprecié este incremento, siendo el peso fresco de la raiz un poco menor con
respecto a la condiciéon control (Figura 91B), indicando que en el mutante srol1 no

existe, o tiene reducidos los niveles, de la proteina PYK10.
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Figura 91. Peso fresco de (A) la parte aérea (mg/parte aérea) y (B) del sistema radicular (mg/raiz) de plantas control
(wt) y srol1 crecidas durante 15 dias en ausencia (-) o presencia (+) del hongo Piriformospora indica en condiciones de
luz blanca (n = 15). *, diferencias estadisticamente significativas determinadas por la prueba t-Student’s (p < 0,05). Las
barras de error indican DESVPROM.

Las glicoproteinas son componentes esenciales de la membrana plasmatica de
las células. Para comprobar si existia alguna diferencia entre el control y srol1 en
cuanto a las propiedades de la membrana plasmatica, se llevé a cabo una tincion con
el colorante FM® 4-64 de la raiz principal de plantas control y mutantes crecidas con el
sistema radicular en condiciones de luz blanca, amarilla y en oscuridad. El colorante
FM® 4-64 es un compuesto lipofilico que se intercala entre los fosfolipidos de la
membrana plasmatica y, en estas circunstancias, emite fluorescencia en el rango de
longitud de onda correspondiente al rojo (excitacion/emision maxima ~515/640 nm).
De este modo, es una herramienta muy util para visualizar la morfologia y dinamica de
la membrana plasmatica y de organulos vacuolares, asi como para estudiar los

procesos de endocitosis.

En todas las condiciones de estudio, tanto en el control como en srol7, la
incorporacion e internalizacion del compuesto en la membrana plasmatica fue
incrementandose con el tiempo. En luz blanca, la raiz principal de las plantas mutantes
presentaron mayor dificultad para dicha incorporacién comparado con las plantas
control (Figura 92A). Ademas, dependiente también del tiempo de tincion, en el control
se observaron procesos de endocitosis, eventos que sucedieron en la raiz principal de
srol1 mas débilmente (Figura 92B). En luz amarilla, no se apreciaron diferencias entre

el control y el mutante y, en ningun caso, se llegaron a observar procesos de
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endocitosis. Ademas, la incorporacion del compuesto se produjo con mayor facilidad
con respecto a la luz blanca, de hecho, las imagenes a microscopia confocal, en este
caso, se pudieron obtener a nivel del centro quiescente mientras que en luz blanca,
solo superficialmente (a nivel de la epidermis) y, tras uUnicamente 15 minutos de
tincion, se captd una sefial fluorescente mas intensa que en luz blanca (Figura 92A).
Por ultimo, en las raices crecidas en oscuridad, se apreciaron diferencias entre las
plantas control y srol1 pero estas fueron mas leves que en luz blanca. La incorporacion
del compuesto también ocurri6 con mayor facilidad (aunque menor que en luz
amarilla), ya que, en este caso, las imagenes también se pudieron obtener a nivel del
centro quiescente. Y en estas condiciones, tampoco se llegaron a observar procesos

de endocitosis ni en el control ni en el mutante (Figura 92A).

A Luz blanca Amarillo Oscuridad
control sroll control sroll control sroll

control sroll

Figura 92. A) Imagenes a microscopia confocal, del meristemo apical y la zona de elongacién de la raiz principal de

plantas control y srol1 crecidas, durante 7 dias, con el sistema radicular en condiciones de luz blanca, amarilla y

oscuridad, tras la tincion con el colorante FM® 4-64 durante 15, 30 y 60 minutos (n = 10). B) Procesos de endocitosis
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en la epidermis (Ep), corteza (C) y endodermis (En) de la raiz principal de plantas control y sro/1 tras 60 minutos de

tincién. Barras = 25 ym.

Para comprobar que la raiz principal del mutante, con respecto al control,
pudiera presentar una pared celular con diferentes propiedades, se llevé a cabo una
digestién enzimatica parcial de la misma, en las raices de plantas control y srol1
crecidas en luz blanca, previa a la tincién con el colorante FM® 4-64. El meristemo
apical y la zona de elongacién de la raiz principal se digirieron totalmente, por ello las
observaciones se realizaron en la epidermis a nivel de la zona madura de la raiz
(Figura 93).

control sroll

Sin digerir

Digestion 10°

Digestion 20°

Figura 93. Imagenes a microscopia confocal, de la zona madura de la raiz principal de plantas control y srol1 crecidas
en condiciones de luz blanca durante 7 dias, tras la digestién parcial de la pared celular con celulasa y pectoliasa

durante 10 y 20 minutos y la tincién con el colorante FM® 4-64 durante 15 minutos (n = 10). Barra = 25 ym.

Sin ningun tratamiento enzimatico, se comprobé que, al igual que ocurria en el
meristemo apical y en la zona de elongacién, el mutante presenté mayor dificultad que
el control para incorporar el colorante en la membrana plasmatica a nivel de la zona
madura de la raiz (Figura 93). Al digerir parcialmente la pared celular con celulasa y

pectoliasa, se observd que la raiz principal de srol1 fue mas resistente a dicha
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digestién comparado con las plantas control, manteniendo la integridad de la pared
celular en algunas zonas, incluso después de 20 minutos de tratamiento enzimatico
(Figura 93). Estos resultados sugieren que la raiz del mutante, en luz blanca, presenta

una pared celular alterada, con respecto al control.

Como estrategia definitiva para verificar que la mutacién srol1 afecta a la
actividad de LEW3, se estdn generando lineas transgénicas srol1 que expresen la
region codificante del gen LEWS3 bajo el control del promotor 35S y asi comprobar si

recuperan el fenotipo silvestre.
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DISCUSION

BLOQUE 1I.

Identificacion de nuevos genes implicados en el desarrollo de las raices laterales

En este trabajo, se ha utilizado un marcador de RLs descrito recientemente,
SKP2B::GUS, que se expresa en todas las etapas del desarrollo de las RLs,
incluyendo las células fundadoras de los PRLs (Manzano et al, 2012). Usando la
expresion del promotor pSKP2B::GFP como marcador en la raiz y una estrategia de
separacion celular y transcriptomica, se han identificado mas de 600 genes que co-
expresan con SKP2B (genes cs-SKP2B). La mayoria de ellos estan presentes en las
células del periciclo enfrentadas a los polos de protoxilema (De Smet et al., 2008)
(Anexo Tabla IV). El analisis fenotipico de mas de 35 lineas de insercion de T-DNA,
reveld que muchos de estos genes estan involucrados en el crecimiento de la raiz asi
como en la formacién y/o emergencia de las raices laterales (Anexo Tabla ). Cuando
se analizaron en detalle los diferentes estadios de desarrollo de los PRLs en algunas
de estas lineas mutantes, se encontré una proporcion menor de PRLs en estadio VIl y
una acumulacién en estadios V-V, sugiriendo un retraso en el desarrollo de los PRLs
en estos mutantes en un punto critico del desarrollo de las RLs, ya que en ese
momento deben romper la banda de Caspary e iniciar la emergencia. Uno de estos
mutantes es gh3.7-2. El gen GH3.1 codifica una pseudo-AlA-amido sintasa, que
cataliza la sintesis de conjugados amino-acido indol-3-acético (AlA), proporcionando
un mecanismo para que las plantas hagan frente al exceso de auxina. De esta
manera, los mutantes de T-DNA en este gen son hipersensibles a auxina (Staswick et
al., 2005). Ademas, la sobre-expresion de genes de respuesta a auxina, como /AA3,
1AA7, IAA17, GH3.2 y GH3.3, incrementa el numero de raices laterales (Yang et al.,
2014). Estos datos sugieren que la homeostasis de la auxina libre/conjugada es
necesaria para propiciar la emergencia de los PRLs. También se analizdé el mutante
st4db-1. ST4B codifica una sulfotransferasa, una enzima que puede modificar y/o
bloquear la actividad de los brasinoesteroides, una fitohormona que promueve el

desarrollo de las RLs. Los BRs promueven la iniciacién de las RLs por incrementar el
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transporte acrépeto de auxina (Bao et al., 2004), sugiriendo una posible funcién de
ST4B en este proceso a través de la ruta de sefializacion de los brasinoesteroides.
También se analiz6 la funcion de WLIM1, una proteina involucrada en la unién y
ensamblaje de los filamentos de actina. Se ha propuesto que los filamentos de actina
se necesitan para la correcta localizacién de los transportadores de auxina PIN (Lanza
et al, 2012). La re-distribucion de auxina mediante estas proteinas PIN esta
involucrada en la iniciacién y posicionamiento de diversos 6rganos, incluyendo las
raices laterales (Benkova et al., 2003). Es posible que defectos en el ensamblaje de
actina conlleven a una incorrecta localizacion de las proteinas PIN y, por consiguiente,
a defectos en el desarrollo de las RLs. Es interesante remarcar que el mutante srol7,
identificado en este trabajo como un mutante con defectos en el desarrollo del sistema
radicular, tiene alterada la distribucion de los filamentos de actina y microtibulos. En el
grupo de genes cs-SKP2B se han identificado tres transportadores de auxina, PIN3,
PIN4 y PIN7. Se ha mostrado que los mutantes pin3 presentan una reduccion
significativa en la densidad de raices laterales mientras que no se observan
diferencias en pin7 en relacién con las plantas control (Laskowski et al., 2008). Sin
embargo, pin2/pin3 o pin2/pin7 desarrollan una mayor densidad de RLs que el control
(Laskowski et al., 2008), indicando que las proteinas PIN desempefian una funcion
importante en el desarrollo y emergencia de las RLs. También se analiz6 el mutante
clsy1-5. El gen remodelador de la cromatina, CHR38/CLSY1, codifica una proteina que
posee un dominio SNF2 involucrada en la ruta de silenciamiento de la ARN polimerasa
IVa (PollVa). Esta CHR38/CLSY1 actua junto con RDR2 (RNA-DEPENDENT RNA
POLYMERASE 2) y NRPD1a (NUCLEAR RNA POLYMERASE D 1A) en la produccién
de pequenos ARNSs interferentes (siARNs) enddgenos de 24 nucledtidos. El proceso
de silenciamiento de ARN causa un fenotipo de silenciamiento en las células que
rodean a las células formadoras de siARNs. Recientemente se ha descrito que estos
siARNs son importantes reguladores del desarrollo de la raiz (Meng et al., 2010). Este
trabajo apoya la idea de que la produccién de siARNs puede regular la formacién de
RLs, aunque hasta la fecha existen pocos datos de cémo pueden actuar a nivel
molecular. Estos datos demuestran que muchos de los genes cs-SKP2B expresados
en los primeros estadios del desarrollo de las RLs, participan en la formacién y/o
desarrollo de las RLs. Ademas, este estudio gendmico contribuira a entender como se
inician los PRLs desde un punto de vista global y ayudara a revelar la complejidad de

este proceso a nivel molecular.
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La senalizacion de auxina es muy importante durante todas las etapas del
desarrollo de las raices laterales (Benkova et al., 2003; Dubrovsky et al., 2008; De
Rybel et al., 2010) y también desempefia una funcion importante en reprogramar las
células de la corteza y de la epidermis que rodean a los PRLs para facilitar la
emergencia durante las etapas finales de su desarrollo. El médulo IAA/LAX3 regula la
expresion de enzimas remodeladoras de la pared celular que parecen estar
involucradas en la separacion celular (Swarup et al., 2008). En el grupo de genes cs-
SKP2B se han identificado los genes IAA3, LAX3 y LAX2, asi como varias enzimas
que participan en los procesos de remodelacion de la pared celular (Anexo Tabla I). La
identificacion de estos genes seguramente se debe a que SKP2B también se expresa
en las células de la corteza y de la epidermis que rodean a los PRLs durante la
formacion de las raices laterales (Manzano et al, 2012). Relacionadas con la
regulacion por auxinas, se ha encontrado que la familia génica de las acuaporinas esta
muy representada en el grupo cs-SKP2B. Estas proteinas son reguladas por auxinas y
facilitan la emergencia de las raices laterales gracias al tugor producido por gradientes
de agua (Péret et al., 2012).

Otra familia génica altamente representada en el grupo de genes cs-SKP2B
son las PEROXIDASAS pertenecientes a la clase lll, 6xido-reductasas especificas de
plantas que estan involucradas en diversos procesos fisiolégicos. En Arabidopsis, se
han descrito mas de 73 genes que codifican para la clase Ill de peroxidasas (Hiraga et
al., 2001; Passardi et al., 2006). Las peroxidasas se asocian con la formacién de
lignina en la pared celular primaria (Ros Barceld, 1997) y la unién entre moléculas
durante la elongacion celular (liyama et al., 1994). La actividad peroxidasa también se
relaciona con el mantenimiento de células madre y la division y diferenciacion celular
en el meristemo apical de la raiz (Jiang y Feldman, 2005; Tsukagoshi et al., 2010).
Cabe destacar que la actividad peroxidasa en plantas tiene la capacidad de oxidar la
hormona AlA (Gazaryan et al., 1996; Cosio et al., 2008; Peer et al., 2013), reduciendo
asi la cantidad de auxina activa. La sobre-expresion de una peroxidasa anidnica en
plantas de tabaco reprime la formacion de raices laterales, probablemente debido a la
oxidacién del AlA y a la reduccién de la cantidad de auxina activa necesaria para la
formacion de los PRLs (Lagrimini et al., 1997). Recientemente, Passaia y
colaboradores (2014) han mostrado que las reacciones redox mediadas por la familia
GLUTATION PEROXIDASA (GPX) desempefian una funcién importante en determinar
la arquitectura de la raiz mas que en el desarrollo de la parte aérea. Analisis genéticos

han demostrado que los mutantes gpx afectan diferencialmente a la formacién de las
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RLs. Todos los mutantes gpx, excepto gpx3-2, desarrollan una densidad de PRLs
mayor que las plantas control, sugiriendo que la actividad GPX actua como un
represor de la formacion de RLs. Estos autores han propuesto que GPX71 y GPX7
desempefian una funcién mas relevante en el control de la arquitectura de la raiz y el
desarrollo de las raices laterales que otros miembros de la familia y que estas dos
enzimas estan involucradas en el control dependiente de auxina de la formacion de las
raices laterales. En este trabajo se ha mostrado que hay una correlacién entre la
formacion de las RLs y la acumulacién de H2O, y Oz, En el grupo de genes cs-SKP2B,
también se encuentran varias enzimas que pueden estar involucradas en la formacién
de especies reactivas de oxigeno (ROS), tales como citocromos P450 (12 miembros
de la familia), ATRBOCH NADPH oxidasa, proteinas lipoxigenasa o transportadoras
de electrones (Anexo Tabla |). Estos resultados demuestran que la sefalizacion ROS

es importante durante el desarrollo de las RLs.

En Arabidopsis, UPB1, un factor de transcripcién del tipo bHLH, modula el
balance entre la proliferacion y la diferenciacion celular en el meristemo de la raiz,
marcando el limite entre la zona de division y diferenciacién (Tsukagoshi et al., 2010).
Se ha propuesto que UPB1 reprime directamente un grupo de genes PEROXIDASA
en dicha zona de transicion, incrementando la sefalizacion por H.O» necesaria para la
diferenciacion en el RAM. Sin embargo, hasta la fecha no se habia atribuido una
funcién a UPB1 en el desarrollo de las RLs. En este trabajo se muestra que UPB1 se
expresa en las células de la periferia de los PRLs, fuera de las células proliferativas,
sugiriendo una funcién en la diferenciacion celular al reprimir los genes PEROXIDASA
como ocurre en el meristemo apical de la raiz (Tsukagoshi et al., 2010). Tsukagoshi y
colaboradores (2010) también han mostrado que la inhibicion quimica de las
peroxidasas reduce la actividad proliferativa en el meristemo, probablemente por
desacoplar la division y la diferenciacion celular, promoviendo la diferenciacion celular.
Este trabajo ha mostrado que UPBT y la funcion peroxidasa son necesarios para el

desarrollo adecuado de las RLs, especialmente durante la emergencia de las mismas.

La sefializacion de auxina desempefa un papel importante tanto en el control
del crecimiento de la raiz principal como en la formacién y desarrollo de las raices
laterales. Esta hormona regula el balance entre la proliferacion y la diferenciacion
celular en el meristemo de la raiz asi como en los primordios de raices laterales. La
sefalizacion de auxina esta involucrada tanto en la especificacion de las células

fundadoras como en la formacion de las raices laterales (Dubrovsky et al., 2008;
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Fukaki et al., 2002; De Rybel et al., 2010; Lavenus et al., 2013). Los analisis de los
estudios transcriptomicos de raices tratadas con auxina mostraron que la mayoria de
los genes PEROXIDASA, incluidos los presentes en el grupo de genes cs-SKP2B, no
estan regulados por esta hormona (datos no mostrados). Tsukagoshi y colaboradores
(2010) han propuesto que la actividad peroxidasa regulada por UPBT1 actua
independientemente de la ruta de auxina para controlar el crecimiento del meristemo
de la raiz principal. Sin embargo, existen evidencias de que la respuesta a auxina
involucra a la sefalizacion via ROS (Ma et al., 2013). En este trabajo, se presentan
evidencias de que, al menos, la funcion de PER7 y PER57 no se requieren para la
formacion de las raices laterales de forma dependiente de auxina. Cabe destacar que
varias PEROXIDASAS incluidas entre los genes cs-SKP2B estan inducidas por
Naxillin. Este compuesto quimico, que promueve la formaciéon de RLs, induce la
expresion de un grupo de genes diferente al inducido por auxina, incluyendo varias
PEROXIDASAS (De Rybel et al., 2012). En conjunto, los datos del presente trabajo
sugieren que la actividad peroxidasa regulada por UPB1 es importante para la
emergencia de los primordios, pero no para la especificacion de células fundadoras del
periciclo. Ademas, la funciéon de estas peroxidasas parece ser independiente de

auxinas, estableciéndose un nuevo punto de control (Figura 94).

Especificacion Iniciacion Desarrollo /emergencia
células fundadoras PRL PRL

Estadio |.IIl... VL. VIII

4 4 PalaN
Pulso auxina Auxlina Auxina Actividad
raiz PER

Figura 94. Esquema simplificado del desarrollo de las raices laterales. Las células fundadoras del periciclo se
especifican en el meristemo basal por la accién de un pulso de auxina de la raiz y mediante el control de un “reloj”
radicular. En la zona de diferenciacion, estas células fundadoras entran en el programa de formacion de PRLs de una
manera dependiente de auxina. El desarrollo de los PRLs puede detenerse o progresar a lo largo de los diferentes
estadios de desarrollo, que estan controlados por la sefalizacion de auxina y la actividad PEROXIDASA,

probablemente mediante rutas independientes.

Aunque todavia se necesita llevar a cabo mas experimentos para determinar su
modo de accidn exacto, este trabajo ha puesto de manifiesto la importancia de la
sefalizacion por ROS durante el desarrollo de las raices laterales, especialmente

durante la emergencia de los primordios.
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BLOQUE Il

Identificacion de SROL1 y otros genes implicados en el desarrollo del sistema

radicular

Mediante mutagénesis con etilmetanosulfonato (EMS) de plantas transgénicas
pSKP2B::GUS, se ha identificado, entre otros mutantes con sistema radicular alterado
(Tesis Doctoral Manzano, C., 2011), un mutante recesivo con un sistema radicular muy
reducido y elevada densidad de RLs y pelos radiculares: srol1 (del inglés short root in
light).

El mutante srol1 tiene una mutacion que afecta al gen LEW3, que codifica para
una a-1,2-manosiltransferasa, localizada en la cara citosélica de la membrana del
reticulo endoplasmatico (RE). Esta proteina afiade manosas a un dolicol utilizando
como sustrato GDP-Manosa, en los primeros pasos del proceso de N-glicosilacion,
antes de que estos cuerpos glucidicos sean translocados al lumen del RE y se unan a
las proteinas en formacién (Cipollo et al., 2001; O'Reilly et al., 2006; Zhang et al.,
2009) (Figura 95). Mas tarde, estos cuerpos son modificados con diferentes glicanos
para formar estructuras complejas necesarias para la sefalizacion del plegamiento,
transporte y funcién de las proteinas en los sistemas eucariotas (Herscovics y Orlean,
1993; Burda y Aebi, 1999; Gemmill y Trimble, 1999; Cipollo et al., 2001; Helenius y
Aebi, 2004; O'Reilly et al., 2006; Weerapana y Imperiali, 2006).

La sintesis incorrecta de N-glicanos conduce frecuentemente a un proceso de
N-glicosilacion reducido o modificado, que tiene una variedad de efectos secundarios.
La tunicamicina (Tm), un inhibidor del proceso de N-glicosilacién proteica (lwata y
Koizumi, 2005), reduce drasticamente el crecimiento de la raiz principal de las plantas
tratadas (Watanabe y Lam, 2008; Ozgur et al., 2014). En Arabidopsis, el mutante nulo
en LEWS3 causado por una insercién de T-DNA es letal, indicando la funcién esencial
de este gen en las plantas (Zhang et al., 2009). Tanto el mutante lew3-1 como srol1
son alelos viables que afectan al desarrollo de la planta. El mutante /lew3-1, que tiene
un cambio de aminoacido en la posicién Gly148, muestra varios defectos en el
desarrollo, incluyendo un fenotipo disminuido con hojas estrechas, fertilidad reducida,

silicuas pequenas y defectos de pared celular. La mutacion lew3 afecta al depdsito de
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celulosa y hemicelulosa en las paredes celulares secundarias, resultando en paredes
celulares mas finas y un xilema colapsado, y es probable que otras proteinas
implicadas en la biosintesis de la pared celular estén afectadas por la mutacién lew3.
Ademas, la germinacion de la semilla y/o el crecimiento de las plantulas mutantes
lew3-1 son sensibles al estrés osmotico y al ABA (Zhang et al., 2009). Sin embargo, el
mutante sro/7 muestra un fenotipo mas severo en términos de crecimiento radicular, ya
que srol1 desarrolla una raiz muy corta. Estos resultados demuestran las importantes

funciones bioldgicas del proceso de N-glicosilacion en las plantas y en el desarrollo de

la raiz.
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Figura 95. Proceso de N-glicosilacion en Arabidopsis. La N-glicosilacion comienza con el ensamblaje del oligosacarido
MansGIuNAc; al lipido dolicol fosfato, entonces el glicano se traslada a la cara luminal del RE y mas tarde se
incrementa por las glucosiltransferasas. Seguidamente, el lipido unido al oligosacarido es transferido por el complejo
OST a un residuo de Asn determinado de los péptidos secretores en formacion, y se modifica para formar una

estructura glucidica compleja (Zhang et al., 2009).

El fenotipo de raiz corta del mutante srol1 se debe a la mutacion en LEW3y la
incidencia directa de la luz sobre la raiz exacerba dicho fenotipo, ya que raices de
srol1 crecidas en oscuridad presentan apariencia silvestre (Figura 43). Ademas, este
efecto depende mas de la calidad que de la intensidad de la luz, puesto que plantas
srol1 crecidas en distintas calidades de luz recuperan parcialmente el fenotipo, sobre
todo en presencia de luz amarilla (Figura 41); sin embargo, esto no sucede cuando se
reduce la intensidad de luz que incide sobre la raiz (Figura 40). Tras analizar el efecto

de la calidad de la luz en la tasa de division celular en el meristemo apical de la raiz
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(RAM) y en la elongacion celular de la zona de elongacion en srol1, se ha observado
que, en presencia de luz blanca, el mutante muestra defectos en ambos procesos; sin
embargo, con luz amarilla, se reduce la capacidad proliferativa del RAM pero se
recupera la capacidad de elongacién celular (Figuras 44-48). Esto es bastante
sorprendente ya que la luz amarilla no es absorbida o, mejor dicho, utilizada por las
plantas. Sin embargo, no esta claro si esta longitud de onda puede tener una posible
funcién en la biologia de la raiz. Se ha descrito que la hormona AIA es inestable en
presencia de luz blanca mientras que la luz filtrada reduce su catabolismo, por lo que
es posible que el fenotipo del mutante srol7 esté relacionado con el catabolismo del
AlA. Algunos estudios han demostrado que el uso de un filtro amarillo, que elimina los
rayos UV y algunas longitudes de onda del azul, suprime el efecto inhibitorio de la luz
blanca en el crecimiento de la raiz (Stasinopoulos y Hangarter, 1990). En un trabajo
previo del grupo del Dr. Mark Estelle, se ha descrito un mutante de raiz corta
denominado wxr1 (weak auxin response1) (Ge et al., 2010), un alelo del gen ROOT
UV-B SENSITIVE2 (RUS2) (Leasure et al., 2009). La eliminacion de la luz UV-B
mediante un filtro amarillo recupera parcialmente el crecimiento de la raiz en wxr1,
sugiriendo que la luz UV contribuye al fenotipo wxr1 pero, en este caso, la reversion
del crecimiento se debe mas a la intensidad de la luz que a longitud de onda utilizada
(Ge et al., 2010).

Aunque la luz actia como un factor de estrés para el sistema radicular,
influyendo negativamente en su desarrollo (Yokawa et al., 2011; Silva-Navas et al., sin
publicar), y el sistema radicular de la mayoria de las plantas se desarrolla bajo tierra,
las raices pueden estar expuestas a la luz filtrada a través del suelo, al menos los
primeros 2-3 cm. Es importante remarcar que las raices expresan foto-receptores
(fitocromos, fototropinas y criptocromos), aunque su funcién molecular en estos
organos no esta del todo clara (Ruppel et al., 2001; Mullen et al., 2002; Galen et al.,
2007; Molas y Kiss, 2008). Un estudio ha demostrado que los fitocromos,
especialmente los fitocromos cromoforos, estan implicados en la inhibicion del
crecimiento de la raiz mediada por acido jasmodnico (JA), indicando que esta hormona
esta involucrada en la respuesta a la luz en la raiz (Costigan et al., 2011). En el
analisis transcriptomico de srol1, se han identificado varios factores de transcripcion
implicados en la respuesta a JA, y el mutante es mas resistente a la inhibicién por la
hormona con respecto al control (Figura 62). Ademas, mediante cruces con mutantes

de diferentes foto-receptores, se ha comprobado que el fenotipo sro/1 no esta mediado
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por estos receptores luminicos, ya que los dobles mutantes no recuperan el

crecimiento radicular (Figura 49).

En este trabajo se muestra que el mutante srol1 es deficiente en el proceso de
N-glicosilacion. El analisis de los perfiles de proteinas del control y el mutante srol1 ha
mostrado que el mutante acumula niveles bajos de la proteina B-glucosidasa 23 (-
GLU23), que tiene alterada glicosilacion o estabilidad en srol1 (Figura 90). B-GLU23 o
PYK10 es una proteina involucrada en respuestas al estrés y es necesaria para la
interaccion beneficiosa con el hongo Piriformospora indica (Sherameti et al., 2008).
Estos autores han demostrado que PYK10 se necesita para el crecimiento de la raiz
en presencia del hongo. En este trabajo se ha mostrado que el mutante sro/7 no
presenta, o tiene reducidos los niveles, de la proteina PYK10 (Figura 91), ya que
carece de la capacidad de incrementar su sistema radicular en presencia del hongo, lo
que pone de manifiesto una clara relacion entre el proceso de N-glicosilacion y la

resistencia a patdgenos.

El proceso de glicosilacion también se requiere para el transporte de las
Protén-ATPasas a la vacuola (Gillespie et al., 1991). Asi, en srol1, probablemente
muchos de estos canales no se localizan correctamente y es posible que esto genere
gradientes de pH diferentes entre el interior de la célula y la region apoplastica. Esta
diferencia de pH afecta a la polarizaciéon de la membrana, conduciendo a la alteracion
de la permeabilidad de la misma, como se observa por la reducida incorporacién de la
sonda FM® 4-64, que depende de la carga de la membrana, cuando las raices crecen
en presencia de luz (Figura 92). De acuerdo con esto, se generaria un ambiente acido
en el interior de la célula que impide el crecimiento celular (Pardo et al., 2006;
Rodriguez-Rosales et al., 2009) y ello explicaria que un pH=7.0 del medio de cultivo
favorezca el crecimiento de la raiz principal del mutante srol1 (Figura 72A). Asi se
establece una conexién entre el proceso de N-glicosilacion, la luz y el pH. La
homeostasis del pH intracelular es un proceso altamente conservado en todos los
organismos. Algunas arqueobacterias han desarrollado un sistema de transporte
idnico activado por una longitud de onda de 575 nm (correspondiente al amarillo) e
independiente de la concentracién ionica (Fu et al., 2012). Aunque muy especulativo,
ya que no se han encontrado ortélogos de este sistema de transporte regulado por luz
amarilla en plantas superiores, este sistema podria explicar que, en el mutante srol7,

los efectos del pH y la luz amarilla no sean aditivos (Figura 72B).
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Defectos en el proceso de N-glicosilacion conllevan a la interrupcion de la
homeostasis de las proteinas en el RE, provocando estrés mediado por el RE que
activa la ruta de respuesta a proteinas mal plegadas (UPR, del inglés unfolded protein
response). El sistema UPR induce la sobre-expresién de BiP3, una chaperona
implicada en la defensa contra el estrés de RE (Srivastava et al., 2013, Ozgur et al.,
2014), que se une a las proteinas no glicosiladas para prevenir su agregaciéon y asi
aliviar el estrés (Koiwa et al., 2003; Henquet et al., 2008; Schroder, 2008; Zhang et al.,
2008). BiP3 también aumenta la expresion bajo estrés abidtico ya que, bajo estas
condiciones, la demanda de proteinas en las células puede exceder a la capacidad de
formacion de las mismas por parte del RE, produciéndose una acumulacién de
proteinas mal plegadas en el lumen. El mutante /ew3 incrementa los niveles de
expresion de BiP3 bajo estrés abidtico, como el estrés osmoético y el tratamiento con
ABA, indicando que la N-glicosilacion, el sistema UPR y el estrés abibtico estan
intimamente relacionados (Zhang et al., 2009). El mutante srol/1 sobre-expresa BiP3
cuando la raiz crece en presencia de luz. Esto sugiere que la N-glicosilacion y el
sistema UPR también estan relacionados con la luz y el desarrollo de las raices. Las
proteinas no glicosiladas que se acumulan en el lumen del RE, se degradan a través
de la ruta del proteasoma (sistema Ub) (lwata y Koizumi, 2012; Howell, 2013). En el
mutante srol1, la degradacion del marcador DII-VENUS dependiente de auxina ocurre
de manera parecida que en el control (Figura 53), indicando que la respuesta a auxina

y el sistema Ub funcionan correctamente.

Como se ha comentado anteriormente, en el mutante srol7 la expresion de
BiP3 esta inducida (Tabla 14). BiP3 retiene al factor de transcripcion bZIP28 en el
lumen del RE bajo condiciones no estresantes y se disocia de él en respuesta a estrés
mediado por el RE, permitiendo su movilizacién al nucleo e induccién de sus genes
diana, entre ellos BiP3. La sobre-expresion de BiP3 retiene o bloquea a bZIP28 en el
RE incluso bajo condiciones estresantes, bloqueando la transduccion de sefial de
bZIP28. En el mutante de T-DNA bip3 no se producen transcriptos de BiP3, por lo que
bZIP28 esta constitutivamente activado, incluso en situaciones no estresantes
(Srivastava et al., 2013). La sobre-expresién de algunos factores de transcripcion de
respuesta a estrés abidtico incrementa la tolerancia a dicho estrés y favorece la
longitud de la raiz principal (Jung et al., 2013). En el mutante de T-DNA bip3, la
movilizacion de bZIP28 constitutivamente al nucleo favorece el desarrollo del sistema

radicular, tanto a nivel del crecimiento de la raiz principal como del desarrollo de las
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RLs (Figura 82), mostrando una mayor tolerancia a las condiciones de crecimiento que

el control.

Mediante el analisis transcriptomico de srol1, se ha identificado otro gen que ha
resultado estar implicado en el desarrollo del sistema radicular, HSFA6a. Los factores
de transcripcion de estrés por calor HsfA regulan la activacion de genes de respuesta
a calor (Nover et al., 1996). En el mutante srol1, la expresion de AtHsfA6a esta
reprimida con respecto al control, especificamente en condiciones de luz blanca (Tabla
14). No se ha descrito nada acerca del efecto de la expresion de HsfA en el desarrollo
del sistema radicular de Arabidopsis; sin embargo, hay evidencias de la funcion que
desempenan los factores HsfB en el desarrollo de la raiz (Begum et al., 2013). Estos
pueden actuar como represores de los genes de respuesta a estrés por calor
(Czarnecka-Verner et al., 2000, 2004). La sobre-expresion de HsfB4 resulta en una
produccion extra de células de la cofia de las RLs (Begum et al., 2013). Normalmente,
en Arabidopsis, las células de la cofia de las RLs limitan el crecimiento de las mismas
(Dolan et al., 1993; Benfey y Scheres, 2000; Truernit y Haseloff, 2008). De esta
manera, HsfB4 desempefia una funcién importante en el desarrollo de las RLs (Begum
et al., 2013). Asi mismo, mutantes de activadores de la expresion génica, como HsfA,
tendrian un efecto parecido al descrito anteriormente, lo cual podria explicar la
acumulacion de PRLs en estadio V observada en el mutante hsfA6a (Figura 83C), y
sugerir también una funcion para la clase A de Hsf en el desarrollo de las RLs. En
conjunto, estos datos apoyan la idea de que genes de estrés RE estan implicados en

el desarrollo del sistema radicular.

La maquinaria de ensamblaje de proteinas en el RE requiere la formacion de
enlaces disulfuro, que causan la produccién de H;O;, una reaccion catalizada por
ERO1 (ER oxidoreductase 1) (Sevier y Kaiser, 2008). EI H,O, tiene dos efectos
diferentes en las células: (1) es uno de los segundos mensajeros que regulan la
defensa antioxidante en respuesta a condiciones de estrés (Gechev et al., 2002); y (2),
excesiva cantidad de H>O- en las células, causa dafios irreversibles en las mismas y
conduce a la muerte celular (Gechev et al., 2006). El estrés de RE provocado por
tunicamicina induce un incremento en la producciéon de H,O, ya que, debido a la
acumulacion de proteinas no glicosiladas en el RE, se activa el sistema UPR y se
induce la expresion de ERO1 (Ozgur et al., 2014). Ademas, la iluminacién de raices,
incluso durante unos pocos segundos, induce una situacién de estrés para estos

organos, lo que conlleva a una inmediata y fuerte produccion de ROS, especialmente
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de H2O, (Yokawa et al., 2011). El mutante srol1 induce la expresion de EROT y
presenta unos niveles de H>O; significativamente mas elevados en el meristemo apical
y en la zona de elongacién, con respecto al control, cuando las raices crecen en
presencia de luz blanca, diferencias que desaparecen en luz amarilla y cuando las
raices crecen en oscuridad (Figura 63). La expresion del gen EROT también se puede
inducir en condiciones de alta salinidad, contribuyendo a la formacion de H2O» (Ozgur
et al., 2014). Esto podria explicar la mayor sensibilidad presentada por el mutante
srol1 al crecimiento en un medio salino, con respecto al control (Figura 66). Para
reducir o re-organizar los enlaces disulfuro incorporados en las proteinas, las células
utilizan glutatién (GSH) en el lumen del RE (Tu y Wiessman, 2004). El mutante srol1
también induce la expresién de glutation transferasas. En las plantas, existe un
equilibrio dinamico entre la formacion de ROS y la actividad antioxidante (Hancock et
al., 2001; Mittler, 2002). Para protegerse de las ROS generadas, las plantas poseen
enzimas detoxificantes y antioxidantes de bajo peso molecular, como el acido
ascorbico (AsA) (Hancock et al., 2001; Vranova et al., 2002). La ascorbato peroxidasa
(APX) es una de las enzimas detoxificantes de H>O2 mas importantes en las células,
especialmente en los cloroplastos y el citoplasma (Asada, 2006). El mutante srol1
reduce la expresion de genes APX pero presenta altos niveles de AsA acumulados en
la parte aérea (Figura 88). Es interesante mencionar que las plantas no solo usan la
GDP-Man como sustrato en la sintesis de polisacaridos de la pared celular y/o
glicoproteinas, sino también en la formacion de L-ascorbato (Smirnoff y Wheeler,
2000; Lukowitz et al., 2001; Linster y Clarke, 2008) (Figura 96). Debido a la deficiencia
en la ruta de N-glicosilacion, en el mutante srol1 el exceso de GDP-Man puede estar
siendo utilizado para la sintesis de acido ascorbico, lo cual podria explicar la
acumulacion de AsA en las hojas. De esta manera, el fenotipo de raiz corta descrito
para vic1-1, un mutante deficiente en la sintesis de AsA, no se debe a dicha
deficiencia como se ha propuesto (Conklin et al, 1999), si no que este fenotipo,
probablemente, es consecuencia de la falta de N-glicosilacion de ciertas proteinas. Las
ROS generadas inhiben la proliferacion celular en el RAM vy, por consiguiente, la
elongacion de la raiz principal, por alterar la distribucion de auxina en el meristemo
(Pasternak et al., 2005). EI mutante srolf presenta una reducida capacidad
proliferativa en el meristemo apical, como se ha comentado en apartados anteriores
(Figura 44), asi como defectos en cuanto a la distribucion de auxina en el RAM,
presentando una acumulacién de la hormona en la cofia lateral y una menor

distribucion de la misma por el cilindro vascular de la raiz principal, con respecto al
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control, como se ha observado mediante la visualizacion del marcador DII-VENUS
(Figura 53).
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Figura 96. Rutas biosintéticas de L-ascorbato en las plantas superiores. La ruta L-galactosa es la principal, sefialada en
amarillo con los intermediarios metabdlicos en negrita. Las rutas biosintéticas alternativas estan sefaladas en azul
(Linster y Clarke, 2008).

La senalizacion mediada por ROS puede regular la sefalizacién por calcio
(Suzuki et al., 2011), regulando el desarrollo de pelos radiculares a través de la
activacion de canales de Ca?* (Foreman et al., 2003). El mutante srol/1 induce la
expresion de Ca?*-ATPasas y otros transportadores de Ca?*, asi como proteinas de
unién a calcio, como la calmodulina, uno de los reguladores de la transduccion de la
sefal de calcio en las células. Esto explicaria la mayor densidad de pelos radiculares

presentada por el mutante con respecto al control.

El estrés de RE conlleva un gasto energético extra en términos de uso de ATP.
Este gasto adicional puede desencadenar una disfuncién mitocondrial (Yoshida et al.,
2011) que inhibe la expresion de genes relacionados con la fotosintesis (Noctor et al.,
2007). Esto explicaria que en el mutante sro/7 se encuentren reprimidos muchos
genes relacionados con la actividad cloroplastica, entre ellos PGR5 (Proton gradient
regulation 5). PGR5 codifica una proteina localizada en los tilacoides, importante en el
flujo ciclico de electrones dependiente de ferredoxina (CEF) junto al fotosistema |

(Munekage et al., 2002). Un mutante sensible a ABA, abob, en condiciones de alta
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intensidad de luz, también muestra niveles reducidos de transcriptos de PGR5 junto
con un incremento en los niveles de H2O, en el meristemo apical de la raiz principal.
Es interesante destacar que abob presenta una reduccion significativa del sistema
radicular, defecto que se atenua cuando el mutante se crece con un fotoperiodo de 12
horas luz/12 horas oscuridad, es decir, reduciendo la cantidad de luz y, por
consiguiente, el nivel de estrés en la raiz como consecuencia de la misma (Liu et al.,

2010). Estos resultados se pueden relacionar con lo observado en el mutante srol/1.

El analisis transcriptomico de sro/1 también ha revelado la induccién de la
expresion de muchos genes de la familia citocromo P450 (CYPs). Las CYPs son un
grupo de hemo-proteinas de la cadena respiratoria mitocondrial. EI genoma de
Arabidopsis contiene mas de 286 genes CYPs (Paquette et al.,, 2000), de los cuales
muchos se expresan en respuesta a la radiacion UV (Narusaka et al., 2004),
participando en la detoxificacion de las ROS generadas (Suzuki et al.,, 2012). Ante
estrés oxidativo, y mediante la sefalizacién por JA (Narusaka et al., 2004), las CYPs
intervienen en la biosintesis de AlA (Zhao y Shichi, 1998; Normanly y Bartel, 1999; Hull
et al., 2000; Mikkelsen et al., 2000) y las plantas sobre-expresoras de CYPs presentan

un fenotipo de sobreproduccion de auxina (Zhao et al., 2002).

En las plantas, en respuesta al estrés mediado por el RE se activa la autofagia
del RE (Liu et al., 2012). La autofagia es un proceso catabdlico altamente conservado
en eucariotas, mediante el cual, el citoplasma, incluyendo el exceso de organulos o
aquellos deteriorados o aberrantes, se engloba en vesiculas de doble membrana y se
libera dentro del lisosoma/vacuola para su descomposicion y eventual reciclado de las
macromoléculas resultantes, constituyendo un proceso reparador (Bergamini et al.,
2007). La deficiencia de nitrdgeno puede inducir el proceso de autofagia celular
(Doelling et al., 2002; Hanaoka et al., 2002; Liu et al., 2005, 2009; Xiong et al., 2005,
2007). Ante la deficiencia de nitrégeno, el mutante sro/7 incrementa
sorprendentemente el crecimiento de la raiz principal con respecto a las condiciones
control (Figura 73). Estos datos parecen indicar que la deficiencia de nitrégeno alivia
los efectos que genera el estrés de RE en el mutante srol1, al inducir la degradacion
del RE.

Como se comentod en el apartado de resultados, el mutante sro/7T muestra un
sistema radicular muy reducido, lo que hace pensar que este mutante tenga una
menor capacidad para adquirir nutrientes. El analisis ionémico de srol/1 ha revelado

que la raiz es funcional en cuanto a la absorcién de nutrientes (Figura 75). No
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obstante, las plantas mutantes muestran una proporcién significativamente menor de
trazas de Cr con respecto al control en luz blanca. El Cr(VI) induce la generacion de
ROS en respuesta al estrés (Martin et al., 1998; Horie et al., 2013; Zeng et al., 2013;
Trinh et al., 2014). Presumiblemente, la generacién de ROS debida a la incidencia
directa de la luz en la raiz de srol1, podria estar reduciendo parte del contenido
endogeno de cromo. Por otro lado, el incremento significativo de la proporcion de
trazas de Mo en las plantas mutantes srol71, con respecto al control, cuando las raices
crecen en oscuridad se explica por el hecho de que el Mo actia como cofactor en el
metabolismo de ROS en oscuridad. El Mo y la enzima xantina deshidrogenasa (XDH)
catalizan la conversion de los productos catabdlicos de las purinas, hipoxantina y
xantina, en acido urico, que es degradado a alantoina y alantoato. Estos metabolitos
pueden atenuar los niveles de ROS (Brychkova et al., 2008; Galeeva et al., 2012).
Este podria ser un mecanismo que explica, en parte, la recuperacién del crecimiento

de la raiz de srol1 en oscuridad.

En el analisis transcriptomico de srol1, también se han identificado muchos
genes relacionados con el transporte floematico, que disminuyen su expresion
especificamente en el mutante. Los ensayos experimentales han revelado que srol1
presenta defectos en cuanto a la velocidad del transporte floematico (Figura 68). El
transporte de carbohidratos desde los tejidos fotosintéticos puede ser un factor
limitante del crecimiento del sistema radicular (Bingham y Stevenson, 1993; Freixes et
al., 2002) y varios estudios han demostrado que la arquitectura del sistema radicular
esta muy relacionada con el estado de carbono en la raiz (Bingham et al., 1998; Muller
et al., 1998; Freixes et al., 2002; Lee-Ho et al., 2007; MacGregor et al., 2008). El
mutante /rd3, que presenta un transporte floematico defectuoso, tiene reducido el
crecimiento de la raiz principal, probablemente por una menor capacidad proliferativa
en el meristemo apical y expansion celular (Ingram et al., 2011). Estas evidencias
podrian relacionarse con los mismos defectos observados en el mutante srol1, como

ya se ha comentado anteriormente.

La expansion celular esta regulada por la interaccion entre los filamentos de
actina y los microtubulos (Collings et al., 2006), que forman un entramado por todo el
citoplasma (Collings y Allen, 2000; Wasteneys, 2002; 2004; Wasteneys y Collings,
2004). Los filamentos de actina son esenciales para el trafico polarizado de vesiculas
que contienen nuevos materiales de membrana plasmatica y pared celular (Lee et al.,
2008; Zonia y Munnik, 2008; 2009; Hable y Hart, 2010). En Arabidopsis, la
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desorganizacién de los filamentos de actina inhibe la elongacion de la raiz (Andreeva
et al., 2010), la division celular en el meristemo apical (Wasteneys y Galway, 2003) y
afecta a la distribucion de auxina por alterar la re-localizacion en la membrana
plasmatica de algunas proteinas transportadoras (Friml et al., 2002; Harrison y
Masson, 2008). En las plantas, las GTPasas relacionadas con Rho (ROP; RHO OF
PLANTS) regulan el citoesqueleto de actina en respuesta a estreses abioticos (Fu et
al., 2001; Yang et al., 2002; Vernoud et al., 2003; Nibau et al., 2006). En Arabidopsis
hay 11 ROPs (Kost et al, 1999; Li et al, 1999; Molendijk et al., 2001) que
interaccionan con RICs (ROP-interactive1 CRIB motif-containing protein) para
promover el ensamblaje de actina (Gu et al., 2005). Se ha descrito que la actividad de
las proteinas ROPs influyen en la generacion de H;O, (Carol et al., 2005; Jones et al.,
2007) y en la expresion de genes de calmodulina (Venus y Oelmiiller, 2013). El
analisis transcriptomico de srol1 ha revelado que el mutante sobre-expresa genes
ROPs, RICs y calmodulina. La sobre-expresion de ROPs induce la formacién de pelos
radiculares (Jones et al., 2002), fendmeno observado en srol1, y la agrupacion de los
filamentos de actina en el citoplasma (Venus y Oelmdiller, 2013), como también se ha
visualizado en la raiz del mutante mediante el marcador de actina 35S::GFP-ABD2-
GFP (Figura 69). Esta desorganizacién del citoesqueleto puede ser la causa del
defecto que muestra srol1 en la localizacién del transportador de auxina PIN4 en el
meristemo apical de la raiz (Figura 55E). PIN4 desempefia una funcion importante en
generar un sumidero de auxina por debajo del centro quiescente, esencial para el
patrén de la distribucién de esta hormona (Friml et al., 2002). A pesar de este defecto,
se ha comprobado, mediante la visualizacién del factor de transcripcion PLETHORA2
(Figura 51) y marcadores celulares (Figura 50), que el mutante sro/1 no presenta
problemas en el mantenimiento del centro quiescente, asi como en la identidad celular

de otros tejidos de la raiz, pero si en la capacidad proliferativa del meristemo radicular.

En la zona madura de la raiz de Arabidopsis, los microtubulos se disponen
oblicuamente al eje longitudinal de las células de la corteza (Wasteneys, 2002; 2004;
Wasteneys y Collings, 2004). Estos polimeros de tubulina estdn sujetos a una
dinamica continua de des- y polimerizacion (Desai y Mitchison, 1997). El tratamiento
con la droga oryzalin promueve la despolimerizacion de los microtubulos en la raiz de
Arabidopsis, o que conlleva a una desorganizacion de los mismos (Paredez et al.,
2006). ElI mutante ark? presenta pelos radiculares con microtubulos mas largos por
una despolimerizacion reducida (Sakai et al., 2008; Yoo et al., 2008). ARMADILLO-
REPEAT KINESIN1 (ARKT), originalmente llamado MORPHOGENESIS OF ROOT
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HAIR2 (MRHZ2) (Jones et al, 2006), promueve la despolimerizacién de los
microtubulos en los pelos radiculares (Sakai et al., 2008; Yoo et al., 2008; Eng y
Wasteneys, 2014) y la sobre-expresion de ARKT resulta en una incrementada
despolimerizacién de los mismos (Eng y Wasteneys, 2014). El analisis transcriptémico
de srol1 ha revelado que el mutante induce la expresién de ARK17 en la raiz principal
especificamente en condiciones de luz blanca, y presenta una desorganizacion del
entramado de microtubulos con respecto al control (Figura 70). Estos datos podrian
indicar una nueva funcion de ARK1 en la despolimerizacion de microtibulos en la raiz
principal. En Oryza sativa, un mutante de pérdida de funcién, sensible a la
temperatura, causado por una insercion de T-DNA en el gen OsGNA1, que codifica
una glucosamina-6-P acetiltransferasa involucrada en la biosintesis de novo de la
UDPN-acetilglucosamina (UDPN-GIcNAc), presenta un fenotipo de raiz corta,
alteracion en la estabilidad de los microtubulos y acortamiento de las células en la
zona de elongacion (Jiang et al., 2005). En las células animales, las proteinas de unién
a microtubulos, como Tau, MAP2 y MAP4, se modifican mediante O-GIcNAc y se ha
sugerido que la acetilacion incrementa la estabilidad de los microtubulos (Maruta et al.,
1986; Grabarek et al., 1995). Estas observaciones apoyan la idea de que la
glicosilaciéon de proteinas desempefia una funcién importante en el metabolismo de las

células, la estabilizacion de los microtubulos y el tamafo de las células en las raices.

El mutante srol1 presenta muchos cambios a nivel transcriptomico pero,
sorprendentemente, muy pocos a nivel metabolémico. Sin embargo, se ha identificado
un metabolito que podria estar relacionado con formas metiladas de auxina, conjugada
con una estructura glucidica también metilada, que se acumula selectivamente en la
raiz de srol1 en condiciones de luz blanca pero no cuando la raiz crece en luz amarilla
(Figura 76), correlacionandose con la recuperacion del fenotipo; y que, segun se ha
demostrado mediante el uso de injertos, no se transporta desde la parte aérea (Figura
81). La formaciéon del conjugado AIA-Glu esta catalizada por las UDP-
glucosiltransferasas (UGT) (Szerszen et al., 1994), enzimas que estan sobre-
expresadas en el mutante sro/1. Se ha descrito que la acumulacién de AIA-Glu puede
provocar un fenotipo similar al de una alta concentracién de auxina (Mikkelsen et al.,
2004). Los conjugados de AlA estan implicados, entre otros procesos, en la proteccion
de la hormona libre contra la degradacion oxidativa (Cohen y Bandurski, 1982) vy, en el
caso de MeAIA, en la regulacion del crecimiento celular (Shulaev et al., 1997;
Dudareva et al., 2000; Murfitt et al., 2000; Chen et al., 2003). MeAlA es una molécula

no polar que puede difundir a través de las membranas, a diferencia del AlA y otros
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conjugados de AIA que requieren un sistema de transporte activo (Qin et al., 2005). De
esta manera, MeAlA esta implicado en la regulacion de la distribucién de auxina (Li et
al., 2008). La enzima AtMES17 cataliza in vivo la hidrélisis de MeAIA a AlA (Yang et
al., 2008). Se ha demostrado que el estrés de RE reduce la expresién de hidrolasas de
AlA-amino (Kiyosue et al., 1994) y el analisis transcriptémico de srol1 ha revelado que
la expresion de MES17 esta reducida en el mutante cuando crece en luz blanca. Esto
explicaria la acumulacién de formas metiladas de auxina en la raiz del mutante sro/1
en estas condiciones, asi como la mayor resistencia mostrada al tratamiento con
MeAIlA exdégeno, con respecto al control (Figura 79). Los mutantes axr1-3 y axr2-1,
que presentan incrementada estabilidad de las proteinas Aux/IAA, muestran
resistencia al inhibidor de la senalizacion de auxina, PCIB (Oono et al., 2003). El
mutante srol1 también muestra mayor resistencia a PCIB con respecto al control
(Figura 80), sugiriendo una relacion directa entre SROL7 y la homeostasis y
sefalizacion de las auxinas. Tanto PCIB como yokonolide B (YkB), otro inhibidor de la
degradacién de Aux/IAA, producen una drastica reduccion en el crecimiento de la raiz
principal de las plantas tratadas (Hayashi et al., 2003; Oono et al., 2003); de esta
manera, las formas metiladas de auxina identificadas en la raiz de srol1, pueden estar
relacionadas, en parte, con el fenotipo del mutante, aunque esta idea necesitaria de

mas experimentos para su demostracion.

Se ha mostrado que la auxina induce una rapida activacion del flujo de
protones dependiente de ATP hacia la pared celular, lo que conlleva al movimiento
relativo de los polimeros de carbohidratos y, consecuentemente, a la pérdida de pared
celular (Perrot-Rechenmann, 2010). La formacion de los conjugados de AlA reduce la
pérdida de pared celular inducida por auxina (Ding et al., 2008). Por lo que el mutante
srol1, en condiciones de luz blanca, podria acumular formas metiladas de auxina en la
raiz para evitar una pérdida de pared celular adicional. Ademas, srol1 induce la
expresion de genes que codifican proteinas que dan rigidez a la pared (como
poligalacturonasas y pectin esterasas) y reduce la expresion de genes de glicosil
hidrolasas, enzimas que hidrolizan los polimeros de la pared. Esto podria explicar la
aparente resistencia que presenta el mutante, con respecto al control, a la digestion

enzimatica de la pared celular con celulasa y pectoliasa (Figura 93).

Los datos demuestran que este estudio genético contribuird al entendimiento
del desarrollo del sistema radicular, a nivel del crecimiento de la raiz principal y/o

desarrollo de las RLs. Ademas, este trabajo ha puesto de manifiesto la importancia del
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proceso de N-glicosilacién de proteinas en el desarrollo de la raiz, y su relacién con la
luz, aunque todavia se necesita mas informacion para determinar su modo de accion

exacto.
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CONCLUSIONES

1. La mayoria de los genes cs-SKP2B se expresan en las células del periciclo
enfrentadas a los polos de protoxilema. En concreto, los genes ST4B, ATHB-12,
GH3.1, CLSY1 y WLIM1 son necesarios para propiciar la emergencia de los PRLs.
También se han identificado los genes IAA3, LAX3 y LAX2, asi como varias enzimas
que participan en los procesos de remodelacion de la pared celular para facilitar la

emergencia de los PRLs durante las etapas finales de su desarrollo.

2. Los genes que codifican enzimas con actividad peroxidasa son una familia
génica altamente representada en el grupo de genes cs-SKP2B, asi como varias
enzimas que pueden estar involucradas en la formacion de ROS. En este trabajo se ha
demostrado que la sefalizacion via ROS es importante para la emergencia de las RLs,
pero no para la especificacion de las células fundadoras del periciclo en el meristemo

basal.

3. Los genes PEROXIDASA actuan en una ruta diferente que la auxina en la

ramificacién de la raiz principal.

4. El gen UPB1, un factor transcripcional que reprime varias peroxidasas, se
expresa en las células de la periferia de los PRLs y su actividad es necesaria para la

correcta emergencia de las raices laterales.

5. El mutante srol1 es un alelo recesivo que afecta al gen AT2G40190, que
codifica la enzima LEW3 implicada en el proceso de N-glicosilacion de proteinas en el

reticulo endoplasmatico.

6. El fenotipo de raiz corta del mutante sro/71 esta condicionado por la incidencia
directa de la luz blanca sobre la raiz, de una manera independiente de foto-receptores,

y este efecto depende mas de la calidad que de la intensidad de la luz.

7. El mutante srol1 presenta una reducida capacidad proliferativa en el RAM y de
elongacién celular en la zona de elongacion. La luz amarilla afecta a la proliferacion

celular y, en el caso del mutante srol1, recupera la capacidad de elongacién celular.

215



8. EIl pH neutro favorece el crecimiento de la raiz del mutante srol/1 en presencia
de luz blanca pero no en luz amarilla. Asi se establece una conexion entre el proceso

de N-glicosilacion, la luz y el pH.

9. En el mutante srol1, el entramado de filamentos de actina y microtubulos se

encuentra desorganizado, lo que impide una correcta expansion celular.

10. En el mutante srol1, la deficiencia en el proceso de N-glicosilacion conlleva a
estrés de RE, que se incrementa en presencia de luz, indicando una relacion entre la

N-glicosilacién de proteinas, el estrés de RE, la luz y el desarrollo de las raices.

11. El mutante sro/1 muestra defectos en la localizacion del transportador de
auxina PIN4 en el RAM pero no presenta defectos en cuanto a la sefializacién y
respuesta a auxina, ni en el mantenimiento de la identidad celular de los tejidos de la

raiz.

12. El crecimiento radicular del mutante sro/7 muestra respuestas diferenciales a

hormonas y deficiencias nutricionales respecto al control.

13. El sistema radicular del mutante sro/1, aun siendo menor que el de plantas

control, es funcional en cuanto a la absorcién de nutrientes.

14. El mutante srol1 presenta una velocidad del transporte floematico menor que el

control.

15. El mutante srol1 es deficiente en la N-glicosilacion de la proteina B-GLU23 o
PYK10, involucrada en respuestas a patégenos, poniendo de manifiesto una clara

relacién entre el proceso de N-glicosilacién y la resistencia al estrés biotico.

16. En el mutante sro/1, debido a la deficiencia en la ruta de N-glicosilacion, el
metabolito GDP-Man esta siendo utilizado para la sintesis de AsA. De esta manera, el
fenotipo de raiz corta del mutante vic1-1 se debe, probablemente, a la falta de N-

glicosilacion de ciertas proteinas.

17. El mutante srol1 presenta muchos cambios a nivel transcriptomico pero muy
pocos a nivel metaboldmico. Se ha identificado un metabolito relacionado con formas
metiladas de auxina, que se acumula en la raiz del mutante cuando crece en

presencia de luz blanca.
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18. En el analisis transcriptdmico del mutante srol1, se han identificado los genes
BiP3 'y HSFA6a, que estan implicados en el desarrollo del sistema radicular a nivel del
crecimiento de la raiz principal y/o desarrollo de las RLs, independientemente a la ruta
funcional de SROL1.
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