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RESUMEN

La arquitectura radicular representa la morfologia de la raiz que emerge como consecuencia
de los programas intrinsecos del desarrollo de este organo y de las respuestas a los
estimulos ambientales, como la presencia o ausencia de los nutrientes, que modulan estos
programas. La carencia de macro-nutrientes, como nitrato y fosfato, modifica
apreciablemente la arquitectura radicular, pero se conoce muy poco de los factores
genéticos involucrados en este tipo de modificaciones del desarrollo de la raiz. Los factores
transcripcionales de la familia MADS-box controlan muchos aspectos del desarrollo de la
planta, como son el desarrollo floral y la transicion de la fase vegetativa a la reproductiva.
Uno de estos genes, ANR1, se ha relacionado con la via de sefializacion de carencia de
nitrato en el medio que promueve modificaciones a la arquitectura radicular de Arabidopsis
thaliana. En el presente trabajo analizamos el fenotipo radicular de lineas mutantes de
Arabidopsis thaliana de los tres genes hermanos del clado de ANR1 (AGL-16, -17 y -21),
en condiciones de carencia de nitrato y fosfato, con la finalidad de determinar Ia
participacion de otros genes de este clado en las vias de sefalizacion de carencia de
nutrientes que modifican la arquitectura radicular. Los resultados del presente trabajo
confirmaron la participacion de los cuatro genes del clado de ANR1 en el desarrollo de la
raiz, algunos mediante mecanismos independientes de la concentracion de los nutrientes y
otros que sugieren ser miembros de vias especificas de sefializacion ante la carencia de

nitrato o de fosfato.



. INTRODUCCION

I.1. La biologia del desarrollo en plantas

El crecimiento, el desarrollo y la morfogénesis animal y vegetal tienden a seguir programas
estrictamente regulados que dependen de la accion concertada de multitud de genes y
proteinas en redes complejas. El resultado es la generacion de organismos muy parecidos
entre si en su estructura morfolodgica. El plan corporal de los animales se establece en el
momento en el que termina la embriogénesis, salvo en los grupos que presentan
metamorfosis. En cambio, durante la embriogénesis de las plantas se establecen los polos
apical y basal, y las poblaciones de células madre de las cuales depende el crecimiento y la
morfogénesis de los organos del vastago aéreo y del sistema radicular en etapas post-
embrionarias. Las células madre y aquellas con capacidad proliferativa se localizan en los
meristemos de los vegetales: los meristemos apicales de la raiz y del vastago aéreo y los
que se localizan en las axilas de las hojas. A partir de ellos se forman los primordios que
finalmente daran lugar a los 6rganos maduros de las plantas. Sin embargo, el crecimiento y
desarrollo de las yemas apical y foliares es muy variable, y las yemas axilares pueden o no
iniciar su propio programa de desarrollo (Sussex y Kerk, 2001). Los procesos moleculares
que subyacen tras el crecimiento y desarrollo del sistema radicular se han estudiado
relativamente poco en comparacion al desarrollo de las estructuras aéreas. Sin embargo,
existen estudios detallados de la estructura celular de la raiz de Arabidopsis thaliana que
muestran que la estructura celular de la raiz principal y de cada una de las laterales es
regular y muy predecible. De tal manera que es posible rastrear el origen de cada hilera de

células de los distintos tipos dentro de la raiz (Dolan et al., 1993; Malamy y Benfey, 1997).



En contraste, a nivel morfogenético del sistema radicular completo existe una gran
plasticidad y el numero, posicionamiento y direcciéon de crecimiento de cada raiz lateral
dentro del sistema es enormemente variable, aiin entre organismos genéticamente idénticos
(Dubrovsky et al., 2006). Esta plasticidad en el desarrollo le permite a las plantas moldear
su crecimiento y desarrollo en respuesta a sefiales e informacion del ambiente. Esta
capacidad es fundamental en organismos, que como las plantas, son sésiles y no pueden
desplazarse a sitios con condiciones hidricas, de nutrientes y de luz mas adecuadas

(Malamy, 2005).

La morfologia general de cualquier raiz, determinada tanto por factores genéticos como por
el efecto de estimulos ambientales, se conoce como arquitectura radicular y puede ser
estudiada analizando diversos pardmetros como: la longitud de la raiz primaria, y el
numero, la densidad, la longitud e incluso la posicion de las raices laterales, la distancia
entre raices laterales consecutivas, la distancia entre el apice de la raiz primaria y la primera
raiz lateral, entre otros. La arquitectura que adopta la raiz es critica para sobrevivencia de
las plantas pues de esta estructura depende el anclaje y la absorcion de agua y nutrientes del
suelo (Grime et al., 1986 en Malamy, 2005). La arquitectura radicular responde de manera
clara al ambiente y por lo tanto puede ser muy distinta alin entre especies cercanamente
emparentadas. Por otra parte, la siembra selectiva se ha enfocado en desarrollar variedades
de plantas cultivables que presentan sistemas radiculares mas desarrollados ya que existe
una relacion entre el tamafo de la raiz y la resistencia de la planta al estrés hidrico (Price et
al., 2002; Tuberosa et al., 2002 en Malamy, 2005), y la eficiencia en la competencia por los
nutrientes y por lo tanto a la sobrevivencia ante un déficit nutricional (Hodge et al., 1999;

Liao et al., 2001 en Malamy, 2005). Por ejemplo, la mayoria de las variedades de arroz



resistentes a la sequia presentan un sistema radicular mas ramificado y mas alargado que las

variedades sensibles a la falta de agua (Prince et al., 1997 en Malamy, 2005).

A pesar de la gran plasticidad de los sistemas radiculares también existen aspectos de éstos
que estan fuertemente determinados genéticamente y son caracteristicos de especies
particulares (Malamy, 2005). Existe una enorme variacion inter-especifica en cuanto a tipos
de arquitectura radicular como puede verse en la Fig. 1A, sin embargo, la mayoria de las
raices pueden quedar agrupadas en dos tipos principales: (1) la raiz pivotante, la cual
presenta un eje principal o raiz primaria bien diferenciada y varias raices laterales menos
largas que surgen de este eje; y (2) la raiz fasciculada, la cual presenta numerosos ejes
primarios y raices laterales tan largas como éstos (Fig. 1B). Entre estos tipos de
arquitecturas extremas y claramente diferentes se encuentra toda una gama de variaciones

(Fig. 1A).
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Pivotante Fasciculada




Figura 1. (A) Diversos tipos de arquitecturas radiculares encontradas en diferentes especies
de angiospermas. (B) Representaciones de los dos tipos principales de arquitecturas
radiculares: la pivotante, donde la raiz primaria se convierte en el eje principal del sistema;
y la fasciculada, que presenta una gran cantidad de raices secundarias donde ninguna de
ellas se convierte en un eje principal (modificado de Lynch, 1995).

El término “trofo-morfogénesis” se ha acufiado para describir los cambios en la morfologia
de la planta que resultan de las variaciones en la disponibilidad o distribucion de los
nutrientes en el ambiente (Crawford y Forde, 2002). La trofo-morfogénesis es un ejemplo
de plasticidad del desarrollo caracteristica de las plantas. Arabidopsis thaliana presenta un
alto grado de plasticidad del desarrollo en respuestas a estimulos ambientales por lo que es
un modelo excelente para estudiar las bases moleculares de estas respuestas
morfogenéticas. Ademds es un organismo modelo para estudios de genética, biologia
molecular y de biologia del desarrollo en plantas en virtud de su ciclo de vida corto, tamafio
pequefio, gran produccion de semillas, capacidad de transformaciéon mediante
Agrobacterium tumefaciens, por presentar requerimientos minimos para su crecimiento en
el laboratorio y por ser una de las pocas especies vegetales cuyo genoma se encuentra
completamente secuenciado. Por ello, es una de las especies mas estudiadas entre las
plantas y ha permitido la extrapolacion de los procesos y fendmenos que ocurren en ella al
resto de las especies vegetales. Sin embargo, en algunos de los parametros de la
arquitectura del sistema radicular existe una gran variacion en las raices de los diferentes

ecotipos de Arabidopsis thaliana e incluso entre individuos de un mismo ecotipo que

parecen no obedecer a algun patron pre-establecido de desarrollo (Dubrovsky et al., 2006).



1.2. Estructura de la raiz de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh (Brassicaceae)

La raiz de Arabidopsis thaliana presenta tres zonas de desarrollo distintas aunque
parcialmente sobrelapadas a lo largo del eje apico-basal. La zona de proliferacion celular o
meristematica representa la parte mas distal de la raiz y estd caracterizada por células
pequenas cubiertas por una capa de células que conforman la cofia o caliptra. La siguiente
es la zona de elongacion en donde las células comienzan a crecer proximo-distalmente. La
tercera zona de maduracion es donde se completa la diferenciacion de las células totalmente
elongadas de todos los tejidos. Es también en esta zona donde los pelos radiculares y las

raices laterales se desarrollan (Fig. 2) (Dolan et al., 1993).

Z.ona de maduracion

Zona de elongacion

Zona de proliferacion

Figura 2. Zonas en las que se divide la raiz primaria a lo largo del eje apico-basal de
acuerdo a los procesos predominantes que se llevan a cabo en cada segmento (modificado
de Fukaki et al., 2002).



El sistema radicular presenta tres tipos principales de raices: la raiz primaria, que se
desarrolla a partir de la raiz embrionaria; las raices laterales, desarrolladas a partir del
periciclo de la raiz primaria; y las raices adventicias, que surgen del hipocotilo o del
segmento entre el hipocotilo y la raiz (Dolan et al., 1993). La estructura celular de todos

estos tipos de raices es esencialmente la misma (Malamy, 2005).

La organizacion de los tejidos en la raiz es simple (Fig. 3), del centro a la periferia los
tejidos de la raiz son: el cilindro central didrquico con dos elementos de protofloema y dos
elementos de protoxilema rodeado de varias capas concéntricas de una célula de grosor
cada una que son el periciclo, la endodermis y el cortex (corteza) y la epidermis. Esta
ultima es la capa mas externa en las zonas de elongacién y de maduracion de la raiz y esta
constituida por dos tipos de células, tricoblastos que producen pelos radiculares y
atricoblastos que no los producen (Dolan et al., 1993). El apice de la raiz esta cubierto por
un tejido especializado llamado caliptra o cofia cuya parte apical se conoce como columela
y el resto como cofia lateral. Cada uno de los tejidos en la raiz desempefia una funcion
altamente especializada, por ejemplo, el tejido vascular transporta el agua y los minerales
disueltos en ella hacia la parte aérea de la planta a través del xilema, y el floema transporta
los productos de la fotosintesis y hormonas del vastago aéreo hacia la raiz. Una de las
funciones del periciclo es la de originar los primordios de las raices laterales, la endodermis
controla la cantidad de agua y minerales que penetran al sistema vascular, el cortex es una
capa que almacena sustancias de reserva, la epidermis protege a todo el 6rgano y sus
células absorben el agua y transportan los nutrientes del suelo al interior de la raiz. Por esta
capa y las interiores también se trasportan hormonas vegetales al resto de la planta y otras

moléculas producidas en la punta de la raiz. Finalmente, la cofia lateral y la columela, que



se encuentran exclusivamente en el apice de la raiz, protegen al meristemo de los dafios
ocasionados por la friccion a medida que la raiz se abre camino a través de las particulas

del suelo durante el crecimiento y también es el tejido responsable del gravitropismo.

Vasculatura y periciclo

Inicial de cértex y endodermis
Endodermis y cortex
Epidermis

Tricoblastos

Atricoblastos

Cofia lateral

Columela } Caliptra o cofia

BRSNS

Centro quiescente

Figura 3. Tejidos que conforman el apice de la raiz primaria de Arabidopsis thaliana
(modificado de van den Berg et al., 1997).

1.3. Desarrollo de la raiz

La ontogenia de la raiz de Arabidopsis thaliana es relativamente simple y regular a nivel
celular: un pequeno niimero de células madre en el apice de la raiz generan todos los tipos

celulares a través de divisiones estereotipadas seguidas de elongacion y diferenciacion



celular. Debido a que el crecimiento de la raiz es indeterminado, estos procesos son
continuos y en cualquier momento de la vida de la planta se pueden observar todas las
etapas del desarrollo de la raiz (Scheres et al., 2002). Los linajes celulares dentro de la raiz
generalmente se localizan en filas debido a la ausencia de migracion celular en las plantas.
Estas filas de linajes celulares pueden rastrearse hasta sus origenes, que son cuatro tipos de
células madre o iniciales localizadas en el apice de la raiz (Dolan et al., 1993). Un tipo de
estas células iniciales producen la epidermis y la cofia lateral, el segundo tipo produce la
columela, un tercer grupo produce las células del cortex y la endodermis, y el cuarto tipo
produce el periciclo y el tejido vascular. En el interior de las células iniciales y contactando
fisicamente a todas ellas, se encuentra un pequefio ntimero (cuatro en Arabidopsis) de
células centrales casi mitoticamente inactivas y se denominan como el centro quiescente

(CQ, ver Fig. 3) (Scheres et al., 2002).

La division de las células iniciales pueden ser exclusivamente anticlinales (perpendiculares
al eje de crecimiento) resultando en una sola fila de células, como ocurre con las células
iniciales de la columela; o bien, como es el caso para las células iniciales del cortex y la
endodermis, las células iniciales pueden dividirse primero anticlinalmente, regenerando la
célula inicial y produciendo una célula basal que luego se divide periclinalmente para
formar las primeras células de los linajes de cortex y de endodermis (Fig. 4). Estas células
llevan a cabo un limitado numero de divisiones anticlinales y durante este periodo
adquieren su compromiso como células de un linaje especifico. Subsecuentemente, llevan a
cabo una elongacion rapida en el eje longitudinal (&pico-basal) para completar su

diferenciacion (Scheres et al., 2002).



Endodermis Cortex

+» >

Divisién Division
Inicial de cortex anticlinal periclinal

y endodermis

Figura 4. Patrones de division celular estereotipicas que producen las capas de endodermis
(azul) y cortex (amarillo) a partir de la célula inicial (verde). Primeramente, la célula inicial
lleva a cabo una division anticlinal que regenera la célula inicial y produce una célula basal
que subsecuentemente se divide periclinalmente originando las primeras células de los
linajes de endodermis y cortex (modificado de van den Berg et al., 1997 y de Scheres et al.,
2002).

Después de la fecundacion, el cigoto se divide en una célula apical y una célula basal. El
origen del centro quiescente y de la columela se puede rastrear a una sola célula: la
hipofisis, que a su vez se deriva de la célula basal de la primera division cigotica. Y esta es
la inica contribucion de la célula basal en la formacion del embrion (Scheres et al., 1994).
El resto de las células que constituyen a la raiz del embrion maduro provienen de la célula
apical de la primera division del cigoto (Scheres et al., 1995). La separacion entre raiz y
vastago aéreo, o mas especificamente, entre la raiz y el hipocotilo coinciden con las

divisiones que se llevan a cabo en una fase del desarrollo embrionario conocido como etapa



de corazén, pero las células que se encuentran en este limite pueden tomar el destino tanto
de raiz como de hipocotilo dependiendo mas de la posicion en la que se encuentran que de
su ontogenia. El arreglo radial de las células de la raiz, la formacion del meristemo y los
patrones de division tipicos de las células iniciales también se establece en esta etapa del
desarrollo embrionario. Justo al final de la etapa de corazon, las células epidérmicas mas
basales generan una capa de cofia lateral por divisiones periclinales, las células
meristematicas que quedan rodeadas por la cofia lateral entran en estado de latencia hasta la

germinacion (Scheres et al., 2002).

Después de la germinacion, las células meristematicas comienzan a dividirse y la raiz crece
a lo largo del eje longitudinal como resultado de la elongacion celular. A medida que la raiz
crece, el nimero de células meristematicas se incrementa al igual que la tasa de produccion
celular. Las células del centro quiescente se dividen s6lo raramente, sin embargo, las
células que llegan a producir pueden incorporarse en casi cualquiera de los tejidos de la
raiz, por lo que parece que las divisiones del centro quiescente pueden ocurrir en cualquier
direccion y que el destino final de estas células estd determinado por la posiciéon que
ocupan y no por el linaje del que provienen (Kidner et al., 2000). De tal suerte que es la
“informacion posicional” la que determina el destino celular dependiendo de la posicion
que ocupa una célula particular con respecto a otras. Las auxinas podrian ser algunos de los
componentes importantes de esta informacidn posicional ya que se sabe que participan en
la determinacion morfogenética de la parte distal de la raiz (centro quiescente, columela y
cofia lateral) (Scheres et al., 2002). Otro tipo de informacion posicional podria encontrarse
en la pared celular de las células del centro quiescente o en algunas moléculas difundidas

desde éste a corta distancia, debido a que se sabe que el contacto del centro quiescente con



las células iniciales mantiene a éstas en su estado pluripotencial, y la interrupcion de este
contacto (por ablacion de algunas células del CQ) causa la diferenciacion prematura de las
cé¢lulas iniciales (van den Berg et al., 1997). Es importante notar que un proceso similar se
ha descrito para las células del meristemo apical del vastago aéreo (Mayer et al., 1998 en
Scheres et al., 2002). Por otro lado, el aislamiento de las células iniciales de sus células
descendientes por ablacion de estas ultimas interfiere con los planos de division celular
estereotipicas de las primeras. Esto sugiere que al perderse el flujo normal de informacion
de las células maduras hacia las células iniciales se altera el mecanismo de sefializacion que
mantiene los patrones de division de las iniciales y asi se mantiene el patron celular radial

de la raiz (van der Berg et al., 1995).

En cuanto al desarrollo de las raices laterales a partir de la raiz primaria se pueden
distinguir tres etapas claves: (1) seleccion de las células fundadoras del periciclo e
iniciacioén de la formacion del primordio; (2) desarrollo y emergencia del primordio de la
raiz lateral y activacion del meristemo apical; y (3) crecimiento de la raiz lateral y
orientacion de la misma (Malamy, 2005). Las raices laterales de Arabidopsis thaliana se
originan de una poblacion de células del periciclo denominadas células fundadoras del
periciclo, que se encuentran adyacentes a los dos polos del protoxilema (Dubrovsky et al.,
2001). Primeramente, las células fundadoras se dividen anticlinalmente (transversalmente)
produciendo una capa de 10 células pequefias. Estas se expanden y las células centrales se
dividen periclinalmente (longitudinalmente) para producir una estructura de dos capas (ver
Fig. 4 para consultar los planos de division). Posteriormente, continia una fase de
elongacion y division que resulta en un primordio de raiz lateral con un patron histologico

similar al del &pice de la raiz primaria o al de la raiz embrionaria. El primordio emerge de



la raiz parental mediante la expansion celular. Finalmente, el meristemo apical del
primordio se activa, lo cual indica la conversion irreversible del primordio en raiz lateral

(Malamy y Benfey, 1997).

Recientemente, se determind que el surgimiento de los primordios de raices laterales en
Arabidopsis thaliana obedece a un patron acropétalo, es decir, los primordios surgen en una
porcion de la raiz mas distal con respecto a un primordio iniciado previamente (Dubrovsky
et al., 2006). No se han observado primordios desarrollados de novo entre otros
previamente originados (Dubrovsky et al., 2006). En este mismo trabajo se observo que en
plantas del ecotipo Col-0, el porcentaje de la raiz primaria que presenta raices laterales
representa del 40 al 45% de su longitud total. Y en cuanto al orden de aparicion de
primordios sucesivos, se muestra que existe una fuerte tendencia hacia la alternancia de
primordios entre las dos filas del periciclo. También hay que mencionar que no todos los
primordios de raices laterales se desarrollan como tales, y el porcentaje de aquellos que lo
hacen, se ve influenciado por el efecto de las fitohormonas y los nutrientes (Barlow y

Adam, 1988 en Malamy, 2005).

El sistema radicular es un modelo ideal para estudiar los procesos que subyacen tras la
plasticidad en el crecimiento, desarrollo y morfogénesis vegetal. Estructuralmente, la raiz
es mas simple que el sistema aéreo de la planta, ya que crece y se desarrolla inicamente por
reiteracion y elongacion de sus oOrganos radiculares. Sin embargo, al igual que con los
organos aéreos, los mecanismos que determinan la arquitectura radicular pueden dividirse
en dos grandes categorias: (1) las vias intrinsecas de sefalizacion esenciales para la

organogénesis y el crecimiento; y (2) las vias de sefializacion que determinan las respuestas



a las condiciones ambientales modulando a las primeras, llamadas vias de respuesta

(Malamy, 2005).

1.4. Bases moleculares y vias intrinsecas del desarrollo de la raiz

1.4.1. Desarrollo de la raiz primaria

Los genes conocidos en la participacion del desarrollo de la raiz pueden ser agrupados en
cinco contextos principales de acuerdo a los procesos en los que intervienen: determinacion
de las estructuras distales, determinacion de la simetria radial, diferenciacion epidérmica,

proliferacion y elongacion celular.

La diferenciacion de las estructuras distales de la raiz requiere de la intervencion de las
auxinas, como lo sugieren tres mutantes que carecen de una raiz primaria o que presentan
raices con alteraciones importantes en el meristemo y columela: monopteros (mp), el cual
codifica para un factor de transcripcion con un motivo ARF de respuesta a auxinas y que
regula la transcripcion de genes inducibles por esta hormona; bondelos (bdl) y aux6, dos
genes con funciones desconocidas pero cuyos mutantes muestran una pérdida de
sensibilidad a las auxinas. De esta forma, la percepcion de las auxinas y una adecuada
transduccion de su sefial son indispensables para la correcta diferenciacion de la raiz
(Scheres et al., 2002). El gene HOBBIT (HBT), cuyas caracteristicas de su producto
proteico son desconocidas, es indispensable para que se lleven a cabo las divisiones

celulares adecuadas en la hipofisis, consecuentemente, los mutantes en este gene carecen de



los elementos mas distales de la raiz (centro quiescente, columela y cofia lateral) y la

actividad meristematica es nula (Willemsen et al., 1998).

La simetria radial de la raiz se encuentra alterada en los mutantes scarecrow (scr) y short-
root (shr). En ambos mutantes, en lugar de cortex y endodermis, hay una sola capa entre la
epidermis y el periciclo (Scheres et al., 1995). Ambos genes codifican para proteinas de la
familia GRAS de presuntos reguladores transcripcionales (Scheres et al., 2002). En la capa
celular mutante de shr, s6lo se observan marcadores moleculares de cortex, indicando que
SHR se requiere tanto para las divisiones periclinales de las células iniciales de cortex y
endodermis, como para la determinacion del linaje de endodermis. En cambio, en SCr se
observan marcadores moleculares tanto de coértex como de endodermis en la capa celular
mutante, indicando que SCR sélo se requiere para las divisiones periclinales normales de
las células iniciales (Di Laurenzio et al., 1996). Complementariamente, cuando SHR se
expresa ectopicamente, la radicula resultante presenta capas celulares supernumerarias
entre la epidermis y el periciclo que expresan marcadores de endodermis (Helariutta et al.,

2000; Nakajima et al., 2001), confirmando la funcion de SHR.

Normalmente, el floema y el procambium se establecen a través de una serie de divisiones
celulares asimétricas de sus células iniciales. Estas divisiones requieren del gene WOODEN
LEG (WOL, que codifica una histidin-cinasa) debido a que en la planta mutante afectada en
este gene, el protoxilema es el unico tejido presente en el cilindro vascular (Scheres et al.,

1995; Mahonen et al., 2001).



La epidermis de la raiz estd constituida por dos tipos celulares cuya identidad estd
determinada por informacion posicional. Los tricoblastos se desarrollan como células con
pelos radiculares que siempre estan en contacto con dos células corticales, mientras que los
atricoblastos no desarrollan pelos y tnicamente contactan a una célula cortical (Dolan et
al., 1994 en Scheres et al., 2002). Se ha postulado que la informacion posicional que
determina el destino hacia tricoblasto o atricoblasto se encuentra en la pared celular de las
c¢lulas corticales (Berger et al., 1998). GLABRA 2, un factor transcripcional, es un
regulador positivo del destino a atricoblasto (Masucci et al., 1996), mientras que otro factor
transcripcional, CAPRICE, regula positivamente el destino hacia tricoblastos (Wada et al.,

1997).

En cuanto a la proliferacion celular en el meristemo apical de la raiz, un miembro de la
recientemente descrita familia BRX (BREVIS RADIX) de factores trascripcionales, es
indispensable para el mantenimiento de este proceso al igual que para el adecuado
crecimiento de las células que entran a la zona de elongacion (Mouchel et al., 2004).
Asimismo, el gene ROOTMERISTEMLESS1 (RML1) que codifica para la enzima vy-
glutamilcisteinasintetasa, es indispensable para el mantenimiento de la proliferacion celular
ya que los meristemos de mutantes para este gene no presentan divisiones celulares después

de la germinacion (Cheng et al., 1995).

Debido a que no hay migracion celular durante el desarrollo de las plantas, la division y la
elongacion celulares son los procesos determinantes de la forma final de los 6rganos de las
plantas. En la raiz, para generar filas de células, las células iniciales y su progenie mas

inmediata pasan a través de procesos continuos de division celular y elongacion. Al



principio, la elongacion es lenta y no esta polarizada, por lo que la forma de las células es
isodiamétrica. Posteriormente, cuando las células entran a la zona de elongacion, el
crecimiento celular comienza a ser anisotropico, resultando en células con un eje
longitudinal més alargado que el eje radial o transversal. Todas las evidencias
experimentales apuntan a que la pared celular es la encargada de regular la extension y la
orientacion de la elongacion celular, y muchos genes relacionados con una elongacion

aberrante desempefian algun papel en la sintesis de celulosa (Scheres et al., 2002).

1.4.2. Desarrollo de las raices laterales: iniciacion de los primordios

La expresion de diversos marcadores genéticos muestran patrones similares tanto en raices
primaria como secundarias (Malamy y Benfey, 1997). Ademas, las mutaciones en genes
involucrados en los patrones de desarrollo de la raiz primaria como SHORTROOT vy
SCARECROW también ocasionan defectos en el desarrollo de las raices laterales (Wysocka
et al., 2000; Helariutta et al., 2000). Por lo tanto, se ha propuesto que el numero reducido
de mutantes identificados que son incapaces de producir raices laterales se debe a que la
formaciéon de raices primarias y laterales comparten un mismo programa de desarrollo

(Malamy y Benfey, 1997).

La iniciacion del desarrollo de raices laterales depende de ciertas células del periciclo que
son seleccionadas por mecanismos desconocidos para convertirse en las células fundadoras
de las raices laterales. Radialmente, solo las células adyacentes a los polos de protoxilema
pueden convertirse en células fundadoras. En el eje vertical, es dificil predecir la posicion

del surgimiento de las células fundadoras, aunque la iniciacion de las raices laterales queda



excluida de la region mas cercana al apice de la raiz parental. El primer evento aparente en
la iniciacidon es una serie de divisiones anticlinales en las células fundadoras (Malamy,

2005).

Existe evidencia de la participacion de las auxinas en la seleccion y division de las células
fundadoras (Casimiro et al., 2003). La sobreproduccion o la aplicacion exdgena de auxinas
incrementa el nimero de primordios inducidos (Casimiro et al., 2003; Himanen et al.,
2002). Contrariamente, los mutantes insensibles a auxinas muestran una disminucién en los
eventos de iniciacion (Casimiro et al., 2003). El acido abscisico (ABA) también desempeiia
un papel en la iniciacion ya que el mutante abi3, insensible a esta hormona, presenta menos
eventos de iniciacion en presencia de auxinas que las plantas silvestres (Brady et al., 2003).
Otro grupo de hormonas, las citocininas, participan como represores de la iniciacion de
primordios, ya que plantas con niveles reducidos de estas hormonas presentan un
incremento en el nimero de raices laterales al igual que una disminucién en la distancia que

separa a los primordios sucesivos (Werner et al., 2003).

Uno de los efectos de las hormonas en el desarrollo es el modular la expresion de genes que
controlan el ciclo celular. Por ejemplo, las auxinas reprimen la expresion de la proteina 2
relacionada a Kip (KRP2), que es un inhibidor del ciclo celular el cual bloquea
especificamente la transicion de G1 a S. KRP2 se expresa en el periciclo excepto en las
filas de células adyacentes al protoxilema, justo en la zona donde ocurre la iniciacion de los
primordios. Reciproca y congruentemente, la sobre-expresion de este gen reduce de manera

importante la iniciacion de primordios (Himanen et al., 2002).



Existen otros genes reguladores involucrados especificamente con la iniciacion de los
primordios. Los genes ARABIDILLO 1 y ARABIDILLO 2, relacionados con los genes de la
familia ARMADILLO (ARM) de co-factores transcripcionales, son indispensables para la
iniciacion de los primordios de las raices laterales y no forman parte de ninguna via
hormonal o de nutrientes conocida (Coates et al., 2006). El mutante alf4 desarrolla una raiz
primaria normal pero es incapaz de iniciar el desarrollo de raices laterales aunque se
suministren auxinas exdgenamente (Celenza et al., 1995 en Malamy, 2005); se desconoce
la funcién de la proteina codificada por el gene ALF4, pero se sabe que se acumula en el
nucleo, por lo que muy probablemente se trate de un factor transcripcional (DiDonato et al.,
2004). El mismo fenotipo de ausencia de raices laterales se presenta en el mutante por
ganancia de funcion del gene SOLITARY-ROOT (SLR, Fukaki et al., 2002). Y el mutante en
el gene 1AA28 presenta una disminucion en la iniciacion de primordios (Rogg et al., 2001).
Tanto SLR como IAA28 codifican para represores transcripcionales regulados por la via de
sefializacion de auxinas. Se conocen algunos factores transcripcionales que participan en la
iniciacion de primordios de raices laterales como NACI, cuya sobre-expresion desencadena
un incremento en los eventos de iniciacion de primordios (Xie et al, 2000) y KNAT6, cuyo
silenciamiento por RNA antisentido resulta en un incremento en el niimero de raices

laterales (Dean et al., 2004).

1.4.3. Desarrollo de las raices laterales: emergencia y activacion meristematica

Como se menciono anteriormente, las auxinas son hormonas clave durante el desarrollo de

los primordios y la aplicacion exodgena de estas fitohormonas incrementa la densidad de las

raices laterales (Himanen et al., 2002). Ademas, si se separan los primordios de su raiz



parental, solo continlan su desarrollo si se les proporcionan auxinas exogenamente
(Laskowski et al., 1995). El mutante para un gene de funcion desconocida, ALF3, presenta
primordios que no logran desarrollarse a menos que se les aplique auxinas exdgenamente
(Celenza et al., 1995 en Malamy, 2005). Benkova et al. (2003) demostraron que en el
primordio se establece un gradiente de auxinas con una acumulacioén de éstas en el apice
que, sin embargo, esta ausente en aquellos primordios que son incapaces de proseguir su

desarrollo.

El mutante Ird1 (lateral root development 1) muestra un incremento en la formacion de las
raices laterales pero responde de manera similar al silvestre a estimulos ambientales, lo cual
permite suponer que LRD1 (que codifica para una ciclofilina) es miembro de los

determinantes intrinsecos del desarrollo de la raiz (Malamy, 2005).

1.5. Factores nutricionales y vias de respuesta en el desarrollo de la raiz

Los cambios en la arquitectura de la raiz pueden afectar profundamente la capacidad de las
plantas de absorber agua y nutrientes del suelo. Uno de los procesos que modifican
sustancialmente la arquitectura radicular es la formacion de raices laterales (Lopez-Bucio et
al., 2003). Las raices laterales proliferan preferentemente en zonas ricas en nutrientes. Una
serie de estudios clasicos en la década de 1970 realizados por Drew et al. (1973 y 1975)
mostraron que concentraciones localizadas de nitrato, amonio o fosfato estimulaban la
iniciacion y elongacion de las raices laterales sin afectar practicamente el crecimiento de la

raiz primaria. Estos resultados sugieren que diferentes tipos de meristemos responden de



manera distinta a los nutrientes (Drew et al., 1973; Drew, 1975 en Crawford y Forde,

2002).

Los nutrientes del suelo son elementos criticos para el crecimiento, desarrollo y
productividad de la planta. Entre ellos, el nitrogeno es el elemento més limitante para el
crecimiento debido a su baja disponibilidad en el suelo. La concentracion de nitrato de los
suelos agricolas naturales varia de 1 a 10 mM en la mayoria de los casos. El fosforo es el
segundo factor critico para el crecimiento debido a que el anion fosfato es altamente
insoluble en agua ocasionando que en muy raras ocasiones este nutriente se encuentre en el
suelo en concentraciones superiores a 10 pM. Ademas de su baja disponibilidad en el suelo,
los nutrientes no se encuentran uniformemente distribuidos, por lo que las plantas activan
programas de desarrollo para modificar la arquitectura de la raiz y hacer mas eficiente la

adquisicion de éstos (Lopez-Bucio et al., 2003).

I.5.1. Nitrato: transporte, metabolismo y efectos en la arquitectura radicular.

El nitrégeno del suelo estd disponible para las plantas como nitrato o como amonio. La
abundancia relativa de estos dos iones en los suelos naturales es altamente variable y en
gran medida depende de las tasas relativas de dos procesos microbianos: la mineralizacion,
o la liberacion de amonio de los compuestos nitrogenados organicos; y la nitrificacion, o la
conversion del amonio en nitrato (Marschner, 1995 en Crawford y Forde, 2002). En los
suelos bien ventilados, la nitrificacién es rapida, por lo que el amonio se encuentra en
concentraciones bajas y el nitrato es la principal fuente de nitrogeno para las plantas; en

cambio, en suelos 4cidos o pantanosos, la nitrificacion es inhibida y el amonio se acumula.



La mayoria de las plantas, entre ellas Arabidopsis thaliana, son capaces de utilizar ambas

formas de nitrégeno (Crawford y Forde, 2002).

La asimilacion del nitrato involucra los siguientes pasos: absorcion por la raiz, la reduccion
a nitrito, la reduccidon a amonio y la incorporacion a los aminoacidos (Fig. 5). La absorcién
del nitrato tiene lugar en las capas celulares mas externas de la raiz por medio de transporte
activo mediado por co-transporte de protones (Millar et al., 2001 en Crawford y Forde,
2002). Los experimentos electrofisiologicos revelaron la existencia de dos sistemas de
transporte de nitrato: un sistema de alta afinidad, cuya ky, para el nitrato va de 10 a 100 uM;
y un sistema de baja afinidad, el cual muestra una cinética lineal y no saturable que es
evidente en concentraciones superiores a los 500 uM de nitrato (Meharg y Blatt, 1995 en
Crawford y Forde, 2002). El i6n nitrato, por si mismo, actua como inductor de su propio
transporte. Cuando se retira todo el nitrato del medio, las plantas retienen una tasa de
transporte basal o constitutivo que presenta ambos componentes de alta y baja afinidad
(abreviados STAAc y STBAC, respectivamente). Después de la exposicion al nitrato, la tasa
de transporte se incrementa solo en el sistema de alta afinidad, indicando la existencia de un
sistema de transporte de alta afinidad inducible (STAAi). Por otra parte, las
concentraciones elevadas de nitrato inhiben el transporte del mismo (Crawford y Forde,

2002).
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Figura 5. Esquema del metabolismo del nitrégeno en una célula epidérmica de la raiz
(basado en Crawford y Forde, 2002 y Coruzzi, 2003).

El primer transportador de nitrato en ser descrito fue CHL1 (ahora denominado NRTI1.1)
(Braaksma y Feenstra, 1973 en Crawford y Forde, 2002). Varios experimentos permitieron
catalogarlo como un transportador con afinidades duales que contribuyen tanto al STAA
como al STBA (revisados en Crawford y Forde, 2002). Se han descrito dos familias génicas
de transportadores de nitrato, la familia NRT1 y NRT2. La familia NRT1 esta constituida
por cinco miembros y la familia NRT2 por siete (Crawford y Forde, 2002). NRT2.1 se
expresa fuertemente en raices y es inducido por el nitrato y reprimido por el amonio, por
los aminoacidos (especialmente arginina) y cuando las plantas crecen en altas

concentraciones de nitrato (Crawford y Forde, 2002).



Una vez que el nitrato ha sido transportado al citoplasma, el i6n puede ser movilizado al
vastago aéreo por el xilema, transportado a la vacuola para su almacenamiento (Fig. 5), o
reducido a nitrito, una reaccion catalizada por la nitrato reductasa (NR) (Fig. 5), una enzima
citoplasmica que usa NADPH como molécula reductora (Campbell, 2001 en Crawford y
Forde, 2002). Después, el nitrito es reducido a amonio por medio de la enzima nitrito
reductasa (NiR). Posteriormente, el amonio es asimilado a glutamina en el citoplasma y en
los plastidos mediante la enzima glutamina sintetasa (GS); y después a glutamato mediante
la glutamato sintetasa (GOGAT) que es una enzima exclusiva de plastidos (Fig. 5). Estos
dos aminodacidos actian como los donadores de nitrégeno en la biosintesis de esencialmente
todos los aminoacidos, acidos nucleicos y otros compuestos nitrogenados como la clorofila
(Lea, 1993 en Coruzzi, 2003). Ademéas de GOGAT, la enzima mitocondrial glutamato
deshidrogenasa (GDH) también puede catalizar la sintesis de glutamato a partir del 2-
oxoglutarato y el amonio, aunque se cree que su funcioén principal es la de catalizar la

reaccion opuesta (Lea et al., 1990 en Coruzzi, 2003).

El nitrato no es solo un nutriente, sino también una molécula sefializadora. Uno de los
aspectos mas estudiados de su sefalizacion es la regulacion de la expresion génica. Wang et
al. (2000 y 2003) analizaron la respuesta a nivel genémico de Arabidopsis thaliana ante la
presencia de nitrato mediante micro-arreglos y encontraron alrededor de 1000 genes que
responden rapidamente a nivel de acumulacion de su ARN mensajero. Estos genes incluyen
componentes de las vias de asimilacion del nitrato (transportadores de ambas familias,
nitrato reductasas, nitrito reductasas y genes de la asimilacion del amonio), componentes de
la via metabolica de las pentosas fosfato, del metabolismo del almidén, del transporte del

calcio, dos factores de transcripcion (ANRI, una proteina con dominio MADS y una



proteina de unién a ADN tipo MYB), y otros genes con muy diversas funciones. Esto
demuestra claramente el papel del nitrato como molécula sefializadora, aunque su via de

transduccidon no ha sido caracterizada.

En Arabidopsis, la longitud de la raiz primaria y de las raices laterales disminuye al
incrementar la concentracion de nitrato disponible. En cambio, la densidad de las raices
laterales se mantiene relativamente constante en un rango amplio de concentracion de

nitrato (Bitgit et al., 2002 en Lopez-Bucio et al., 2003).

Asimismo, en Arabidopsis se han descubierto dos mecanismos diferentes de respuesta en el
desarrollo de las raices laterales con respecto al nitrato: (1) la estimulacion de la elongacion
de las raices laterales ante una fuente localizada de nitrato y (2) un efecto inhibitorio global
o sistémico ante altas concentraciones de nitrato (Fig. 6A; Zhang et al., 1999). Las
concentraciones de nitrato superiores a 10 mM en el medio de cultivo reprimen el
desarrollo de las raices laterales en una etapa inmediata a la activacion del meristemo (Fig.
6A), pero esta inhibicion es reversible si las plantas se transfieren a un medio con
concentraciones menores (Zhang et al., 1999). Se ha reportado que la adicion localizada de
nitrato en medio con carencia del mismo permite la elongacion de raices laterales en la
zona rica en nitratos (Zhang y Forde, 1998). Por otra parte, existe evidencia de un ligero
incremento en la densidad de raices laterales en Arabidopsis dentro de una zona localizada
rica en nitrato o fosfato (Linkohr et al., 2002), a pesar de que no parece existir ninguna
diferencia en el numero de primordios producidos entre plantas crecidas en medio con
elevada concentracion de nitratos y aquellas crecidas en bajas concentraciones (Zhang et

al., 1999). Estas respuestas de desarrollo parecen ser el resultado de la accion del i6n



nitrato, mas que de los metabolitos nitrogenados (aminoacidos, por ejemplo) debido a que
mutantes que no poseen actividad de nitrato reductasa, y por lo tanto son incapaces de
incorporar el nitrato a moléculas orgénicas, son mas sensibles a la inhibicion del desarrollo

de las raices laterales por nitrato (Zhang et al., 1999).

El desarrollo de las raices laterales de algunos mutantes insensibles a acido abscisico se
reprime menos por altas concentraciones de nitrato que en las plantas silvestres, indicando
que la sefalizacion del acido abscisico podria estar por abajo en la cascada de respuesta
iniciada por el nitrato (Signora et al., 2001). Estos hallazgos sugieren que la raiz tiene
respuestas morfogenéticas especificas desencadenadas por la disponibilidad de los
diferentes nutrientes en el suelo que estan mediadas por vias de sefializacion en respuesta a

algunas hormonas (Lopez-Bucio et al., 2003).

1.5.2. Fosfato: transporte, metabolismo y efectos morfogenéticos sobre la raiz

De todos los macronutrientes del suelo, el fosforo es el mas diluido y el que presenta menor
movilidad. El fésforo es absorbido por las plantas como ortofosfato (Pi o fosfato
inorganico), sin embargo, numerosos procesos que ocurren en el suelo lo transforman en
formas que no pueden ser asimiladas por las plantas (como son, la transformacion del
fosforo inorganico en fosfatos de calcio o su fijacion en moléculas orgénicas, etc.). Esto
tiene como resultado una baja disponibilidad de este elemento en el suelo, donde la
concentracion de fosfato dificilmente alcanza los 10 uM, para su absorcion por las plantas

(Poirier y Bucher, 2002).
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Figura 6. Cambios en la arquitectura radicular bajo distintas concentraciones de nutrientes.
(A) Inhibicion del crecimiento de las raices laterales en altas concentraciones de nitrato
(derecha) comparado con las plantulas crecidas a menores concentraciones (izquierda)
(modificado de Zhang y Forde, 1999). (B) Redistribucion del crecimiento de la raiz
primaria a las raices laterales en bajas concentraciones de fosfato (izquierda) comparado
con el crecimiento de las plantulas en mayores concentraciones de este nutriente (derecha)
(modificado de Williamson et al., 2001).

Se han descrito dos sistemas de transporte para el fosfato, uno de alta afinidad que actia en
concentraciones micro-molares, y uno de baja afinidad en concentraciones mayores (mili-
moles; Drew et al., 1984; Schachtman et al., 1998 en Poirier y Bucher, 2002). Las

concentraciones de Pi en el citoplasma son muy superiores a las del suelo, por lo que para



que se transporte al interior de las cé€lulas, el fosfato se acopla (simporte) al transporte de
protones (H"), por lo que la fuerza que dirige el flujo de Pi al interior de la célula es el
gradiente electroquimico generado principalmente por la ATPasa de H' (Schachtman et al.,

1998 en Poirier y Bucher, 2002).

Una vez dentro de la célula, el fosfato pasa las membranas de los organelos celulares
(plastidos, mitocondrias y vacuolas) generalmente por anti-portadores, frecuentemente en
intercambio con otros solutos o con protones. La membrana externa de los plastidos y
mitocondrias es permeable a solutos pequefios como el Pi, es en la membrana interna (que
es altamente impermeable) de estos organelos donde se lleva a cabo el transporte de fosfato
y metabolitos (Fligge et al., 2001 en Poirier y Bucher, 2002). La vacuola actia como el
mayor reservorio de fosfato en la célula (de 85 a 95%), cuando el suministro es adecuado.
En cambio, en las plantas crecidas en carencia de fosfato, virtualmente todo este nutriente

se encuentra en las mitocondrias y cloroplastos (Poirier y Bucher, 2002).

El genoma haploide de Arabidopsis thaliana contiene nueve genes con alta similitud entre
ellos que codifican transportadores de fosfato inorganico. Esta familia génica se denomina
la familia Pht] y corresponde al grupo de simportadores de Pi/H™ (Bucher et al., 2001 en
Poirier y Bucher, 2002). Cinco de estos genes se expresan predominantemente en la raiz,
mientras que los otros cuatro se expresan también en ¢l vastago aéreo (Smith et al., 1997,
Mucchal et al., 1996; Mudge et al., 2002; Karthikeyan et al., 2002 en Poirier y Bucher,
2002). Ademas, la expresion de la mayoria de los genes de la familia es inducida en
condiciones de bajo fosfato (Karthikeyan et al., 2002 en Poirier y Bucher, 2002). La

afinidad de estos transportadores por el fosfato no se conoce aun, a excepcion de Phtl;1, el



cual es un transportador de alta afinidad (Mitsukawa et al., 1997 en Poirier y Bucher,
2002). Durante periodos de limitacion de fosfato en el medio, la velocidad del transporte de
fosfato se incrementa probablemente por un aumento en la sintesis de los sistemas de
transporte de Pi (Drew et al., 1984; Lee, 1982; Shimogawara y Usuda, 1995; Ullrich-

Eberius et al., 1984 en Poirier y Bucher, 2002).

Las plantas presentan una serie de adaptaciones morfoldgicas y metabdlicas en respuesta a
la carencia de fosfato. A nivel morfolégico, se modifica la arquitectura de la raiz: se
incrementa el crecimiento de la raiz con respecto al vastago aéreo, la densidad y la longitud
de los pelos radiculares, y aumenta la produccion y longitud de las raices laterales (Fig.
6B). Ademas, la anatomia de la raiz se modifica apreciablemente en condiciones de bajo
fosfato: el diametro de la raiz se incrementa y presenta un 45% mas de células de cortex, el
nimero de células epidérmicas también se incrementa aunque su tamafio se reduce (Ma et
al., 2001 en Poirier y Bucher, 2002). Bajo estrés por carencia de fosfato, la raiz incrementa
la secrecion de protones o de acidos organicos para aumentar la solubilidad del fosfato
presente en complejos insolubles, como los fosfatos de aluminio. Bajo estas condiciones, la
raiz también secreta fosfatasas y nucleasas para adquirir fosfato de las fuentes organicas

(Poirier y Bucher, 2002).

El incremento en la superficie de contacto de la raiz y los pelos radiculares es una
adaptacion especialmente importante para la adquisicion de iones que presentan un
potencial de difusion limitado en el suelo, como son el hierro y el fosfato, comparados con
nutrientes cuya difusion es mucho mayor, como el nitrato (Bates y Linch, 1996; Ma et al.,

2001; Schmidt y Schikora, 2001 en Poirier y Bucher, 2002).



En Arabidopsis thaliana, el medio carente de fosfato promueve un crecimiento menor de la
raiz primaria pero un incremento en la longitud de las raices laterales (Fig. 6B). Por lo
tanto, hay una redistribucion del crecimiento de la raiz primaria a las raices laterales
(Lopez-Bucio et al., 2002; Williamson et al., 2001). Por otra parte, en concentraciones
optimas de fosfato se invierte esta respuesta en el crecimiento de la raiz (Fig. 6B; Bitgit et

al., 2002 en Lopez-Bucio et al., 2003).

Con respecto a los componentes genéticos de la respuesta a la carencia de fosfato, solo se
conoce PHRL1, el cual codifica para un factor transcripcional. El mutante afectado en este
gene presenta una fuerte inhibicion de la expresion de varios genes que normalmente son
inducidos por el estrés por carencia de fosfato. Ademads, es deficiente en la acumulacion de
antocianinas normalmente promovida por la carencia de fosfatos. Sin embargo, la
morfologia de la raiz es idéntica a la del silvestre, por lo que parece que PHR1 s6lo regula a

un subgrupo de las respuestas de la planta ante la carencia de fosfato (Rubio et al., 2001).

Con respecto al papel de las hormonas durante el crecimiento en carencia de fosfato,
Lopez-Bucio et al. (2002) encontraron que el mutante insensible a auxinas iaa28, tenia
menor densidad de raices laterales que el silvestre en condiciones de bajo fosfato, lo cual

involucra la sefializacion de auxinas en este proceso.

Finalmente, el mutante phosphate deficiency response 2 (pdr2), hipersensible a condiciones
de bajo fosfato, muestra primordios de raices laterales que emergen pero pierden viabilidad

rapidamente en condiciones de bajo fosfato (Ticconi et al., 2004).



1.6. Genes MADS-box y su papel durante el desarrollo de la planta

Los factores de transcripcion MADS-box constituyen una familia de méas de 100 miembros
en Arabidopsis (Parenicova et al., 2003; Martinez-Castilla y Alvarez-Buylla, 2003). El
dominio conservado entre todos los miembros de la familia fue reconocido después del
descubrimiento de los cuatro primeros miembros descritos: MCM1, AGAMOUS,
DEFICIENS y SRF (serum response factor), por lo que se adoptd el acronimo “MADS”
formado por las primeras letras de los nombres de estos primeros cuatro miembros
(Schwarz-Sommer et al., 1990). Se sabe que los miembros de esta familia controlan
aspectos importantes del desarrollo en hongos, plantas y animales (Messenguy y Dubois,
2003). Por ejemplo, SRF (del humano) y MEF2 (de Drosophila) participan
respectivamente, en procesos de activacion de la expresion de genes tempranos que
participan en respuestas mitogénicas en células proliferativas y en el control de la
diferenciacion de mioblastos. En la levadura, MCMI1 actia en la regulacion del ciclo
celular, la respuesta al estrés osmotico, el apareamiento y la determinacion del tipo celular

(West y Sharrocks, 1999; Acton et al., 2000).

Existen dos linajes principales de genes MADS-box: los tipo I y los tipo II (Alvarez-Buylla
et al., 2000). Las proteinas del tipo II en plantas presentan otros tres dominios, un dominio I
(intervening) con menor grado de conservacion entre los miembros, el dominio K (keratin-
like), y la region carboxilo-terminal que también es variable. Por esta estructura modular, se
dice que los genes MADS-box del tipo II en plantas presentan una estructura MIKC (de
Bodt et al., 2003). La presencia de ambos linajes de proteinas con dominio MADS en

plantas, animales y hongos sugiere que en los genes MADS-box ancestrales antes de la



divergencia de las plantas y los animales ocurrié al menos un evento de duplicacion

(Alvarez-Buylla et al., 2000).

Los genes MADS-box del tipo II en plantas han sido mejor estudiados funcionalmente y
han sido caracterizados en la especificacion de la identidad de los 6rganos florales, en la
regulacion del tiempo de la floracidn y otros aspectos de la fase reproductiva del desarrollo
(Messenguy y Dubois, 2003). Sin embargo, los genes MADS-box también se expresan
ampliamente en los tejidos vegetativos (Rounsley et al., 1995; Alvarez-Buylla et al., 2000;
Parenicova et al., 2003). Existe evidencia de que al menos 50 genes MADS-box se
expresan en la raiz de Arabidopsis (Rounsley et al., 1995; Alvarez-Buylla et al., 2000;
Burgeff, 2001; Burgeff et al., 2002; Parenicova et al., 2003), pero ANR1 es el tnico
miembro reportado al que se le ha encontrado una funcién en el desarrollo de la raiz (Zhang

y Forde, 1998).



II. ANTECEDENTES

ANRL1 es el tinico factor de transcripcion perteneciente a la familia de los genes MADS-box
involucrado en la via de sefializacion que regula los cambios en la arquitectura radicular en
respuesta a la disponibilidad local de nitrato en el medio (Zhang y Forde, 1998). ANR1
pertenece a un pequeio clado junto con otros tres genes: AGAMOUS LIKE 16 (AGL-16),
AGAMOUS LIKE 17 (AGL-17) y AGAMOUS LIKE 21 (AGL-21) (Fig. 7; Martinez-Castilla
y Alvarez-Buylla, 2003). Los cuatro genes del clado se expresan en raiz y sus patrones de
expresion evidenciados por hibridaciones in situ (realizados en el laboratorio con
anterioridad, Burgeff, 2001) muestran que ANR1 y AGL-21 tienen un patrén punteado en
todas las capas tisulares del meristemo de la raiz primaria. Ademas, AGL-21 también se
expresa fuertemente en el meristemo de las raices laterales. AGL-16 y AGL-17 muestran un
patrén de expresion especifico en la cofia lateral y probablemente en la epidermis de la
zona de elongacion en la raiz primaria. Este patron es practicamente idéntico para ambos

genes (Fig. 8; Burgeff, 2001; Burgeffet al., 2002).

De los cuatro genes del clado, todos a excepcion de AGL-17 responden incrementando el
nivel de acumulacion de su ARN mensajero al crecer las plantulas en condiciones de
carencia de nitrato y disminuyen su expresion rapidamente al trasladar las plantas a un
medio con suficiente nitrato (2.0 mM). Los niveles de expresion de AGL-16 y AGL-21
tienen un comportamiento muy similar al de ANR1 aunque menos pronunciado (Fig. 9 y
Gan et al., 2005), por lo que es posible que el resto de los genes relacionados con este
ultimo también participen en las vias que regulan las adaptaciones de la planta a la carencia

de nitrogeno en el medio.
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Figura 7. Filogenia bayesiana de los genes MADS-box tipo II. Las secuencias de los genes
MADS-box tipo I se utilizaron como grupo externo. La longitud de las ramas es
proporcional al nimero de sustituciones nucleotidicas. El grupo enmarcado corresponde a
los cuatro genes que componen el clado de ANR1 (tomado de Martinez-Castilla y Alvarez-
Buylla, 2003).
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/ Figura 8. Patron de expresion de AGL-17 en la raiz
N primaria de 14 dias evidenciado por hibridacion in situ
A de ARN mensajero. Corte transversal (A). Corte
Af longitudinal (B). Escala = 50 pym. Tomado de Burgeff
et al., 2002.

Existen datos contradictorios acerca de la expresion de ANR1, por una parte se habia
reportado que se regulaba positivamente por el nitrato (Zhang y Forde, 1998). Sin embargo,
Wang et al. (2000) y Gan et al. (2005) demostraron que ANR1 es inducido por la carencia
de nitrato y rapidamente reprimido por el suministro de este nutriente u otras fuentes de
nitrégeno. Es importante sefalar que los cambios en la expresion de ANR1 son especificos
para el nitrato ya que este gene no muestra ningiin cambio a nivel de acumulacion de ARN
mensajero ante cambios en el suministro de otros nutrientes como foésforo, azufre, amonio o
aminoacidos (Gan et al., 2005; Zhang et al., 1999). Ademas, la sobre-expresion de ANR1 es
necesaria pero insuficiente para estimular el crecimiento de las raices laterales, ya que este

proceso solo ocurre cuando el nitrato esta presente en el medio (Gan et al., 2005).
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Figura 9. Andlisis de expresion por PCR cuantitativa de los genes del clado de ANR1 en
raices de plantas crecidas bajo un suministro constante de 2.25 mM nitrato (C), de aquellas
privadas totalmente de nitrato por los ultimos 2.5 dias antes del experimento (-N) y de
aquellas de un subgrupo de las privadas de nitrato que fueron expuestas nuevamente a 2
mM de nitrato durante 3 horas antes del experimento (+N). Notese que ANR1, AGL-16 y
AGL-21 presentan respuestas similares, incrementando su nivel de expresion ante la
carencia de nitrato y reduciéndolo al suministrarles nuevamente el nutriente. En cambio, la
expresion de AGL-17 no se modifica entre los diferentes tratamientos (tomado de Gan et
al., 2005).

Los otros tres miembros del clado (AGL-16, -17 y -21) han sido poco estudiados. AGL-16
y AGL-17, por un lado, y AGL-21 y ANRL1, por otro, comparten patrones de expresion en la
raiz y la expresion de ANR1, AGL-16 y AGL-21 se inducen bajo carencia de nitrato. Esto
sugiere que algunos o todos los genes de este clado podrian compartir al menos
parcialmente funciones y ser por tanto redundantes. Con base en los antecedentes
disponibles, se planted el presente trabajo utilizando un enfoque de genética inversa para
caracterizar algunos mutantes de insercion de T-DNA o transposon para cada uno de los
genes del clado. Estos mutantes se crecieron bajo condiciones nutricionales Optimas y de
estrés con concentraciones minimas de nitrato y fosfato, para encontrar diferencias en el

desarrollo de la raiz con respecto a lineas silvestres. Este acercamiento nos permitié



explorar si estos genes participan en la integracion de las sefales de respuesta a cambios
nutricionales y regulan los procesos morfogenéticos que modulan la arquitectura radicular

en respuesta a estos cambios.



I11. HIPOTESIS

Dado que los genes tipo ANR1 presentan altos niveles de similitud en sus secuencias
nucleotidicas, AGL-16 y AGL-17, por un lado, y AGL-21 y ANR1, por otro, comparten
patrones espacio-temporales de expresion en el tejido radicular, y tres de ellos (ANR1,
AGL-16 y AGL-21) responden positivamente a nivel de acumulacion de ARN ante la
carencia de nitratos; postulamos que los genes del clado de ANR1 participan en las redes de
regulacion que modulan el desarrollo de la arquitectura radicular en plantas crecidas en

carencia de nitrato.



IV. OBJETIVOS

General

Caracterizar el fenotipo radicular de algunos mutantes del clado de
ANRL1 bajo condiciones nutricionales éptimas y de estrés por carencia de

nitrato y de fosfato.

Particulares

Analizar la cinética de crecimiento de Arabidopsis thaliana ecotipo Col-
0 en diferentes concentraciones de nitrato.

Determinar una condicion 6ptima y una de estrés por carencia de nitrato
para el desarrollo de las plantas.

Realizar la genotipificacion de los mutantes agl-16, agl-17 y agl-21 con
los que se cuenta en el laboratorio.

Analizar los niveles de expresion de los ARN mensajeros de los cuatro
genes del clado de ANR1 mediante RT-PCR del tejido radicular de las
plantas silvestres y los mutantes, crecidos en condiciones dptimas.
Comparar la arquitectura radicular de los mutantes con respecto a la de
las plantas silvestres del ecotipo Col-0 en las condiciones dptimas y de
carencia de nitrato y fosfato a los 7 y 11 dias posteriores a su siembra
(dps).

Hacer inferencias de la funcion de los genes bajo estudio.



V. METODOLOGIA

V.1. Linajes de las plantas, esterilizacion de las semillas y condiciones de crecimiento.

Las lineas genéticas de Arabidopsis thaliana utilizadas en este trabajo son las siguientes:
Una linea mutante por insercion de T-DNA en el gene AGL-16 (Salk 104701), dos lineas
mutantes por insercion del transposon En-1 en los genes AGL-17 (W 17.3-2) y AGL-21 (W
21.5-25) (GEMOYEYV) provenientes del laboratorio de E. Wisman (ver Fig. 10). Las tres
lineas tienen fondo genético ecotipo Col-0. Ademas, se utilizaron dos lineas transgénicas de
ANR1 en antisentido (Al y A13) y una linea transgénica de co-supresion (S10), todas estas
ultimas bajo el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor. Estas lineas fueron
proporcionadas por B. G. Forde (Zhang y Forde, 1998) y se encuentran en el ecotipo C24.
Dos lineas silvestres de los ecotipos Col-0 y C24 se utilizaron como controles de los

mutantes y lineas transgénicas respectivas.

Las semillas de Arabidopsis thaliana se esterilizaron de la siguiente manera: se colocaron
en un tubo de 1.5 ml, en condiciones asépticas (campana de flujo laminar, NUAIRE
laminar flow products), se agregd 1 ml de solucion de cloro (Cloralex) al 60%, con Tween
20 al 0.005% y se agitaron en vortex durante 5 minutos. Posteriormente se lavaron tres
veces con agua des-ionizada estéril agitando por 1 minuto cada vez. Finalmente, las
semillas se resuspendieron en una solucion estéril de agarosa al 0.2% y se incubaron 3 dias

a 4 °C para sincronizar la germinacion.
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Figura 10. Representacion esquematica de la estructura gendmica de los genes MADS-box
bajo estudio donde se muestra el sitio de insercion (cuias) del T-DNA en el gene AGL-16
(3223 pb), y el transposon En-1 en los genes AGL-17 (3510 pb) y AGL-21 (2927 pb).
Exones (rectangulos), intrones (lineas) y UTRs (6valos).

Después del tiempo sefialado, las semillas se sembraron en cajas de Petri de 10 cm de
didmetro (10 semillas por caja) con medio de cultivo MS modificado (Murashige y Skoog,
1962) (ver siguiente seccion). Las cajas de Petri se colocaron en posicion vertical a 22-24
°C con una intensidad luminosa de 1600 luxes de luz fria fluorescente bajo un régimen de
16 horas de luz y 8 horas de oscuridad. Solo las plantulas que germinaron sincrénicamente
se analizaron a los 7 y 11 dps y todas las cajas que presentaron contaminacion se
descartaron. La eleccion de estos tiempos se debe a que las plantulas de estas dos etapas de
desarrollo son claramente distintas entre si: la emergencia de las raices laterales comienza a
observarse alrededor de los 7 dps, en cambio, las raices laterales de las plantulas de 11 dps

ya presentan una elongacion considerable.



Cuando se requirid propagar semillas u obtener muestras de tejido de plantas de mayor
edad, las plantulas se transplantaron a suelo comercial (SunGRO Metro-mix 200, Scotts,
Inc.) y se mantuvieron en las mismas condiciones de crecimiento mencionadas para las

plantulas crecidas en cajas de Petri.

V.2. Medios de cultivo para los estudios del efecto de la carencia de nitrato y fosfato.

Se utilizaron tres medios de cultivo: (1) MS comercial (Murashige y Skoog, 1962; ICN
Biomedicals, Inc.) al 0.2X, Sacarosa 0.5%, MES 0.05%; (2) MS 1X modificado o casero
(preparado manualmente en el laboratorio) con las siguientes concentraciones de nutrientes:
Sacarosa (0.5%), MES (0.05%), K,SO4 (0.5 mM), CaCl, (3.96 mM), MgSO47H,O (1.5
mM), FeNaEDTA (98.8 uM), KNO; (desde 0.0 a 10.0 mM, dependiendo del caso),
KH,PO4 (0.0 y 2.0 mM); vitaminas: inositol (100 mg/L), &cido nicotinico (0.5 mg/L),
piridoxina (0.5 mg/L), tiamina (0.1 mg/L), glicina (2.0 mg/L); micronutrientes:
CL,Co-6H,0 (0.025 mg/L), CuSO4:5H,0 (0.025 mg/L), H;BOs (6.2 mg/L), KI (0.83 mg/L),
MnSO4 7H,0 (16.9 mg/L), NaMo00O4-2H,0 (0.25 mg/L), ZnSO4 (8.6 mg/L); y (3) MS 0.2X
modificado idéntico al anterior pero diluido 5 veces (con concentraciones de nitrato de 2.5

y 7.88 mM). El pH de los medios se ajust6 a 5.6 con una soluciéon de KOH 1.0 M.

Aproximadamente una decena de plantulas silvestres se crecieron en el medio MS 1X
modificado con concentraciones de KNO; de 10.0, 7.88, 5.0, 2.5, 1.0, 0.05, 0.01 y 0.0 mM,
y para otro grupo de plantulas se usé el medio MS 0.2X con concentraciones de KNOs de

10.0, 7.88, 5.0, 2.5, 1.0 y 0.1 mM para los andlisis de las condiciones Optimas de



crecimiento y de estrés por carencia de nitrato. Para analizar la disponibilidad de fosfato, se
utilizé el medio MS 1X que se prepard en el laboratorio con 2.5 mM de KNOs y con 0.0 y

2.0 mM de KH,PO,.

V.3. Andlisis de la arquitectura radicular

Se analizaron cuatro parametros de la arquitectura radicular: (1) la longitud de la raiz
primaria, (2) la longitud de las tres primeras raices laterales emergidas, (3) el nimero total
de las raices laterales emergidas y (4) la densidad de ramificacién (nimero de raices
laterales entre la longitud del segmento de la raiz primaria comprendido entre la base del
hipocotilo a la raiz lateral emergida mas distal; Dubrovsky et al., 2006); en dos tiempos de
desarrollo (7 y 11 dps). Todas las mediciones se hicieron utilizando un vernier digital
(Calibrador DIGIMATIC modelo CD-6” C5, Mitutoyo corp.). Para determinar el niimero
de raices laterales emergidas y la longitud de las mas pequefias se utilizd un microscopio
estereoscopico (modelo MZ8, Leica). Las fotografias se tomaron con una camara digital

(Olympus modelo C-5060 Wide Zoom, Olympus America Inc.).

Para los ensayos de crecimiento en los tres medios descritos anteriormente (con dos
variantes del tercer medio que difieren en la concentracion de nitrato) y los ensayos de
cinética de crecimiento en concentraciones decrecientes de nitrato, se analizaron los
parametros de la arquitectura radicular mencionados anteriormente de una decena de
plantulas silvestres ecotipo Col-0, cuyos datos se analizaron en el programa Microsoft
Excel para obtener las medias y los intervalos de confianza al 95%. En cambio, en una serie

de 2 a 7 experimentos independientes se tomaron de 30-70 datos independientes para cada



parametro analizado en cada linea mutante y en su control silvestre respectivo para cada
tratamiento (medio Optimo, medio carente de nitrato y medio sin fosfato; a los 7y 11 dps).
Los datos se procesaron con el programa JMP Statistical Discovery. Primero se analiz6 la
distribuciéon para cada grupo de datos con la prueba de Shapiro-Wilk para probar
normalidad. A continuacion, se utilizé la prueba de t para dos muestras para determinar
diferencias estadisticamente significativas entre las medias para aquellos casos en los
cuales tanto los datos de la mutante como de su control silvestre presentaban distribucion
normal. En cambio, se uséd la prueba de Mann-Whitney (no paramétrica) para los casos
donde alguno o ambos grupos de datos no presentaban distribucion normal. El valor de alfa
utilizado fue de 0.05%. Las graficas para comparar pares de medias estadisticamente
diferentes se realizaron en el programa JMP Statistical Discovery y las diferencias de los
parametros donde se hallaron diferencias estadisticamente significativas entre la linea
mutante y su control silvestre se expresaron en valores porcentuales y se graficaron con el

programa Microsoft Excel.

V.4. Extraccién de ADN nuclear.

La obtencion de ADN nuclear se realizd de la siguiente manera: el tejido colectado se
congeld inmediatamente en nitrogeno liquido. La muestra se molié homogéneamente en un
tubo eppendorf evitando el descongelamiento. Se agregaron 700 pl de buffer de extraccion
(Tris-HCI pH 7.5, 0.2M; NaCl, 0.25M; EDTA pH 8.0, 0.025M; y SDS, 0.5%) y se mezcl6
en un vortex intermitentemente. Se incubaron por 10 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente se le agreg6 700 pul de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), se



mezcld en un vortex y se incubd 5 minutos. Inmediatamente después, la muestra se
centrifugo6 a 14 000 rpm en una microcentrifuga (Multispeed refrigerated centrifuge modelo
PK121R-V1, ALC Inc.) durante 10 minutos. Se recuper6 la fase acuosa (sobrenadante) y se
le anadié 1 ml de isopropanol. Se mezcld por inversion y se incubd por 5-10 minutos.
Posteriormente, se centrifugd a 14 000 rpm durante 10 minutos. Se lavo la pastilla con
etanol al 70% y nuevamente se centrifugd a 14 000 rpm durante 5 minutos. El etanol se
desecho y la pastilla se dejo secar. Finalmente, la pastilla se resuspendié en 40-100 pl de
agua desionizada esterilizada y se anadid 1pl de ribonucleasa A, incubando 5 minutos a

temperatura ambiente. EIl ADN se almacen6 a —20°C.

V.5. Andlisis del genotipo de los mutantes.

Utilizando el ADN nuclear se realizaron las amplificaciones por PCR para determinar la
presencia el gene endogeno y de las inserciones de T-DNA o transposon. Para detectar la
insercion que presentan las lineas mutantes se disefiaron oligonucledtidos cebadores
complementarios a las regiones del gene endogeno que flanquean a la insercion. La
amplificacion del gene enddgeno con estos oligonucledtidos en las plantas silvestres da
como resultado una banda de tamafo conocido (ver anexo). En cambio, si se usan con el
ADN de los mutantes homocigotos, el fragmento amplificado resultante seria de un tamafio
mucho mayor debido a la insercidén que en el tiempo de la fase de extension de la PCR, bajo
las condiciones utilizadas, no se permite la sintesis de toda la secuencia exogena y, por lo
tanto, en las lineas mutantes homocigotas no se observa la banda correspondiente al gene

silvestre. Por otra parte, usando un cebador especifico para uno de los extremos del T-DNA



o transposon y un cebador de una region que flanquea a la insercion se puede detectar la
presencia de estas secuencias exdgenas en las lineas mutantes heterocigotas y homocigotas
para la insercion. De esta manera, realizando ambas PCRs se puede determinar si una linea
es silvestre o mutante heterocigota u homocigota para el gene de interés. En resumen, de las
lineas silvestres solo se obtendrd un fragmento equivalente al gene enddgeno, de las
mutantes homocigotas s6lo se obtendra el fragmento que incluye uno de los extremos de la
insercion y de las heterocigotas se obtendran ambos fragmentos. La tabla I muestra las
secuencias de los oligonucledtidos utilizados y las condiciones de las reacciones de
amplificacion por PCR realizadas para cada linea pueden consultarse en el anexo. En
algunos casos se realizaron PCRs anidadas (donde la segunda reaccién se lleva a cabo con
el producto de la primera) para incrementar la especificidad de la amplificacion y disminuir
las posibilidades de falsos positivos o negativos. En otros casos se realizé una segunda PCR
equivalente a la primera pero con cebadores diferentes para confirmar el resultado
obtenido, particularmente cuando se espera un resultado negativo (ausencia del gene
enddgeno). Todas las reacciones se realizaron en un termociclador GeneAmp PCR System

9600, Perkin Elmer.



Tabla I. Nombres y secuencias de los oligonucledtidos cebadores utilizados para las

amplificaciones por PCR.

Gene Nombre Secuencia Temperatura media

de desnaturalizacion

(Tm)
AGL-16 16sonda forward | 5° gtaactctggaaaagtatg 3” 52°C
104701 LP 5" ccgagaggtgggactatggtt 3° 66°C
16insitureverso 5" aagggtgacaactttatgc 3’ 54°C
104701 LP2 5 ttttcgcettatgcagaggeaag 3’ 64°C
AGL-17 OEAB 154 5’ ctactattgaacgattcaatacgget 3° 72°C
OEAB 157 5’ ctttggtttgctctcegacatg 3° 66°C
AGL-21 SG3 5" gaaccccgceatcagaagtcaag 3° 64°C
Oinsitu21R 5’ cgaatctgagtgtgtg 3° 54°C
Borde LBal 5" tggttcacgtagtgggccatcg 3° 70°C

izquierdo del

T-DNA LBbl 5" gegtggaccgettgetgeaact 3° 70°C
Transposon EN205 5" agaagcacgacggctgtagaatagga 3° 74°C
En-1

V.6. Extraccion y cuantificacion de ARN total

Se colecto el tejido radicular y el aéreo separadamente a los 7 y 11 dps de plantulas de las
lineas silvestres y mutantes. El tejido se congeldé inmediatamente en nitrogeno liquido, 50-

100 mg de tejido se pulverizd con un pistilo impidiendo que la muestra se descongelara



durante el proceso. Al tejido se le agregd 1 ml de Trizol® Reagent (Invitrogen ™ life
technologies), se mezcld inmediatamente en vortex y se incubod 5 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, se le afiadio 0.2 ml de cloroformo y se agitdé 15 segundos en
vortex seguido de una incubacion de 3 minutos a temperatura ambiente. La mezcla se
centrifugé 15 minutos a 10 000 rpm en una centrifuga con refrigeracion (Multispeed
refrigerated centrifuge modelo PK121R-V1, ALC Inc.) a 4°C y se recuper6 la fase acuosa.
Esta se precipitdo con 0.5 ml de isopropanol mezclando por inversion e incubando 10
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugé 10 minutos a 10 000 rpm a
4°C. Se desecho el sobrenadante y la pastilla se lavo con 1 ml de etanol al 75% agitando
brevemente en vortex. En seguida se centrifugd 5 minutos a 10 000 rpm a 4°C. El
sobrenadante se retir6 y la pastilla se dejé secar hasta que cambiara su apariencia de blanca
a translicida. Finalmente, la pastilla se resuspendié en 20 a 40 pl de agua preparada con

DEPC.

La cuantificacion de los éacidos nucleicos se realizdé en un espectrofotometro (UV/VIS
Spectrometer LambaBio, Perkin Elmer) a 260 nm, donde una unidad de densidad dptica

equivale a 40 pg/ml.

V.7. Andlisis de la expresion genética por RT-PCR (reaccion en cadena de la polimerasa

posterior a la transcripcion inversa)

Para la sintesis del ADN complementario se utilizé la SuperScript™ Reverse Transcriptase

de Invitrogen™ (numero de catalogo 180583-017) utilizando 500 ng de RNA vy el



oligonucleotido 5’ggccacgcgtcgactagtactttttttttttttttttd’ como cebador de la region de poli-

adeninas de los ARN mensajeros. Se siguid el protocolo sugerido por el fabricante.

Para las amplificaciones por PCR, se wusaron los oligonucledtidos cebadores
complementarios a secuencias de exones que flanquean intrones. Esto permite diferenciar
por tamafio una amplificacion realizada a partir de cDNA de una amplificacioén producto de
contaminacion por DNA gendmico. Todas las reacciones se realizaron en un termociclador
iCycler™ Termal Cycler, BIO-RAD. La tabla IT muestra las secuencias y las condiciones

de amplificacion utilizadas.



Tabla II. Secuencias de los oligonucleotidos cebadores utilizados en las amplificaciones por
PCR para los analisis de la expresion genética por RT y condiciones de reaccion.

Gene Oligonucleotidos Tamafio esperado Condiciones de
la reaccion
Tubulina Sentido (TubFor New) cDNA 668pb 94°C 2’
5’aggactctcaaactcactacc3’ 94°C  30”
DNA gen6mico 1169 pb | 62°C 30~
Anti-sentido (Tub Rev) 72°C 1’
5’tcaccttcttcatccgeagtt3’ 25 ciclos
72°C 5
4°C
indefinidamente
ANR1 Sentido (ORTL12) cDNA 357pb 94°C 2
5’tctggatgaatgctaacgacctac3’ 94°C  30”
DNA genomico 934pb 58°C 30~
Anti-sentido (ORTL13) 72°C 1’
5’gatgtacatacacaagtaacttgac3’ 25y 35 ciclos
72°C 5
4°C
indefinidamente
AGL-16 Sentido (sinuel6F) cDNA 513pb 94°C 2
5’catagagagatacagcgatge3’ 94°C  30”
DNA genémico 1515pb | 62°C 30~
Anti-sentido (sinue16R) 72°C 1’307
5’catgatcatgctgcggttggc3’ 30 ciclos
72°C 5
4°C
indefinidamente
AGL-17 Sentido (OEAB 154) cDNA 561pb 94°C 2
5’ctactattgaacgattcaatacggct3’ 94°C  30”
DNA gen6mico 2109pb | 66°C 30~
Anti-sentido (OEAB 168) 72°C 2
5’ctttggtttgctctccgacatg3’ 25 ciclos
72°C 5
4°C
indefinidamente
AGL-21 Sentido (SG3) cDNA 444pb 94°C 2
5’gaaccccgceatcagaagtcaal3’ 94°C 307
DNA genomico 1004pb | 57°C 30~
Anti-sentido (Oinsitu21R) 72°C I’
S’cgtttgctcttggtggagl’ 25 ciclos
72°C 5
4°C

indefinidamente




VI. RESULTADOS

V1.1. Genotipificacion de los mutantes.

VI.1.1. Linea mutante agl-16 por la insercion de T-DNA en el séptimo exon del gene (Salk

104701).

Seis de las ocho plantas que se analizaron aparentemente fueron homocigotas (Fig. 11A),
sin embargo, cuando se analizé la descendencia de estas seis plantas (Fig. 11B y resultados
no mostrados), solo tres resultaron homocigotas, las cuales se rotularon como T-16.11II, T-
16.V y T-16.VIII. Los analisis de cuatro grupos de tres plantulas descendientes de la planta
T-16.V se muestran en la Fig. 11B. Este hecho pone de manifiesto la importancia de
corroborar el genotipo de una planta en sus descendientes debido a la ocasional ocurrencia

de falsos negativos en las amplificaciones por PCR.

VI.1.2. Linea mutante agl-17 por la insercion del transposén En-1 en el sexto exon del gene

(GEMOYEV, Wisman E.).

Las ocho plantas analizadas resultaron homocigotas (Fig. 12). Se asumié que este era el
genotipo correcto de la linea dado que la probabilidad de obtener este resultado suponiendo
que se hubiera partido de una linea heterocigota es extremadamente bajo (0.25° =

0.000015) y a que todas las plantulas presentaban el mismo fenotipo.
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Figura 11. Amplificaciones por PCR del gene enddgeno o silvestre y del gene con la
insercion de T-DNA de AGL-16. (A) Analisis de 8 plantas parentales (I-VIII). (B) Analisis
de 4 grupos (V.1-V.4) de tres plantulas cada uno, descendientes de la planta parental V.
Control sin ADN (C-). Linea silvestre (C+).
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Figura 12. Amplificaciones por PCR del gene silvestre (g) y del gene con la insercion del
transposon En-1 (w) de AGL-17 en la linea silvestre (wt) y en cinco plantas mutantes (17.1-

17.5).



VI.1.3. Linea mutante de agl-21 por la insercion del transposén En-1 en el cuarto intron

del gene (GEMOYEV, Wisman E.).

Al igual que con agl-17, todas las plantas analizadas (n=20) de esta linea resultaron

homocigotas por lo que se infiri6 que la linea habia sido seleccionada correctamente (Fig.

13).

wt 21.1 21.2 213 21.4 21.5

100pb ¢ w g w g w g w g w 2 w 100 pb
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600 pb ——— “—— 600 pb

Figura 13. Amplificaciones por PCR del gene silvestre (g) y del gene con la insercion del
trasposon En-1 (w) de AGL-21 en la linea silvestre (wt) y en cinco plantas mutantes (21.1-
21.5).

VI1.2. Andlisis de la expresion de los genes del clado de ANR1 mediante RT-PCR tanto

en las plantas silvestres como en los mutantes.

Con la finalidad de comprobar si las lineas transgénicas y mutantes utilizadas en este
trabajo son de expresion nula o disminuida, se realizaron ensayos de expresion mediante

extraccion de ARN total de tejido radicular que fue sometido a RT-PCR.



En el laboratorio se cuenta con las lineas transgénicas de ANR1 que habian sido reportadas
en el trabajo de Zhang y Forde (1998) como nulas o con expresion disminuida. Se decidio
corroborar estos andlisis para correlacionar los niveles de expresion de ANR1 en tejido
radicular de 11 dps, con los fenotipos radiculares observados en plantulas crecidas en
condiciones Optimas (MS 1X con 2.5 mM de nitrato) y en condiciones de carencia de
nitrato (MS 1X con 0.1mM de nitrato) (ver seccion VI.5). Los resultados obtenidos fueron
los siguientes: primero, en raices de 11 dps sélo se pudo detectar expresion mediante la
técnica de RT-PCR en la linea silvestre (C24) y en la linea de co-supresion (S10) con 35
ciclos durante la amplificacion (Fig. 14), en cambio, al usar 25 ciclos no se pudo detectar
sefal, ni siquiera en condiciones inductivas de carencia de nitrato (datos no mostrados),
sugiriendo que la expresion de ANR1 es baja en esta etapa del desarrollo. Segundo, tanto la
linea silvestre como las tres lineas transgénicas de ANR1 (A1, A13 y S10) presentaron una
expresion equivalente en ambos tipos de condiciones de crecimiento (Fig. 14). Y tercero,
las lineas antisentido A1 y A13 mostraron sobre-expresion de ANR1, mientras que la linea
de co-supresion S10 presentd una expresion equivalente a la de la linea silvestre (Fig. 14).
Estos datos sugirieron dos cosas: (1) que en condiciones de carencia de nitrato no se
presenta una mayor tasa de transcripcion de ANRL (como reportaron Gan et al., 2005 y
Wang et al., 2000) dado que la banda amplificada de las plantulas crecidas en condiciones
optimas fue de igual intensidad que la banda amplificada de las plantulas crecidas en
carencia de nitrato (Fig. 14 y datos no mostrados). (2) En la etapa de desarrollo analizada
(11 dps), ANR1 se expresa en cantidades tan bajas que sélo fue posible detectarlo en las

plantulas silvestres con 35 ciclos de la reaccion.
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Figura 14. Expresion de ANR1 y de tubulina como control de carga detectados por RT-PCR
en tejido radicular de 11 dps de las lineas transgénicas de antisentido (Al y A13), de co-
supresion (S10) y de la linea silvestre (C24) en plantulas crecidas en 0.1 mM (-) y 2.5 mM
(+) de nitrato con 35 ciclos de reaccion. Control sin ADN (C-). ADN de la linea silvestre
(CH).

Por otra parte, se analizo6 la expresion de AGL-16, AGL-17 y AGL-21 en tejido radicular de
11 dps de plantulas crecidas en condiciones optimas. Las lineas mutantes de agl-16 y agl-
17 no presentaron expresion alguna de sus genes respectivos (Fig. 15A y 15B), por lo que
son lineas de expresion nula en estas condiciones. En cambio, la linea de agl-21 presento,
repetidamente, una banda de menor intensidad que la linea silvestre y de tamafio diferente
(Fig. 15C). Dado que la insercion del transposon En-1 se encuentra en un intrén (Fig. 10),
no podemos asegurar si esta banda corresponde a algun tipo de procesamiento diferencial
del ARN mensajero, o si se trata de una banda inespecifica, en cuyo caso, confirmaria que

esta linea es también nula en su expresion. La secuenciacion del fragmento amplificado es

necesaria para discernir entre estas dos posibilidades y se realizara proximamente.
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Figura 15. Anélisis de la
expresion de AGL-16
(A), AGL-17 (B) y AGL-
21 (C) por RT-PCR en
tejido radicular de 11
dps de plantulas crecidas
con 2.5 mM de nitrato y
2.0 mM de fosfato. En
cada figura el panel
inferior corresponde a la
expresion de la tubulina
como control de carga.
Control sin ADN (C-),
ADN nuclear de la linea
silvestre (C+), expresion
del gene respectivo en la
linea silvestre (wt) y en
las lineas mutantes (agl-
16, agl-17 y agl-21).




V1.3. Seleccion de un medio 6ptimo para los ensayos de crecimiento.

Se compar¢ el crecimiento y desarrollo de la raiz de plantulas silvestres del ecotipo Col-0
con base en el andlisis de tres parametros de la arquitectura radicular (longitud de la raiz
primaria, nimero de raices laterales y densidad de ramificacion) a los 11 dias posteriores a

la siembra de las semillas en los cuatro medios de cultivo descritos en métodos.

Como puede observarse en la Fig. 16, las raices presentaron un crecimiento maximo
relativo para los tres parametros analizados a los 11 dps en el medio MS 1X preparado en el
laboratorio (casero) con 2.5 mM de nitrato: 55.2 mm en la longitud promedio de la raiz
primaria, 11.7 raices laterales por plantula y un valor promedio de 0.37 raices laterales por
mm de raiz primaria. Por esta razon se selecciond este medio para realizar los ensayos de

crecimiento subsecuentes.

V1.4. Determinacion de las concentraciones dptima y de estrés por carencia de nitrato

para el crecimiento y desarrollo de las plantulas.

Las semillas de la linea silvestre ecotipo Col-0, se sembraron en medio MS 1X casero en un
amplio rango de concentraciones de nitrato que incluian 0.0, 0.01, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 1.0,
2.5, 5.0 y 7.8 mM. Esta tltima concentracion es equivalente a la que contiene el medio MS

comercial diluido 5 veces (0.2X).
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A los 11 dps se analizaron tres parametros de la arquitectura radicular: longitud de la raiz
primaria, nimero de raices laterales y longitud de las tres primeras raices laterales. Los
valores maximos para los dos primeros parametros se observaron para el medio con 2.5
mM de nitrato, con valores promedio de 81.2 mm en raiz primaria y 19.6 raices laterales
(Fig. 17 A 'y C). En cuanto a la longitud de las tres primeras raices laterales, el valor

promedio méaximo se presentd en la concentracion de 1.0 mM con 17.95 mm (Fig. 17 B).

Las plantulas crecidas en concentraciones menores a 1.0-2.5 mM de nitrato presentaron un
crecimiento decreciente para los tres parametros analizados (Fig. 17). Sin embargo, este
crecimiento no es lineal y las raices crecidas en el rango de 0.0-0.05 mM de nitrato no
presentaron grandes diferencias entre ellas por lo que podrian agruparse en un bloque. Del
mismo modo, las raices crecidas en el rango de 0.1-0.5 mM de nitrato pudieron agruparse

en otro bloque debido a las diferencias minimas observadas entre ellas (Fig. 17).

En concentraciones superiores a 2.5 mM de nitrato, las raices presentaron un crecimiento
decreciente en los tres parametros analizados llegando a desarrollarse aun menos que en las
concentraciones mas bajas de este nutriente. Por ejemplo, el menor crecimiento de la raiz
primaria se presentd en la concentracion de 7.8 mM a los 11dps y el numero de raices
laterales de las radiculas crecidas en 7.8 mM es comparable al de las crecidas en 0.01 mM a

los 11dps (Fig. 17).
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Para confirmar los resultados mencionados, se realizé otra curva de dosis-respuesta usando
esta vez el medio MS 0.2X con concentraciones de 0.1, 1.0, 2.5, 5.0, 7.8 y 10.0 mM de
nitrato. Como se muestra en la Fig. 18, se mantuvo la tendencia observada con el medio
MS 1X para la mayoria de los pardmetros a los 11dps. El crecimiento maximo de la raiz
primaria y el maximo numero de raices laterales se presentaron en la concentracion de 2.5
mM de nitrato, el crecimiento méximo de las tres primeras raices laterales se presentd en
5.0 mM, pero el valor méximo en la densidad de ramificacién se obtuvo en 0.1 mM (Fig.
18 D). Hay que hacer notar que la longitud de la raiz primaria es practicamente idéntica en
el rango de 2.5-7.8 mM a los 11 dps en este medio, la longitud de las raices laterales se
mantiene practicamente constante en el rango de 1.0-5.0 mM y el numero de raices laterales

al igual que la densidad de ramificacion son casi idénticas en 2.5 y 5.0 mM (Fig. 18).

Por lo tanto, con base en los datos obtenidos se eligié la concentracion 6ptima como 2.5
mM vy la de carencia como 0.1 mM de nitrato, ya que como se mencion6 anteriormente en
2.5 mM las plantulas presentaron un desarrollo maximo en todos los parametros de la
arquitectura radicular (a excepcion de la densidad de ramificacion en el medio MS 0.2X) y
este fenotipo es claramente distinto del que presentaron las plantulas crecidas en 0.1 mM de

nitrato (Fig. 17y 18).

Por otra parte, a pesar de que se presentaron mayores diferencias entre las plantulas
crecidas en 0.0 y 2.5 mM de nitrato, se decidio no utilizar una carencia absoluta de nitrato
debido al papel que desempena este nutriente como molécula senalizadora durante el

desarrollo de la raiz (ver discusion).
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Figura 18. Curvas de dosis-respuesta para el crecimiento de cuatro parametros de la arquitectura radicular
en funcion de la concentracion de nitrato en el medio MS 0.2X casero a los 11 dps. (A) Cinética de
crecimiento de la raiz primaria. (B) Cinética de crecimiento de las tres primeras raices laterales. (C)
Cinética de emergencia de las raices laterales. (D) Densidad de ramificacion. Cada punto corresponde a las
medias y las lineas a los intervalos de confianza al 95%. El numero de plantas analizadas fue de 10-14.



VI.5. Arquitectura radicular de las lineas transgénicas de ANR1 (Al, A13 y S10)
comparadas con la linea silvestre ecotipo C24 en tres tratamientos nutricionales y dos

tiempos de desarrollo.

Las lineas transgénicas de ANR1 se usaron para confirmar el fenotipo reportado para lineas
de pérdida de funcion de este gene: una incapacidad de elongar sus raices laterales bajo
concentraciones optimas de nitrato (Zhang y Forde, 1998). Sin embargo, en las condiciones
analizadas en este trabajo se encontré6 que estas lineas se comportaban de la siguiente
manera: las lineas de antisentido (A1l y A13) presentaron un fenotipo idéntico a la de la
linea silvestre C24 en todas las condiciones probadas, tanto a los 7 como a los 11 dps (datos
no mostrados) a pesar de que presentaron sobre-expresion de ANR1 (Fig. 14). En cambio, la
linea de co-supresion S10 siempre mostrdé una arquitectura radicular considerablemente
mas desarrollada que la linea silvestre en todos los tratamientos y en ambos tiempos de
desarrollo (Fig. 19 y datos no mostrados), a pesar de haber mostrado una expresion
equivalente a la de la linea silvestre (Fig. 14). Este ultimo fenotipo no concuerda con el
observado por Zhang y Forde (1998), quienes reportaron que esta linea presentaba una
reduccion importante en la elongacion de las raices laterales y ninguna diferencia en la
longitud de la raiz primaria con respecto a la linea silvestre bajo condiciones optimas de
nitrato. Estas observaciones son diametralmente opuestas a las descritas en esta tesis y
tendran que esclarecerse en el futuro. Sin embargo, se puede concluir que la linea
transgénica de ANR1 (S10) presentd un fenotipo evidente de mayor crecimiento radicular
que la linea silvestre, a pesar de que aparentemente no presentd una expresion diferencial

comparada con la linea silvestre (Fig. 14).



A C24 S10 B C24 S10

C C24 S10

Figura 19. Fenotipo de la linea transgénica de co-supresion S10 de ANR1 analizado a los 11
dps en las tres condiciones de crecimiento probadas. (A) Medio 6ptimo. (B) Medio carente
de nitrato. (C) Medio carente de fosfato. C24 es la linea silvestre. Escala = 10 mm.



V1.6. Andlisis de la arquitectura radicular de las lineas mutantes agl-16, agl-17 y agl-
21 comparadas con la linea silvestre ecotipo Col-0 en tres tratamientos nutricionales y

dos tiempos de desarrollo.

Con base en los resultados obtenidos en las secciones 4 y 5, se decidid utilizar tres
condiciones nutricionales para el crecimiento de los mutantes con la finalidad de encontrar
diferencias entre su desarrollo y el de la linea silvestre. El medio que se utilizd como
control para estos analisis fue el MS 1X casero con 2.5 mM de nitrato y 2.0 mM de fosfato
(medio 6ptimo). Para las condiciones de carencia de nitrato y de fosfato se prepard el medio

con 0.1 mM de nitrato y 0.0 mM de fosfato, respectivamente.

Para todas las lineas, se analizaron cuatro pardmetros de la arquitectura radicular: longitud
de la raiz primaria, longitud de las tres primeras raices laterales, numero de raices laterales
totales y densidad de ramificacion (numero de raices laterales por mm de la zona de
maduracion de la raiz primaria, Dubrovsky et al., 2006), lo cual permitié evaluar distintos
procesos involucrados con la morfogénesis de la raiz, como son (1) el crecimiento del
organo (aunque con la metodologia utilizada no se puede diferenciar entre las
contribuciones de la produccion celular y la elongacion celular); (2) la activacion
meristematica de las raices laterales, ya que la emergencia de las raices laterales esta
directamente relacionada con este proceso, y el numero total de raices laterales es un
parametro que refleja la emergencia de las mismas; y (3) la tasa de diferenciacion de
primordios de raices laterales, ya que una mayor densidad de raices laterales esta
relacionada con una mayor produccion de primordios y también por el nimero de

primordios ya diferenciados que se activan meristematicamente y emergen de la raiz



primaria. Se analizaron en dos tiempos de desarrollo, 7 y 11 dps, con la finalidad de
contrastar el fenotipo observado en la etapa temprana (7 dps) con el fenotipo de una etapa
mas avanzada (11 dps) y determinar diferencias en los procesos morfogenéticos que

pudieran operar en distintas etapas de desarrollo.

Los datos obtenidos para cada parametro analizado en los mutantes deben contrastarse con
los datos de sus controles respectivos (linea silvestre) mediante la comparacion de sus
medias para evaluar la probabilidad de que las diferencias entre ellos sean estadisticamente
significativas. La prueba mas ampliamente utilizada con estos propositos es la prueba de t
para dos muestras independientes. Sin embargo, uno de los requisitos de esta prueba y, en
general, de todas las pruebas paramétricas es que los datos analizados presenten una
distribucion normal. Para determinar esto, a cada conjunto de datos se les realiz6 la prueba
de Shapiro-Wilk, la cual evalua la probabilidad de que los datos provengan de una
distribucion normal. Cuando se encontrd que tanto los datos del mutante como los de la
linea control presentaban distribuciones normales, se procedid a comparar las medias
mediante una prueba de t. Pero cuando ambos o alguno de ellos no presentaba una
distribucion normal, se utiliz6 la prueba de Mann-Whitney, la cual es una prueba no
paramétrica para comparar medias. A continuacidon se presentan, para cada linea mutante,
solo las diferencias entre los pares de medias que fueron estadisticamente significativas.
Estas diferencias estan expresadas de forma porcentual considerando como 100% de

crecimiento las medias de los parametros de la linea silvestre en cada condicion probada.



VI.6.1. Arquitectura radicular de la linea mutante de agl-16.

Esta linea present6d una arquitectura radicular muy similar a la linea silvestre en todas las
condiciones probadas, con la excepcion a los 7 dps en el medio carente de fosfato donde
tres parametros de la arquitectura radicular presentaban diferencias entre ambas lineas (Fig.
20): la longitud de la raiz primaria de este mutante fue de 94.4%, el numero de las raices
laterales de 77.7% y la densidad de ramificacion de 85.7% con respecto al crecimiento de la
linea silvestre en las mismas condiciones. Estas diferencias no fueron evidentes a simple
vista (datos no mostrados) lo cual pone de manifiesto la importancia de utilizar este tipo de
metodologia en lugar de realizar conclusiones basadas Unicamente en observaciones

realizadas a simple vista.

Como se ha mencionado, tres de los cuatro pardmetros de la arquitectura radicular estan
reducidos en este mutante en condiciones de carencia de fosfato, sin embargo, en una etapa
de desarrollo mas avanzada (11 dps) ya no se encontraron estas diferencias, lo cual sugiere
que este mutante es hipersensible a la carencia de fosfato en etapas tempranas del desarrollo
(7 dps) y que AGL-16 podria estar involucrado en las vias de desarrollo que participan en la
morfogénesis de la raiz bajo estrés por carencia de fosfato, especialmente en la produccion
de raices laterales, pero solo en etapas tempranas ya que posteriormente deben activarse
mecanismos compensatorios (hipotéticos) que permiten el desarrollo del 6rgano al mismo

grado que en la linea silvestre.
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Otras diferencias estadisticamente significativas se encontraron en la longitud de las tres
primeras raices laterales emergidas a los 7 dps en medio optimo (82.8%) y en la longitud de
la raiz primaria a los 11 dps también en medio optimo (94.9%). Resulta dificilmente
explicable el hecho de que las raices laterales crezcan menos que la linea silvestre en medio
optimo y que no se hayan presentado diferencias en carencia de nitrato ni de fosfato. Sin
embargo, 17.2% de crecimiento menor en las raices laterales del mutante es una diferencia
importante y tendra que analizarse con mas detalle en el futuro. De forma similar, la
reduccion de 5.1% en la longitud de la raiz primaria en el medio 6ptimo a los 11 dps es otro
aspecto inesperado en el fenotipo de este mutante, pero estas dos observaciones evidencian
cambios en la respuesta a nutrientes en los que esta involucrado AGL-16 y que tendran que

explorarse mas detalladamente.

VI.6.2. Arquitectura radicular de la linea mutante agl-17.

Esta linea presentd una arquitectura radicular menos desarrollada con respecto a la linea

silvestre en la mayoria de los pardmetros analizados y en los dos tiempos de desarrollo.

Este mutante es claramente mas pequeno que la linea silvestre (Fig. 21, tablas Il y IV).



Figura 21. Fenotipo de la linea mutante agl-17 en tres condiciones nutricionales: medio optimo (C),
medio con carencia de nitrato (-N) y medio con carencia de fosfato (-P); en dos tiempos de desarrollo (7
y 11 dps). Escala = 10 mm.

Las tablas III y IV muestran el crecimiento porcentual de los parametros analizados de la
arquitectura radicular del mutante con respecto a la linea silvestre bajo las tres condiciones
nutricionales y en ambos tiempos de desarrollo analizados. Como puede observarse en ellas
y en la Fig. 21, el mutante agl-17 es significativamente mas pequefio que la linea silvestre
en el medio Optimo inclusive en la parte aérea. Ademads, es interesante que aunque este
mutante presentd una gran reduccion en el numero de raices laterales en el medio 6ptimo,
las que lograron crecer fueron, en promedio, idénticas en longitud a las de la linea silvestre

(tabla IIT). La longitud de la raiz primaria y la densidad de ramificacion también estan



afectadas (Fig. 22 y 23). Este crecimiento menor de la planta sugiere que este mutante tiene
defectos generales en el desarrollo. Sin embargo, bajo condiciones de estrés por carencia de
nitrato, el mutante crecié ain menos que la linea silvestre a los 7 dps: la diferencia
observada para la longitud de la raiz primaria con respecto a la linea silvestre se incremento
de 9.5% a 34.5% del medio 6ptimo al medio sin nitrato (tabla III y Fig. 22). Ademas, las
raices laterales no se desarrollaron o no emergieron cuando este mutante no tiene suficiente
nitrato en esta etapa de desarrollo (tabla III). Esto indic6 que este mutante fue hipersensible
a la carencia de nitrato. Para representar claramente este hecho se elaboraron las graficas de
la figura 24 donde una linea une el porcentaje de crecimiento de la linea silvestre en el
medio 6ptimo con el porcentaje de crecimiento en el medio carente de nitrato, y lo mismo
se hace para la linea mutante. Si la linea resultante del mutante es paralela a la linea del
silvestre indica que su respuesta es proporcionalmente idéntica a la del silvestre. Por otro
lado, si la pendiente es mayor en la linea mutante que en la linea silvestre, esto sugiere
hipersensibilidad y si la pendiente es menor en el mutante que en el silvestre, se sugiere
tolerancia por parte del mutante. Al realizar este tipo de graficas para la longitud de la raiz
primaria en el medio 6ptimo y el carente de nitrato a los 7 dps, se obtuvo una pendiente
mayor en el mutante agl-17 que en el silvestre (Fig. 24A), confirmando la hipersensibilidad

de este mutante ante la carencia de nitrato.



Tabla I11. Crecimiento porcentual de la linea mutante agl-17 con respecto a la
linea silvestre a los 7 dps en medio 6ptimo (C), sin nitrato (-N) y sin fosfato (-P)

Parametro C -N -P
Longitud de la raiz 90.5% 65.5% 100%
primaria n=94 n=49 n=70
Longitud de las tres 100% 100%
primeras raices n=060 n =40

laterales El mutante no

Numero total de 34.7% desarroll6 raices 100%
raices laterales n=95 laterales n=70
Densidad de 31.0% 68.4%
ramificacion n=95 n=70

Tabla IV. Crecimiento porcentual de la linea mutante agl-17 con respecto a la

linea silvestre a los 11 dps en medio éptimo (C), sin nitrato (-N) y sin fosfato (-P)

Parametro C -N -P
Longitud de la raiz 83.0% 82.5% 92.4%
primaria n=067 n=063 n =47
Longitud de las tres 61.1% 58.2% 59.8%
primeras raices n=179 n=2_87 n=121

laterales

Numero total de 48.1% 40.9% 56.4%
raices laterales n=067 n=063 n =48
Densidad de 59.0% 53.9% 80.0%
ramificacion n==67 n=63 n=47
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Figura 22. Crecimiento porcentual de la raiz primaria a los 7 dps (A) y los 11 dps (B) de la
linea silvestre y el mutante agl-17 en medio optimo (C), medio carente de nitrato (-N) y
medio carente de fosfato (-P). Las graficas estdn normalizadas con respecto al crecimiento
de la linea silvestre en el medio optimo. Las lineas verticales corresponden a los intervalos
de confianza al 95%. Los asteriscos indican pares de porcentajes significativamente
diferentes.



2>

140

120

100

mcC
BN
a-P

80

60

40

20

% de la densidad de ramificacion

wt agl17

120
100

80

mC
m-N
0-P

60

40

20

% de la densidad de ramificacion

wit agl17

Figura 23. Densidad de ramificacion porcentual a los 7 dps (A) y los 11 dps (B) de la linea
silvestre y el mutante agl-17 en medio optimo (C), medio carente de nitrato (-N) y medio
carente de fosfato (-P). Notese que el mutante agl-17 no desarroll6 ninguna raiz lateral a los
7 dps en el medio —N, por lo que también carece de densidad de ramificacion. Las gréaficas
estan normalizadas con respecto a la densidad de la linea silvestre en el medio 6ptimo. Las
lineas verticales corresponden a los limites de confianza al 95%. Los asteriscos indican
pares de porcentajes significativamente diferentes.



>

% de la longitud de la raiz primaria % de la longitud de la raiz primaria

% de la densidad de ramificacion

—_
]
[an]

—_
(o]
o

80

60

40

20

(==}

120

100

80

60

40

20

120

100

80

60

40

20

C

Condiciones nutricionales

Condiciones nutricionales

-N

Condiciones nutricionales

-N

-N

—=agl17

Figura 24. Andlisis de la
respuesta del mutante
agl-17 ante la carencia
de nitrato en el
crecimiento de la raiz
primaria a los 7 dps (A)
yalos 11 dps (B).
Densidad de
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mutante presenta una
pendiente mayor que el
silvestre (A), por lo que
es hipersensible a la
carencia de nitrato en
esta etapa del desarrollo.
Sin embargo, a los 11
dps las respuestas de
ambas lineas muestran
unas lineas paralelas (B
y C), indicando que las
respuestas ante la
carencia de nitrato son
similares en ambas
lineas en esta etapa del
desarrollo. Las lineas
verticales corresponden
a los limites de
confianza al 95%.




A los 11 dps agl-17 también es mas pequefo que la linea silvestre tanto en la raiz como en
el vastago aéreo en todas las condiciones nutricionales (Fig. 21, 22B, 23B y tabla IV). Sin
embargo, en contraste a lo encontrado a 7 dps, a esta etapa el mutante no es hipersensible a
la carencia de nitrato (Fig. 22B, 23B y tabla 1V). En las graficas de respuesta para la
longitud de la raiz primaria (Fig. 24B) y la densidad de ramificacion (Fig. 24C) se observan

lineas paralelas.

Por otra parte, el estrés por carencia de fosfato a los 7 dps solo provoco diferencias entre las
lineas mutante y silvestre en la densidad de ramificacion (Tabla IIT y Fig. 23A). Dado que
en el medio 6ptimo, el mutante se desarrolld menos que la linea silvestre, es significativo
que en carencia de fosfato ambas lineas sean muy similares en cuanto a sus arquitecturas
radiculares en esta etapa de desarrollo, sugiriendo que el mutante fue tolerante a la carencia
de fosfato: la diferencia observada para la longitud de la raiz primaria en medio 6ptimo fue
de 9.5% (Fig. 22A y tabla III) y para el nimero de raices laterales fue de 65.3% (tabla III),
mientras que en el medio carente de fosfato no existieron diferencias entre las lineas (Fig.
22A y tabla III). En cuanto a la densidad de ramificacion, la diferencia entre las dos lineas
fue de 69% en el medio 6ptimo, pero solo de 31.6% en medio carente de fosfato (Fig. 23A
y tabla III), por lo que el grado de resistencia a la carencia de fosfato del mutante para este
parametro fue de 37.4%. Observando las graficas de respuesta para la longitud de la raiz
primaria y la densidad de ramificacion se visualiza mas claramente este efecto de tolerancia

a la carencia de fosfato (Fig. 25A y C).
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Figura 25. Analisis de la respuesta del mutante agl-17 ante la carencia de fosfato en el
crecimiento de la raiz primaria a los 7 (A) y 11 dps (B) y en la densidad de ramificacion a
los 7 (C) y 11 dps (D). El mutante presenta una pendiente menor que el silvestre en
carencia de fosfato tanto a los 7 como a los 11 dps en ambos parametros, por lo que es
resistente a este tratamiento. Las lineas verticales corresponden a los intervalos de
confianza al 95%.

Esta tolerancia a la carencia de fosfato se mantuvo a los 11 dps como lo demuestra la
reduccion en las diferencias de los cuatro parametros analizados de la arquitectura radicular
del mutante con respecto a la linea silvestre (comparar los porcentajes de las columnas C y
—P de la tabla 1V). El Unico pardmetro que no mostrd una diferencia considerable en el
medio sin fosfato con respecto al medio optimo fue la longitud de las tres primeras raices
laterales (de 38.9% en el medio 6ptimo a 40.2% en el medio sin fosfato), sin embargo, para

el resto de los parametros se observo claramente que el mutante y el silvestre fueron mas

—=agl17




similares en su arquitectura radicular bajo carencia de fosfato que bajo condiciones
nutricionales optimas. Por lo tanto, agl-17 fue tolerante a la carencia de fosfato a lo largo
del tiempo como puede observarse en las graficas de respuesta para la longitud de la raiz
primaria y la densidad de ramificacion (Fig. 25B y D), aunque al comparar las graficas 25A
y C con las 25B y D, es evidente que esta tolerancia fue menor a los 11 dps que la hallada a
los 7 dps debido al incremento de las pendientes en funcion del tiempo, por lo que parece

que el mutante pierde en alguna medida la tolerancia a la carencia de fosfato a los 11 dps.

Resumiendo, el mutante agl-17 crecié menos que la linea silvestre, tanto de la raiz como
del vastago aéreo, independientemente de la condicién nutricional utilizada y en los dos
tiempos de desarrollo analizados. También se encontraron dos fenotipos radiculares
opuestos ante la carencia de nitrato y fosfato: una hipersensibilidad a la carencia de nitrato
reflejada en una mayor reduccion del tamafio de la raiz que en la linea silvestre en este
tratamiento comparado con la reduccion observada en condiciones Optimas, y una
tolerancia a la carencia de fosfato reflejada en un tamafio similar entre las raices de las dos
lineas considerando que el mutante fue mas pequefio que el silvestre en condiciones
optimas. La hipersensibilidad a la carencia de nitrato se perdid a los 11 dps, mientras que la
tolerancia a la carencia de fosfato sélo fue atenuada. Por lo que una de las funciones de
AGL-17 podria ser, por una parte, el promover el crecimiento general de toda la planta, y
ademas, la hipersensibilidad a la carencia de nitrato en etapas tempranas y la tolerancia
continua a la carencia de fosfato del mutante sugieren que AGL-17 est4 involucrado con dos

respuestas de crecimiento opuestas de la planta ante la carencia de nitrato y de fosfato.



VI.6.3 Arquitectura radicular de la linea mutante agl-21.

En el medio optimo, la arquitectura radicular de este mutante fue idéntica a la silvestre
tanto a los 7 como a los 11 dps (datos no mostrados). Sin embargo, en los medios carentes
de nitrato y fosfato se observo un crecimiento menor del mutante con respecto al silvestre,
por lo que este mutante fue hipersensible al estrés nutricional por carencia de nitrato y

fosfato aunque estas diferencias no son evidentes a simple vista (datos no mostrados).

En carencia de nitrato a los 7 dps, la planta mutante crecié menos que la silvestre, siendo el
numero total de raices laterales (con s6lo la mitad de los que desarrolla la linea silvestre) y
la densidad de ramificacion (con una reduccion del 68.7%) los parametros mas afectados
(tabla V). Por otra parte, en carencia de fosfato, la raiz primaria crecio6 casi 30% menos que
la linea silvestre, pero nuevamente los parametros mas severamente afectados fueron el
nimero de raices laterales y la densidad de ramificacion con reducciones del 67.5% y
34.6%, respectivamente, a los 7 dps (tabla V). Para estimar el grado de hipersensibilidad
del mutante, las diferencias porcentuales que se derivan de la tabla V pueden ser asociadas

directamente con una medida porcentual de hipersensibilidad (tabla VI).

La elongacion de las raices laterales no se encontrd afectada a los 7 dps, lo cual permite
especular que el efecto de la pérdida de funcion de AGL-21 estd involucrado con una
incapacidad de activar el meristemo de las raices laterales justo después de la emergencia o
con los procesos mas tempranos durante la iniciacion de los primordios y no durante la
elongacion de las raices laterales en esta etapa, pero esta funcion sélo es patente ante

estimulos de estrés nutricional. Ademas, AGL-21 también se encuentra involucrado en los



procesos de crecimiento de la raiz primaria, ya sea en la produccion o en la elongacion

celular, pero particularmente bajo estrés por carencia de fosfato (tabla V).

Tabla V. Crecimiento porcentual de la linea mutante agl-21 con respecto a la linea
silvestre en medio sin nitrato (-N) y sin fosfato (-P)
Etapa de desarrollo y condiciones nutricionales
Parametro 7 dps 11 dps
-N -P -N -P
Longitud de la raiz 91.0% 70.9% 100% 89.9%
primaria n=>57 n=061 n=069 n =64
Longitud de las 100% 100% 79.0% 77.3%
tres primeras raices n=17 n=>51 n=158 n=179
laterales

Numero total de 49.3% 32.5% 100% 75.2%
raices laterales n=>57 n=061 n=069 n=065
Densidad de 31.3% 65.4% 100% 88.9%
ramificacion n=>57 n =060 n=069 n =64




Tabla VI. Valores porcentuales de hipersensibilidad en carencia de nitrato (-N) y
de fosfato (-P) derivados de la tabla V para el mutante de agl-21 con respecto a la
linea silvestre.

Etapa de desarrollo y condiciones nutricionales
11 dps
Parametro -N -P -N -P
Longitud de la raiz 9% 29.1% Sin 10.1%
primaria diferencias
Longitud de las tres Sin Sin 31% 22.7%
primeras raices laterales diferencias diferencias
Numero total de raices 50.7% 67.5% Sin 24-8%
laterales diferencias
Densidad de ramificacion 68.7% 34.6% Sin 11.1%
diferencias

A los 11 dps, el mutante perdi6 la hipersensibilidad al estrés por carencia de nitrato: los
parametros afectados a los 7 dps se recuperaron y alcanzaron los mismos grados de
desarrollo que la linea silvestre (ver tablas V y VI), esto sugiere de la existencia de
mecanismos alternativos de desarrollo que permiten corregir las alteraciones ocasionadas
por la pérdida de funcién de genes particulares, como AGL-21. Por otro lado, el mutante
adquirié hipersensibilidad en la elongacion de las raices laterales: este parametro, que no

fue afectado a los 7 dps, adquirid susceptibilidad a la carencia de nitrato a los 11 dps



presentando una reduccion de 21% en el crecimiento del mutante con respecto a la linea

silvestre (Fig. 26).
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Figura 26. Crecimiento porcentual de las primeras tres raices laterales de la linea silvestre
(wt) y el mutante de agl-21 en medio 6ptimo (C), medio con carencia de nitrato (-N) y
medio con carencia de fosfato (-P) a los 11 dps. Las graficas estan normalizadas con
respecto al crecimiento de la linea silvestre en el medio Optimo. Las lineas verticales
corresponden a los limites de confianza al 95%. Los asteriscos indican pares de porcentajes
significativamente diferentes.

En cuanto al estrés por carencia de fosfato, se mantuvo la hipersensibilidad del mutante a
los 11 dps: la raiz primaria fue afectada practicamente en la misma magnitud, mientras que
el namero y la densidad de las raices laterales se recuperaron en cierto grado con respecto a
la reduccion que presentaron a los 7 dps (Tabla V y VI). En este caso, también la longitud
de las raices laterales fue afectada presentando una reduccion de 22.7% en el mutante con
respecto al silvestre (Fig. 26), mientras que a los 7 dps no se encontraron diferencias entre

ambas lineas. De este modo, bajo estrés por carencia de fosfato se puede notar una



recuperacion en el desarrollo del numero y la densidad de las raices laterales a los 11 dps,
aunque esta recuperacion no fue completa como en el caso bajo carencia de nitrato. De
forma similar a lo que ocurrid en carencia de nitrato, la longitud de las raices laterales fue
afectada a los 11 dps bajo estrés por carencia de fosfato, por lo que el mutante también

adquiere hipersensibilidad en la elongacion de las raices laterales ante este tratamiento.

Con base en todo lo mencionado se puede concluir que el mutante para AGL-21 es
hipersensible tanto a la falta de nitrato como a la de fosfato. En etapas tempranas (7 dps)
ambos tipos de estrés afectaron la iniciacion de los primordios de las raices laterales o la
activaciéon meristematica de las mismas que les permite elongarse justo después de la
emergencia de la raiz primaria. También fue afectado el crecimiento de la raiz primaria ya
sea por una tasa menor de produccion celular o por alteraciones en la elongacion celular.
Posteriormente, se activan mecanismos compensatorios que reducen la diferencia en estos
parametros entre la linea mutante y la silvestre, de modo que a los 11 dps estas diferencias
desaparecen en carencia de nitrato, pero persisten (aunque reducidas) en carencia de fosfato
(tablas V y VI). Por otro lado, un parametro que no habia sido afectado (la longitud de las
raices laterales) comienza a resentir la carencia de estos nutrientes entre los 7 y los 11 dps,
resultando en raices laterales mas cortas que las de la linea silvestre a los 11 dps (Fig. 26;

tablas V'y VI).



VII. DISCUSION

Con anterioridad se habia estudiado la expresion de los genes MADS-box en respuesta a
carencias en el suministro de nutrientes (Gan et al., 2005). En ese trabajo se encontr6 que
tres genes del clado de ANR1: ANR1, AGL-16 y AGL-21 incrementan su expresion al
trasladar las plantulas de un medio 6ptimo a uno ausente de nitratos (Fig. 9), pero no asi
cuando se trasladaban de un medio 6ptimo a uno ausente de fosfatos (Gan et al., 2005), y se
ha postulado que ANRL1 participa en la via de transduccion de concentraciones locales del
nitrato exogeno promoviendo respuestas de desarrollo en la raiz (Zhang y Forde, 1998).
Con base en lo anterior y a la posibilidad de redundancia funcional entre los miembros del
clado debido a su alto grado de similitud a nivel proteico asi como al hecho de que
presentan expresion al menos parcialmente en érganos comunes (Burgeff et al., 2001), se
considerd que seria interesante estudiar si mutantes para los otros tres genes del clado que
ain no han sido estudiados (AGL-16, -17 y -21) presentarian algin fenotipo
especificamente relacionado con el estrés por carencia de nitrato. El medio carente de
fosfato nos serviria como un excelente control para establecer si las respuestas observadas
en los mutantes eran especificas a la carencia de nitrato o a la carencia de fosfato, o en su
defecto constituian comportamientos independientes de las condiciones nutricionales. El
presente trabajo representa el primer analisis comparativo del posible papel de distintos
miembros de una familia multigénica en mediar las respuestas plasticas de desarrollo
radicular a distintas condiciones nutricionales, en particular de nitrogeno y fosforo. Se
descubrié que las proteinas codificadas por estos genes seguramente son componentes
importantes de las redes que integran las respuestas morfogenéticas de la raiz ante el estrés

por la carencia de nutrientes.



VII.1. Eleccion de los medios de cultivo y de los tiempos de desarrollo

El medio MS (Murashige & Skoog, 1962) es un medio ampliamente utilizado para el
crecimiento de Arabidopsis thaliana. Sin embargo, hay que recordar que este medio se
disefid esencialmente para la generacion de “callos”, los cuales no presentan un sistema
radicular que absorba eficientemente los nutrientes. Por ello, las concentraciones de
nutrientes de este medio son muy superiores a las encontradas en suelos de diversas
condiciones tanto naturales como agricolas, y por lo tanto, no son adecuados para estudiar
el crecimiento y morfogénesis de la raiz en condiciones Optimas. Por ejemplo, las
concentraciones de aproximadamente 10.0 mM de nitrato o superiores que caracterizas a
dichos medios comerciales ocasionan inhibicion tanto del crecimiento de la raiz primaria,
como de las raices laterales (Zhang et al., 1999; Bitgit et al., 2002 en Lopez-Bucio et al.,
2003). En cuanto al fosfato, las concentraciones altas promueven el crecimiento de la raiz
primaria, pero inhiben el crecimiento de las raices laterales y disminuyen su densidad

(Bitgit et al., 2002 en Lopez-Bucio et al., 2003).

El medio MS comercial 1X tiene concentraciones de nitrato y fosfato de 39.4 y 2.0mM,
respectivamente, mientras que en la mayoria de los suelos hay 1.0-10.0 mM de nitrato y 10-
20 uM de fosfato asimilables. Ademas, el medio MS contiene una concentracion de 20.6
mM de amonio, por lo que la concentracion de nitrogeno total de este medio es de 60 mM
(Murashige & Skoog, 1962). Estos datos hacen patente el hecho de que este medio contiene
una concentracion tan alta de nitrato que no seria raro encontrar reducciones considerables
en la arquitectura radicular de plantulas crecidas en este medio con respecto a otras crecidas

en un medio con una concentracion mas baja de nitratos. Aun utilizando el medio MS al



0.2X, la concentracioén de nitrato es lo suficientemente alta (7.9 mM) como para inhibir el
crecimiento de la radicula como se muestra en la Fig. 16, ademas, la presencia de amonio
(en una concentracion de 4.1 mM) puede exacerbar la inhibicion en el crecimiento, dado
que este nutriente desencadena una inhibicion dramatica del crecimiento de la raiz en
concentraciones alrededor de 3.0 mM (Cao et al., 1993). Debe sefialarse que este medio
diluido presenta una concentracion de fosfatos de 0.4 mM, pero el efecto de esta

disminucidn sobre el crecimiento de la raiz no fue determinado.

Generar un medio balanceando todos los nutrimentos no es una tarea sencilla, por lo que se
opto por usar un medio MS 1X casero que difiere del original en que: (1) la concentracion
de nitrato es de 2.5 mM para un crecimiento 6ptimo (ver mas adelante), (2) carece de
amonio, ya que en este estudio se quiso determinar el efecto del nitrato como unica fuente
de nitrogeno sobre el desarrollo de la raiz. Ademas, como se mencion6 anteriormente, el
amonio tiene efectos inhibitorios sobre el crecimiento similares a los que desencadenan las
altas concentraciones de nitrato, y (3) contiene 0.5 mM de K,SO4 para compensar en cierta

medida el déficit de potasio por la reduccion de la concentracion de KNO; en el medio.

El medio MS 0.2X casero es comparable al MS 0.2X comercial salvo por los tres puntos
tratados en el parrafo anterior. Para las comparaciones del crecimiento de la raiz en
distintos medios de cultivo, se utilizd el medio MS 0.2X casero con dos concentraciones
distintas de nitrato, 2.5 y 7.9 mM. De esta forma, el medio MS casero al 0.2X con 2.5 mM
de nitrato es comparable con el medio MS casero al 1X con la misma concentracion de
nitrato, y el medio MS casero al 0.2X con 7.9 mM de nitrato es comparable con el MS 0.2X

comercial, excepto por el amonio que contiene este ultimo.



Los resultados de la Fig. 16 muestran claramente que el medio 6ptimo para el desarrollo de
la raiz es el MS casero al 1X, debido a que los pardmetros de la arquitectura radicular
analizados en la linea silvestre Col-0 presentaron los valores mas altos en este medio
comparados con el resto de las condiciones nutricionales probadas. En cambio, el medio
MS comercial al 0.2X present6 los valores mas pequenos en la longitud de la raiz primaria
y en el niamero total de raices laterales debido principalmente a la alta concentracion de
nitrato (7.9 mM) y a la presencia de amonio (4.1 mM) en concentraciones reportadas como
inhibidoras del crecimiento. Por esta razén se decidio utilizar el medio MS casero al 1X y
variar en éste las concentraciones de nitrato para obtener una concentracion Optima y una

de estrés por la carencia de este nutriente.

Con respecto a la seleccion de la concentracion 6ptima de nitrato, las graficas de dosis-
respuesta obtenidas utilizando concentraciones de este nutriente de 0.0 a 7.9 mM en el
medio MS 1X y de 0.1 a 10.0 mM en el medio MS 0.2X (Fig. 17 y 18, respectivamente),
muestran que las medias de los parametros de la arquitectura radicular analizados son
claramente distintas entre las plantulas crecidas en 0.1 mM y aquellas crecidas en 2.5 mM
de nitrato. La diferencia en la arquitectura radicular de las plantulas crecidas entre 0.01 mM
y 2.5 mM de nitrato es mayor que la diferencia entre aquellas crecidas entre 0.1 mM y 2.5
mM. Sin embargo, 0.01 mM de nitrato es una condicion muy drastica para el desarrollo la
planta donde practicamente no hay ninguna fuente de nitrégeno para su crecimiento.
Ademas, dado que hay evidencia de que el nitrato puede disparar una via de sefalizacion
mediada por auxinas la cual modula el desarrollo de la raiz (Zhang et al., 1999), es

necesario que este nutriente se encuentre presente en el medio en concentraciones



superiores a 0.01 mM. Por estas razones, se decidido que la concentracion de 0.1 mM de
nitratos permitiria evaluar mejor la respuesta en el desarrollo de la raiz ante bajas
concentraciones de este nutriente sin interferir con el papel de sefializacion del nitrato y sin

llevar a la muerte del organismo.

Con respecto a los tiempos de desarrollo analizados, se eligieron 7 y 11 dps debido a que
son dos etapas en las que las plantulas son claramente distintas entre si: la emergencia de
las raices laterales comienza a observarse entre los 6 y 7 dps en las plantulas silvestres, por
lo que los analisis en esta etapa permiten la determinacion de retrasos en la diferenciacion
de primordios de raices laterales o en su emergencia, como fue el caso para el mutante de
agl-17 en carencia de nitrato. Por otro lado, los 7 dps son el limite temporal en el que el
desarrollo de la plantula comienza a depender mas de la tasa fotosintética que de las
reservas de la semilla o de los compuestos de carbono del medio, es decir, en esta etapa, la
planta comienza a ser mas autdtrofa que heterétrofa y por ello permite evaluar los efectos
del desarrollo de las etapas heterdtrofas. En cambio, a los 11 dps se pueden determinar
cambios en los procesos de elongacion de las raices laterales y de los efectos en el
desarrollo de la actividad fotosintética que comienza a ser preponderante sobre la
heterotrofia de la raiz después de los 7 dps. Ademas, es un tiempo en el que las plantas

crecidas en caja Petri todavia no presentan estrés por limitaciones espaciales.

VI1.2. Fenotipos de las lineas transgénicas de ANR1.

En el presente trabajo se analizaron una linea transgénica que sobre-expresa el gene ANR1

en sentido (linea S10) y otras dos que lo expresan en antisentido (Al y A13) segin fueron



reportadas por Zhang y Forde (1998), quienes nos proporcionaron las semillas de estas
lineas. En su trabajo, estos autores mostraron que estas lineas presentan diversos grados de
silenciamiento de ANR1. Sin embargo, en el presente trabajo se encontrd que las lineas Al
y A13 presentan sobre-expresion y la linea S10 presenta una expresion equivalente a la del
silvestre (Fig. 14). Aln asi, se quiso utilizarlas como marcadores de cambios fenotipicos
para los medios que se utilizaron en este trabajo porque habian sido reportadas (en especial
la linea S10) como incapaces de elongar las raices laterales ante concentraciones
localizadas de 1.0 mM de nitrato (Zhang y Forde, 1998). Es decir, se esperaba que al
crecerlas en condiciones optimas (2.5 mM de nitrato) las raices laterales de estas lineas no
se elongaran y que al crecerlas en carencia de nitrato pudieran elongarlas en mayor medida
o tuvieran algun tipo de desarrollo aberrante. Sin embargo, en las condiciones probadas en
este trabajo, la linea S10 se desarrolld6 mas que la linea silvestre C24 en todas las
condiciones nutricionales y para los dos tiempos analizados (Fig. 19 y datos no mostrados).
Por el contrario, las lineas A1 y A13 no mostraron un fenotipo diferente a la linea silvestre

en ninguno de los tratamientos probados (fotografias no mostradas).

Estas contradicciones entre los datos reportados y los resultados obtenidos en el presente
trabajo son irreconciliables en lo que respecta a las expresiones de las lineas transgénicas de
ANR1, ya que se habia reportado que la linea S10 se trataba de una linea de expresion nula
y que las lineas Al y Al3 presentaban una menor expresion que el silvestre (Zhang y
Forde, 1998), mientras que el presente trabajo se encontrd que la linea S10 presenta una
expresion equivalente a la del silvestre y las lineas A1 y A13 presentan sobre-expresion
(Fig. 14). Es posible que la linea S10 presente cierto grado de silenciamiento de ANR1 pero

que se requiera de una técnica mas sensible como la RT-PCR cuantitativa para detectarlo.



Por otra parte, ha sido reportado que ANR1 incrementa su expresion cuando la plantula
carece de nitrato (Gan et al., 2005), sin embargo, en el presente trabajo se encontr6é que la
expresion de ANR1 en plantas crecidas bajo carencia de nitrato fue equivalente a la de
aquellas crecidas en medio nutricional 6ptimo (Fig. 14 y datos no mostrados). Estas tltimas
discrepancias posiblemente se deban a una cuestion metodoldgica ya que la mayoria de los
trabajos que han confirmado el comportamiento descrito para ANR1 ante la carencia de
nitrato (Zhang y Forde, 1998; Wang et al., 2000; Gan et al., 2005) han utilizado un enfoque
en el que primeramente crecen las plantas en condiciones de suficiencia de nitrato u otra
fuente nitrogenada (como amonio) para posteriormente privarlas completamente de
nitrégeno por algin tiempo e inducir la expresion de ANR1. En cambio, en el presente
trabajo, las plantulas siempre estuvieron en condiciones de carencia de nitrato, por lo que
probablemente se requiera solamente de un corto periodo de carencia posterior a un periodo
de suministro continuo de nitrato para observar el comportamiento descrito para este gene.
También existe la posibilidad de que ANR1 presente una regulacion positiva en las
condiciones de carencia de nitrato utilizadas pero que se requiera de una técnica mas
sensible para detectar esta respuesta (como en Gan et al., 2005), por lo que seran necesarios
otros analisis para esclarecer las discrepancias entre las observaciones realizadas en este
trabajo con las reportadas previamente (Zhang y Forde, 1998; Wang et al., 2000; Gan et al.,

2005).

A pesar de estos problemas, con respecto a estas lineas se puede concluir que: (1) la linea
de co-supresion S10 presenta un crecimiento mayor tanto en medio Optimo como en
carencia de nutrientes, aunque no esta claro si este fenotipo tiene que ver con la pérdida de

la funcion de ANR1. En caso de confirmarse que la linea S10 presenta cierto grado de



silenciamiento, la funcion probable de ANR1 seria actuar como un represor general del
desarrollo, tanto en la parte radicular como en el vastago aéreo (Fig. 19). (2) Las lineas en
antisentido A1 y Al3, a pesar de la sobre-expresion de ANRI1, presentan un fenotipo
equivalente al de la linea silvestre. Y (3) estas lineas transgénicas de ANR1 no sirvieron
como controles para establecer una referencia fenotipica en respuesta al estrés provocado
por la carencia de nitrato en el medio. Sin embargo, el fenotipo de la linea S10 es
claramente distinto al de la linea silvestre (Fig. 19), por lo que seria muy interesante

evidenciar las causas de este fenotipo de “gigantismo”.

Finalmente, hay que enfatizar que las observaciones del presente estudio muestran que ain
hay mucha incertidumbre en torno al papel que se le ha atribuido a ANR1 como un
regulador especifico del crecimiento de las raices laterales en respuesta al nitrato, asi como
en el efecto de la carencia de nitrato en la regulacion transcripcional de este gene. Por lo
tanto, serd necesario hacer andlisis mas detallados para determinar claramente su
comportamiento en respuesta a la carencia de este nutriente y su papel en el desarrollo de la

raiz.

VI1.3. Fenotipo de la linea mutante agl-16.

En este trabajo se aislo una linea mutante homocigota para el gene agl-16, la cual tiene una

expresion nula, al menos en raices de 11 dps.

Ha sido reportado que el estrés por la carencia de fosfato ocasiona una reduccion de la

longitud de la raiz primaria y una mayor elongacion de las raices laterales en la linea



silvestre (Fig. 6B) (Lopez-Bucio et al., 2002; Williamson et al., 2001). La raiz primaria se
comportd de esta manera en las condicion de estrés por carencia de fosfato utilizada en el
presente trabajo (Fig. 22), pero las raices laterales también presentaron una longitud menor
en este tratamiento (Fig. 26). Independientemente de esta discrepancia (que puede deberse a
los distintos enfoques metodoldgicos utilizados entre esos trabajos y el presente) el mutante
de agl-16 presento hipersensibilidad a la carencia de fosfato a los 7 dps evidenciado por un
decremento en el crecimiento de la raiz primaria relativamente mayor al presentado por el
tipo silvestre en condiciones de carencia de fosfato. También se observo un decremento
relativamente mayor en el nimero y densidad de raices laterales que la linea silvestre
sometida al mismo estrés. Sin embargo, a los 11 dps el mutante pierde esta
hipersensibilidad y se desarrolla igual que el silvestre. Esto sugiere que AGL-16 participa
en la sefalizacion de estrés por carencia de fosfato, pero s6lo en etapas tempranas del
desarrollo (7 dps). Es interesante que este mutante no presente ningun fenotipo en el medio
con carencia de nitrato a pesar de que los niveles de expresion de AGL-16 se incrementan

bajo este tipo de tratamiento (Gan et al., 2005).

AGL-16 es un factor transcripcional promiscuo, es decir, interactia con muchas otras
proteinas con dominio MADS para activar la transcripcion (de Folter et al., 2005; de Folter,
20006). Por lo que es probable que otra proteina de esta familia esté supliendo la funcion de
AGL-16 y por ello no encontramos un fenotipo claro en condiciones Optimas. También esta
redundancia funcional podria explicar porque el fenotipo observado en carencia de fosfato
se pierde en etapas mas avanzadas. Dado que el efecto de la pérdida de funcion de este gene
es muy puntual, es probable que la percepcion de la carencia de fosfato sea un mecanismo

muy complejo en el que intervienen muchas proteinas y no dependa exclusivamente de la



funcion de un solo gene. Quizas AGL-16 sea uno de los genes de expresion mas temprana
durante el desarrollo de la raiz en respuesta a la carencia de fosfato, por lo que la pérdida de
funcion de este gene tiene un efecto directo en el desarrollo sélo en etapas tempranas.
Posteriormente comenzarian a expresarse otros genes relacionados con la percepcion de la
carencia de fosfato que suplirian la funcion de AGL-16 y promoverian la recuperacion del

fenotipo silvestre (ver mas adelante).

Es importante resaltar el hecho de que la hipersensibilidad a la carencia de fosfato en este
mutante no afect6 la elongacion de las raices laterales, y la longitud de la raiz primaria fue
solo 5.6% mas pequena que en la linea silvestre. En cambio, el nimero y la densidad de las
raices laterales fueron, respectivamente, 22.3 y 14.3% menores que en la linea silvestre.
Esto sugiere que la funcion de AGL-16 ante la carencia de fosfato estd dirigida a la
iniciacion de los primordios de las raices laterales o a los procesos de expansion celular de

las mismas que permiten su emergencia, pero solo a los 7 dps.

Otros genes involucrados en la percepcion de la carencia de fosfato son probablemente
AGL-21 y AGL-17, ya que los mutantes con expresion nula para estos genes analizados en
este trabajo presentan hipersensibilidad y tolerancia, respectivamente, a la carencia de
fosfato y en ambos tiempos de desarrollo (ver secciones VII.4 y VIL.5). Dado que estos tres
genes pertenecen al mismo clado y por lo tanto comparten un alto grado de similitud, es de
esperarse que exista redundancia funcional entre AGL-16 y AGL-21, como lo sugiere la
gran promiscuidad de las proteinas AGL-16 y AGL-21 (de Folter et al., 2005; de Folter,
2006). En cambio, los efectos opuestos en el fenotipo radicular en carencia de fosfato de

AGL-16 (hipersensibilidad) y AGL-17 (tolerancia), y los patrones de expresion tan similares



de estos dos genes (Burgeff, 2001 y Burgeff et al., 2002), sugieren que si bien estos genes
estan involucrados en procesos similares su funcidon parece ser antagonica al menos en lo
que respecta a la respuesta radicular a la carencia de fosfato. Podria ser que la participacion
de estos genes en distintos complejos hace a estos especificos de distintos blancos, unos
activadores y otros represores. Ademas, estas tres proteinas con dominio MADS
interactuan fisicamente, por lo que es probable que estos tres genes regulen conjuntamente
las respuestas en el crecimiento y el desarrollo de la planta en condiciones de carencia de

fosfato.

VI1.4. Fenotipo de la linea mutante de agl-17.

El mutante de agl-17 que se utilizé en este trabajo es nulo a nivel de acumulacion de su
ARN mensajero en tejido radicular a los 11 dps, por lo que es factible pensar que el
fenotipo observado se debe a la ausencia de la proteina respectiva. Es importante sefialar
que este mutante presenta una segunda mutacion en el gene TESTA que permite la
identificacion de las semillas de este mutante en virtud de la coloracion clara que les
confiere. El fenotipo atribuido a la pérdida de funcion de AGL-17 para este mutante debera
confirmarse al retro-cruzar esta linea mutante con la silvestre y seleccionando las plantas
descendientes que so6lo presenten la mutacion de agl-17 y analizar el fenotipo de las mismas
para descartar cualquier participacion de testa en el desarrollo particular de este mutante.
Sin embargo, la linea mutante agl-21 también presenta la mutacion en TESTA y su fenotipo
fue distinto al del mutante agl-17, lo cual sugiere que los fenotipos observados se deben
efectivamente a la pérdida de funciéon de los dos genes MADS-box respectivos. Sin

embargo, las retro-cruzas seran indispensables para eliminar la posibilidad de cualquier



interaccion entre las dos mutaciones que presenta esta linea que originan el fenotipo

observado.

El mutante agl-17 presenté una arquitectura radicular menos desarrollada que la linea
silvestre en la gran mayoria de los pardmetros analizados y en todas las condiciones
nutricionales y tiempos de desarrollo probados. En general, se trata de una planta mas
pequeia (tanto en la raiz como en el vastago aéreo) que la linea silvestre
independientemente de las condiciones de crecimiento (Fig. 21, tablas III y IV), por lo que
AGL-17 parece ser un regulador positivo general del crecimiento y del desarrollo de la
plantula. Sin embargo, es de especial interés que en etapas tempranas (7dps), el mutante
presenta una hipersensibilidad a la carencia de nitrato para la longitud de la raiz primaria
con respecto a las plantas silvestres (Fig. 24A). Ademas, en esta etapa los mutantes de agl-
17 no desarrollaron ninguna raiz lateral. Sin embargo, a los 11 dps estos mutantes si
presentaron raices laterales sugiriendo que la hipersensibilidad a la carencia de nitratos
afecta la emergencia y elongacién de los primordios, mas que en la formacion de los

mismos.

Por otra parte, el mutante presenta tolerancia a la carencia de fosfato para la longitud de la
raiz primaria (Fig. 25A), el numero total de raices laterales (no mostrado) y la densidad de
ramificacion (Fig. 25C). Sin embargo, a los 11 dps desaparece la hipersensibilidad a la
carencia de nitrato (Fig. 24B y C), mientras que la tolerancia a la carencia de fosfato

persiste (Fig. 25B y D).



Como se ha mencionado, independientemente de la hipersensibilidad a la carencia de
nitrato y la tolerancia a la carencia de fosfato, esta linea mutante es mas pequefia que la
linea silvestre en todas las condiciones analizadas, sugiriendo que AGL-17 es un activador
general del crecimiento, y es interesante que la linea transgénica S10 de ANR1 presenta el
fenotipo opuesto: un crecimiento mayor que la linea silvestre en todas las condiciones,
sugiriendo que ANR1 podria ser un inhibidor general del crecimiento de la planta. ANR1 y
AGL-17 no interactiian directamente en ensayos de dos hibridos en levadura, sin embargo,
cada uno de ellos interactian con las mismas proteinas MADS: AGL-16, AGL-21
(miembros del mismo clado) y SOC1 (de Folter et al., 2005; de Folter, 2006). Como se ha
mencionado, AGL-16 esta relacionado con las respuestas tempranas (7 dps) a la carencia de
fosfatos, AGL-21 con respuestas generales a la carencia de nutrientes tanto a los 7 como a
los 11 dps (ver siguiente seccion) y SOC1 responde al nivel de acumulacion de su ARN
mensajero ante la carencia tanto de nitrato como de fosfato (Gan et al., 2005). Estas
evidencias sugieren que AGL-17 y ANRI podrian competir por los miembros del complejo
de proteinas MADS y desencadenar inhibicidon o incremento del crecimiento cuando ANR1
0 AGL-17, respectivamente, forman parte del complejo. Una forma de probar esta hipotesis
consistiria en analizar los fenotipos de plantas con sobre-expresion de AGL-17 o ANR1, ya
que se esperaria que al incrementar la cantidad de sus proteinas respectivas, éstas compitan
mas eficientemente por los otros miembros del complejo y Gnicamente se promoviera o
inhibiera el crecimiento. SOC1 es el tinico gene MADS-box para el que se ha reportado una
respuesta clara al nivel de acumulacion de ARN mensajero para la carencia de fosfato (Gan
et al., 2005), por lo que es un buen candidato para obtener un mutante doble para agl-17 y

socl, esperando que el fenotipo del mutante de agl-17 en carencia de fosfato se exacerbe.



VIL.5. Fenotipo de la linea mutante de agl-21.

Para este mutante existe incertidumbre en cuanto a si realmente se trata de una linea de
expresion nula (Fig. 15C), debido a que se obtuvo una banda de menor tamafio que la
esperada mediante la amplificacion por RT-PCR. Hasta que se obtenga la secuencia de esta
banda no se podra determinar si se trata de una amplificacién inespecifica o si es el
producto de un procesamiento diferencial del ARN mensajero debido a la insercion del
transposon lo que ocasiona que se obtenga una banda de menor tamafo al esperado.
También, como ya se ha mencionado, serd necesario retro-cruzar este mutante con la linea
silvestre para eliminar la mutacion en testa y confirmar el fenotipo atribuido a la pérdida de

funcién de AGL-21.

El fenotipo de este mutante es idéntico al que presenta la linea silvestre en medio dptimo
(datos no mostrados). Sin embargo, cuando se crece en condiciones de estrés por carencia
de nitrato o fosfato, el mutante presenta hipersensibilidad a la carencia de éstos: la
arquitectura radicular del mutante se reduce mas que la de la linea silvestre en ambas
condiciones estresantes (tabla V). Esta susceptibilidad a la carencia de alguno de los dos
nutrientes afecta la longitud de la raiz primaria, el nimero de raices laterales y la densidad
de ramificacién a los 7 dps (tablas V 'y VI). A los 11 dps, la hipersensibilidad a la carencia
de nitrato se restringe a los procesos de produccion o elongacion celular de las raices
laterales (Fig. 26). Mientras que la hipersensibilidad a la carencia de fosfato se mantiene y
afecta a todos los parametros de la arquitectura radicular (tabla VI). Sin embargo, los tres
parametros afectados a los 7 dps muestran cierto grado de recuperacion a los 11 dps (tabla

VI). Por lo tanto, podemos concluir que AGL-21 se requiere para las respuestas de



crecimiento ante carencia de nitrato predominantemente a los 7 dps, quizas porque, de
manera analoga a lo que se sugirid para AGL-16, algiin otro miembro de la familia MADS
se expresa en etapas posteriores a los 7 dps y suple la funcion de AGL-21 en este mutante.
Ademas, AGL-21 también se requiere para la respuesta de crecimiento ante la carencia de
fosfato, tanto a los 7 como a los 11 dps, aunque habréd que investigar si esta linea también se
recupera de la hipersensibilidad ante esta condicion en etapas posteriores a los 11 dps,
como lo sugiere la reduccion en el porcentaje de hipersensibilidad de los 7 a los 11 dps

(tabla VI).

AGL-21 interacttia con muchos miembros de la familia MADS (de Folter et al., 2005; de
Folter, 2006), entre ellos, con ANRI1, AGL-17, AGL-16, SOC1, AGL-14 y AGL-19. Tanto
el mutante de agl-21 como el de agl-17 muestran hipersensibilidad a la carencia de nitrato a
los 7 dps, pero esta hipersensibilidad desaparece (agl-17, Fig. 24B y C) o se restringe a un
parametro (agl-21, tabla VI). Por lo que estos dos genes podrian actuar redundantemente
durante la respuesta de crecimiento al estrés por carencia de nitrato. Es particularmente
significativo que AGL-17 y AGL-21 comparten el 73% de identidad a nivel de residuos de
aminodcidos (Burgeff, 2001), por lo que la redundancia funcional entre estos dos genes es

factible.

Por otra parte, tanto el mutante de agl-16 como el de agl-21 muestran hipersensibilidad a la
carencia de fosfatos, por lo que es probable que esta pareja de genes actuen
redundantemente para promover el crecimiento ante estas condiciones. El mutante de agl-

16 s6lo presenta hipersensibilidad a los 7 dps, por lo que AGL-21 podria ser el factor que



compensa el fenotipo de la pérdida de funcion de AGL-16 en etapas mas avanzadas (11

dps).

Como ya se ha mencionado, SOC1 responde a nivel de acumulacion de ARN mensajero
ante cambios en los suministros tanto de nitrato como de fosfato (Gan et al., 2005), y el
mutante agl-21 muestra fenotipos similares ante la carencia de nitrato y fosfato, por lo que
SOCI1 podria ser otro de los miembros junto con el que AGL-21 regula la respuesta a la

carencia de nutrientes.

Finalmente, AGL-14 y AGI-19 son otros genes que responden a nivel de la acumulacion de
su ARN mensajero exclusivamente a los cambios en el suministro de nitrato, por lo que
constituyen otros dos candidatos que podrian participar en las respuestas de crecimiento

ante la carencia de nitrato junto con AGL-21.

En la Fig. 27 se representa un resumen de la posible participacion de los genes MADS-box
del clado de ANR1 en distintos procesos del desarrollo de la raiz en carencia de nitrato y

fosfato.



7 dps 11 dps

AGL-16 AGL-17 AGL-21 AGL-16 AGL-17 AGL-21

Crecimiento de la raiz primaria

-N Crecimiento de las raices laterales

Iniciacion o emergencia de los primordios
7
de raices laterales

Crecimiento de la raiz primaria

-P Crecimiento de las raices laterales

Iniciacion o emergencia de los primordios
de raices laterales

Figura 27. Participacion de AGL-16, -17 y -21 en tres procesos de la morfogénesis de la raiza los 7y 11 dps
en condiciones de carencia de nitrato (-N) y fosfato (-P). Efecto promotor (circulos). Efecto inhibitorio

(cuadrados). Sin participacion (casilla en blanco).



VIIl. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo permitieron llegar a las siguientes

conclusiones:

1. La concentracion de nitrato 6ptima para el crecimiento de la raiz es 2.5 mM utilizando
el medio MS modificado al 1X descrito en este trabajo.

2. ANRL1 posiblemente sea un represor general del crecimiento de la planta inhibiendo la
proliferacion o elongacion celular tanto en la raiz como en el vastago aéreo
independientemente de las condiciones nutricionales.

3. En contraposicion, AGL-17, parece desempefiar una funcién activadora de la
proliferacion o elongacion celular en toda la planta, independientemente de las
condiciones nutricionales.

4. AGL-17, ademaés, promueve el crecimiento ante la carencia de nitrato y lo inhibe ante la
carencia de fosfato.

5. AGL-16 y AGL-21 promueven el crecimiento ante la carencia de fosfato.

6. AGL-21, ademas, promueve el crecimiento ante la carencia de nitrato.



IX. PERSPECTIVAS

El presente trabajo fue una aproximacion a la determinacion de la participacion de los
genes del clado de ANR1 de la familia de MADS-box de factores transcripcionales en los
procesos de sefalizacion y las respuestas morfogenéticas ante la carencia de macro-
nutrientes. Por ello, varios aspectos tendran que ser confirmados. En primer lugar, tendra
que confirmarse que la linea mutante de agl-21 sea realmente una linea de expresion nula
mediante la secuenciacion de la banda de menor tamafo al esperado amplificada mediante
RT-PCR (Fig. 14C). Ademas, las lineas mutantes de agl-17 y agl-21 deberan retro-cruzarse
con la linea silvestre para eliminar la mutacion en testa que les confiere a las semillas un
color claro y descartar cualquier interaccion entre las mutaciones en testa y agl-17 y -21 en
la generacion de los fenotipos descritos para estas dos lineas. También deberan analizarse al
menos una linea mutante mas para cada gene del clado con la finalidad de confirmar
irrefutablemente los fenotipos reportados en el presente trabajo y de ser posible, dos lineas
de sobre-expresion independientes para cada gene con el fin de determinar si presentan

fenotipos opuestos a los observados en los mutantes.

Ademas, debera analizarse la expresion de los genes del clado de ANR1 bajo carencia de
nitrato y fosfato en la linea silvestre y en los mutantes respectivos, con la finalidad de
determinar si su respuesta bajo nuestras condiciones de crecimiento es similar a la
reportada utilizando otra metodologia. También serviran para corroborar que los fenotipos

observados en los mutantes se deben realmente a la pérdida de funcion de estos genes.



Para continuar explorando los papeles de los genes del clado y sus relaciones con otros
genes MADS-box ante el estres por carencia de nutrientes se recomiendan las siguientes
cruzas: agl-17 x agl-21, ya que es probable encontrar un incremento en la hipersensibilidad
a la carencia de nitrato en este doble mutante considerando sus fenotipos similares bajo este
tratamiento presentados en este trabajo y el 73% de similitud a nivel proteico (Burgeff,
2001); y la cruza de agl-16 x agl-21, para obtener un incremento en la hipersensibilidad a la
carencia de fosfato con base en los fenotipos parecidos para ambas lineas observados bajo
este tratamiento. El andlisis del fenotipo radicular de un mutante para SOC1 en carencia de
nitrato y fosfato podria ayudar a determinar otro miembro de los mecanismos de respuesta
ante este tipo de estreses, debido a que este gene presenta respuestas similares a nivel de
acumulacion de ARN mensajero ante cambios en el suministro de macro-nutrientes (Gan et
al., 2005), y dado que SOC1 interactta con todos los genes del clado de ANR1 (de Folter et
al., 2005; de Folter, 2006), por lo que podria ser un buen candidato para el disefio de

mutantes multiples.

Finalmente, se han reportado otros genes MADS-box que responden a nivel de
acumulacion de su ARN mensajero ante cambios en el suministro de nitrato, AGL-14 y
AGL-19 del tipo Il, y AGI-26 y AGL-56 del tipo I. Por lo que el anélisis de los fenotipos
radiculares de mutantes para estos genes puede contribuir al mayor conocimiento de los
papeles de los genes MADS-box en la sefializacion y las respuestas morfogenéticas de la

raiz ante la carencia de macro-nutrientes.
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ABREVIATURAS

ABA
ADN
ADP
abi3
alf3
alf4
AGL-16
AGL-17
AGL-21
ARM
ARN
ATP
BDL
BRX
Col-0
CQ
DEPC
dps
HBT
Fig.

Gl

GDH

acido abscisico

acido desoxiribonucleico
difosfato de adenosina

abscisic acid insensitive 3
aberrant lateral root formation 3
aberrant lateral root formation 4
AGAMOUS LIKE 16
AGAMOUS LIKE 17
AGAMOUS LIKE 21
ARMADILLO

acido ribonucleico

trifosfato de adenosina
BONDELOS

BREVIS RADIX

ecotipo Columbia

centro quiescente
dietil-pirocarbonato

dias posteriores a la siembra
HOBBIT

Figura

fase de crecimiento 1 del ciclo celular

glutamato deshidrogenasa



GOGAT
GS

kb
KRP2
LRD1
MP

MS

pb

PCR
pdr2
PHR1
Pi
NADPH
NiR
NR
RML1

RT-PCR

SHR
SLR
SRC
SRF

STBAC

glutamato sintetasa

glutamina sintetasa

kilobases

Kip related protein 2

LATERAL ROOT DEVELOPMENT 1

MONOPTEROS

medio Murashige and Skoog

pares de bases

polymerase chain reaction (reaccion en cadena de la polimerasa)
phosphate deficiency response 2

PHOSPHATE RESPONSE 1

fosfato inorgénico

dinucledtido de nicotinamida y adenina fosfato, reducido
nitrito reductasa

nitrato reductasa

ROOTMERISTEMLESS1

reverse transcription-polymerase chain reaction (reaccion en cadena de la
polimerasa por transcripcién inversa)

fase de sintesis del ciclo celular
SHORT-ROOT
SOLITARY-ROOT
SCARECROW

SERUM RESPONSE FACTOR

sistema de transporte de baja afinidad constitutivo



STAAc

STAAI

T-DNA

UTRs

WOL

sistema de transporte de alta afinidad constitutivo

sistema de transporte de alta afinidad inducible

vector de transformacion de Agrobacterium tumefaciens

untranslated regions (secuencias transcritas pero no traducidas de un gene)
WOODEN LEG

linea silvestre



ANEXO

Caracteristicas de los ciclos de las amplificaciones por PCR.

Fragmento Cebadores utilizados | Tamafio Condiciones de la
amplificado esperado del reaccion
fragmento
Anadlisis de la linea de insercion de T-DNA de agl-16 Salk 104701
Gene enddgeno | 16SondaForward + 992 pb 94°C 2
16insitureverso 94°C 30~
54°C 30~
72°C 1" 30”7
35 ciclos
72°C %
4°C indefinidamente
Gene enddgeno | 104701 LP + 104701 | 545 pb 94°C 2
LP2 94°C 30~
64°C 30~
72°C U
35 ciclos
72°C 5
4°C indefinidamente
Gene endogeno | Dos reacciones Primera Segunda
anilladas reaccion reaccion
94°C 2 94°C 2
16SondaForward + 992 pb 94°C 30~ 94°C 30~
16insitureverso 54°C 30~ 64°C 30~
72°C 130 | 72°C Y’
seguida de 20 ciclos 25 ciclos
545 pb 72°C 5% 72°C 5
104701 LP + 104701 4°C 4°C
LP2 indef.. indef..
Gene con Dos reacciones Primera Segunda
insercion anilladas reaccion reaccion
94°C 2 94°C 2
LBal + 104701LP 787 pb 94°C 30~ 94°C 30~
minimo 66°C 30~ 66°C 30~
seguida de 72°C U 72°C 30~
35 ciclos 35 ciclos
LBbl +104701LP 72°C 5 72°C %
588 pb 4°C 4°C
minimo indef.. indef..




Gene con
insercion

104701 LP + LBb1

588 pb
minimo

94°C 2

94°C 30~

66°C 30~

72°C 17

35 ciclos

72°C &

4°C indefinidamente

Linea de insercion de transposon de agl-17

Gene endogeno

OEAB154 +
OEAB157

2.1kb

94°C 2

94°C 30~

66°C 30~

72°C 2

35 ciclos

72°C 2

4°C indefinidamente

Gene con
insercion

OEAB157 + EN205

500 pb

94°C 2

94°C 307

66°C 307

72°C 2

35 ciclos

72°C 2

4°C indefinidamente

Linea de insercion de transposon de agl-21

Gene enddgeno

SG3 + Oinsitu21R

961 pb

94°C 2

94°C 30~

54°C 30"

72°C 1

35 ciclos

72°C 2

4°C indefinidamente

Gene con
insercion

EN205 + Oinsitu21R

453 pb

94°C 2

94°C 30~

54°C 30~

72°C 30"

35 ciclos

72°C 2

4°C indefinidamente
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