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RESUMEN
AISLAMIENTO DE MUTANTES HIDROTROPICAS EN Arabidops/s thallana

El objetivo de este proyecto, es aislar mutantes hidrotrépicas a parlir de semillas de Arabidopsis
thaliana mutagenizadas con EMS (Etif Metano Sulfonato), el cual es un mutageno quimico que
produce mutaciones puntuales.

En el laboratorio se disefi6 un medic de seleccion, el cual consiste del medio MS normal (Murashige
y Skoog,1962) y el medioc MS normal mas 4cido alginico y glicerol, éste ultimo lamado medio
estresante. Para hacer la seleccion se utilizaron cajas de Petri cuadradas, en cuya mitad superior se
vacio el medio normal y en la mitad inferior el medio estresante. Las semillas se sembraron en el
medio normal a una distancia de 1.3 cm de la unién de los dos medios (frontera). Se seleccionaron
plantas con fenotipo aberrante a la respuesta hidrotropica, esto es, plantas cuya raiz continuaba su
crecimiento y pasaba al medio estresante no sintiendo la poca disponibilidad de agua en el medio.
En contraste, las plantas de tipo silvestre de Arabidopsis thaliana Col. bajo las mismas condicicnes
presentan respuesta hidrofrépica, es decir, la rafz forma un gancho para evitar entrar al medio
estresante y detiene su crecimiento, presentandose asi la respuesta hidrotropica.

El lote que se mutagenizod se dividié en diez sublotes con los cuales se hizo un tamizado en el medio
de seleccion. Se escogid el lote donde se encontraron plantas con la mejor respuesta no-
hidrotropica. Las plantas seleccionadas con ef fenotipo de interés se cruzaron tres veces con plantas
de tipo silvestre. Se analiz6 la generacion F2, y se enconiré tres clases fenotipicas: @i tipo sitvestre,
fenotipo “raiz no-hidrotrépica™ que le denominamos nhr{ y fenotipo “raiz chica®. Se sugiere que la
poblacion tiene una proporcion 1:2:1 correspondiente a una herencia semi-dominante en donde el
fenotipo “raiz larga” corresponde al heterocigoto nhr1 y el fenotipo “raiz chica” es el homocigoto nhr1.
Se hicieron diversas pruebas fisioldgicas con {a mutante nhr1 heterocigota usando diferentes
reguladores de crecimiento, pruebas gravitrdpicas, asimilacién de glicerol y pruebas de
hidrotropismo. La mutante nhrf homocigota es una planta con raiz chica, a la que se intent6
recuperar su crecimiento utilizando distintas hormonas pero solo se produjeron brotes aéreos.

Posteriormente se hizo el mapeo grueso de la mutante homocigota usando la técnica de PCR
(Polimerase Chain Reaction), con marcadores moleculares SSLP (Simple Sequence Length
Polymorfism), reportados por Lukowitz y Col., (2000) para cada cromosoma. Se encontrd que la
mutacion esta genéticamente ligada a los marcadores nga 172 y nga 162 def cromosoma |lI.

Se hizo un estudio histologico con microscopia de Nomarski y Confocal, comparando las tres clases
fenotipicas. Se observé que las mutantes tienen reducida y desorganizada la columela, y en la cofia
lateral hay anomalias en la distribucion de las divisiénes T.



1.0 INTRODUCCION

Las plantas aparecieron en la tierra durante a Era Paleozoica, antes del Periodo Silurico, las
algas, organismos acuaticos fotosintéticos reinaban en las calidas aguas; a partir de ese
momento, {as plantas se fueron adaptando a vivir en la tierra.

Muchas adaptaciones fueron requeridas para que las plantas vivieran exitosamente en un

ambiente temestre:

s Las plantas desarrollaron haces vasculares que les permitio crecer en direccion
opuesta a la gravedad y tener sus hojas expuestas al sol. .
» Al estar rodeadas por aire en lugar de agua, formaron cubiertas que las

protegieron de la evaporacion.

o Desanollaron 6rganos y estructuras que les permitieron absorber agua y
nutrientes transportandolos de la base hacia las hojas.
» Elpolen se tuvo que transportar por el viento o por animales.

¢ Desamollaron estrategias que les permitieron adaptarse a fluctuaciones extremas

de temperatura, aire y humedad.

Los drganos de las plantas se especializaron asi al ambiente terrestre:

Organo

Tallo

Hojas

Estructuras Reproductoras

Funcién

Crece en direccion opuesta a la gravedad,
en ¢l encontramos a las hojas como
apéndices laterales; fransporta agua y
nutimentos a  sus apendices para que
puedan captar los
rayos solares.

Toman el bidxido de carbono del aire y
Kevan a cabo la fotosintesis

Protegen a los gametos, al cigoto y al

embridn de la desecacion, con lo cual se
mantiene la especie.
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Raiz Es el anclaje de la planta al suelo, absorbe
agua y minerales de éste y almacena
nutrientes organicos. Es un organo muy
importante ya que el meristemo  esta
produciendo continuamente nuevas células,
lo cual se traduce en un crecimiento
continuo, ademas es un organo que
responde a diversos estimulos

Al vivir en la tierra, las plantas tienen la ventaja de tener mas disponibilidad de luz solar
para realizar la fotosintesis, ya que el agua funciona como un filtro. También las altas
concenfraciones de biéxide de carbono y oxigeno en el aire hacen mas réapida su difusion
que en el agua.

Las Angiospermas o plantas con flores es un grupo muy exitoso. Provienen desde el pericdo
Cretacico, segun el registro fosil, y se han diversificado e incrementado en nimero
enormemente.

Dentro del registro fosil vegetal encontramos evidencias de la existencia del tejido vascular
en una planta sencilla llamada Rhynia major, la cual puede ser el ancestro de todas las
traqueofitas (division Tracheophyta). Las traqueofitas tienen dos tipos de tejido vascular. El
xilema conduce agua y sales minerales del suelo hacia las partes superiores y el floema
transporta nutrientes orgénicos de una parte del cuerpo vegetal a ofra. Ya que tienen un
sistema vascular, las partes especializadas pueden llamarse ralz, tallo y hojas (Moore, Clark
y Vodopich, 1988).

11



2.0 LARAIZ
Funcién y estructura de la ralz

Las raices tienen cuatro funciones principales:

1. Anclaje. Las raices penefran el suelo, al hacerio elias se fijan en un solo lugar para el
resto de su vida.

2. Almacenamiento. Las raices de algunas plantas almacenan gran cantidad de reservas
de energia, tal es el caso del betabel y la zanahoria, después del primer afio de vida, |a
planta utiliza la energla almacenada para el crecimiento vegetativo y la reproduccion.

3. Absorcion. Locaiiza y absorbe grandes cantidades de agua y sales minerales disueltos
en el suelo.

4, Conduccién. El fransporte de agua y nutrientes disueltos es realizado de la raiz a las
partes aéreas de la planta, y en el caso de Litforella transporta CO: a las hojas para
realizar la fotosintesis (Moore, Clark y Vodopich, 1998).

En un corte transversal al nivel de la zona de maduracion y haciendo un recormido desde el
interior hacia el exterior de la raiz, podemos distinguir los siguientes conjuntos de tejidos:
estele, formado por el tejidos vasculares: xilema, floema y el periciclo; cortex, formado por la
endodermis y células de almacenamiento del parénquima y epidermis (Fig. 1).

Estele
E! estele formado por los tejidos vasculares.

Periciclo.
Es la capa mas externa del estele, estd formado por una delgada capa de células del
parénquima. Es importante porque produce raices secundarias o laterales (Fig.1).

Tejido Vascular

El tejido de transporte o vascular consta del xilema y floema. El xilema transporta agua y
minerales de la raiz a las hojas y el floema transporta nutrientes organicos de las hojas a las
raices.

12



Cortex
Este tejido esta integrado por la endodermis y células de almacenamiento del parénquima.

Endodermis.

Es la capa mas intema del cortex, es e! limite entre éste y el cilindro vascular. Se caracteriza
porque sus células estan estrechamente unidas careciendo de espacios intercelulares, y
ademads porque cada célula esta rodeada por una especie de banda de lignina y suberina
llamada Banda de Caspari la cual esta fuertemente unida al plasmalema de las células
endodérmicas lo cual impide que el agua y las sales minerales pasen a través de la pared
celular y los espacios intercelulares. Entonces, los minerales disueltos y el agua se mueven
por osmosis de célula a célula via plasmodesmata, a este movimiento se le llama simplasto.
Oftro tipo de transporte de solutos es por difusién a través de la pared celular y espacios
intercelulares, el cual se denomina apoplasto (Fig. 1).

Células de Almacenamiento del Parénquima.
La mayor parte de la corteza consiste de células de almacenamiento del parénquima. Estas
células contienen almidon y entre ellas existen espacios intercelulares grandes.

Epidermis

La raiz esta rodeada por la epidermis, es la capa mas extemna y cubre toda la raiz excepto la
cofia, que esta formada por una delgada capa de células (Fig. 1).

13



Endodormis § Boada du Caspar!

Flaema
Kitema Pericicle

Pele radicular

fpopiasts: meviniznte del agua g Iss
solutes atrapés de R
pared celulary les
espacies intercolulaTes

Cortex

e

Pels radicular

Simplasts: ol agua y las sales minerales se muoren
por 6smesis a través de los plasmedesmata

Figura 1. Corte transversal de ralz, mostrando las diferentes capas de tejido, desde el estele (capa
méas interna), hasta la epidermis (capa mas externa), nétese las rutas alternativas que tiene al agua y
los solutos disusltos para llegar al tejido vascular (Tomado de Moore, Clark y Vodopich, Botany).
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2.1 Regién Proximal

La regién proximal de {a raiz esta dividida en dos zonas de crecimiento:

1.a Zona de Divisidn Celular o Meristematica

1. Zonas de Crecimiento
1.b Zona de Elongacién

2. Zona de Maduracién

En la Zona de Divisién Celular o meristematica esta comprendido el centro quiescente. En
Arabidopsis se localiza entre 200-500 um (Beemster y Col. 2003)(Beemster y Baskin, 2000),
atras del apice de la raiz, este dato varia segun la especie.

La Zona de Elongacidn. Las células de esta zona se caracterizan por ser muy alargadas
debido a que llenan sus vacuolas con agua, en ella empieza el proceso de diferenciacion
celular.

La Zona de Maduracion se caracteriza por completar la diferenciacion celular. Se puede
distinguir facilmente por la presencia de pelos radiculares (Fig. 2).

2.2 Region Distal

Los apices de la raiz estan cubiertos por la cofia, que se caracleriza por tener forma de
dedal, con un meristemo propio el cual empuja células hacia la parte basal. Como hay un
movimiento continuo de células, éstas se diferencian en células de la columela, porque
estan amregladas en columnas longitudinales. Cada célula de la columela contiene de 15-30
amiloplastos que se sedimentan en la parte baja de ia célula como respuesta a la gravedad.
La continua divisién celular en el meristemo de la cofia empuja a las celulas de la columela a
la periferia donde son diferenciadas en células de la periferia. Las células de ia periferia de
la cofia secretan un compuesio llamado mwucilago, un gel lubricante compuesto por un
polisacarido hidratade que contiene azlicar, acidos organicos, vitaminas, enzimas y amino
acidos.

Una de las funciones de la cofia es brindar proteccion al meristemo apical de la raiz y
ademas percibir diversos estimulos ambientales tales como luz, gravedad, gradientes de
humedad, obstaculos, efc., asi como en el establecimiento de la rizésfera. El establecimiento
de la rizosfera se lleva a cabo principalmente por la naturaleza de fas células de la periferia y
del mucilago que permite el comunicacién quimica con ios diversos organismos del suelo.

15



No hay una estructura en los vastagos aéreos que corresponda a la cofia (Hawes et al.,
2003).

Por ofro lado, el mucilago secretado por las células de la periferia tiene otras funciones:
Proteccién: protege a la raiz de la desecaci6n y contiene compuestos que se difunden en el
suelo impidiendo el crecimiento de otras raices.

Lubricacién: jubrica a la raiz cuando ésta abre camino entre las particulas de! suelo.

Absorcion de agua: ayuda a mantener la continuidad entre ralces y agua del suelo, ya que
las particulas del suelo llegan a pegarse al polisacarido.

Absorcion de Nutrientes: grupos carboxilo en et mucilago ayudan a la toma de iones y
acidos organicos. También &cidos grasos, lectinas y esteroles en el mucilago ayudan a
establecer simbiosis benéficas con los microbios del suelo.

Centro Quiescente

Entre la cofia y region proximal encontramos el centro quiescente, que consta de 500-1,000
células en algunas especies, y en el caso de Arabidopsis son cuatro células, aparentemente
inactivas, estacionadas en al fase G del ciclo celular, se dividen una sola vez cada 15-20
dias, en algunas especies, en comparacion con las células meristematicas que se dividen
mas de una vez por dia. Las células del meristemo son muy sensibles a cambios
medioambientales como la radiacion y pueden dafiarse, en este caso, las células del centro
quiescente reemplazan a las células dafiadas del meristemo. El centro quiescente tambien
es importante porque organiza el patrén de crecimiento primario de la raiz.

16



-Epidermis

——Tejido Vascular

Zona de Maduraci6n, presencia de { (xilema y floema)

pelos radiculares
Pelo radicular

Zona de Elongacion {

Zona Meristemética <

Cofia «

Figura 2. Corte Longitudinal de una Raiz indicando las zonas de crecimiento.
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2.3 CRECIMIENTO DE LA RAIZ

La direccién de crecimiento de la raiz es controlada por una variedad de factores,
medioambientales como son: la gravedad (gravitropismo), luz (fototropismo), tacto
(tigmotropismo), gradientes en femperatura, humedad (hidrotropismo), iones y factores
quimicos {quimiotropismo). En cualquier momento, la raiz percibe estos factores ambientales
integrando la correspondiente informacién y usandola para definir la direccion de
crecimiento.

Desde 1806, se sabe que los drganos vegetales como la raiz y los brotes usan la gravedad
como parametro para su crecimiento (Knight,1806). Las raices crecen hacia el suelo, de
donde ellas toman agua y sales minerales necesarios para el crecimiento y desarrollo de la
planta, a este proceso se le llama gravitropismo positivo. Por otro lado, los brotes aéreos
crecen hacia amiba para asegurar que las hojas lleven a cabo eficientemente la fotosintesis y
el intercambio gaseoso, este proceso se denomina gravitropismo negativo ya que el
crecimiento es en direccion contraria al centro de gravedad de la tierra. Ciesielski en 1872 y
Darwin en 1880, demostraron que la cofia es la responsable de percibir los cambios de
orientacion con respecto al campo gravitacional. La raiz crece paralela al vector de la
gravedad, pero cuando se orienta perpendicularmente con respecto al vector, se produce
una sefal fisiolégica que se transmite a la zona de elongacion de la raiz, se promueve
entonces un crecimiento celular diferencial solo en un lado de Ia raiz formandose asi una
curvatura. El desarrollo de la curvatura permite a la cofia dingir su crecimiento hacia el vector
de la gravedad. La hipétesis de los estatocitos nos explica mas detalladamente el proceso:
los estatocitos son células altamente polarizadas que contienen reticulo endoplasmico en la
periferia, un nicleo localizado en medio o armiba de la misma célula y varios amilopiastos
sedimentados en la parte baja de la célula (Fig. 3a). Se cree, que al sedimentarse los
amiloplastos o estatolitos, se activan los mecanismos de sefializacién que dan paso a la
formacion de una sefial fisiologica que va de la cofia a la ralz, la cual es responsable de la
curvatura observada en la zona de elongacion de la ralz (Fig. 3b).

18



a b

Figura 3. Representacion esquematica de los estatocitos en direccion al vector de gravedad. El
nicleo (N), se localiza en la parte superior de la célula, el reticulo endoplasmico (RE) en la
periferia y los amiloplastos (AM) sedimentados en la célula (Fig. a). Al orientarse el apice de la
raiz perpendicuiarmente al vector de la gravedad, los amiloplastos se reorientan y se sedimentan
scbre el Reticulo Endopldsmico en la pared lateral de la célula (Fig. b) (Tomado de Chen et
al.,1999)

Las células de la columela son polarizadas y contienen amiloplastos, éstas, se diferencian en
células de la periferia, las cuales se caracterizan por la rapida movilizacion del almidén,
acumulacion de vesiculas secretoras y secrecion de mucilago.
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3.0 ANTECEDENTES

3.1 HIDROTROPISMO

El hidrotropismo es importante para las plantas porque gracias a este estimulo las raices
pueden dirigir su crecimiento hacia |a fuente de humedad, condicion indispensable para la
sobrevivencia y buen desarrollo de las plantas.

Los primeros estudios que demostraron hidrotropismo positivo en raices fueron realizados
por Knight en 1811 y Sachs en 1872 retomé las investigaciones trabajando con muchas
especies de plantas. Su trabajo consistid en hacer un cilindro humedo de asemin y con
ayuda de una malla colgé las plantas previamente germinadas en él y observé, que al
principio las raices crecieron hacia abajo mostrando un gravitropismo positivo, y después se
curvaron hacia el substrats humedo creciendo hacia la fuente de humedad (Fig. 4). Darwin
{1881), utilizé el método de Sachs (1872), y demostrd que la punta de la raiz era el sitio de
percepcion a gradientes ambientales. Posteriormente en 1883 Molish, estudid el
hidrotropismo en plantas de maiz y chicharo. Hooker (1915), establecié gradientes de
humedad poniendo en un extremo de una camara experimental papel fitro hGmedo y en el
otro varias concentraciones de acido sulfurico, creandose asi un gradiente de humedad,
después colocd raices verticalmente a diferentes distancias entre los dos puntos de la
camara. Al trabajar con las raices de Lupinus, sugirié que la sensibilidad hidrotrépica reside
en la cofia. Al aplicar un gradiente de potencial hidrico en la zona de elongacion de la raiz no
se induce hidrotropismo positivo (Takano et al., 1995).

(1872). En una canasta con aserrin himedo, las raicas crecen hacla la fuente de

|
Fig.4. Exparimento de Sachs. El hidrotropismo en raices fue demostrado por Sachs
humedad venciendo |la fuerza de la gravedad.
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Se han hecho estudios de hidrotropismo en una mutante agravitrpica del chicharo
ageotropum, (Jaffe et al. 1985, Takahashi y Suge, 1991) donde se demostrd que el
hidrotropismo ccurria  independientemente del gravitropismo. Takahashi y Scott (1993),
expusieron raices a diferentes gradientes de humedad dentro de una camara cerrada con
una especie de estopa himeda y una solucidn saturada de varias sales. En 1995, Takano y
Col. reportaron la curvatura hidrotrépica de la raiz en respuesta a un gradiente de potencial
hidrico al colocar asimétricamente un bloque de agar con 0.5—1.5 MPa de sorbitol a la
altura de la cofia, por lo que proponen que ésta dftima es la que sensa el estimulo
hidrotropico (Takahashi,1997). Cuando se cubre el apice de la raiz entre 1.5 - 2 mm con
aceite de ofiva o lanolina, y queda expuesta Ia raiz a un gradiente de humedad, ésta no
responde hidrotrépicamente (Darwin 1881, Molisch 1883, Hirasawa et al. 1997). Por ofro
lado, cuando se cubre con lanolina la zona de maduracién y de elongacion de la raiz y queda
expuesto el apice, hay curvatura hidrotrépica (Hirasawa et al. 1997). Estas observaciones
sugieren que las células que perciben un gradiénte de humedad e inducen respuesta
hidrotrépica son ias de la cofia (Takahashi 1997).

Se ha propuesto que el calcic es importante para la induccién del hidrotropismo. La
respuesta hidrotropica a consecuencia de la aplicacion unilateral de sorbitol a la cofia es
inhibida por un pretratamiento de 10 mM de EGTA (acido etilenglicol tetraacético), un agente
quelante (atrapa el calcio), al reemplazar el EGTA por una solucion de cakio 10 mM antes
de la hidroestimulacion, la respuesta hidrotrépica se recupera (Takano et al., 1997).

Estos resultados son similares a los obtenidos en una ralz gravitropica cuya respuesta se ha
inhibido por la presencia de un agente quelante, sugiriendo asi, un importante papel en el
gradiente del calcio apoplastico y del influjo de éste a través de la membrana plasmatica en
el mecanismo de fraduccién de sefial de! hidrotropismo, €l cual puede causar cambio
diferencial en la extensibilidad de la pared celular en la region de elongacién (Takahashi,
1997).

Takano y Col. (1999) reportaron la expresién de la endoxiloglucano transferasa en la
mutante ageotropum (Ps-EXGT1), como respuesta al estimulo hidrotrépico, al jugar un papel
importante en el crecimiento por extension celular. La enzima corta los polimeros de
xiloglucano y liga los nuevos que se han generado, a la parte terminal reducida en otra
cadena de xiloglucano (Smith y Fry 1991, Farkas et al., 1992, Fry et al., 1992, Nishitani y
Tominaga 1992, Fanutti et al., 1993, Nishitani 1995).

Takahashi y Col. (2002) reportaron un sistema experimental para estudiar hidrotropismo en
raices de plantas de Arabidopsis thaliana. Las raices mostraron una curvatura en respuesta
a un gradiente de humedad generado por la aplicacién de un bloque de 1% de agar y una
solucién saturada de KCl o K:COs en una cdmara cerrada. Con este sistema la curvatura
hidrotropica comenzé a los 30 min y alcanzé su méaximo entre 80-100 grados en un pericdo
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de 24 h. Generaron también un gradiente de potencial hidrico al poner raices entre bloques
de 1% de agar y agar conteniendo 1Mpa de sorbitol todo en un ambiente de aire himedo.

3.2 Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana es una herbdcea anual, pequefia que pertenece a la familia
Brassicaceae. Esta ultima cuenta con 350 géneros y 3,000 especies.

A, thaliana presenta fases separadas de crecimiento vegetativo y reproductivo. El desarrollo
vegetativo est4 caracterizado por la produccién de hojas en un arreglo en espiral (roseta), en
el tallo hay pequefios intemodos entre las hojas sucesivas. E! nimero de hojas que forman la
roseta varia con las condiciones climaticas, a baja temperatura hay poco desamollo y
también con la duracion del dia, dias cortos retardan la fioracion.

El origen gecgrafico exacto de A. thaliana es desconocido, pero se ha pensado que viene de
Eurasia. Algunos autores sugieren que procede de las regiones aitas de Asia o del oeste de
los Himalaya (Berger, 1965, Rédei, 1970). Se encuentra en diferentes regiones geograficas y
ecoldgicas, predominantemente en climas moderadamente templados del hemisferio norte.
A. thaliana es com(n en Europa y en el oeste de Asia, asi como en areas localizadas de
Australia. El habitat de Arabidopsis esta en las altas montafias ecuatoriales de Africa hasta
las altas tierras de los Himalaya y la mayor parte de Europa templada. Las poblaciones
silvestres son anuales, la semilla germina en el otofio, sobrevive durante el inviemo en la
" fase vegetativa de roseta, y la transicion a la floracion es en primavera.

A. thaliana ha sido conocida por los botanicos desde hace cuatro siglos y utilizada en
estudios experimentales de investigacion hace cerca de un siglo. En 1907, Laibach reportd el
nimero de cromosomas de Arabidopsis durante la metafase (2n=10) y que eran de tamafio
pequefio comparados a los de otras especies relacionadas con Brassica.

A. thaliana ha servido como modelo para muchas investigaciones de genética molecular,
desarrollo vegetal, incluyendo patrones de formacion, fisiologia, bioquimica e interaccion
planta-patégeno. En 1943, Laibach utilizé esta herbacea como modelo en experimentos
genéticos por ser de tamaiio pequefio, generaciones rapidas (5-6 semanas bajo condiciones
optimas de crecimiento), crece bien en condiciones controladas, ya sea en el suelo o en
medio definido, facil de cruzar y autofertilizar, fecundidad {mas de 10,000 semillas por
planta), niimero cromosoémico pequefio y facil de mutagenizar.



Se han reportado mutantes que afectan el meristemo vegetativo (Koorneef et al., 1983;
Leyser y Fumer, 1992; Medford et al., 1992; Sung et al., 1992; Alvarez, Griffith, Clark y D.
Smith, no publicado); mutantes que tienen afectado su patrén bioquimico y fisiologico (Rédei,
1970; Rédei, 1975; Estelle y Somerville, 1986; Meyerowitz, 1987; Bowman et al., 1968,
Meyerowitz,1989; Klee y Estelle, 1991; Rédei y Koncz, 1992); y mutantes que tienen
afectada su percepcion a la luz (Koomneef et al., 1980; Chory et al., 1989 a y b; Khurana et
al., 1989; Khurana and Poff, 1989; Konjevi'c et al., 1989; Parks et al.,1989; Chory et al.,
1991; Deng et al., 1991; Somers et al., 1991; Okada y Shimura, 1992 a; Wer y Deng, 1992;
Parks y Quail, 1993).

Han sido identificadas mutaciones que alteran {a produccién o percepcion de fitohormonas,
en sus cinco clases conocidas: giberelinas, auxinas, citccininas, acido absclisico y etileno
(Klee y Estelle,1991; Koomneef y van der Veen, 1980; Koornneef et al., 1985; Koomneef et
al., 1982b; Koomnneef et al., 1984; Koornneef et al.,, 1989 a; Nambra et al., 1992; Su y
Howel, 1992; Bleecker et al., 1988; Guzman y Ecker, 1990; Harpham et al., 1991).

Las mutantes afectadas a la percepcién de las auxinas, estan representadas por cinco loci
que han sido aisladas por tamizado para la resistencia a la auxina artificial, el acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D). Mutantes en fres de los loci son resistentes a auxina (auxin
resistant, aux1) (Maher y Martindales, 1980; Mirza et al., 1984; Mirza, 1987b), (auxin
resistant, axr1) (Estelle y Somerville, 1987; Lincoln et al., 1990} y agravitropic roots (agr1),
raices agravitropicas (Bell y Maher, 1990; Mirza et al., 1984 Olsen et al., 1984; Mirza, 1987b;
Lincoln et al., 1990; Wilson et al., 1990; Timpte et al., 1992), estas mutaciones son recesivas,
mientras que dwarf, dwf (enano) (Mirza et al., 1984) y axr2 (Wilson et al., 1990), son
dominantes.

Los brasinoesteroides, son hormonas vegetales esenciales en el crecimiento y desarrolio
normal de las plantas. Las plantas mutantes deficientes en esta hormona presentan
fenotipos enanos, que incluyen hipocétilos y hojas con peciolos cortos, hojas epinasticas y
de color verde oscuro, fertilidad masculina y dominancia apical reducidas, senescencia y
floracion retardada asi como la de-etiolacion en la obscuridad, algunos ejemplos son las
mutantes semidominantes b1y bin2 (Yin et al.,2002).

Se han aislado mutantes con deficiencias en el metabolismo folorespiratorio (Somerville,
1986; Estelle y Somerville, 1986; Somerville y Orgen, 1983; Somerville et al., 1982), y
también se han reportado mutantes con el metabolismo de nitratos alterado (Braaksmy
Feenstra, 1973; Braaksma and Feentra, 1982; LaBrie et al., 1992; Crawford et al., 1992).
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3.3 ORGANIZACION CELULAR DE LA RAIZ DE Arabidopsis

La ralz de Arabidopsis tiene una organizacién sencilla por la presencia de pocas capas de
células. En la parle intena y hacia el exterior, encontramos el sistema vascular: xilema y
floema, rodeade por una simple capa de periciclo, enseguida la endodermis, cortex y
epidermis. En el apice de la raiz esta una estructura celular que protege al meristemo
radicular del dafio durante el cracimiento en el suelo, y lleva a cabo miltiples funciones de

respuesta para la raiz. Esta estructura es la cofia, compuesta por la columela central y
células de la periferia (Fig. 5).

Tepdo vascular v Peticiclo
Cortex inicial

Conex v Endlodemis
Epidermis

Tricoblasio

Africoblasic

Cofia [ateral

Columela

;
|

P e e L B o) e O PO S Bt Rl U M e e

Figura 5. Representacidn esquematica de la ralz de Arablidopsis thailana.
(Tomado de van den Berg et al., 1998).
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La organizacién celular de la raiz es establecida durante la embriogénesis. En Arabidopsis,
la primera divisién del cigoto genera una célula apical y una basal. La raiz se forma de los
derivados de ambas células (Fig. 6). De la parte superior de la célula basal, la hipéfisis, se
genera el centro quiescente y las células iniciales de la columela. De la célula apical se
deriva el resto de la raiz y el meristemo radicular (Fig. 6a).

Figura 6 a-d. Desarrollo de la raiz de Arabidopsis desde el cigoto hasta la formacion de los
diferentes tipos de células iniciales que rodean al centro qulescente: a) estado globular del
embridn, (la flecha indica la primera divisién del cigoto que genera una céiula apical y una basal) b)
forma-corazon del embrion; todas las células del meristemo de la ralz estin presentes, c)
asquema de un corte longitudinal de la ralz de la planta: diferentes tipos de células iniciales que
rodean al centro quiescente, d) acercamiento de la regién central de la ralz donde observamos:
Cortex: cortex; Epid: epidermis; CL: cofia lateral; Col: columela; Endo: endodermis; Estele.
(Tomado de van dan Berg et al., 1998).

En la parte apical del meristemo se generan por divisidn mitética grupos de células iniciales.
Estos grupos de iniciales son separados para formar las células del sistema vascular, las
células del periciclo y las células de la columela. Las epidérmicas iniciales dan origen a la
epidermis y & la cofia lateral, y las corticales iniciales a la corteza y endodermis. Las células
iniciales tienen contacto con las cuatro células mitéticamente inactivas del centro quiescente
(Fig. 6¢-d) (van den Berg et al., 1998). Las células hijas de las iniciales son desplazadas
gradualmente del meristemo en todas las direcciones, a determinada distancia de la cofia,
las células dejan de expandirse lateralmente, e incrementan su elongacion
longitudinalmente. La region de transicion donde las células se expanden lateral y
longitudinalmente se denomina zona de elongaclén dls_tal (DEZ). La regién donde ocurre la
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elongacién celular longitudinal, constituye la zona de elongacién central (CEZ) y la zona de
elongacion proximal, ambas son conocidas como zona de elongacién principal (MEZ). Al
mismo tiempo las células se diferencian en tejido vascular, pericicio, endodermis y células
corticales, localizadas en la zona madura (Masson, 1995).

3.4 TRANSPORTE POLAR DE AUXINAS

Las hormonas vegetales como son el etileno, acido abscisico (ABA), citocininas, giberelinas
y auxinas regulan una amplia variedad de procesos de desarrolio. Las auxinas en particular
son de gran interés porque participan en la elongacion celular (Barkley y Evans 1970; Evans
1974, 1984), dominancia apical (Tamas, 1988}, diferenciacion del tejido vascular (Aloni, 1987}
y en respuestas tropicas como son el fototropismo, gravitropismo e hidrotropismo. Si el
transporte de auxinas es esencial en los tropismos, entonces, diferentes estimulos como la
gravedad, luz o gradientes de humedad pueden activar distintos mecanismos del transporte
de auxinas (Okada y Shimura, 1992). El transporte polar de auxinas se realiza de dos
maneras: el transporte acropétalo que se lleva a cabo de la base de la raiz hacia el apice,
y el transporte basipétalo del apice hacia la base. Este transporte es regulado por
acarreadores del infiujo y eflujo (Rashotte et al., 2000). Varias proteinas estan relacionadas
con el eflujo de auxinas, grandes complejos de proteinas pueden ser necesarics para el
movimiento de esta hormona. Las proteinas mejor caracterizadas en este aspecto son las
PIN, las cuales son codificadas por una numerosa familia de genes en Arabidopsis. Hay
otras proteinas que se unen a inhibidores del eflujo de auxinas como el NPA que son las
multidrug resistance-like (MDR): AtIMDR1 y p-glicoproteinas: AIPGP1 y AtPGP2 (Muday,
2002). Las plantas que tienen aiteraciones en el gen AUXY, el cual esta implicado
directamente en el transporte polar de influjo de auxinas, tienen afectada su respuesta
gravitrépica, y su fenotipo puede complementarse con pequeiias cantidades de ANA (Acido
1-naftalenacético) en el medio, ya que ésta hormona pasa eficientemente la membrana
plasmatica y el 2,4-D (Acido 24-diclorofenoxiacético) y el AIA (Acido indol-3-acético)
requieren de un acarreador del influjo (Chen et al., 1998; Lusching et al.,1998; Miiler et al.,
1998; Marchant et al.,1999; Friml et al., 2002b; Boonsirichai et al., 2002).
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4.0 MARCADORES MOLECULARES

Mapear una nueva mutacién en una region bien definida del cromosoma es esencial para el
andlisis genético de la mutante y posteriormente para clonar ef gen correspendiente.

Un marcader molecular se caracteriza por presentar pequefias variaciones en la secuencia
del DNA. Son codominantes, lo cual significa que los dos cromosomas de la planta pueden
ser genotipificados y asi obtener la maxima informacion de la poblacion de mapeo.

Existen varics marcadores utilizados en estudios de mapeo con Arabidopsis:

Los CAPS Cleaved Amplified Polymorphic Sequences

dCAPS derived Cleaved Amplified Polymorphic Sequences

RFLPS Restriction Fragment Length Polymorphism

RAPDs Random Amplified Polymorphic DNA

AFLP Amplified Fragment Length Polymorphism

SSLP (Simple Sequences Length Polymorphism)

En el presente estudio se utilizaron los marcadores SSLP, que son a los que hago
referencia: -

SSLP (Simple Sequences Length Polymorphism)

El genoma de Arabidopsis come otros genomas eucariontes, tiene secuencias cortas
repetidas. Estas secuencias también son llamadas microsatélites. Estas regiones han sido
divididas en tres clases:

1. Satélite: repeticiones en 100-5000 bp cercanas al final del cromosoma y al
centromero.

2. Minisatélites: consta de tandems de 10-100 bp.

3. Microsatélites: compuesto de tandems 1-6 bp.
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Estas secuencias repetidas son generalmenie polimérficas en diferentes ecotipos, porque
varia el nimero de unidades repetidas. Este polimorfismo es lamado SSLPs y corresponde
a los microsatélites,es usado como un marcador genético codominante.

Los tandems mas comunes son dinucléotidos: (CA)n, (CT)n, (AT)n.

Algunos de los microsatélites encontrados en plantas son:

o papa (AT),, (GA) ¥ (CG)n

+ malz (CA)ny (GA)n

Los microsaltélites mas abundantes en plantas son: (A}y — (AT)y __,, (GA)n con (CA}n.
(Giraudat y Col, EMBO COURSE)

Los oligonucléotidos, que son complementarios a las secuencias nucleotidicas que
flanquean los minisatélites, se usan para amplificar secuencias cortas repetidas mediante la
técnica de PCR. Esta técnica amplifica segmentos cortos del genoma mediante ciclos de
calor y frio; el DNA se desnaturaliza con calor, se baja la temperatura para que los
oligonucledtidos se unan a las secuencias complementarias y en otro ciclo de calor la DNA
polimerasa sintetiza la cadena desde la terminacién 3'-OH de cada oligonucleétido En el
ejemplo de la Fig. 7, hay una secuencia repetida, el dinucledtido (AT), que en el caso de
Columbia (Col) tiene (AT)2 repeticiones y en Landsberg erecta (Ler) ftiene (AT)s
repeticiones. Por lo tanto los productos de PCR del DNA de Col y Ler van a tener tamarios
diferentes. Para el ecotipo Col el tamafio del producto de PCR(fragmento), es de 150 pares
de bases (bp), y para el ecotipo Ler es de 140bp. El tamafio de cada fragmento puede ser
visualizado mediante electroforesis en geles de agarosa (GE).
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(bpy Std Cof Ler Het

Fig.7. Marcadores moleculares para mapeo posicional en Arabidopsis thaliana (Lukowitz
of.al. 2000)

Se han disefiado diversos sistemas de escrutinio para estudiar y aislar mutantes afectadas
en respuesta a estimulos ambientales como gravedad, luz, obstaculos o bien combinacion
de éstos estimulos, y no se habian disefiado sistemas que permitieran identificar mutantes
afectadas en su respuesta hidrotrpica. En este trabajo se disefié un sistema que permite
identificar mutantes afectadas en su respuesta hidrotropica, se anexa el articulo publicado
sobre este sistema. A no hydrotropic response Root Mutant that Responds Positively to
Gravitropism in Arabidopsis.
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Antes de esta investigacion no existian reportes de mutantes no hidrotrépicas, por lo tanto, el
aislamiento de estas mutantes, nos abre nuevos horizontes de investigacion, pues nos
permiten dilucidar los genes que participan en este proceso. Para lo cual nos planteamos los
siguientes objetivos:

5.0 OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GENERAL

El presente trabajo tiene come objetivo aislar y caracterizar mutantes que presenten un
fenotipo aberrante en la respuesta al hidrotropismo a partir de semillas de Arabidopsis

thaliana que fueron tratadas con 0.3% de etil metano sulfonato (EMS).

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

= Realizar tamizado de plantas M2.

= |dentificar posibles mutantes con fenotipo no hidrotrépico.

= Obtener una linea mutante pura por refrocruzamientos (cruzas repetidas de la
mutante no hidratrépica con su ecotipo progenitor).

= Caracterizacion genética y fisioldgica de la mutante hidrotrépica aislada.

= Analisis comparativo de la anatomia de la raiz del ecotipo Columbia y mutantes.

= Realizacion del Mapeo Grueso de la mutacién no hidrotropica.

6.0 HIPOTESIS

El estimulo hidrico provoca que varios genes se activen e inicien una cascada de
transduccion de sefiales que originan una respuesta.



7.0 MATERIALES Y METODOS.

7.1 MATERIAL BIOLOGICO

Para la realizacion del presente trabajo, se partio de un lote de semillas de Arabidopsis
thaliana ecotipo Columbia-0 que fueron mutagenizadas con 0.3% de Etil-Metano-Sulfonato
(EMS). Este lote se dividi al azar en 10 sublotes denominados nhr1, nhr2, nhr4-nhr8, nhr10,
nhr12 y nhr13 que son los progenitores My, Parte de las semillas de estos lotes se sembraron
en maceta para obtener la generacion M; y posteriormente la M2 con el fin de poder
seleccionar no sclamente las mutantes dominantes, sino también mutantes recesivas.

Las semillas mutagenizadas de Arabidopsis se esterilizaron con una solucion (viv) de Triton
20% e hipoclorito de sodio 25%. Las semillas se mantienen en agitacion constante durante 5
min y se enjuagan cinco veces con agua destilada esterilizada, por (ltimo se dejaron en agar
suave (ver Apéndice 2). Todos estos pasos se realizan en una campana de flujo laminar.

7.2 MEDIO DE SELECCION

Para seleccionar la mutante de interés, se ide6 en el laboratorio un medio de tamizado que
nos permitié simular condiciones donde hay diferencias en el potencial hidrico, entre 0.5-
1.5MPa, el cual es un factor necesario para inducir una respuesta hidrotrépica. El medio de
cultivo utilizado fue el propuesto por Murashige y Skoog (1962) (MS) (Apéndice 1).

Para preparar el medio de cultivo se utilizaron soluciones conceniradas de: macro
nutrimentos, micronutrientes, Na, Fe EDTA; ias cuales se encontraban preparadas en
concentraciones de 20X. El medio de cultivo se preparé en vasos de precipitado.
Dependiendo del volumen de medio que se fuera a preparar, se tomaron alicuotas de las
soluciones concentradas de cada uno de los componentes del medio nutritivo, se agregaron
al vaso de precipitado cuya solucion se encontraba en agitacidn constante sobre una parrilla
Coming con agitacién magnética. Se adicion6 sacarosa (J.T. Baker). El (H se ajusio6 entre
5.7-5.8 con ayuda de un potenciémetro digital Beckman adicionando HCl y NaCH 0.5 y
0.1N y el volumen final se afor en probetas graduadas. El medio de cultivo se dividié en dos
partes, una mitad es el medio normal a la cual se le agregd el agar ( Bacto™ Agar DIFCO)
{ver Apéndice 1), y a la otra mitad se le adiciond glicerol y acide alginico para hacer el
medio estresante (Apéndice 2), una vez disueltos se agregd el agar. Por dltimo se taparon
ambos matraces y se esterilizé el medio en un autoclave a una presion de 1.5 Kg/cm? a una
temperatura de 120°C durante 20 minutos.
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Para vaciar el medio de seleccion, primero se coloct en las cajas de Petri cuadradas los
separadores ( tiras de acetato), a la mitad de ia caja. Enla mitad inferior de la caja, se vaci6
el medio estresante, se dejo gelificar muy bien y se retir6 la tira e inmediatamente se vaci6 el
medio normal el cual se dejé gelificar muy bien también y se procedio a la siembra.

Ambos medios se vaciaron dentro de una campana de flujo laminar VECO, la cual fue
previamente limpiada con alcohol etilico industriai, se introdujo un frasco con alcohol en
donde estaba sumergido todo el instrumental necesario, y también se introdujeron las tiras
(separadores), los cuales se esterilizaron previamente en autoclave. Todo el instrumental se
flamed.

1.3 SIEMBRA

La siembra de las semillas se realizo en condiciones asépticas, para asegurar ésta se
coloct dentro de la campana un mechero Bunsen. Las semillas previamente esterilizadas y
tratadas, como se menciond anteriormente, se sembraron sobre el medio normal utilizando
una pipeta Pasteur a una distancia de 1.3 cm hacia arriba de la frontera (se le llama frontera
a la unidn de los dos medios). Se sembraron aproximadamente 20 semillas de la mutante y
10 de las plantas de ecotipo Columbia de tipo silvestre como control (wt Col) por caja.

7.4 INCUBACION

Al término de la siembra, se sellaron las cajas con Parafilm y se incubaron en posicién
vertical en una camara con fotoperiodo 16 h luz / 8 h de oscuridad, con una temperatura de
249C y una intensidad luminosa de 1000 lux.

7.5 SELECCION DE LA MUTANTE

Las plantas con fenotipo “raiz larga” que entran al medio estresante y plantas con fenotipo
“raiz corta” cuya raiz es muy pequefia fueron las seleccionadas para el presente trabajo.
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7.6 TRANSPLANTE

Las plantas que presentaron fenotipo no hidrotropico se transplantaron a macetas con
metromix, las cuales fueron previamente esterilizadas. Después del transplante, ias plantas
crecieron en una camara de incubacion (Conviron) con fotoperiodo 16h luz / 8 h de
obscuridad, y temperatura controlada de 249 C hasta su madurez.

7.7 CRUZAS

Para realizar las cruzas se escogieron flores silvestres (wt Col) completamente abiertas
como donadoras de polen, esto nos asegur6 que éste fuera maduro. Como flor receptora se
escogieron botones de la planta mutante en los que se observara la parte superior del
estigma. A estos botones se les disectan los sépalos, pétalos y estambres para que quede
solamente el pistilo. El resto de las flores y botones de la inflorescencia se quitaron. Los
estambres de la flor donadora se frotaron en fa parte superior del pistilo asegurando asi que
el polen quedara depositado y se cubrid todo el pistilo con plastico Kleen pack. Se rotulé en
la inflorescencia la cruza realizada.

7.8 PRUEBAS FISIOLOGICAS

Los reguladores de crecimiento utilizados fueron: AIA (Acido indol-3-acético), BA (6-
Benzilaminopurina), 2,4-D (Acido 2,4-diclorofenixiacético), Kinetina (6-Furfurilaminopurina) y
ABA (Acido Abscisico). Como inhibidores del transporte polar de auxinas; se utilizé TIBA
(Acido 2,3,5-triiodobenzoico), y ACC (Acido 1-aminociclopropano-1-carboxlilico) como
precursor del etileno, todos preparados en soluciones concentradas 103 M, disolviéndose en
. alcohol etilico o NaOH 0.1N y de estos se tomaron alicuotas para obtener las
concentraciones deseadas.

Para las pruebas fisiologicas con reguladores de crecimiento, las semillas de las plantas
seleccionadas, se trataron como se explicé anteriormente y se sembraron en medio normal.
Se incubaron en fotopericdo durante cinco dias en posicion vertical y se transplantaron al
medio normal adicionado con las diferentes concentraciones de los reguladores de
crecimiento. Se puso una marca en la caja hasta donde liegaba el apice de la raiz y se
dejaron crecer en posicion vertical en una camara de incubacién con fotoperiodo y al cabo de
siete dias se cuantifico el crecimiento tomando imagenes de la raiz con una camara Cohu
6415 lente Canon Macrolens FD 50 mm 1:3.5. Ef crecimiento se midié con el programa
Visiclab 2000, (Biocom, France) Windows 98 en una computadora Dell Pentium Il. Los
resultados se procesaron en el programa Excel 98.




7.9 PRUEBA DE TIGMOTROPISMO

ESTIMULO CON AGAR DURO

Para llevar a cabo esta prueba, se prepararon las semillas, como se explico anteriormente, y
se sembraron en medio normal solidificado con 1.5 % de agar como lo reportaron Okada y
Shimura en 1990. Se dejaron crecer en posicién vertical durante cinco dias, posteriormente
se inclinaron las cajas 45° con respecto a la vertical y se dejé el estimulo por dos dias, al
término de este tiempo se regresaron a la vertical y permanecieron asi por dos dias mas, y
se tomaron fotografias con una cadmara digital Nikon D-1.

7.9.1 ESTIMULO CON OBSTACULOS

A plantas crecidas por cinco dias en medio normal se les colocaron cerca del apice de la raiz
perlas de vidrio, las cuales simulaban un obstaculo, al cabo de dos dias se observé la
respuesta.

7.10 PRUEBA DE GRAVITROPISMO

Las semillas de la mutante y del control se prepararon, como se ha explicado anteriormente,
se sembraron en medio normal y se dejaron crecer durante cinco dias. Al cabo de este
tiempo se gird la caja 90° y se tuantificd la curvatura provocada por el estimulo de la
gravedad.

También se cuantifico el angulo formado durante el primer estimulo y en la re-orientacion, es
decir se aplico el estimulo gravitropico por primera vez y se tomaron lecturas del anguio
formado cada 2 h hasta 10 h, se dejo el estimulo hasta las 24 h y se regresaron las cajas a la
vertical y se tomaron lecturas del angulo en el segundo estimulo o re-crientacién cada 6, 8,
12y 24 horas.

Para cuantificar los angulos, se tomaron imagenes digitales y se empled el mismo programa
citado anteriormente.

Se efectué un experimento al que se denomind “prueba capas” que consistid en sembrar
semillas de la mutante tratadas previamente como se explicd, y sembradas en medio normal
con 0.9% de agar, se dejaron crecer por cuatro dias en posicion vertical en una camara de
incubacion con fotoperiodo 16 h luz/ 8 h de oscuridad. Al término de este tiempo se puso ofra




capa de medio normal con 0.8% de agar cubriendo la plantula y se dejé crecer por dos dias
en posicion vertical, después de este tiempo se rotaron {as cajas 90° para observar el angulo
gravitrépico.

7.11 PRUEBA DE HIDROTROPISMO

Adentro de una caja de plastico se colocaron dos hidroestimulantes (fuentes de humedad),
se sello bien la caja y se dejd asi por dos dias para que ésta se saturara de humedad,
obteniéndose asi una camara himeda. Se construyeron unos soportes, los cuales se
colocaron a 4 mm aproximadamente del hidroestimulante para suspender las plantas nhr1 y
silvestres de 10 dias de edad. En medio de las fuentes de humedad se colocd un recipiente
con solucién saturada de KCI. Se sellé la camara y se esperd fa respuesta. (Fig. 18)

7412  CRECIMIENTO DE LA RAIZ DE LAS PLANTAS CON FENOTIPO “raiz
corta” CON 2,4-D, NAA, ABA Y NITRATO DE PLATA.

Del medio de seleccion se escogieron plantas que presentaron el fenotipo raiz corta, de 10-
12 dlas de edad, y se transplantaron a medio MS normal, mas las vitaminas del medio BS, y
3% de sacarosa. Las concentraciones hormonales probadas fueron:

24D 1uM 1M
NAA 1M
ABA 1 uM BAP 0.44pM

Nitrato de Plata 10 uM
0.1uM
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7.13 DETERMINACION DE GLICEROL LIBRE

Se ocupo la parte aérea y la ralz de plantas wt Col y nhrf de 10 dias, crecidas en medio
normal y en medio de seleccién. Se homogeneizd primero con 50 pl de NaOH 0.1M, se
enjuagd con 50 pi de la misma solucién y se llevd a un volumen final de 50 pt con agua
destilada estéril. De este homogenizado, se tomé una alicuota de 100 ul para determinar
proteinas segun el metodo de Bradford (ver Apéndice 6) y 250 pl para determinar glicerol
(ver Apéndice 3).

7.14 ANATOMIA COMPARADA DE LA RAIZ SILVESTRE Y MUTANTES nhr1

Para realizar el estudio comparativo, se utilizaron raices de plantas silvestres, raices
heterocigotas nhrf y homocigotas nhr1 de 5-10 dias crecidas en medio de seleccién y en
medic normal. Una parte del estudio consistié en aclarar las raices y observarlas con optica
Nomarski en un Microscopio Optico Nikon (Apéndice 3), y ofra tefiifas con loduro de
Propidio 10 pg/ml durante 5 min y se observaron al Microscopio Confocal MRC-600 laser
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA).

7.15 CORTES ANATOMICOS

Para la realizacién de los cortes anatdmicos, se utilizaron &pices de raices heterocigotas
nhr1 de 10 dias y se incluyeron en la resina LR White (Apéndice 4).

7.16 EXTRACCION DE DNA GENOMICO Y PCR (POLYMERASE CHAIN
REACTION})

MAPEO GRUESO

Para la extraccidén del DNA se utilizaron hojas de plantas de aproximadamente de dos a tres

semanas de edad. El método que se siguid fue el reportado por Lukowitz y Col., (1996) y por
Klimyuk y Col., (1993).




Se generaron dos poblaciones para mapeo a partir de la cruza de {a mutante “ralz larga” F2
(Bs) con Landsberg erecta (Ler) y Wassilewskija (Ws), se seleccionaron estos ecotipos
debido a que se puede cbiener poblaciones polimorficas. De la F1 generada de la cruza de
la mutante “raiz larga” x Ler y mutante “raiz larga” x Ws, se crecieron cinco plantas hasta la
madurez. Se escogio6 al azar una planta F1 de la progenie con la cruza con Ler y Ws para
hacer extraccion de DNA, esta muestra fue heterocigota (muestra A confrol). Las semillas
colectadas de estas plantas (F2), se esterilizaron y se frataron como se ha mencionado y se
sembraron en medio de seleccién, al cabo de diez dias se seleccionaron plantas con
fenotipo ralz larga y con fenotipo raiz corta. De la cruza con Ler se seleccionaron 55
individuos con raiz larga que crecieron en maceta, colectando tejido de hoja de cada uno de
ellos y de las plantas con raiz corta se seleccionaron 31 individuos y se aislé DNA d las
plantas completas colectadas directamente de las cajas Pefri . Con respecto a la cruza con
Ws colectamos un minimo de 64 plantas con fenotipo raiz larga, 64 raiz corta y 56 con
fenotipo silvestre (wt). Se hizo la extraccién de DNA de cada planta generando asl muestras
de DNA de la poblacion de mapeo (muestra B)

Se tomaron alicuotas de DNA individual de cada fenotipo y de cada poblacion de mapeo
para hacer una mezcla de DNAs por fenotipo y por poblacidn, a esta mezcla le lamamos
“bulk”. Hicimas un PCR con cada “bulk” usando los 22 marcadores moteculares reportados
por Lukowitz y Col.,, (2000), estas secuencias nos permiten abarcar secciones de
aproximadamente 10 cM (centimorgans) por cromosoma. Se realiz6 ef andlisis de ligamiento
por cromosoma y con cada marcador, seleccionando los marcadores con los cuales la
mutacién presentd ligamiento.. En la siguiente etapa, se hizo el andlisis por individuos,
usando el marcador con el cual se encontrd ligamiento, mas oiro marcador cercano al que
dio ligamiento. La concentracion de MgClz varié segin el marcador utilizado. Se escogieron
los marcadores moleculares SSLPs porque son ampliamente usados en experimentos de
mapeo y porque tienen la ventaja que no usan enzimas de restriccion y se evita el problema
de digestiones parciales.
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El Programa de PCR para los marcadores SSLPs utilizados fue el siguiente:

96° C, 1 min

940 30 seg

559, 30 seg

709, 1min

Ir al paso 2, 40 veces
5%, 1 min

49 00:00:00

Fin.

N EwWN =

Los productos del PCR se resolvieron en geles de agarosa de alta resolucion al 4% en buffer
TAE 1X a 120 volts durante 45 min.
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8.0 RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 CARACTERIZACION DEL MEDIO DE ESCRUTINIO Y AISLAMIENTO DE
MUTANTES NO HIDROTROPICAS.

En el medio de seleccion ideado, se determind a que distancia obteniamos una respuesta
hidrotrépica, sembrando las semillas silvestres (wt Col), en diagonal sobre el medio normal y
tomando las lecturas del potencial hidrico sobre la linea diagonal con un Microvoltimetro HR-
337 (Wescor Inc., Logan, UT). Se observé que a una distancia de 1.3 cm arriba de la union
de los dos medios (frontera) y con un potencial hidrico entre -0.6 y -0.7 MPa se presento la
respuesta hidrotrépica, y que conforme se alejan fas plantas de ésta unién hay incremento
en el nimero de raices laterales (Figura 8). El sistema de seleccién fue usado en una
poblacion de 26,400 plantas M2 provenientes de semillas mutagenizadas con EMS.

¥ J.nmml |— = 0.53MP

Medio Normal
~— mN

Frontera, unién de

los dos medios
zena de respuesta
hidrotrépica 1.3 cm arrlba
de la frontera con un MEst N .
hidrico entre 0.5 y 0.7MPa . Medio Estresante

Fig. 8. Diagrama del sistema de seleccion. Las semillas fueron sembradas diagonaimente a lo
largo de la linea dibujada en la parte superior de ia caja que commesponde al medio nomal (MN)
midiendo cada dia el potencial hidrico. La zona amarilla es donde la raiz de las plantas silvestres
dejan de crecer y donde se lleva a acabo la respuesta hidrotrépica, 1.3 cm arriba de la unién del
medio normal con el medio estresante (frontera). Conforme las plantas se acercan al exiremo
superior derecho, hay mas produccion de raices laterales. Los datos comesponden al promedio de
cuatro experimentos independientes.
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El lote inicial de semillas muiagenizadas M1, se dividié en 10 sublotes al azar. A cada unc de
estos se les asignd un nimero (esquema de caracterizacion genética), y se sembraron en
macetas para su autopolinizacidn y obtener la generacion Fz. La segunda generacién de
plantas de cada lote se sembré en el medio de escrutinio y se seleccionaron las plantas con
fenotipo no hidrotrépico “raiz larga” para su autofecundacion y generacion de la poblacion
Ms. Las plantas M3 se sembraron en el medio de sefeccion y se escogieron plantas con
fenotipo no hidrotrépico “raiz larga®. Segun las caracteristicas fenofipicas observadas, asi
como su viabilidad y vigor, se fueron descariande sublotes. De esta manera se eleigio una
familia de la generacion M (sublote 13), como la que reunié mejores caracteristicas
fenotipicas no hidrotrépicas.

A los 10 dias después de Ia siembra en medio de seleccion, se observo que las plantas de
tipo silvestre (control), presentaron una respuesta hidrotrépica, esto es, que la punta de la
raiz forma un gancho (como una letra L) para evitar entrar al medio estresante ya que siente
que hay un medio no favorable para continuar su crecimiento. Al hacer observaciones a 6-7
dias después de la siembra, vimos que ya habia respuesta hidrotrdpica y la raiz detuvo su
crecimiento. En cambio, habia plantas que no presentaron éstas caracteristicas incluso a ios
10 dias después de la siembra. Esto es, no presentaron respuesta hidrotrépica y continuaron
creciendo en direccion del vector de la gravedad llegando inclusive a pasar al medio
estresante. Una caracteristica fenotipica de éstas plantas es que al crecer en medio normal y
en posicion vertical, forma ondulaciones suaves. La linea de plantas que presentaban las
caracteristicas fenotipicas anteriores, es decir, sin formacién de gancho y raiz larga fueron
seleccionadas como posibles mutantes hidrotrépicas, y la lamamos nhr1 (no hydrotropic
response 1) (Fig. 9).
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Fig.9. Sistema de seleccion para el aislamiento de mutantes hidrotropicas. Plantas de 10
dias de edad en el sisterna de escrutinio ideado en el laboratoric. Se identificaron tres
tipos de fenotipos: la raiz heterocigota nhr1, |a raiz es larga y crece hasta llegar al medio
estresante y no presenta respuesta hidrotrapica, la raiz homocigota nfari(rch); que
presenta una raiz muy corta y la raiz silvestre que deja de crecer en el medio normal
después de 7 dias y muestra respuesta hidrotropica.
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En una cinética de crecimiento de la raiz nhr y silvesire en medio normal (MN) y en medio
estresante (MEst) no observamos diferencias en su crecimiento (Fig. 10A); sin embargo,
cuando ambas plantas crecieron en medio de seleccibn, en donde las semillas son
sembradas en el medio normal que se encuentra en la parte superior de la caja y abajo el
medio estresante, si encontramos importantes diferencias en el crecimiento de la ralz. La
raiz nhr1 continGa creciendo a pesar de estar en condiciones de déficit hidrico y la silvestre
detiene su crecimiento aproximadamente a los 7 dias (Fig. 10B).

35 7 20 -
5 | —4—silvestre Col MN 18 | —‘—z’s"gs“ Col
—8—nhr! MN 16 —m—nhr1 MSC
= 2.5 { —a— silvestre Col MEst ’E‘ 14
E —e—nhr1 MEst N 12
N 24 ©
[ 10 4
¥
2 15 g 8 -
£ 6
=) 1 i E
LYY - 2]
o 0 ——
" ‘ ; ' : ' 4 6 1 14 16
1 2 3 4 5 8 themp8 (@idé)
Tiempo (dias)

Fig. 10. Cinética de crecimiento de la raiz silvestre y heterocligota nhr! en medio Normal (MN), medio
estresante (MESt) y medio de seleccidn (MSC). Las semillas fueron sembradas en cajas solamente con
MN y otras unicamente con MEst y colocadas verticalmente en una camara de incubacion, se tomaron
lecturas todos los dias durante seis dias (A). Crecdmiento de la ralz silvestre y heterocigota nhr1 en
medio de seleccidon (B). Las medidas fueron tomadas con ayuda de imagenes digitales. Cada punto
representa el promedio + desviacién estandar (SD) de 20 individuos en total. Los datos son de tres
experimentos independientes.
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8.2 CARACTERIZACION GENETICA

Mutagénesis de semillas ecotipo Columbia con

EMS (0.3% etilmetano sulfonato)

ﬂ

El pool completo de semilias se dividio en diez
sublotes (1-2, 4-8, 10, 12-13)

ﬂ germinacién

M;

ﬂ autopolinizacion

M: Segunda generacion de plantas obtenidas a partir de
semillas de Arabidopsis thaliana mutagenizadas con

EMS ﬂ

Tamizado de plantas de cada lote en medio
normal/estresante, e identificacion de plantas
con el fenotipo de interés
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autopolinizacion

Seleccion de las plantas Ma en medio
normal/estresante con el fenotipo de interés

ﬂ

Seleccién de una familia del sublote 13 (nhr. no hydrotropic response)
Crecer en maceta

ﬂ

Obtencidn de la mutante que representa el fenctipo
deseado (no hidrotrépico)

Retrocruza con ecotipo Columbia (wt)
Mz x Col
Se cruza con wt para
disminuir la cantidad de
mutaciones no deseadas que

acomparian a la mutacion de
interés en plantas

mutagenizadas quimicamente

Obtencion de la F1 (B41)

ll



Andlisis de fenotipo de plantas F1 y seleccion con fenotipo no hidrotropico

Transplantarlas e@naceta y crecer
Fq (B1
H autopohmzacnén
Obtencion de semillas de la F2 (B1) y seleccion de
plantas con el fenotipo no hidrotrépico

ﬂ

Segunda retrocruza de plantas F2 fenotipo no hidrotrépice x Col

Seleccion del fenotipo deseado Fi1 (By)
F1 (B2)

autopolinizacion




Obtencion de la F2 (B2) y seleccion

ﬂ

Tercera retrocruza de plantas F2 fenotipo no hidrotrépico x Col

Seleccién del fenotipo deseado F1 (Bs)

F1(B3)

|

. autopolinizacion

Andlisis de Segregacion en la progenie F2 (B3)

autopolinizacion

cruzar con €l ecotipo Landsberg erecta (Ler) y Wassilewskija (Ws)
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F1 Muestra A heterocigoto para Mapeo Posicional

Permitir la autopolinizacién para obtener la poblacién de mapeo

F2 Seleccionar plantas mutantes homocigotas
Poblacion de mapeo

Buscar en que cromosoma se encuentra la mutacion por medio de la
técnica PCR (Polymerase Chain Reaction) y con marcadores SSLPs
(Simple Sequence Length Polymorphism)
Técnica de Clonacion Posicional
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Las plantas nhr1 Ms seleccionadas del medio de escrutinio, fueron retrocruzadas con piantas
silvestres Col. Con el objeto de depurar ésta familia de ofras mutaciones, se hicieran tres
retrocruzas con plantas nhr1 x plantas silvestres Col, siempre comprobando el fenotipo no
hidrotrépico en el medic de seleccién. Una vez que la silicua (fruto) abre, colectamos las
semiltas maduras F1 (B1), las sembramos en medio de seleccion y transplantamos a maceta
para que crecieran hasta la madurez y poder colectar la generacion F2(B1) que se obtuvo
por autofertilizacién. Se seleccionaron de nuevo plantas con fenotipo no hidrotrépico de esta
generacién en medio de seleccién y se cruzaron con la planta silvestre Col obteniendo
entonces la generacion F1(B2), se sigui6 el mismo procedimiento de seleccion hasta obtener
la generacion F2(B3).

La segregacion de la generacion F1(B3) que obtuvimos fue de 44 plantas con fenotipo
silvestre y 31 con fenotipo no hidrotrépico y una X2 = 2.26 < X2 5111} = 3.84, en donde 2.26
es menor que la X? de tablas con un probabilidad de 0.05 y 1 grado de libertad, lo que indica
que la muestra viene de una poblacion con proporcion genotipica 1:1 en donde nhrf es
parcialmente dominante (Cuadro 1).

CUADRO1
Generacidn Fenotipo wt Col | Fenotipo nhr? Clases fenotipicas X2
F1(B3) 44175 /78 2 X2=2.26< X205~ 3.84

Resultados F1(B3) = nhrt x wt Col
crecidas en medio de seleccion

La segregacion obtenida de la generacidn F2(B3), de la tercera refrocruza cormresponde a
113 plantas con fenotipo silvestre : 286 plantas con fenotipo no hidrotropico : 136 plantas con
fenotipo raiz corta. Se debe poner especial atencién en esta segregacion, ya que
observamos un nuevo fenotipo, diferente al silvestre y al no hidrotrépico. Esta plantula es
muy pequefia, con raiz corta y no llega a la madurez (Fig. 7). Al hacer la prueba de X2 con
una proporcion genotipicade 1: 2: 1, X2=4.563 < X2p052 = 5.99, |a segregacion corresponde
a plantas con fenotipo silvestre : plantas con fenotipo no hidrotropico heterocigotas (nhrf) :
plantas ralz corta homocigotas nfirf. La X? calculada es menor que la de tablas con 0.05 de
probabilidad y 2 grados de libertad; por lo tanto, se acepta que la muestra viene de una
poblacién con proporcién genotipica 1:2;1 (Cuadro 2).




CUADRO 2

Generacion| Fenotipowt | Fenotipo | Fenotiporaiz | Clases X2
Col nhri chica fenotipicas
F2(B3) 113/535 | 286/535 136/535 3 X2=4 53< X%059= 5.99

Resultados F2(B3) = nhr1 x wt Col
crecidas en medio de seleccion

8.3 ANALISIS GENETICO DE LA MUTANTE nhr1

Fenotipp  Fenotipo  Fenotipo

Cruzas Generacion wi nhrt raiz chica X2
NHR1/NHR1 x NHR1/nhr1 F1(B3) 44 K 0 2.26;P<0.05
F2(B3) 113 286 136 4.53:P<0.05

La X2 en F1 fue calculada para una relacién 1:1
La X2 en F2 fue calculada para una relacion 1:2:1
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La proporcion genética 1:2:1, se puede referir a una Dominancia Incompleta o Intermedia,
esto es que la proporcion genética Mendeliana 3:1 se medifica cuando el fenotipo
heterocigoto es intermedio entre dos homocigotos. Esto lo podemos comprobar también
porque la X2 calculada para F1(B3) es de 2.26 con un grado de libertad y la X2 para F2(B3)
es de 4.53 con dos grados de libertad, ambas son menores que la X2 de tablas, pero entre
elias son diferentes porque la primera fue calculada para dos clases fenotipicas menos 1y la
segunda para tres clases fenotipicas menos uno. Por lo anterior, se acepta la hipolesis de
que la muestra viene de una poblacién con proporcién genética 1:2: 1. De ahi que, la
mutante que denominamos nhr? con fenotipo ralz larga crecida en el medio de seleccion
coresponde a una mutante con dominancia incompleta heterocigota y la raiz chica es el
homocigoto recesivo crecida también en medio de seleccion.

8.4 EFECTO DE AUXINAS, CITOCININAS Y DE UN INHIBIDOR POLAR DEL
TRANSPORTE POLAR DE AUXINAS EN EL CRECIMIENTO DE LA RAIZ DE
nhr1

Como se mencioné en la introduccion, los inhibidores del transporte de auxinas, inhiben
tanto la respuesta gravitrépica como hidrotropica de raices (Takahashi & Suge, 1991;
Takano y Col. (1997). Ademas, estudios con mutantes de Arabidopsis resistentes a auxinas
y con defectos en el transporte polar de auxinas, han verificado el papel de auxinas en
gravitropismo (Bennet et al., 1996; Lusching et al., 1998; Femn et al., 2000; Harper y Col.
2000). Por ello uno de los propositos de este trabajo fue determinar el efecto de auxinas en
el crecimiento de la raiz de la mutante nhr1. '

El crecimiento de la raiz primaria es por lo general inhibido en presencia de auxinas
exégenas {Muday, 1994). Al aplicar exdgenamente diferentes concentraciones de las
auxinas 2,4-D y AlA en el medio, se observd que con AlA, a una concentracion de 0.01pM
en la planta silvestre se estimula el crecimiento de la rafz, aproximadamente un 50% mas en
comparacién con la rafz heterocigota nhrf (Fig. 11 A). Esto podria indicar que la mutante
puede tener afectados algunos acarreadores del eflujo de auxinas ya que la raiz nhr? es mas
sensible a la hormona natural AlA gue a la hormona sintética 2,4-D (cuyo movimiento de
eflujo es mas lento que el de AlA), o bien que la concenfracién enddgena del AlA en la
mutante sea més alta que en la planta silvestre y por lo tanto la regulacién del eflujo de
auxinas esté afectado. A concentraciones mayores en plantas de ambos genotipos silvestre
y heterocigota nhr1, el crecimiento de la raiz se inhibe. Con 2,4-D observamos un
crecimiento similar de las raices de plantas nhr? y raices de plantas silvestres. Por lo tanto,
las raices nhr1 no tienen alterada su respuesta a auxinas en comparacion con raices
silvestres (Figura 11 B). Resultados adicionales al presente proyecto se encuentran



contenidos en el manuscrito A no hydrotropic response Root Mutant that Responds
Positively to Gravitropism in Arabidopsis que aqui se anexa.
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Fig. 11. Efecto de las auxinas AlA y 2,4-D sobre el crecimiento de la raiz de plantas de
tipo silvestre y mutante heterocigota nhr1. Las plantas crecieron durante 4 dias en medi
nomal (MN), y se transplantaron a medio MS adicinado con varias concentracines
hormonales de AIA (A), v 2,4-D (B). Después de seis dias, el crecimiento de la ralz fue
graficado como crecimiento relativo (CRR). Cada punto representa el promedio
desviacion estandar (SD) de 15-20 individuas en total.
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Al aplicar TIBA, que es un inhibidor del transporte polar de auxinas, observamos que a bajas
concentraciones, s mas sensible la mutante nhr1, ya que se inhibe el crecimiento de la raiz.
Por el contrario, en wt Col a bajas concentraciones de TIBA, se incrementa el crecimiento de
la raiz y conforme aumenta la concentracién de TIBA, disminuye el crecimiento de la raiz
mutante en comparacién con plantas de tipo silvestre (Fig. 12). La raiz heterocigota nhr1
mostré mayor sensibilidad a TIBA que es un inhibidor especifico de los acarreadores de
eflujo de auxinas, a pesar de esto la respuesta gravitrépica de la raiz nhr1 no esta afectada
(Fig. 16-B). £l transporte polar de auxinas esta implicado directaments con la respuesta
gravitrépica, ya que mutantes como pin2 y pin3 que tienen afectado este transporte, también
tienen afectada su respuesta gravitropica en la raiz ( Lomax et al., 1995; Chen et al.,1998;
Boonsirichai et al., 2002) Resultados adicionales al presente proyecto se encuentran
contenidos en el manuscrito A no hydrotropic response Root Mutant that Responds
Positively to Gravitropism in Arabidopsis que aqui se anexa.
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Fig. 12. Efecto de un inhibidor del transporie polar de auxinas. Efecto de TIBA en el

crecimiento de la ralz silvestre (wt Col) v ralz de plantas heterocigotas nhri. Las plantas
crecleron durante 4 dias en medio normal (MN), y se transplantaron a medio MS adicionado
con varias concentraciones de TIBA. Después de seis dias el crecimiento de la raiz fue

graficado como crecimiento relativo (CRR). Cada punto representa el promedioc + desviacién
estandar (SD) de 15-20 individuos.
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El acido giberélico induce la elongacién del tallo; las citocininas la division celular; el efileno
induce la abscision; el acido abscisico la latencia. Esta ocurre cuando la planta percibe
condiciones adversas y detiene su crecimiento, igual ocurre cuando ia semilla no tiene las
condiciones Opfimas para su germinacion, por lo cual el ABA es conocido como la hormona
del estrés.

La biosintesis y funcidn de ABA dependen de la disponibilidad de agua por lo cual puede ser
un factor importante en la respuesta hidrotropica (Davies y Zhang,1991). La raiz heterocigota
nhr1 mostré mayor crecimiento en condiciones de déficit hidrico en comparacion con la raiz
silvestre. Dada esta respuesta probamos el efecto exdgeno de ABA en el crecimiento de la
raiz de plantas heterocigota y silvestre. A concentraciones bajas de ABA (1uM), la raiz
heterocigota nhr1 creci6 ligeramente menos que la raiz silvestre, pero a 10uM las raices de
las plantas silvestres crecieron aproximadamente 30% menos que la raiz de las plantas nhrt
(Fig. 12A), indicandonos una ligera pero significativa resistencia al efecto inhibidor dado por
ABA. También se examin6 la respuesta hidrotropica de las mutantes aba?-1 y abi2-1
(Koornneef et al., 1982) deficiente e insensible a ABA respectivamente, en nuestro sistema
de seleccion. Se observd que las raices de estas mutanies presentarcn una respuesta
hidrotropica positiva similar a la observada en plantas silvestres (Fig. 13B). Los resultados
mostrados en la Fig. 12A sugieren que el ABA juega participa en el hidrotropismo. La
respuesta hidrotrépica en ia raiz es el resultado de la reduccién del crecimiento sobre el lado
con més alto potencial hidrico y el mantenimiento o la reduccion del crecimiento sobre el
lado con menor potencial hidrico (Takahashi and Suge, 1991). Las raices deficientes en ABA
como abaf tienen un decremento importante en su crecimiento cuando son sometidas a un
estrés hidrico (Saab et al., 1990), este comportamiento no lo observamos en la raiz
heterocigota nhr1, por lo cual podemos suponer que los niveles endogenos de ABA en la raiz
heterocigota son mas altos que en ralces silvestres, ya que la primera continda su
crecimiento bajo estas condiciones. Ademas de que el ABA participa en la respuesta
hidrotropica de Ia raiz, podemos suponer que también forma parte de la regulacién de los
acarreadores dei efiujo de auxinas y del patrén de regulacion con la cofia ya que sus niveles
podrian percibir los gradientes de potencial hidrico y en general del medio ambiente. Se ha
sugerido que el ABA participa en el hidrotropismo por su interaccion con iones de calcio. El
EGTA, que es un agente quelante del calcio, es un fuerte inhibidor de la respuesta
hidrotrépica en las raices de chicharo (Takanao et al., 1997). El estrés hidrico y ABA causan
incremento de los iones de calcio citoplasmico (Kiegle et al., 2000; Webb et al., 2001).
Entonces es posible que el ABA regule los cambios en los niveles de caicio, lo cual es
requerido para la transduccion de la sefial de la respuesta hidrotropica (Takahashi et al.,
2002).
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Fig. 13. Efecto fisiolagico de la hormena acido abscisico y Crecimiento de las mutantes abal-1y abi2-1
en el sistema de seleccion. (A) Efecto de ABA, en el crecimiento de la raiz heterocigota nhri y la raiz
de tipo silvestre (wt Col) Las plantas crecieron durante 4 dias en medio normal (MN), y se
transplantaron a medio MS adicionado con varias concentraciones de ABA: Después de seis dias el
crecimiento de la raiz fue graficado como crecimiento relativo {(CRR). Cada punto representa el
promedio + desviacion estandar (SD) de 15-20 individuos.

(B). Respuesta hidrotrépica de la raiz de las mutantes aba1-1y abi2-2, deficientes e insensibles a ABA
respectivamente en el sistema de seleccidn
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Probamos la respuesta de otras hormonas en el crecimiento de la raiz nhr1, como son: las
citocininas bencil-adenina (BA) y kinetina (K) y el precursor del etileno ACC (Acido 1-
aminocyclopropano-1-carboxilico). Las citocininas son hormonas que regulan la divisién
celular y diferenciacion en las plantas. Al adicionar K en el medio, 2 una concentracion de
1uM, raices de plantas tanto de tipo silvestre como heterocigotas nhr1, mostraron
sensibilidad a la hormona pues no se indujo crecimiento, pero las raices de las plantas
heterocigotas bajan su crecimiento aproximadamente 30% mas que las raices de las plantas
silvestres, y a concentraciones més altas en ambas plantas el crecimiento decrece (Fig.
14B). Con BA observamos un patron semejante en ambas raices de las plantas silvestre y
nhr1, no se promueve el crecimiento y muestran sensibilidad a la hormona (Fig. 14A).
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Fig. 14. Analisis fisiolégico de la mutante heterocigota nhr1 comparado con |a silvestre. (A) Efecto
de las dtocininas BAy (B) K en el crecimiento de la ralz silvestre (wi Col) y heterocigota nhr?. Las
plantas crecieron durante 4 dias sn medio normal (MN), y se transplantaron a medic MS adicionado
con varias concentraclones hormonales de BA y K. Después de seis dfas el crecimiento de la raiz
fue graficado como crecimiento relativo (CRR). Cada punto representa el promedio t desviacion
estandar (SD) de 15-20 Individuos.



A concentraciones bajas de ACC (0.01uM), se induce el crecimiento de las raices de plantas
silvestres aproximadamente 20%, por el contrario, el crecimiento decrece aproximadamente
10% en raices de plantas nhr1. Sin embargo, al aumentar la concentracion de ACCa 0.1,1y
10uM, ambas raices disminuyen su crecimiento (Fig. 15).
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Fig. 15. Crecimiento de la raiz heterocigota nhrf y silvestre (wt Co) en presencia del
precursor de etileno ACC. Las plantas cracleron durante 4 dias en medio norma | (MN), v
se transplantaron a medio MS adiclonado con varias concentraciones de ACC. Después
de sels dlas sl crecimiento de |a ralz fue graficado como crecimiento relativo (CRR). Cada
punto representa el promedio + desviacién estandar {(SD) de 15-20 individuos.
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8.5 RESPUESTA DE nhr1 A OTROS TROPISMOS
8.5.1 TIGMOTROPISMO

Para realizar ésta prueba igualamos las condiciones fisicas reportadas por Okada & Shimura
(1990), al inclinar las cajas a 45° con respecto a la vertical y con agar duro, tanto las raices
de las plantas heterocigotas como las raices de plantas silvestres crecieron de forma
ondulada (Fig. 16A-B). Sin embargo, se observd que el patrén de crecimiento de nhr1
comparado con el de tipo silvestre, fue diferente porqgue la frecuencia de ondas en raices
heterocigotas es mucho mayor (Fig. 16A). Anteriormente se describieron piantas mutantes
wav2-1 y wav3-1 que presentan un patrén de crecimiento exageradamente ondulado y
mostraron sensibilidad a la inducciéon de hidrotropismo por gradientes de humedad (Okada
and Shimura, 1990; Takahashi y Col. 2002), quiza el hidrotropismo y la respuesia ondulada
de la raiz sean un factor com(in (Takahashi y Col. 2002).

Al poner obstaculos (perlitas de vidrio) cerca del apice de raices mutantes nhr? y raices de
tipo silvestre, las dos evadieron el obstaculo y continuaron su crecimiento (Fig. 16C), por lo
que |a respuesta al estimulo tigmotrépico aparentemente no esta afectada en raices de
plantulas nhrt.
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Fig. 16 Respuesta
tigmotropica en raices
heterocigotas nhr1. Patrén de
crecimiento en ondas de
plantas silvestres y nhrt
heterocigotas de 10 dias de
edad. Las plantas de 7 dias,
silvestres (crecidas en MN) y
nAr! (en medio de seleccidn)
fueron transferidas al ensayo
reportado por Ckada y Shimura
(B) y fotografiadas 3 dias
después (A). La evasion de
obstaculos {peras de vidrio)
fue igual tanto en raices
silvestres como en mutantes
nhr1 (C).
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Angulo (grados)

8.5.2 GRAVITROPISMO

Las raices de las plantas nhr1 respondieron significativamente mas rapido al vecior de la
gravedad que las raices de las plantas control (Fig. 17A y B). Posiblemente al responder ia
raiz heterocigota nhr1 a la gravedad, se activen sefiales de transduccion que resultan en la
formacion de la curvatura de la raiz en la zona de elongacion; sin embargo, los patrones de
sefializacién para la respuesta hidrotropica si estan alterados. Es importante sefialar que la
presencia de amiloplastos es necesaria para una respuesta Optima al estimulo de la
gravedad (Kiss et al., 1989), pero podrian no ser indispensables para la respuesta
hidrofropica. Es posible que células sensoriales presentes en la columela de la cofia perciban
tanto el estimulo gravitropico como el hidrotrépico, pero que estén involucrados diferentes
mecanismos de estimulo-percepcion (Takahashi et al., 2002).

En la prueba gravitropica de “capas”, la raiz si crece mas derecha y pudimos cuantificar el
angulo gravitrépico ( Fig. 18), formado como respuesta al estimulo.
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Fig

. 17. Cinética del angulo gravitrépico formado en ralces de plantas slivestres (wt Col) y heterocigota
nhr1. Las plantas heterocigotas y silvesires crecieron en posicién vertical y se dié el primer estimuio
gravitrpico girando la caja 90° guedando las ralces en posicién horizontal para iniciar el andlisis
gravitrépico (A). Después de 24 hr, se glraron las cajas a la posicion vertical para cuantificar el angulo de
recuperacién (B). Cada punto representa el promedio £ DS (n=15). Segln la prueba t Student encontramos
diferencias significativas entre las plantas silvestres y nhrf en 2 (P=0.01), 4 (P=0.00015), 6 (P=0.0014) y 8

(P=0.023) hr después del primer estimulo.
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Fig. 18. Formacién del dngulo gravitropico en raices de plantas tipo silvestres y heterocigota
nhrt cublertas con una capa de agar. Las plantas heterocigotas y tipo slivestres crecleron en
posicion vertical. Las ralices de las plantas heterocigotas nhr1 s cubrieron con una capa del
mismo medio y se dejo gelificar, después se gir6 la caja 90° quedando las raices en posicion
horizontal para iniciar el andlisis gravitropico. El 4ngulo se cuantifico al término de 12 horas.

8.5.3 PRUEBA DE HIDROTROPISMO

En el ensayo hidrofrépico pudimos comprobar que la raiz heterocigota nhr1 no fue capaz de
detectar la fuente de humedad y dirigir su raiz hacia ésta, como la hizo la planta silvestre
(control), la cual mostr6 una fuerte respuesta hidrotrdpica. En los primeros 10 minutos
observamos que la raiz de la mutante gir6 ligeramente en sentido contrario a la fuente de
humedad. Se sabe que el gravitropismo interfiere con la respuesta hidrotrdpica de la raiz de
varias especies de piantas (Takahashi, 1997). Nosofros, pudimos comprobar que tanto la
plantula control como la heterocigota nhrt al estar sometidas a dos fuertes estimulos como
son la gravedad y gradientes de humedad, pudieron separar la respuesta gravitropica para
dirigirse a la fuente de humedad, en el caso de la planta control, y en contra de ella como ko
realizé la raiz heterocigota nhr1 (Fig. 19).
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Fig.19. Respuesta hidrotropica de la raiz de la planta tipo siivestre (wt) y mutante
heterocigota nhr? en un sistema con gradiente de humedad generado por una solucion
saturada de KCl. La raiz de la planta nhr1 no presenta respuesta hidrotrépica, forma
una curvatura en direccion opuesta a |la fuente de humedad. ElI KCI absorbe la
humedad que hay dentro de la camara por lo que las raices de plantas control
perciben la fuente de humedad y dirigen su crecimiente normalmente hacia ella.
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8.6 RAIZ CHICA HOMOCIGOTA nhr1

En nuestro sistema de escrutinio, se encontraron plantas con fenotipo no hidrotrépico (con
raiz larga), que corresponde a plantas heterocigotas. Después de efectuar las cruzas con las
plantas silvestres y analizar la progenie F2(B3), se observd dos fenotipos ademas del
silvestre, uno es el fenotipo de raiz larga que corresponde al heterocigoto y el otro es el
fenotipo raiz chica que es el homocigoto y con los cotiledones epinasticos. Nosotros
probamos si ésta (ltima podia continuar su desarrollo y alcanzar la madurez si crecia en
presencia de diferentes hormonas de crecimiento. Encontramos gue en ningun caso, la
adicién exdgena de las hormonas probadas, pudo estimular el crecimiento de la raiz. El
(nico efecto observado, fue el crecimiento de un gran numero de brotes aéreos formando
una roseta pequefia con la adicién de BAP en todas las concentraciones analizadas (Fig.
19). Ademas, plantas con este fenotipo, nunca se desarrollan en plantas adultas, no
producen semillas y por lo tanto son letales.

Fig. 20. Plantula nhr? homocigota transplantada a MS + 0.44 yM BA (tres semanas de edad).

No se logré promover el crecimiento de la mutante “raiz chica" a planta adulta con ninguna de las
hormanas probadas, no hubo produccidn de semillas, por io que son letales. Solo hubo crecimiento
de hojas de la roseta {parte aérea) con BA en todas las concentracicnes probadas. Barra = 1cm.
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8.7 CUANTIFICACION DE GLICEROL EN PLANTAS HETEROCIGOTAS nhr1

nhri uM glifmg de Peso Fresco silvestre pM glifmg de Peso Fresco

Parte Vegetal| Medio Normal |Medio de Seleccion, Medio Normal | Medio de Seleccion

Aérea  |0.157 (SD=0.026)| 1.58(SD=0.2} |0.188 (SD=0.10)! 1.2 (SD=0.08)

Raiz 1.0(SD=0.5) | 2.13(SD=0.06) | 1.08 (SD=(0.3} | 3.96 (SD=1.53)

En esta tabla podemos observar que la concentracion de glicerol en la parte aérea de las
plantas heterocigotas nhr1 crecidas en medio de seleccion, es ligeramente mayor al de as
plantas silvestres, crecidas en el mismo medic. Comparando la raiz de estas mismas
plantas, encontramos que hay mas concentracién de glicerol en la raiz de tipo silvestre que
en la raiz nhr1. Si comparamos estas concentraciones, con las obtenidas en medio normal,
podemos decir que el glicerol presente en el medio de seleccion no entra en el metabolismo
de la planta sino que se acumula en la parte aérea y en la raiz. Por lo tanto, no se
observaron diferencias significativas en la cantidad de glicerol entre la ralz de las plantas
heterocigotas nhr1 y la raiz de las plantas silvestres. Los valores son el promedio + SD de 16
plantas.

8.8 ANALISIS COMPARATIVO DE LA RAIZ DE PLANTAS nhr1y SILVESTRE

Se ha propuesto que en la cofia existen células sensoriales que perciben gradientes de
humedad (Jaffe et al., 1985 y Takahashi et al., 2002), por esta razon hicimos un estudio
comparativo entre la morfologia de las mutantes nhr1 y silvestre.

En las raices de las plantas homocigotas nhr1 crecidas en medio normal ( Fig. 21 Ay B) y en
medio de seleccion por 5 dias (Fig. 21C), tanfo el meristemo apical como la cofia son
anomales. Las formacién de la cofia de las raices de las plantas homocigotas nhrf es
anomal porque después de que se forma la divisiones T (marcadas con circulos amarilios),
las celulas originarian epidermis y cofia lateral y no lo hacen. Las sucesivas divisiones T
estan cercanas unas de otras (B; n = 13). En plantas homocigotas nhr1, las células
equivalentes al Centro Quiescente en la silvestre (QC) estan desorganizadas (cabezas de
flecha enB; n = 12). Ademas se encuentran dos filas de las iniciales de la columela en lugar
de una simple fila como en el tipo silvestre (flechas; C, n = 6 ), y la diferenciacién celular en
la cofia parece no estar afectada porque los amiloplastos estuvieron presentes (Fig. 21A).



Plantas heterocigotas nhrf de 8 dias de edad crecidas en medio nommal (Fig. 21D y E) y
sobre el medio de seleccion (Fig. 21F). Las imagenes D y E fueron tomadas de la misma raiz
y el mismo plano focal. En las raices de las plantas heterocigotas nhr1, la anatomia es
irregular en Ias iniciales de la columela (asteriscos) (n = 7, Fig. 21E). Los amiloplastos
fueron observados en células de la columela de la raiz de plantas heterocigotas nhr vy tipo
silvestres (Fig 21G). En las raices de las plantas heterocigotas nhr1 crecidas en medio
normal (Fig.21 D y E), los amiloplastos son mas grandes y en menor cantidad que en los de
tipo silvestre (Fig.21 G), y en algunos casos los observamos cerca de las células iniciales de
la cofia. Algunas de las células de la columela fueron mas grandes (Fig. 21 E asterisco).
Raices de piantas heterocigotas nhr1 crecidas en medio de seleccidn carecen de una tipica
cofia y Centro Quiescente (n = 16; Fig. 21F). Las flechas indican Ia posicién aparente de las
células del Cenfro Quiescente y la ausencia de un meristemo apical radicular cerrado (RAM,
Fig. 21F).

Plantas silvestre crecidas en medio medio normal por 7 dias (Fig. 21G y H) mosfraron una
estructura normal de RAM y cofia. Cuando crecieron en medio de seleccion (I)., las células
de la columela y Centro Quiescente fueron generalmente mas grandes, comparadas con las
raices crecidas en medio normal (Fig 21G y H; n = 5). A, D y G, son iméagenses en campo
claro de las secciones en confocal (Fig. 21B, E y H).



Medio normal Medio nomal Medio de seleccion

nhr1
homocigota

nhr1
heterocigota

Silvestre
wt Col

Fig. 21 Morfologia de la cofia de plantas homocigotas nhr?, heterocigotas nhr? y plantas silvestres.

I, imagen en contraste usando filtros de Adobe Photoshop Elements 5.5 (Adobe System, Mountain
View, CA). Corte logitudinal de una raiz heterocigota nhr1 tefida con Acido Peryodico Schiff y azdl de
Toluidina (F). La barra de escala es la misma para todas las imagenes excepto para F. Las figuras son
representativas de tres expenmentos independientes (n = 60). Barra = 25um.
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Al crecer las mutantes en medio de seleccion, la cofia presentd severas alteraciones. Los
cortes de la raiz heterocigota nhrf nos permitié ver con mas detalle que las plantas no tienen
la caracteristica tipica de cofia cerrada porque la columela no esta organizada en filas y no
hay una morfologia tipica del centro quiescente (Fig. 21F). En la cofia lateral pudimos
observar amiloplastos (Fig.21 F). La forma tipica de la raiz silvestre es delgada y termina en
una punta roma (forma de dedal) (Fig.21 G), y la de la raiz heterocigota nhrf es ancha y
generalmente no termina en punta (Fig.21 F) es parecida a un chuptn. Es importante sefialar
que a pesar de estas severas anormalidades la ralz es capaz de crecer y percibir estimulos
como la gravedad (Fig. 17 Ay B).

8.9 MAPEO GRUESO

Al hacer reacciones de PCR con la mezcla de DNA proveniente de diferentes plantas (*bulk”)
y utilizando oligonucléotidos especificos por marcadores moleculares (Fig. 22), encontramos
que al resolver los productos de PCR en un gel de agarosa de alta resolucién, en el
cromosoma |l y con el marcador nga 162 habia una disminucién en la intensidad de la
banda Ws y un aumento de intensidad de la banda Col, lo cual indica que éste marcador
esta ligado con la mutacién (Fig. 23). Se necesitaba otro marcador que mostrara ligamiento
con la mutacién nhri para lo cual se hizo ofro PCR con los marcadores del cromosoma |l
reportados por Lukowitz y Col. (2000) mas el nga 172 usando el DNA “‘bulk® (Fig. 24). En
esta figura observamos que con el marcador nga 172 y con el nga 162 habia disminucién en
la intensidad de la banda Ws y un aumento de la intensidad de la banda Col porque el fondo
genético de la planta mutante es Col. Se obtuvieron dos marcadores cercanos al gen NHRT,
esto es un resultado importante, ya que en la cercania de estos marcadores se encontrara el
gen mutado (mapeo fino) (Fig. 24).
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Figura 22. Marcadores Moleculares para cada cromosoma de Arabidopsis
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Fig. 23. Analisis del DNA “bulk’
en geles de agarcsa de alia
resolucion con los marcadores
SSLPs, en los 5 cromosomas
de Arabidopsis. M, marcador
100bp; A, DNA de la plantas F1
que es heterocigoto; B, DNA
“bulk”.
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Posteriormente se hizo un analisis con el DNA de plantas homocigotas individuales y plantas
de tipo silvestre de 64 individuos con los marcadores nga 172 (Figs. 25A y 24B) y con el
marcador nga 162 (Figs 26A y 25B).

En la figura 25A se observan bandas Ws en cualro plantas analizadas de 29. En la figura
25B, se observaron bandas Ws en cuatro plantas F2 de 32 analizadas. En ambas figuras el
resultado es de 61 individuos en total, ocho cromosomas recombinantes y un porcentaje de
recombinacion de 6.5%.

En la figura 25 A aparecen bandas con 1a muestra control (C), esto posiblemente se debi6 a
algun tipo de contaminacion.

En la figura 26A se observan bandas Ws en dos plantas F2 de 30 analizadas. En la figura
26B hay bandas Ws en dos plantas F2 de 32 analizadas. En total, con ambas figuras son 62
individuos homocigotos, cuatro cromosomas recombinantes y un porcentaje de
recombinacion de 3.2%

En las figuras 25 (A y B) y 26 (A y B) esta sefialada con una fiecha una sola banda Ws
correspondiente a unas planias que podrian ser recombinantes dobles. Sin embargo,
tomando en cuenta las distancias pequefas entre los marcadores y la mutacion nhrt, es muy
poco probable que en una poblacion de 62 plantas, encontramos 2 recombinantes dobles
para ambos marcadores utilizados. Lo mas probable es que este resultado se debe a
contaminacion con una planta que crecit de la semilla del ecotipo Ws.
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CROMOSOMA IIT

Fig. 24. Gel de agarosa de alta resolucion con los marcadores moleculares correspondientes al cromosoma
Ill. m, marcador 100bp; A, DNA heterocigoto; B, DNA “bulk™, C, controles sin DNA.
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Fig. 25 A. Analisis del DNA de plantas homocigotas individuales en gel de agarosa de
alta resoiucién con el marcador nga 172. m, marcador 100bp; A, DNA heterocigoto; C,
control sin DNA.
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Fig. 25.B Analisis del DNA de plantas homocigotas individuales en gel de agarosa de
alta resclucion con el marcador nga 172. m, marcador 100bp; A, DNA heterocigoto; C,
control sin DNA. n = 61 individuos en total.

73



500pb
200
100
m°A " A Cc
'1 ‘ | :
500p0 | =
200
Col
100 w 4 o 5G4 S ®

Col
Ws T ‘Eﬁs
nga 162 individuos

Fig. 26.A Andlisis del DNA de plantas homocigotas individuales en gel de agarosa de

alta resolucion con el marcador nga 162 . m, marcador 100bp; A, DNA heterocigoto; C,
control sin DNA.
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Fig. 26.B Analisis del DNA de plantas homocigotas individuales en gel de agarosa de
alta resolucion con el marcador nga 162. m, marcador 100bp; A, DNA heterocigoto; C,
control sin DNA. n = 62 individuos en total.
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Fenotipo % de recombinacién | % de recombinacién n
nga 162 (~20.5¢M. | nga172(~6.9cM
Lister & Dean} Lister & Dean) :
silvestre 3.3 13.3 30
nhr1 heterocigoto 2.08 8.3 48
nhr1 homocigoto 3.2 6.5 61-62

De acuerdo a los porcentajes de recombinacidn obtenidos y sabiendo que la distancia entre
los marcadores nga 172 y nga 162 es de aproximadamente 13.7 ¢M (de acuerdo al mapa de
Lister & Dean), podemos ubicar el gen NHR1 en el cromosoma |1l de |a siguiente manera:

~9.36 cM
r N

cromosoma lli +

nga 172 NHR1 nga 162
L J

~2.86 cM
— /

~13.7 cM (de acuerdo con el mapa de Lister & Dean)
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Como podemos ver, hay mucha diferencia en los datos de la distancia entre los marcadores
y el gen NHR1, esto se pude explicar porque el nimero de plantas analizadas fue reducido.

Aungue se han hecho varias investigaciones acerca del hidrotropismo, no se ha confirmado
su efecto en el desarrollo del sistema radicular. Lo que si es claro es que la raiz tiende a
crecer en direccion a la fuente de humedad (Takahashi, 1994; Takahashi y Scott, 1993;
Tsutsumi et al 2002).

Con este trabajo se han reportado plantas mutantes hidrotropicas, que serviran para ampliar
el conocimiento cientifico del hidrotropismo: como es su regulacién, que hormonas
participan, fisiologia efc. También se observé que el hidrotropismo es un factor dominante
sobre el gravitropismo. Un aspecio muy importante, es que la M. en B. Ma. Eugenia Campos
Torres esta realizando el mapeo fino con muy buenos avances, io cual permitird conocer
mas de este tropismo.
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9.0 CONCLUSIONES

Se reporta por primera vez el aislamiento de mutantes hidrotrépicas.

Las plantulas con fenotipo no hidrotrépico de la raiz nhr1, corresponden genéticamente a los
heterocigolos, y las plantulas que presentan la raiz chica nfir? son los homocigotos.

De acuerdo al ensayo de Okada y Shimura {1990), y la prueba de tigmotropismo con las
perlas de vidrio con plantulas heterocigotas, comprobamos que no tienen afectada su
percepcion a obstaculos ni a la gravedad.

Las plantulas heterocigotas que representan el fenotipo no hidrotrépico responden
positivamente al estimulo gravitropico, esto puede sugerimos gque no carecen ni son
deficientes en amiloplastos.

En nuestro sistema de seleccion, las plantulas mutantes aba1-1 y abi2-1 no presentan la
misma respuesta no hidrotrépica que nhr1, por lo que podemos sugerir que las plantas
mutantes no son deficientes ni insensibles al acido abscisico.

De acuerdo con nuestros resultados, ABA puede participar en la respuesta hidrotropica de la
raiz, pero a su vez, ABA, puede regular o modificar acarreadores del eflujo de auxinas asi
como interactuar con otras hormonas para dar o no una respuesta.

El glicerol presente en el medio de seleccion se acumula en plantulas heterocigotas nhir?,
igual como en plantas de tipo silvestre, lo cual podria sugerir que éstas no son
quimiotrépicas sino hidrotropicas.

La desorganizacion de las células de la columela en la cofia de las raices de las plantas nhrt
heterocigotas, sugiere que en ésta regién es donde se percibe el estimulo hidrotrépico.

Es posible que el gen NHR1 sea necesario para que las células de la cofia estén bien
organizadas Y la ralz pueda percibir gradientes de humedad.

Se encontr6 que el gen NHR1 est4 genéticamente ligado a los marcadores nga 172 y nga
162 del cromosoma |l.

El gen NHR1 esta mas cerca del marcador nga 162.

78



10.0 PERSPECTIVAS

Identificar el gen mutado que representa el fenotipo no hidrotropico de la raiz de las plantas
nhri, por mapeo fino, ya que su identidad favorecera la clarificacién de mecanismos
involucrados en la respuesta hidrotrépica de la raiz.
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11.0 APENDICES

APENDICE 1 MEDIO DE CULTIVO MURASHIGE Y SKOOG (MS) (1962)

MEDIO NORMAL
SOLUCION CONCENTRADA 1
MACRONUTRIMENTOS: ‘ 1X
400x20 | NH:NO; ——- 1,650 mg/t
KNO; -——— 1,900 mg/l
MgSO:7H0-- 370 mg/l
KHzPO4 -———- 170 mght
SOLUCION CONCENTRADA 2:
100x20 1 CaCl 2H,0 — 440 mg/
SOLUCION CONCENTRADA 3:
MICRONUTRIMENTOS
100x20 | Ki -————  0.83mg/
HiBO; --— 6.2 mgl

MnSOs4H,0 -22.3 mgl
ZnS04 TH0 — 8.6 mgh
NaMoQs 2H,0 -0.25 mg/l
CuSOs 5H0 -- 0.025 mg/l
CoCh 6H:0 — 0.025 mg/

SOLUCION CONCENTRADA 4:
100x20 |
Na Fe EDTA -—0.03671 mg/

Sacarosa -———— 0.5%
o ——-—— 5758
Agar ——-—-—- 0.9%

20X
33 grf20l
38 gr201
7.4 gri201
3.4 gri20i

8.8 gr/20

0.0166 gr/20l
0.124 grf20l
0.446 gr/20|
0.172 gr/20l
0.005 gr/201
0.0005 gr/20l
0.0005 gr/20!

0.7342 gr/20l
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APENDICE 2

MEDIO ESTRESANTE

El medio estresante es igual al medio MS normal adicionado con:

Glicerol ———— 2.5% (2.714mM de glicerol)
Acido Alginico -— 0.5%

Agar Suave —-- 0.15%
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APENDICE 3

CUANTIFICACION DE GLICEROL

1.

B

Hacer una curva estandar se prepara en diferentes tubos de 0-2umoles de glicerol,
adicionar 100l de 10% NaHSO; esperar 5 min. Y tomar una alicuota de 0.3 ml de
cada tubo y colocarlas en un tubo limpio, agregar 3 ml de acido cromotrdpico y
calentar a bafio Maria por 1h, dejar enfriar y hacer la curva estandar tomando la
lectura en un espectrofotometro a 570 nm.

Para cada muestra: colocar 250l del homogenizado en un tubo y adicionar 12.5ul
de 10N HzS04 y 62.5ul de 0.1M NalO4 mezclar y dejar reposar por 5 min. a
temperatura ambiente.

Adicionar 62.54l de 10% NaHSO3; mezclar y esperar 5 min.

Tomar una alicuota de 0.3 ml colocaria en otro tubo y adicionar 3 ml de Acido
Cromotrépico, calentar a ebullicion en bafic Maria durante 1hr.

Dejar enfriar y leer en un espectrofotémetro absrobancia a 570 nm.

Nota importante: el periodalo de sodic se prepara antes de usarse.
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APENDICE 4

METODO DE ACLARAMIENTO PARA EL ANALISIS DE LA ANATOMIA DE LA
RAIZ

1.Incubar las raices 40 min. a 62° C en 3 mi de metanol acidulado.

Para un volumen final de 50 ml;

Metanol 10ml (20%})

HCI concentrado 2mi {0.24N)
- Agua destilada 38mi

2. Quitarlas del calor, desechar el alcohol acidulado y agregar solucion basica, incubar 15-20
min. a temperatura ambiente.

Para un volumen final de 50 mi:

EtOH 30mi
NaOH 3.5¢r.
Agua 20 ml

3. Rehidratar de 10 a 15 min. en cada solucién de etanol:agua al 40%, 20% y 10% .
4. Afadir a las muestras que estan en EtOH 10% , 1 volimen de glicerol al 50%. Incubar
30-45 min a temperatura ambiente o bien toda la noche.

5. Montar en un portaobjetos con glicerol al 50%, sellar con bamiz y observar al microscopio
Nikon E6000 con ptica Nomarski.



APENDICE 5

INCLUSION EN RESINA LR WHITE.
1. Fijar el tejido en una solucién de:

1.5% de glutaraldehido
0.3% paraformaldehido en 0.025M de Buffer Pipes.

2. Enjuagar tres veces el tejido en el siguiente buffer por 15 min cada uno:
5 ml de 0.05M de una solucién stock de Pipes

3. Deshidratar en alcoholes graduales en series de 10% , 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70% y
96% 15 min. por paso.

4. Hacer dos cambios con alcohol al 100% .

Infiltracion de la Resina.

1. Mezclar el activador con la resina, juntos forman la resina de infiitracién y debe
almacenarse a 49C.

2. Infiltrar el tejido con una serie de 1:1, 3:1 (resina de infiltracién: etanol 100%), por 1-2h a
temperatura ambiente.

3. Dejar el tejido solamente en resina de infiltracién por 2-4h, y después hacer un cambio con
la misma resina y dejarla toda la noche a temperatura ambiente.

5. Transferir el tejido infitrado a una caja de Petri.

6. Mezclar el endurecedor con la resina de infiliracion. Aproximadamente 10 mi de resina
de infiltracién con 0.67ml de endurecedor.

7. Poner el tejido en una capsula y afiadir la mezcla de resina-endurecedor. La resina
polimeriza aproximadamente a los 20min después de afladir el endurecedor.



8. Tapar muy bien la capsula teniendo la precaucion de que no se formen burbujas de

aire.
9. Dejar el tejido polimerizando unas horas.
10. Abrir la capsula.

11. Proceder a cortar.
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APENDICE 6

METODO BRADFORD PARA CUANTIFICAR PROTEINA

Curva Standard.

Preparar solucién stock de albumina BSA {Bovine _S_erur_n Albumin) 1 mg/mf
1.Ponerde 0, 1,3,4,6,8, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 70, 90 y 100 pli de la solucion stock.
5. Afadir el volumen necesario de agua hasta obtener 100 pl.

6. Adadir 700 p| de agua.

7. Adicionar 200 p de Bradford. Agitar en vortex.

®

Después de 2 min. y antes de 1 hora, leer absorbancia a 595 nm.

Para hacer la cuantificacion de nuestro estudio, se tomaron 100 ui del homogenizado en
lugar del BSA.
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Survival for most plants depends upon the capa-
ilities of a dynamic, specialized organ at the root
pex—the root cap {(RC)—to sense water and nutri-
ts and to respond by transmitting signals, which
ult in altered growth patterns. The root tip’s re-
nse to environmental cues by directed growth
lays a role in all aspects of plant development by
irtue of its crucial role in establishing a stable un-
erground architecture with access to nutrients and
ater (Hawes et al., 2000, 2002). The notion that plant
ts penetrate the soil in search of water to sustain
eir growth may be one of those popular ideas that
ist, simply because it is so easily thought of and
so natural. This sort of behavior, rather than
e action of gravity, was first offered as the expla-
tion for the downward orientation of roots (sug-
ested by Dodart around 1700; in Hart, 1990). How-
er, with greater awareness of the roles of other
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no hydrotropic response Root Mutant that Responds
ositively to Gravitropism in Arabidopsis
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or most plants survival depends upon the capacity of root tips to sense and move towards water and other nutrients in the

il. Because land plants cannot escape environmental stress they use developmental solutions to remodel themselves in
rder to better adapt to the new conditions. The primary site for perception of underground sifgna]s is the root cap (RC).
lant roots have positive hydrotropic response and modify their growth direction in search of water. Using a screening
tem with a water potential gradient, we isclated a no hydrotropic response (nkr) semi-dominant mutant of Arabidopsis that
tinued to grow downwardly into the medium with the lowest water potential contrary to the positive hydrotropic and
gative gravitropic response seen in wild type-roots. The lack of hydrotropic response of nhrl roots was confirmed in a
tem with a gradient in air moisture. The root gravitropic response of nhr1 seedlings was significantly faster in comparison
ith those of wild type. The frequency of the waving pattern in nhrl roots was increased compared to those of wild type.
r1 seedlings had abnormal root cap morphogenesis and reduced root growth sensitivity to abscisic acid (ABA) and the
lar auxin transport inhibitor N-(1-naphtyl)phtalamic acid (NPA). These results showed that hydrotropism is amenable to
enetic analysis and that an ABA signaling pathway participates in sensing water potential gradients through the root cap.

directional signals such as gravity and light on the
general orientation of plant organs, interest in hydro-
tropism has fluctuated over the years. In addition to
roots, rhizoids and pollen tubes have been also re-
ported to be positively hydrotropic (Molisch, 1883;
Vischting, 1902; in Hart, 1990). By 1872, Sachs (in
Hart, 1990) demonstrated that in pea (Pisum sativum)
seedlings grown at an angle in a hanging sieve bas-
ket, the emergent roots bent around and grew back
toward the wet substratum, thus overcoming the
force of gravity. Around that time, Sachs, Darwin,
Pfeffer, and Weisner (who introduced the term hy-
drotropism) demonstrated that moisture affected
root orientation. Darwin (1881) discovered that the
primary site for perception of underground signals is
the root tip. He also proposed that the tip of the
radicle transmit an influence to the upper part of the
root so the root can bend after sensing an environ-
mental stimulus.

The phenomenon of root responsiveness to mois-
ture gradients is known as hydrotropism. We still do
not know how hydrotropism works and how the RC
senses moisture gradients in the soil. Plant scientists
have paid little attention to hydrotropism, whereas
gravitropism, the ability of plant organs to use grav-
ity as a guide for growth, has been studied exten-
sively (Takahashi, 1997). Gravity is unique among
environmental signals in that it is present continu-
ously, it is unidirectional, and it maintains constant
intensity. However, evidence shows that this intrin-
sic growth of roots is sensitive to the microenviron-
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ure 1. Screening system for the isolation of hydrotropic mutants,
phenotypes of wild-type and nhr1 seedlings in this system and in
M. A, Ten-day-old nhr1 and wild-type seedlings growing in the
ning system. Wild-type roots arrested their growth at d 7 and
eloped a hydrotropic curvature. Roots of heterozygous nhri
lants continued to graow after crossing the boundary between NM
d WSM showing a lack of hydrotropic response. Homozygous
hr1 seedlings have short-root phenotype and are marked with as-
risks. Arrowheads indicate the boundary between NM and WSM.
ar = 50 mm. B, Phenotype of 10-d-old, heterozygous (Het} and
mozygous (Hom) nhrl plants grown in NM. Seedlings of 7-d-old
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ment at the root tip, and, thus, gravity is continually
challenged by differences in moisture gradients, dis-
tribution of nutrients, heat, light, and oxygen, among
others. Studies of hydmtrotﬁism have always been
difficult to achieve because the root response to grav-
ity strongly interacts with its positive hydrotropic
response (Takahashi and Suge, 1991; Takahashi et al.,
1992a, 1992b, 1996). In addition, there are difficulties
implicit in controlling and mmnta.uu.r? a continual
moisture gradient adequate for both inducing a root-
positive hydrotropic response and for challenging its
response to gravity. For instance, pea roots are in
general hydrotropically nonsensitive but when the
gravitropic response is nullified by clinorotation,
they show positive hydrotropism (Takahashi et al.,
1996). Therefore, the observation made by Jaffe et al.
(1985) on roots of the pea mutant ageotropum, which
are agravitropic, but respond to hydrotropism, is
significant because it indicates that perception and
response of these two tropisms are separable.

To date, various screening procedures have been
designed to isolate mutants affected in stimulus re-
sponse for vity, light, obstacle touching, or com-
binations o%rathese stimuli. To gain insight into the
poorly understood phenomenon of hydrotropism,
we have developed a screening system with a water
potential gradient for the isolation of Arabidopsis
mutants whose roots respond negatively to hydro-
tropic stimulus. In this study, we report the isolation
of the nfirl mutant and its characterization under
various physiological conditions.

RESULTS AND DISCUSSION

Screening System with a Water Potential
Gradient for the Isolation of No Hydrotropic
Response Mutants

So far, hydrotropism has not been studied in Ara-
bidopsis roots. We first developed a system with a
water potential gradient for demonstrating positive
hydrotropic response of Arabidopsis wild-type Co-
lumbia (Col) roots. This system comprised a square
petri dish that was maintained in vertical position on
one side and contained a normal nutrient medium

heterozygous nhr1 were selected from the screening system and then
were transplanted to NM. Bar = 10 mm. C, Diagram of the screening
system showing where water potential was measured. To determine
the threshold level of the substrate water potentiat in the screening
system, seeds were plated diagonally along the line drawn in the
upper part of the dish and agar water potential was measured daily.
Position “a* is where the two media are In contact; position “b” is
where the root stopped growing or where root curvature took place
in NM; position “c” is the middle position along the diagonal within
NM; and position “d” is the upper limit of the W5M in the screening
system. Position “e” is in the lower part of the dish containing the
WSM. D, Changes in the substrate water potentiat over time within
the screening system in the locations indicated in C. Average data of
four independent experiments are given.
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; where Arabidopsis seeds were plated) in the
pper part, and in the lower part, the same NM
upplemented with glycerol and alginic acid (water
tress medium [WSM]; Fig. 1A). Wild-type plants
w downward and after 7 d stopped growing, or
tarted to form a curvature responding positivegy to
e hydrotropic stimulus by avoiding the substrate
ith lower water potential in the screening system;
t is, roots never reached the area containing the
SM. The frequency of wild-type Arabidopsis roots
t developed a hydrotropic curvature in the screen-
g system was 48% (n = 98).
In the making of the screening medium for exam-
ing positive hydrotropism in wild-type Arabidop-
is roots, we tested several osmolytes for the WSM
uch as sorbitol (5%, 8%, 10%, and 15% [v/v]), man-
itol (15% and 20% [v/v]), and polyethylenglycol
(10%, 15%, and 20% [v/v]) besides glycerol
ata not shown). Even though both sorbitol and
itol produced a water potential gradient in the
tem, they were not adequate for inducing a posi-
ve hydrotropic response in wild-type roots, particu-
ly in long-term experiments. On the contrary, these
ts continued to grow into the WSM (with either
rbitol or ma.nnito%)mfor 13 to 156 d (see Fig. 1 in
pplemental data available at www.plantphysiol.
rg). We assumed that Arabidopsis wild-type roots
robably accumulated or metabolized both sorbitol
d mannitol and, as a consequence, could grow in

g system. In contrast, glycerol was capable of in-
ucing a positive hydrotropic response in wild-type
ts. However, glycerol has to be combined with
inic acid for improving medium solidification. We
o tested the effect of alginic acid (0.5%, 1%, 1.5%,
d 2.5% [w/v]} in the growth of wild-type roots by
erminating seeds in plates with NM with different
ncentrations of alginic acid and by sowing seeds in
two-medium system having at the bottom of the
late NM plus alginic acid and at the top NM. Alg-
ic acid did not influence the growth of Arabidopsis
ild-type roots (data not shown).

The screening systern was then used for screening
population of 26,400 ethyl methane sulfonate
MS)}-mutagenized Arabidopsis M, seedlings. Puta-
ve mutants were selected based on their lack of
ydrotropic response or their inability to sense the
w water potential in the WSM, subsequently show-
g considerable root growth in contrast to wild-type
ts (Figs. 1A and 2B).

The screening resulted in the isolation of 10 puta-
ve negative hydrotropic mutants. After backcross-
g three times to wild-type plants, only two lines,
hrl and nhr2, had negative hydrotropism. rnhr2
ds germinated poorly; thus, our main attention
as on the analysis of nhrl. In a backcross of nhrl
to wild type, 50% of the F, seedlings grown in

Wt Lovgi i)
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Figure 2. Dynamics of root growth of wild-type and heterazygous
nhr? seedlings in NM, WSM, and screening system. A, Seeds were
sown in NM or WSM plates and placed verticaliy. B, For measuring
root growth in the screening system, seedlings initially were grown
for 4 d in NM and then were transferred to the screening system. Root
elongation was measured on a subsequent day after germination by
digital image analysis. Each point represents the mean = sp {n = 20).
Data are from three independent experiments.

the screening system for 8 d showed no hydrotropic
response phenotype and 50% showed positive lr: -
drotropic response. The segregation ratio of F, seed-
]jncgs 44 wild type:31 no hydrotropic phenotype)
indicates that the nar1 mutation is partially dominant
(O = 2.26 < x%)05¢1) = 3.84). When the backcrossed F,
plants were selfed, and the no hydrotropic geno

of the corresponding F, plants was determined by
examining F; families, the segregation ratios (ho-
mozygous wild type:heterozygous:homozygous mu-
tant F, seedlings) were consistent with thel:2:1 seg-
regation ratio expected for mutations in a single
locus. However, the homozygous mutant F, seed-
lings revealed a different phenotype because these
seedlings were dwarfs with a very short root that
never reached the reproductive stage (Fig. 1B). The
segregation ratio of selfed F, heterozygous nhrl in-
dividuals (113 wild type:286 no hydrotropic r
phenotype:136 shortl):’-Proot phenotype Ff se:m;
was consistent with the 1:2:1 segregation ratio ex-
pected for a semidominant and single-locus mutation
(¢ = 45 < X¥o0s2) = 5.99). These results are consis-
tent with no hydrotropic r phenotype being
heterozygous nhrl, and the short-root phenotype be-
ing homozygous nhrl. The main difference between
heterozygous and homozygous nhrl roots was that
the homozygous nhrl plants never developed signif-
icant growth of their roots and shoots under any
condition tested. For example, the root lengths of
10-d-old homozygous nhrl seedlings grown in NM
were on average 2.9 * 0.04 mm, whereas those of
heterozygous nhrl and wild-type seedlings were
379 * 1.7 mm and 36.2 * 1.8 mm {mean * sp, n =
10), respectively (Fig. 1B).

To characterize the water potential gradient in the
screening system and plant responses in it, we mea-
sured the changes in water potential over time in
different parts of the system (Fig. 1D). The water
potential in the upper part of the dish gradually

Plant Physiol. Vol. 131, 2003



ecreased by glycerol diffusion during 8 d and be-
more negative in positions closer to the WSM
ig. 1C). Roots of wild type usually stop grow-
g or started to curve away from WSM where water
tential was —0.53 MPa after 6 to 7 d (position “b,”
ig.- 1C). Roots of heterozygous nhrl continued to
ow into the WSM along the gradient between —0.3
d —0.8 MPa. Notably, heterozygous nhr1 seedlings
e chlorotic when their roots were left more
an 4 d in the WSM. To determine the threshold
el of the substrate water potential, we planted
ild-type seeds diagonally in the upper part of the
late (Fig. 1C). Roots stopped growing or developed
curvature in response to hydrotropic stimuli 1.3 cm
bove the boundary between the two media where
e water potential was approximately —0.5 MPa.

pping of the nhrl Mutation

We determined the chromosomal position of the
HR gene by simple sequence length polymorphism

LP) linkage an t{ms {(Lukowitz et al., 2000). We
etected linkage of the recessive nhr1 (shori-root phe-
otype) mutation, heterozygous nkrl (no hydrotropic
ponse), and wild type by bulked segregant anal-
sis. The nhr mutation was induced in a Col back-
und and crossed to Wassilewskija (Ws) to gener-
te the following mapping population: F, population
erived from a Col/Ws F, plant with the genotype
hr/NHR. The ngal62 and ngal72 molecular markers
owed a clear bias toward the Col-specific band in

mbination frequency across the nga]62/nga1 72 in-
rval obtained was 2.5% and 6%, respectively.

oot Growth Responses of nkrl Seedlings

The growth of heterozygous nhrl roots in NM and
SM was indistinguishable from the wild type (Fig.
). When both wﬂd-t{ﬁe and heterozygous nhrl

were sown in NM they showed similar growth
te (Fig. 2A). However, when both wild-type and
eterozygous nhrl seeds were sown in WSM, their
t growth was seriously impaired (Fig. 2A). This
emonstrates that heterozygous nhrl roots were not
istant to the severe water deficit conditions of the

SM by their wavy-like root growth (Fig. 1B). This
avy-like root growth is absent in the wild-type Col

type and frequently cosegregated with no hydro-
opic response phenotype of heterozygous nhrl
5. In the screening system, however, het-
ozygous nhrl roots showed a faster growth rate in
mparison with wﬂd—t)gye roots (Fig. 2B). Wild-type
ts grew for only 4 d after transplanting to the
eening system and no further growth was ob-
rved after d 8 (Fig. 2B). However, heterozygous
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nhr1 roots continued to grow for 12 d in the screening
system (Fig. 2B). Hetero ggous nhrl had close to
normal root growth in &system but
could not grow from the onset in W This most
likely suggests that the heterozygous nhrl mutation
does not confer water deficit resistance, but rather
provides a short-term capacity for root growth in the
presence of a substrate water potential gradient. On
the other hand, this mutation might impair percep-
tion of such a gradient.

Hydrotropic and Gravitropic Responses of nhrl
Roots in a System with Air Moisture Gradient

To discern whether the phenotype shown by het-
erozygous nhrl roots in the screening system oc-
curred as a consequence of an alteration in glycerol
metabolism, wnsegeveloped a different system for
studying root hydrotropism with a gradient in air
moisture (Figs. 3 and 4A). In this system, a humidity
gradient was formed in a square petri dish with a
saturated solution of calcium chloride. Here, het-
erozygous nhrl roots responded negatively to the
moisture gradient stimulus (Fig. 3, E and F), in con-
trast to wild-type roots that developed positive hy-
drotropic response toward the water source (Fig. 3, B
and C). Roots of both heterozygous nhr1 and wild-
type seedlings developed a curvature approximately
3 h after the exposure to a water potential gradient.
The root curvature angles of all wild-type roots
showed negative gravitropic values and roots
toward the water source (Fig. 4B). On the other hand,
heterozygous nhrl roots showed either a right- or a
left-handed twist in their growth direction in the
same system (Pig. 3, E and F). However, without a
moisture gradient, 6 (Fig. 3H) and 24 (Fi g 30) h after
the beginning of the experiments, wil roots
responded not only to the gravity vector but also to
the water source. The direction of most wild-type
roots was settled in the first of the 12 30 sectors and
only 16% of roots were close to the expected 90° (Fig.
4C). This indicates that the cumulative response in
wild-type roots was developed to both gravitropic
and hydrotropic stimuli. In contrast, the direction of
approximately all heterozygous nhrl roots was closer
to 90° (Fig. 3, K and L), thus confirming their faster
positive gravitropic response (Fig. 5A) in contrast
with those of wild type. Besides, some heterozygous
nhrl roots showed a right- or a left-handed turn in
their growth direction in the system without air
moisture gradient. Hence, only wild-type roots re-
sponded positively to the water source and were
capable of abrogating the effect of gravity. Both wild-
type and heterozygous nhrl roots showed no signif-
icant differences in their rate of elongation after 6 h of
growth under the two conditions tested. In a system
with air water potential gradient, wild-type roots
grew at 59 = 355 umh™! (n = 6), whereas heterozy-
gous nhrl roots grew at 70 £ 371 um h™ (n = 10). In
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gure 3. Hydrotropic response of heterozygous nhr1 and wild-type
bots in a system with a gradient in air moisture. In this system, an air
oisture gradient was created around the roots between the oasis
ater) and the cuvette (saturated solution of CaCal,) for testing their
ositive hydrotropic response (A-F). The additive effect of gravitro-
ism and hydrotropism was tested in a control system wherte both the
asis and the cuvette contained water (G-1). At time 0 (A, D, G, and

roots were placed horizontally with a distance of 2 to 3 mm from
e tips growing in the air ta the water source. In the system with air
oisture gradient, wild-type roots were hydrotropically stimulated
d, as a consequence, showed negative gravitropic response 6 and
4 h after the beginning of the experiment (B and C). Heterozygous
rl roots were not hydrotropically stimulated 6 and 24 h after the
eginning of the experiment (E and F). These roots showed either a
ght or a feft-handed twist in their growth direction. Root growth
irection of heterozygous nhr? ended behind the micrascope slide in
loop-like structure 24 h after the beginning of the experiment (F).
is root growth behavior hampered the measurements of roat cur-
ature angles, In the moisture 2ir system, 6 (H) and 24 (I} h after the
eginning of the experiment, root growth of wild-type seedlings was
imarily directed toward the water source instead to the gravity
ector. After 6 (K} and 24 (L) b, roots of heterozygous nhr1 seedlings
ew mastly in the direction of gravity. The figures are representative
five independent experiments (n = 24).

e absence of a gradient, wild-type roots grew at 84 =
2 pm h™! (n = 11) and heterozygous nhr1 roots at
14 + 347 um h™' (n = 8; mean * sp). The root
esponses to both absence and presence of an air mois-

e gradient were maintainecf up to 48 h, indicating
s physiological nature.

These analyses of growth and tropic responses in
pots grown freely in air represent the first achieved
Arabidopsis, to our knowledge. This system has
e advantage of allowing the study of directional
pot growth in three dimensions because previous
dies have been made on flat two-dimensional agar
ace systemns. Purthermore, in this system basic
pot movement, which is regulated by a combination

of right-handed and lefi-handed circumnutations,
gravitropism, hydrotropism, obstacle avoidance, etc.
(Darwin, 1881; Simmeons et al., 1995 Migliaccio and
Piconese, 2001) can be uncoupled from other re-
sponses to agar surface-derived environmental stim-
uli. In fact, when the heterozygous nhrl roots grew
freely in the moisture air gradient their directional
growth pattern was unusual (Fig. 3, E and F). Het-
erozygous nhrl roots moved in various planes and
formed a loop or a hairpin structure at the tip, in
contrast to wﬂm roots. Roots (like all plant or-
gans) grow by g oscillatory movements around
the growth vector rather than by growing linearly
{Sachs, 1872; iaccio and Piconese, 2001). How-
ever, the unusual directional growth pattern of het-
erozygous nhrl roots in free air may indicate that
forces other than positive gravitropism, lack of hydro-
tropism, circumnutation, and thigmotropism could be
involved in this process. For instance, the biomechani-
cal properties of the root might also influence the
directional root growth behavior of nhrl

In summary, heterozygous nhr1 roots did not show
positive hydrotropism in response to water potential
gradients created either with glycerol or with a sat-
urated solution of calcium chleride, thus confirming
their lack of hydrotropic phenotype.

Root Gravitropism and Waving Pattern Is
Affected in the nhrl Mutant

Heterozygous nhrl roots developed significantly
faster gravitropic responses when grown on the sur-

face of an agar medium (Pig. 5), and when embedded
within the agar medium (not shown), indicating that
heterozygous nhrl roots possess positive gravitropic
but no hydrotropic competence (Figs. 1A, 3, Eand F,
and 5). This implies that in heterozygous nhrl roots,

c

Figure 4. Diagram of the experimental system developed for the
induction of positive root hydrotropism in Arabidopsis (A). Hydro-
tropic and gravitropic responses of wild-type roots grown in a system
with an air moisture gradient generated with a saturated CaCli,
solution (B) or water (control; C). The frequency of root growth
directions was analyzed by measuring curvature 6 h after the begin-
ning of gravistimulation at 0° {(0® angle corresponds to horizontal
position of the root tip). Each hydrostimulated and/or gravistimulated
root was assigned to one of 12 30° sectors. The length of each bar
represents the percentage of seedlings showing direction of root
growth within that sector. Bar = 100%. g Gravity vector; H;0, water
source; CaCl,, reduced air moisture source. The gray sectors are
indicators of where the CaCl, and water were placed in the plate.
Data are from five independent experiments (1 = 24).
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5. Kinetlcs of root gravitropic bending in wild-type and het-
zygous nhrl seedlings. Seedlings on vertical plates were turned
° to a horizontal position. Heterozygous nhr! seedlings were
lected from the screening system and then transferred to NM plates
the gravitropism analysis. Each point represents the mean * sp
= 15), Student’s ¢ test demonstrates statistically significant differ-
es between nhri and wild-type seedlings at 2 (P = 0.01), 4 (P =
.00015), 6 (P = 0.0014), and 8 (P = 0.023) h after gravistimulation.

avity can activate a complex signal transduction
athway that results in the Froduction of a grav-
opic root curvature at the elongation zone. Hence,
heterozygous nhrl roots, perception of the hydro-
opic stimulus is impaired but not the development
f a tropic response. We also investigated the wavy
owth pattern of heterozygous narl roots (Okada
d Shimura, 1990). These roots showed increased
avy growth, with each curve encompassing a larger
gle than curves in wild- roots, similar to
2-1 and shy2-22 (Ckada and Shimura, 1990; Tian
d Reed, 1999; Fig. 6). Because this waving phenom-
on is likely governed by circumnutation or spiral-
tion patterns (Darwin, 1881; Simmons et al., 1995;
utherford and Masson, 1996; Migliaccio and Pi-
nese, 2001), the waviness of nhrl roots may be
use of higher right-handed helical oscillations in
e roat growth direction. These oscillations could be
plified by tactile stimulation, gravity, or some
ther characteristics of the agar su:fgarce (i.e. nutrients
r surface tension; Okada and Shimura, 1990; Ruth-
ord and Masson, 1996; Mullen et al., 1998). How-
er, the enhanced gravitropic response and wavy
owth pattern of heterozygous nhrl in agar (Figs. 5
d 6) and the unexpected growth of elongating
eterozygous nhrl roots in air (Fig. 3, E and F) may
dicate that NHR1 is also involved in the control of
irectional root growth.

oot Tip Morphology of akrl Mutants

Because moisture gradients are sensed in the RC
affe et al., 1985), we analyzed the root tip morphol-
gy of nkr1 mutants. By comparing root tips between
i.ld;g'pe and homozygous nhrl mutants, we ob-

several distinct aberrations in cell patterns of
d-old seedlings roots (Fig. 7, compare B with H).
bnormal root apical meristems (RAMs) and RCs
ere observed in 99% of the seedling progeny of
omozygous #hirl mutants. In seedlings grown in
ither NM or screening system, the quiescent center
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(QC) cells were expanded (Fig. 7, B and C) and the
RC was highly disorganized (Fig. 6B) compared with
wild-type roots (Fig. 7, H a.ng D. In the RC, cell
divisions within the columella-initial cell layer were
displaced to the first tier of the columella, where
typically no periclinal divisions occur (Fig. 7C, ar-
rows), and, as a consequence, lateral RC morphogen-
esis in the mutant was anemalous. The formative
Ericlinaleivisions(gi ing rise to epidermal and

teral RC cells) in the (Baum and Rost, 1996)
were not affected. However, anticlinal divisions, both
in lateral-RC (proliferating divisions) and in cells
giving rise to new RC/protoderm initials {formative
divisions) were not observed (Fig. 7, B and C). The
inhibited root growth probably resulted from the
decreased activity of QC because they were
unusually elongated and disorganized (Pig. 7, B and
C). However, the processes (of cell differentiation in
the RC appeared to be nom'lal because some amylo-
{:»lasts present in heterozivgfous nhrl mutants were
arger than in wild-type plants (Fig. 7, A and G). We
assume that the inhibition of root growth in homozy-
gous nhrl is related to general inhibition of cell pro-
liferation. Determinate root growth, small root size,
and abnormally larger cells within the RAM indicate
such a possibility.

The described root phenotype of homozygous nhrl
is unique and different from any described Arabi-
dopsis mutants. Contrary to shr and scr, nhrl roots
contain all cell layers (Scheres et al., 1995). Contrary
to hbt (Willemsen et al., 1998}, nfir] has all initial cells
and a normal lateral RC is formed during embryo-
genesis. In contrast to rm! mutants (Vernoux et al.,
2000), postembryonic cell division in the RAM took
place, though it was inhibited in homozygous nkrl
plants. Continuous RC ablation in transgenic DT-
AP™ plants (carrying the diphtheria toxin A chain
under the control of the RC-specific RCP1 tﬁromc:»te.r)
produced highly abnormal short roots with reduced
mitotic activity in the root tip similar to that observed
in homozygous nhrl (Tsugeki and Federoff, 1999).
However, these transgenic plants displayed no evi-
dence of a gravitropic r

nse in contrast to ho-

Figure 6, Wavy root growth pattern of wild-type and heterozygous
nhr1 10-d-old seedlings. Wild-type (grown in NM) and heterozygous
nhr1 {selected from the screening system) 7-d-old seedlings were
transferred to 1.5% (w/v) agar plates: and these were tilted to 45° for
3 d. Bar = 10 mm. T
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igure 7. Root tip morphology in homozygous nhrl, heterozygous
hr1 and wild-type seedlings. Homozygous nhr1 seedlings grown on
M (A and B) or on screening system for 5 d (C). Homozygous nhrl
ts show abnormal lateral RC formation because after formative T
ivisions (marked by yellow circles), derivative cells in the epidermis
nd lateral RC are not formed. Successive T divisions are close one
another (B; n = 13). In homozygous nhr1, cells at the position of
e wild-type quiescent center (QC) are disorganized (arrowheads on
; n = 12). Furthermore, two tiers of columella initials are found
stead of a single columella tier in wild type (arrows; C; n = 6), and
ell differentiation in the RC appears to be unaffected because amy-
lasts were present (A). Heterozygous nhrl 8-d-old seedlings
rawn on NM (D and E) or on screening system (F). [mages D and E
re taken from the same root and the same focal plane. In het-
rorygous nhrl roots, irregular anatomy of columella initials and
rge columella cells (asterisk) were present (n = 7; E). Amyloplasts
e observed in columella cells of these roots as in wild type (G) but
re larger and located at the bottom of the cell. Heterozygous nhri
ts grown in the screening system lack a typical QC and RC (n =
6; F). Arrow indicates apparent position of a QC cell and the
senice of the closed type of the Arabidopsis root apical meristem
; F). Wild-type plants grown for 7 d on NM (G, H) or on
reening system (I} showed normal RAM and RC structure. When
on screening system, columelfa and QC cells were usually
rger in size (I) compared with those roots grown in NM (G and H;
= 5). A, D, and G, Bright-field images of the confocal sections (B,
and H). |, Image contrast was enhanced by using the “render
ifferent clouds” filter of Adobe Photoshop Elements 5.5 (Adobe
tems, Mountain View, CA). Lorgitudinal thin section of a het-
zygous nhrl root stained with Periodic Acid Schiff and Toludine
lue of roots (F). Bar in | is the same for all images except F. The
gures are representative of three independent experiments (7 = 60).
ars = 25 pum,

ozygous nhrl roots (data not shown). These exper-
ents indicate that the RC contributes to the
tion of overall roct growth (Tsugeki and Fed-

roff, 1999). Physiological and genetic data suggest
e involvement of auxin in pattern formation in
lants. Essential components of the auxin redistribu-
on system reside in the RC. The use of the DR5:GUS
uxin response reporter construct have shown that
ere is a maximum auxin response in the columella

‘ )
\

initial cells (Sabahm et aL,‘ 1999). This asymmetric
distribution is essential for| distal pa in the
Arabidopsis RAM (Sabatini let al.,, 1999). u-
tative auxin efflux carrier, presumabl mvolv in
the establishment and i ous
auxin gradients in the Ara dopsm root hp (Frimi et

al.,, 2002a). pin4 mutants layed various patterning
defectsmseedlirng‘mots(l" et al., 2002a), Interest-
ingly, root gro heterozygous nhrl plants was

less inhibited than in wild4ype when the
E;]l:: auxin transport inhibitor N-[1-naphthyl]phta-

ic acid (NPA; Fig. 8A) was added exogenously.
This could reflect perturbation in auxin distribution
and, in turn, might explain|the abnormal patterning
seen in the root tip of these mutants (Fig. 7, D-F).

The root phenotype of heterozygous nhrl seedlin

was significantly impaired in comparison with wi
type when grown in NM (Big. 7, D and E). Inthese
roots, amyloplasts were larger than in those of the
wild type (Fig. 7A) and some columella cells were
unusually large (Fig. 7E, asterisk). However, when
these mutants were grown in the screening system,
their RC morphology was even more affected than in
nhr]l homozygous roots (Fig. 7, A-C). Atypical roots
were observed in 99% of the seedling progeny of
heterozfygous nkr 1 mutants. Thin sections were
made for heterozygous nhrl roots grown in the
screening system because the confocal images of
these roots were of very low resolution. Heterozy-
gous nhrl roots lacked a typical QC and RC because
the closed type of the Arabidopsis RAM was not
present (Fig. 7F). These RCs also showed abnormat
columella and lateral RC cells and in both cells few
amyloplasts were present. The root of this mutant
was approximately 65% thicker than in those of wild
type. This was because of greater cell thickness, and
not because of an increase in the number of cell
layers. Interestingly, these roots were capable of
growth (Fig. 2B) and were not agravitropic (Fig. 1A).
Because RC of heterozygous nhrl roots had severe
anomalies, we suggest that the activity of NHR1 may
control the pattern formation in the RC in addition to
is role in the perception of water potential gradients
as seen in Pigures 1A and 3, D through E. Heterozy-
gous nhrl roots grown in NM showed an enhanced
gravity response (Pig. 5A). Amyloplasts constitute
the susceptors for gravity perception (Boonsirichai et
al., 2002) and because heterozygous nhrl roots grown
in NM contained unusually large amyloplasts in the
RC columella (Fig. 7D), their perception and proba-
bly their response could be accelerated.

nhrl Mutation Alters Root Growth Sensitivity to
Abscisic Acid (ABA) and NPA

Many agravitropic mutants exhibit altered sensitiv-
ities to exogenously applied auxins, which are in-
volved in the cellular growth processes a
ing organ bending and root growth (Boonsmcﬁm
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.» 2002). Furthermore, polar auxin transport plays
important role in the control of root gravitropism
ause mutations in genes directly implicated in this
ansport also affect root gravitropism (Chen et al.,
998; Lusching et al., 1998; Miiller et al., 1998; March-
t et al., 1999; Friml et al., 2002b). These mutations
increase root growth insensitivity to polar auxin
ansport inhibitors (Chen et al., 1998; Lusching et al.,
998; Miiller et al., 1998; Marchant et al., 1999; Friml
t al., 2002b). The growth of the heterozygous nhrl
ts was significantly less sensitive to 10 and 50 um
A than those of wild type (Fig. 8A). However, this
as not correlated with an absence of gravitropic
ponse as in eirl/agrlfwavé/pin2 mutants (Chen et
.» 1998; Lusching et al., 1998; Miiller et al., 1998; Fig.
} but with a lack of response to hydrostimulation
igs. 1A and 3, E and F). Heterozygous nhrl and
ild-type seedlings were then grown on media con-
ining various concentrations of the auxins 2,4-D
ig. 8B), indole acetic acid (IAA; data not shown),
d NAA (Fig. 8C). Heterozygous nhrl roots re-
nded to 2,4-D (Fig. 8B) and IAA similar to the
ild type, indicating that heterozygous nhrl roots
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igure 8. Physiological analysis of heterozygous nhr1 mutant seed-
ngs. Effects of an inhibitor of polar auxin transport and hormones on
ild-type and heterozygous nhrl seedlings root growth. Seedlings
rew on NM for 4 d and were transferred to media containing various
oncentrations of NPA (A), 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D;
), 1-naphtalene acetic acid (NAA; C), or ABA (D). Four days later,
growth was measured and plotted as a percentage of root growth
NM. A, Roots of heterazygous nhri seedlings were resistant to the
rowth-inhibiting properties of NPA. The difference was significant at
0 and 50 pm (Student's t test, P = 0.01, P = 0.0055). B, The auxin
»4-D equally inhibited root growth in both heterozygous nhrl and
ild-type seedlings. C, The growth of heterozygous nhrl roots
decreased sensitivity to NAA. The difference was significant
t 0.01 and 0.3 um NAA (Student's ttest, P = 0.001, P = 0.02). D,
oots of heterozygous nhri seedlings were resistant to the growth-
hibiting properties of ABA. The difference was significant at 1 and
D pm ABA (Student's ttest, P = 0.09, P = 4 X 107°). Error bars
present the mean * sp (n = 15). Absence of bar indicates that sp
as less than the thickness of the symbol. The graphs are represen-
tive of three independent experiments.
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are not altered in response to these auxins. However,
heterozygous nkr 1 mutant roots grew significantly
faster than those of wild in the presence of 0.01
and 0.3 um NAA (Fig. 8C). The membrane-permeable
NAA can evade the auxin influx carrier and enter
directly to the cell in contrast to both 1AA and 24-D
(Katekar and Geisler, 1977). This lower sensitivity to
NAA probably suggests that the nhr]l mutation some-
how affects certain aspect of auxin efflux regulation.
Moreover, dark-grown rhrl seedlings failed to main-
tain an apical hook, as do the auxin-res mutants
axrl, tirl, bdl, and hbt (Blilou et al., Y.

Because interactions between ABA and drought are
well documented in Arabidopsis {(Zhu et al,, 1997),
and heterozygous nhrl roots can grow under water
deficit conditions (Fig. 2B), we also examined the
effect of exogenous ABA on the growth of heterozy-
gous nhrl roots. In wild-type plants, application of
low concentrations of ABA accelerates root growth,
whereas higher concentrations inhibit root develop-
ment (Abeles et al., 1992). The growth of heterozy-
gous nhrl roots was less inhibited by increasing con-
centrations of ABA than those of wild type (Fig. 8D);
however, seeds of this mutant were not insensitive to
ABA on germination as the ABA-insensitive mutants
abil, abi2, and abi3 (Koornneef et al., 1984; data not
shown). We also examined the hydrotropic response
of the abil, abi2, abi3, and abal (Koornneef et al., 1982)
mutants in our screening system. These mutant roots
showed positive hydrotropic response as those of
wild type (Fig. 9 in supplemental data available at
www .plantphysiol.org). Endogenous ABA concen-
trations can rise and fall dramatically in response to
environmental cues such as water deficit (Bonetta
and McCourt, 1998). Thus, if heterozygous nhrl roots
keep on growing under water deficit conditions, they
might be impaired in some physiological pathway
where ABA acts as a relay between the environment
and the RC. Studies on how ABA is distributed,
compartmentalized, and metabolized in the root tip
upon gravistimulation are scarce. Moreover, some
ABA mutants of Arabidopsis are agravitropic (E.
Nambara, personal communication) but have not
been characterized thoroughly. Our observations
suggest that an ABA signaling pathway icipates
in the positive hydrotropic response of roots. We
hypothesized that NHR1 is the first element to inter-
act with ABA sensitiveness, which in turn control
and modify the regulation of auxin efflux carriers in
response to environmental parameters. This interac-
tion might allow the RC to sense water potential
gradients and to cross talk with factors implicated in
the polarity of auxin transport, which ultimately de-
termine directional root growth.

To assess whether nhrl affects NPA, NAA, and
ABA responses specifically, we tested root growth
responses to other hormones. Heterozygous nhrl
mutant seedlings showed wild-type responses to the
cytokinin kinetin and benzyl adenine, to the ethylene
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brecursor  1-aminocyclopropane-1-carboxylic  acid,
hind the GA GA; (data not shown). These results
dicated that apparently ABA responses and auxin
bfflux carrier regulation are predominantly altered
by the nhr]l mutation.

We also tested whether the short roots of homozy-
3 ous nhrl mutants lmght arise from altered hormone
ses by growing them in the presence of vari-
bus exogencus hormones (data nor shown). How-
ver, the exogenous addition of different hormones
ould not stimulate growth of homozygous nhrl
oots or shoots. The only effect seen was the induc-
ion of organogenesis in the shoot after the addition
bf 0.1, 0.44, and 1 pum benzyl amino purine because
everal new leaves appeared and formed a miniature
osette. Further, both the hypocotyl and root of dark-
Frown homozygous nhrl seedlings elongated consid-
able more than seedlings grown in the light but this
rrowth was also limited (data not shown). It remains
0 be determined how the shoot apical meristem is
ffected in the homozygous rhrl seedlings. The com-
plete postembryonic growth arrest seen in homozy-
tous nhrl seedlings suggests that the NHRI gene
blays a role in cell proliferation. We are in the process
f positional cloning the NHR1 locus. The identifica-
on of this gene and its characterization will allow us
p understand its role in cell proliferation. Interest-
gly, the nhrl mutation in the homozygous condi-
on results in a lethal phenotype (complete postem-
ryonic growth arrest) but with one functional gene
opy (semidominant heterozygous condition), seed-
gs can grow and set seeds. Furthermore, the phe-
otype of heterozygous nhrl seedlings suggests that
e nhrl mutation play a role in controlling differen-
al root growth. Root motility is generated through
e action of two discrete regions just above and
eparate from the RC, the RAM, and a region just
bove the meristem called the region of elongation
Baluska et al., 1996). When plants are supplied with
asic needs, new cells are produced within the RAM
ore or less continuously, and these cells are the
ells, which give rise to root growth. New cells de-
ived from the RAM proceed through a transition
bhase before entering in to a period of rapid elonga-
on. The elongation zone is a small region of the root
p where cell expansion occurs. Cells in the elonga-
on zone are the first ones involved in root responses
o several environmental stimuli and in the differen-
al growth that accompanies a gravitropic curvature
Boonsirichai et al., 2002). These two linked but in-
ependent activities—cell division and cell elonga-
on—enable root movement. However, the primary
ite of signal perception leading to directional move-
ent is the RC, not the two tissues (RAM and region
f elongation) that actually generate growth (Darwin,
880; Baluska et al., 1996). Therefore, in the heterozy-
rous nhrl seed].ings one wild-type NHRI gene copy
nables cell proliferation but one nkrl gene copy
esulted in impaired differential root growth (lack of

hydrotropism and enhanced gravitropism) and ab-
normal &attemmg in the RC. 'é:ls t suggest that
cell proliferation and cell elongation leading to direc-
tional movement in the root are coordinately regu-
lated with perception in the RC.

Our study demonstrates that a complex henome-
non such as hydrotropism can be genetically dis-
sected. The isolated heterozygous nhrl mutants are
unique in their defective response to positive hydro-
tropism. RC morphogenesis in these mutants was
disorganized, implying that NHR1 is required for

lant roots to sense water and to control pattern

rmation in the RC. It remains to be shown if the
lack of organization of the RC is the cause of the
failure in the hydrotropic response or vice versa.
Cloning of NHR1 loci and the isolation of new neg-
ative hydrotropic mutants will unravel the molecular
nature of the mutation and clarify the mechanisms
involved in root-positive hydrotropism.

MATERIALS AND METHODS
Plant Growth and Manipulation

Wild-type Arabidopsis seeds of the ecotypes Col and Ws were provided
by the Arabidopsis Biological Resource Center (Ohio State University, Co-
lumbus). Seeds were surfaced sterilized and kept at 4°C for 4 d. The
screening systern was prepared by pouring NM (1x Murashige and Skoog
salts supplemented with 0.5% [w/v] Suc) in one-half {upper part} of a
square plate; an agarose-coated polyester gelBond film (FMC BicProducts,
Rockland, ME) was introduced into the dish to separate it in two equat
parts. After solidification of the NM, the same medium supplemerted with
2.5% (v/v) glyceral and 0.5% (w/v) algirdc acdd (WSM) was poured into the
other one-half (lower part) of the dish. Alginic acid was added to improve
medium solidification. Seeds were placed in the upper one-half of the plate,
1.3 cm above the division between both media, and subsequently the piece
of gelBond film was removed. Square plates were wrapped in Parafilm,
placed in vertical position at 23°C, and subjected to 16-h-d/8-h-night cycles
in a growth chamber for 8 to 10 d.

Mutagenesis

Arabidopsis Col ecotype seeds (10,000) were aliowed to imbibe overnight
in water at room temperature, and then were soaked in 03% (v/v) EMS
solution for 16 h. Seeds were washed extensively with water and planted in
eight independent populations in flats at 1,250 seeds flat~". M, seeds were
harvested in bulk.

Screening for Arabidopsis Mutants Affected in Positive
Hydrotropic Response

Approximately 3,300 Arabidopsis seeds from each of the independent
EMS-mutagenized eight populations (a total of 26,400 seeds) were sterllized
and plated in the screening medium described above for 8 to 10 d. Mutants
without Hp curvature up to the 10th d that continued to grow toward the
WSM were selected. Seedlings that showed no hydrotropic respense were
transferred to soil and allowed to self-fertilize for four generations. The mirl

muitant was characterized genetically and phyliologla.lly after backcrossing
to wild type at least three times to remove unlinked mutations.

Water Potential Analysis of the Screening System

The water potential of the screening system was measured at time zero
and every 24 h for 8 d in different sections of the plate by the dew point
psychometric combined method. The HR-337 Dew Point Microvoltimeter
{Wescor Inc., Logan, UT) was used.
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nsay for Hydrotropism in Arabidopsis Roots with an
Moisture Gradient

For the hydrotropic assay, 7-d-old wild-type and heterozygous rhrl
eedlings grown in NM were transferred to a microscope slide containing a
-mm layer of NM. The slide was placed vertically in a square petri dish
hext to the water source (a plece of 2.5- X 1.4-cm oasis {Hummert Interna-
ponal, 5t. Louis] saturated with 3 mL of water) and a saturated solution of
lalcium chloride (3 mL) in a plastic cuvette placed in the bottom of the dish.
Ve used a saturated solution of calchum chioride for creating a gradient in
lir moisture as reported by Takahashi and Scott (1991). The seedling was
taced horizentally onto the microscope slide leaving 2 mm of the root Hp

the air. The distance between the water source and the root tip was
[pproximately 25 to 3.2 mm. The dish was sealed with Parafilm and
aintained in a vertical peeition for 48 h. An air moisture gradient thus was
reated between the oasis and the cuvette. All manipulations were done in

e presence of a room humidifier. Root growth rate was measured with the

blic domain NTH Image program (developed at the United States Na-
jonal Institutes of Health and available on the Internet at http://
b.info.nih.gov/nih-image). Photographs were taken at the indicated times.

alysis of Root Growth in the Presence or Absence of
ormones and Auxin Polar Transport Inhibitors

Wild-type and heterozygous nhrl mutant seedlings were grown on ver-
ally oriented NM plates for 4 d in a growth chamber. After 4 d of growth,
pedlings were carefully transferred (to avoid damage of the roots) onto
ertically orlented NM plates supplemented with 2,4-D, NAA, ABA, and
[PA cited in the figure at the indicated concentrations. Heterozygous nkrl
pedlings were selected from those of wild type because of their wavy-like
bot growth in NM. Auxins (24-D, IAA, and NAA) and an awdn polar
ansport inhibitor (NPA) were purchased from Sigma (St. Louis) and Chem
ervice (West Chester, PA), prepared as 10 mu stock solutions in diluted
[aOH/ethanol, and added to the medium at the concentrations defined in
text. Piates were incubated in the growth chamber far 5 d, with pictures
en every 12 h. Root length data were standardized against lengths on
Insupplemented medium. Root lengths were measured using digital image
sis and statistically analyzed. We used a Morpho Expert image ana-
fzer (Explora Nova, La Rochelle, France), with a monochrome CCD camera
‘OHU 4815, Jessop Canon UK Limited, Neasden, London) and a macrolens
FD 50 mm, 1:3.5, Canon, Tochigi, Japan) attached to a video wide-angle
X high-resolution lens (Jessop, London). The plates were trans-
luminated in a macrostand {AMS, London).

oot Gravitropism and Wavy Growth Pattern
Ixamination in the nhr1 Mutant

For the gravitropic respanse experiments, plates were also kept in a
ertical position. Wild-type seedlings were grown in NM at %0° either on the
ace of 0.9% (w/v) agar NM or submerged within the medium for 5 d,
wd then manually rotated in a clockwise direction so that the roots were
to the surface of the Earth. Heterozygous nhrl seedlings were
plected from the acreening system after 5 d, then transferred to a NM plate
il manually rotated as described above, The direction of new root growth
as analyzed using digital image analysis every 2 h. Then, plates were
foriented to the vertical (initial) position and the recovery of roct growth
irections was recorded after 24 h. Root elongation was assayed at 4 d after
ermination. For the waving pattern, wild-type seedlings were grown on
[lates containing 0.5X Murashige and Skoog medium, phus 1% (w/v) Suc
il 1.5% (w/v) agar, and placed in a vertical position for 7 d in a growth
amber (23°C with 16 h of light). Heterozygous nirl seedlings were
plected from the screening system after 7 d and then transferred to plates
pntaining the medium described above. Then, the plates were tilted to 45°
d the seedlings were grown for 3 d and were photographed as described
y Okada and Shimura (1990).

onfocal Imaging of nkrI Mutant Root Tips

For microscopic examination, 5- to 8-d-old Arabidopsis seedlings were
ained with propidium iodide (PL 10 ug mL™?) for 10 min and then were
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observed with an MRC-600 laser scanning confocal mikroscope (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA) or bright-field microecepy using a 63X
C-Apochromat W Korr (12 munerical aperture and 0.25 water difraction)
water immersion objective (Zeiss, Jena, Germany). Seedlings grown in
acreening system when stained with FI had very low apoplast penetration
and low contrast images were obtained. To improve image contrast, we
used FI supplemented with 1% to 2% (w/v) glycerol. This staining still gave
less contrasted images than seedlings grown in NM. Selection of heterozy-
gous nhrl seedlings grown in NM was based upon their wavy-like root
growth phenotype, and those grown in the screening system because of
their lack of hydrotropic response.

Determination of Genetic Map Position of the
nhr1 Mutation

Genetic mapping was done according to Lukowitz et al. (2000). Mapping.
populations were generated by manually crossing heterozygous nhrl mu-
tants (selected from the screening system) to the Ws ecotype. F, plants were
allowed to self-pollinate and set seed. Tissue from homozygous P, plants
was collected for DNA isolation. DNA pools were bulked and used to assign
a rough position on the genetic map by identifying linked genetic markers
(a set of SSLP markers spaced at regular intervals throughout the genormne).
For more fine-scale mapping, DNA was prepared from individual F; plants
(62 plants, 124 chromosomes) and recombination frequencies were obtained
with flanking SSLP markers from the region.
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