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RESUMEN.

Actualmente se conocen algunas vias de regulacién genética que participan durante el
desarrollo de la raiz primaria (RP) y de raices laterales (RL’s). Sin embargo, adn no esta
dilucidado como se regula de manera simultanea el establecimiento del sistema radical.
Por tal motivo, en este trabajo se caracterizé el desarrollo de la RP y de primordios de
raices laterales (PRL’s) en la mutante “short lateral root” (sl) de Arabidopsis thaliana
afectada en el establecimiento del sistema radical. Esta mutante se selecciond a partir de
una poblacion de mas de 17,000 plantas M2 resultantes de la mutagénesis con Etil-
Metano-Sulfonato (EMS). La mutante sl presenta un sistema radical bastante reducido,
con una RP muy corta y menor nimero de RL’s, en comparacion al tipo silvestre (ecotipo
Landsberg erecta, Ler). De manera particular, la RP de la mutante sl presenta una tasa
de crecimiento bastante baja en comparacion al tipo silvestre debido a problemas tanto
de la elongacibn como de la proliferaciébn celular. Sin embargo, principalmente, la
proliferaciébn celular se encuentra dramaticamente reducida y esta afectacion esta
acompafada por un fuerte incremente en la duracion del ciclo celular. Ademas el analisis
del patrén de expresion del gen reportero de respuesta a auxina pDR5::VENUS-N7 indica
gque la sefalizacion por auxina no se encuentra afectada en la RP de esta mutante. En
conjunto, estos datos indican que el gen SL participa durante el desarrollo de la RP a
través de la regulacion de la correcta progresion del ciclo celular en el meristemo apical y
que, ademas, puede actuar independientemente de la sefializacién por auxina o que se
en encuentre rio abaja de esta. Por otro lado, el andlisis del desarrollo de RI's en esta
mutante mostré que la iniciacion esta exacerbada mientras que, la morfogénesis de los
PRL’s se encuentra alterada en comparacion al tipo silvestre. En contraste a la RP de
esta mutante, el analisis del marcador pDR5::VENUS-N7, durante la morfogénesis de
PRL’s, revel6 que la respuesta a auxina se encuentra disminuida en etapas tardias.
Estos datos sugieren que el menor niumero de raices laterales que se aprecian en la
mutante sl se debe principalmente a afectaciones durante el proceso de morfogénesis de
PRL’s vinculadas con problemas en la sefializacion por auxina. En general, todas estas
observaciones demuestran que el gen SL participa de manera compleja en el correcto

desarrollo y establecimiento del sistema radical en A. thaliana.



INTRODUCCION.

El desarrollo, en términos generales, puede ser considerado como la suma total de
eventos o0 cambios que ocurren durante la elaboracién progresiva del cuerpo de un
organismo multicelular a lo largo de su ciclo de vida (Steeves y Sussex, 1989; Westhoff, et
al., 1998). Sin embargo, pueden encontrarse diferencias significativas en el desarrollo del
plan del cuerpo béasico entre organismos eucariontes pertenecientes a distintos reinos,
como en el caso de plantas y animales. Durante la embriogénesis animal, el plan
fundamental del cuerpo adulto es establecido de manera que todos los 6rganos y tejidos o
la mayoria de ellos, estan presentes en el embrion, al menos de una forma rudimentaria,
es decir, que durante el desarrollo embrionario una version casi completa pero en
miniatura del adulto est4 presente, con un cierto nimero de extremidades y 4rganos;
mientras que el desarrollo post-embrionario de los animales consiste en un mayor
crecimiento y mantenimiento del sistema de 6rganos ya existente. Una diferencia
fundamental en el desarrollo entre plantas y animales es que mientras los animales
superiores tienen un ndmero caracteristico de érganos, las plantas tienen un ndmero
indeterminado de éstos (Steeves y Sussex, 1989; Howell, 1998; Westhoff et al., 1998).

El desarrollo embrionario de las plantas resulta en una version bastante simple del plan
del cuerpo en comparacion a una planta adulta, de modo que, en los embriones
solamente se generan 6Organos rudimentarios y se establecen estructuras celulares
conocidas como meristemos apicales. Durante el desarrollo post-embrionario, los érganos
de las plantas adultas son formados a partir de los meristemos del brote (parte aérea de la
planta) y de la raiz, los cuales permanecen activos a lo largo del ciclo de vida de las
plantas. Especificamente, el meristemo apical del brote produce el sistema del brote que
se expande por la formacién continua de tejidos y érganos nuevos como hojas y flores,
mientras que en el otro polo, el meristemo apical de la raiz participa en la formacion del
sistema radical el cual se ramifica por la continua generacién de raices laterales. La
actividad de los meristemos apicales resulta en la produccién de un cuerpo en continuo
crecimiento llamado cuerpo primario de la planta. En algunos casos, dependiendo de la
especie, existe un componente mas de desarrollo que conduce al incremento de grosor
del eje donde se encuentran los meristemos apicales, como consecuencia de la formacion
y actividad de meristemos adicionales, llamados meristemos laterales o secundarios que
se generan post-embrionariamente y que en conjunto con los tejidos producidos por estos

mismos, conforman el cuerpo secundario de la planta. Debido a que la formacion de



organos durante el desarrollo post-embrionario puede ocurrir continuamente, las plantas
pueden adaptar su plan de cuerpo de acuerdo a los cambios que ocurren en su entorno
(Steeves y Sussex, 1989; Howell, 1998; Westhoff et al., 1998).

Hasta hoy en dia todavia permanecen por ser dilucidados muchos de los mecanismos
genéticos, celulares y moleculares que regulan el desarrollo post-embrionario de las
plantas y en particular del sistema radical. Con base en esto y con la finalidad de
contribuir al conocimiento de la biologia del desarrollo de la raiz, este trabajo se enfocé en
el andlisis de una mutante de Arabidopsis thaliana que se encuentra afectada en el

desarrollo del sistema radical.

Homo sapiens Arabidopsis thaliana

Fig. 1 Embriones de Homo sapiens (de 8 semanas post-fecundacion) y de Arabidopsis
thaliana (en una etapa tardia de desarrollo). Imagen de feto humano, modificada de Hill
(2013) y del embrion de A. thaliana, modificada de Gilmor, S. et al (2005).



Laraiz y el sistema radical.

La raiz es un 6rgano de suma importancia para la planta debido a las funciones que
cumple. Entre estas funciones se encuentran el anclaje al suelo, la absorcion de agua y
nutrientes, asi como el transporte de estos Ultimos a la parte aérea en donde, con ayuda
de la fotosintesis, se producen compuestos organicos, entre otros, necesarios para el
desarrollo normal de la planta. La capacidad de una planta para obtener agua y nutrientes
suficientes depende del desarrollo de un sistema radical extenso (Taiz y Zeiger, 2002). Se
han reportado plantas que llegan a desarrollar un sistema radical con miles de metros de
longitud total, teniendo un area superficial de varios cientos de metros cuadrados; incluso
se ha determinado que este sistema radical extenso representa la mayor porcion de la
planta en comparacion con la parte aérea (Dittmer, 1937).

Existen diferencias en la forma y arquitectura del sistema radical entre especies. Sin
embargo, de manera general, en las plantas dicotiledéneas se desarrollan sistemas
radicales conformados por una raiz primaria, como eje principal, desarrollada a partir de la
radicula, y por raices laterales que emergen de esa raiz primaria. Algunas especies
también desarrollan raices adventicias, que emergen a partir de cualquier otro érgano
diferente a la raiz. Especificamente el desarrollo de este sistema radical depende de la
actividad del meristemo apical de la raiz primaria y de la produccion de nuevos
meristemos apicales de raices laterales o adventicias. Ademas, en el punto mas distal de
las raices, se forma una estructura llamada cofia, que funciona principalmente para
proteger al meristemo y produce una sustancia llamada mucilago, que permite la
lubricacion del suelo para la facil penetracion de la raiz a través de éste (Taiz y Zeiger,
2002).
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Fig. 2 Esquema del sistema radical de una planta dicotiledénea. Imagen modificada de Taiz y
Zeiger, (2002).

Arabidopsis thaliana como modelo experimental.

A. thaliana es una planta dicotiledénea (Angiosperma), perteneciente a la familia
Brassicaceae. Se distribuye ampliamente en el hemisferio norte a través de Europa, Asia
y Norte América. El ciclo de vida completo de las plantas de esta especie tiene una
duracion de 6 semanas aproximadamente, abarcando los procesos de germinacion de |la
semilla, formacion de una roseta, desarrollo de la inflorescencia y maduracién de las
primeras semillas. Como rasgos generales de esta especie, encontramos que las flores
son de 2 mm de largo y tienen la capacidad de auto-polinizarse en cuanto el capullo se
abre; éstas estadn compuestas de un verticilo externo con 4 sépalos verdes y un verticilo
interno que contiene 4 pétalos blancos, 6 estambres y un gineceo central. Las semillas
son de 0.5 mm de longitud en estado maduro y son producidas en frutos llamados

silicuas. Estas plantas desarrollan rosetas con un diametro de entre 2 y 10 cm y sus hojas




estan cubiertas con pequefios pelos unicelulares conocidos como tricomas. El escapo
cuenta con hojas caulinares, con un nimero reducido de tricomas y con yemas axilares
que se desarrollan como inflorescencia secundaria. Las plantas adultas alcanzan una

altura de entre 15y 20 cm (Revisado en Meink, et al. 1998; Koornneef y Scheres, 2001).

En la biologia de las plantas se ha utilizado a A. thaliana como modelo experimental
debido a que presenta caracteristicas que la hacen manipulable en condiciones de
laboratorio. Como ya se mencioné anteriormente, tienen un ciclo de vida relativamente
corto, un tamafio pequefio y una eficiente reproduccion por autopolinizacién que resulta
en una prolifica produccién de semillas. Ademas, fue la primer planta modelo con su
genoma completamente secuenciado, el cual tiene un tamafio de 130 megabases
organizado en 5 cromosomas, lo que ha permitido hacer estudios de genética clasica y
molecular asi como el uso de ingenieria genética con ayuda de Agrobacterium
tumefaciens (Revisado en Meink et al., 1998; Curtis y Grossniklaus, 2007; Koornneef y
Scheres, 2001; Koornneef y Meinke, 2010).

El desarrollo de raices en A. thaliana.

Las raices de A. thaliana son un modelo adecuado para el estudio de la biologia del
desarrollo de raices en plantas, debido a que su estructura presenta ciertas
caracteristicas ventajosas sobre otras especies de plantas: presentan un linaje celular
constante, tejidos relativamente transparentes y un tamafio pequefio que la hace
manipulable para el analisis experimental en condiciones de laboratorio (Revisado en
Scheres y Wolkenfelt, 1998; Van Norman y Benfey, 2009).

Caracteristicas celulares del desarrollo de raices.

Como resultado de la actividad meristematica post-germinacion de la raiz primaria (RP) y
post-emergencia de raices laterales (RL's), a partir de la raiz parental, se establece un
patrén especifico de los diferentes tejidos que componen la raiz, asi como las tres
distintas zonas de desarrollo que se pueden encontrar en ella en un plano longitudinal
(Fig. 3). En la posicion méas distal de la raiz se encuentra la zona meristemética o
meristemo, en donde las células mantienen una actividad proliferativa que genera células
hijas pequefias con citoplasma denso y crecimiento lento. Ademas, esta misma zona
puede subdividirse en dos dominios ocupados por dos poblaciones celulares con

comportamiento diferente; en la posicién distal se encuentra el dominio de proliferacién



celular, con una poblacién de células que se caracterizan por un crecimiento lento y una
alta actividad proliferativa, mientras que en la posicion proximal estd el dominio de
transicion, cuya poblacion de células mantiene un crecimiento lento con baja probabilidad
de dividirse. En la zona subsiguiente al meristemo, en posicién proximal con respecto a
éste, se encuentra la zona de elongacion, en donde las células que son desplazadas del
meristemo apical (con direccion hacia la base de la raiz), comienzan un proceso de
expansion longitudinal, incrementandose de 20 a 30 veces de la inicial. Por dltimo, en una
posicion proximal con respecto a la zona de elongacién, se encuentra la zona de
diferenciacion (o maduracién), en donde las células ya estan completamente elongadas y
diferenciadas. Un rasgo morfolégico de esta Ultima zona es la presencia de pelos
radicales desarrollados a partir de células epidérmicas (Dolan et al., 1993; Ivanov y
Dubrovsky, 2012) (Fig. 3a). Por otro lado, de manera transversal, en el meristemo apical
de la raiz, se puede apreciar un patrén radial establecido por mono-capas concéntricas de
los diferentes tejidos de la raiz. Del exterior al interior se pueden observar la epidermis, el
cortex, la endodermis (estas Ultimas dos capas en conjunto se llaman tejido fundamental)
y el cilindro central; este Ultimo, esta rodeado por un tejido llamado periciclo (Dolan et al.,
1993; Scheres et al,. 2002) (fig. 3).

En el meristemo apical de la raiz (MAR) se encuentra un grupo de células que en conjunto
forman el nicho de células troncales o iniciales, que dan origen a cada uno de los
diferentes tejidos que conforman la raiz. Estas células a su vez, rodean un grupo de
células conocidas como células del centro quiescente (CQ) que se caracterizan por
presentar una tasa muy baja de division celular y que principalmente participan en el
mantenimiento del estado indiferenciado de las células iniciales y por tanto mantiene
activo al MAR (Dolan et al., 1993; Van den Berg et al., 1997; Scheres et al. 2002) (fig. 3 b

y C).
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Fig. 3 Esquema de una raiz a nivel celular. (a) Zonas de desarrollo post-embriénico de la raiz,
(b) meristemo apical de la raiz, (c) nicho de células troncales. Imagenes modificadas de
Benfey, et al (2010) en (a), y de Benett y Scheres (2010) en (b) y (c). DP dominio de
proliferacion y DT dominio de transicion.



El papel de la auxina y la requlacién genética en el meristemo apical de la raiz.

Actualmente se sabe que el desarrollo, en general, de las plantas es regulado por la
accion e interaccién de diversas moléculas conocidas como hormonas o fitohormonas que
participan en distintos procesos especificos del desarrollo de 6rganos incluyendo a la raiz.
Dentro de estas hormonas, la auxina, especificamente Acido indolacético (AlA), ha sido la
méas explorada en todos los niveles: sintesis, transporte y sefalizacién. Debido a lo
anterior, a esta hormona se le atribuye un papel fundamental en el desarrollo de plantas.
El mecanismo de percepcién y accion de la auxina se lleva cabo mediante complejas
cascadas de sefializacion debido a la diversidad de proteinas que participan en cada paso
de la via. Cuando la concentracién de auxina incrementa en el nlcleo, ésta es percibida
por el complejo receptor SCF™™*
por 4 proteinas diferentes: RING BOX PROTEIN 1 (RBX1l), S PHASE KINASE-
ASSOCIATED PROTEIN 1 (SKP1), CULLIN 1 (CUL1) y la proteina F-box TRANSPORT
INHIBITOR RESPONSE 1 (TIR1/AFB), de la cual existen 5 genes homélogos. La auxina
especificamente se une a TIR1 y esto promueve el reconocimiento y la union de todo el
complejo SCF™? con las proteinas represoras AUXIN/INDOL ACETIC ACID (Aux/IAA).

Esta union permite que el complejo SCF™™* marque vy dirija a degradacion a las proteinas

(complejo E3 ubiquitin-ligasa), el cual esta conformado

Aux/IAA por medio del proteosoma 26S. Las proteinas Aux/IAA pertenecen a una familia
de 29 miembros que en bajas concentraciones de auxina nuclear, reprimen
constitutivamente a factores de transcripcion de la familia AUXIN RESPONSE FACTOR
(ARF). Por lo tanto, la degradacion de las proteinas Aux/IAA libera a los ARF y permite su
funcion. Los factores de transcripcion ARF forman parte de una familia de 23 miembros
que una vez que se encuentran libres, se unen a “elementos en cis de respuesta a
auxina” (TGTCTC), que se encuentran en los promotores de sus genes blanco y de esta
manera regulan su expresion (Fig. 4) (Revisado en Teale et al,. 2006; Tanaka, et al. 2006;
Benjamins y Scheres, 2008; Benkova y Hejatko, 2009; Chapman y Estelle, 2009;
Vanneste y Friml, 2009; Jung y McCouch, 2013; Ljung, 2013; Saini, et al. 2013; Sauer, et
al. 2013; Sparks, et al. 2013). Se ha reportado que existe un gradiente de concentracion
de auxina en el apice de la raiz, abarcando la region distal del MAR, con una maxima
concentracion de auxina en el CQ (Sabatini et al.,, 1999; Petersson et al., 2009); la
generacion y mantenimiento de este gradiente de concentracion de auxina es necesario
para la formacion del patrén de la raiz, principalmente para la correcta especificacion del
destino celular, orientacion del plano de division celular y crecimiento celular (Sabatini et
al., 1999).
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Fig. 4 Modelo de sefalizacién por auxina. (A) Condiciones de niveles bajos de auxina nuclear y (B)
condiciones con niveles altos de auxina nuclear. Imagen Calderon-Villalobos etal. (2002).

En relacién a la sefializacién inducida por auxina y su papel en el MAR, se han
identificado genes que son expresados en una manera dependiente de auxina. Los genes
PLETHORA (PLT) codifican para una familia de factores de transcripcion conocida como
APETALA2/ETHYLENE RESPONSE ELEMENT BINDING PROTEIN (AP2/EREBP). Las
proteinas PLT son esenciales para la especificacion del centro quiescente y el
mantenimiento de la actividad de las células iniciales en el MAR. Existen diferentes
proteinas PLT que actlan de manera redundante en los procesos antes mencionados, ya
que en la doble mutante pltlplt2 la actividad meristematica se agota y las células del MAR
se diferencian debido a que no se mantiene la identidad de células del CQ (Aida et al,
2004). Como ya se menciond anteriormente, los genes PLT se transcriben en respuesta a
la acumulacion de auxina y en estrecha dependencia de los factores de transcripcion
ARF; el patron de expresion de los PLT se encuentra asociada con la respuesta maxima
de auxina (Aida et al, 2004). Ademas, la distribucién de las proteinas PLT muestra un
patron que correlaciona con la distribucion de un gradiente de auxina, a lo largo del MAR,
en donde su actividad es de manera dosis-dependiente. Niveles altos de actividad son
requeridos para la determinacién y mantenimiento de las células troncales, un nivel méas

bajo es requerido para el mantenimiento de la proliferacion celular y, un nivel ain mas
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reducido, en posicién proximal, promueve la salida del ciclo mitético y diferenciacion
celular (Galinha et al., 2007).

Por otro lado, se ha identificado la via SHORT ROOT-SCARECROW (SHR-SCR), que
actla de forma paralela a los genes PLT en la especificacion del CQ y en el
mantenimiento de las células troncales. Particularmente SHR, ademas de patrticipar en el
mantenimiento del nicho de células troncales, participa en la formacién del patrén radial
de la raiz, por medio de la especificacion de la identidad de la endodermis, asi como en la
regulacion de la division de las células precursoras de las iniciales de la estele y en la
especificacion de identidad celular tanto de las iniciales como de su progenie (Benfey et
al., 1993; Helariutta et al., 2000; Levesque et al., 2006). En la mutante shr, el nicho de
células troncales no se mantiene y las células en el MAR se diferencian, lo que promueve
qgue el crecimiento de la RP se detenga; el tejido fundamental solamente cuenta con una
capa de tejido con identidad de cortex y hay un menor nimero de células iniciales en la
estele con identidad celular perturbada, reduciendo tanto el nimero de filas celulares
visibles como su grosor en una seccion optica media (Benfey et al., 1993; Helariutta et al.,
2000). EL gen SHR codifica para un factor de transcripcion que al igual que el producto de
SCR, pertenece a la familia de factores de transcripcion GRAS (Helariutta, et al. 2000). El
producto proteinico de SHR, se transcribe y traduce en la estele, en donde éste actla,
pero también se mueve fuera de la estele a una sola capa de células adyacente, la
endodermis, en donde entra al nlcleo y promueve la transcripcién de SCR. La activacion
de SCR es necesaria para que ocurran divisiones celulares asimétricas en las células
iniciales de cortex/endodermis, que dara lugar a los dos tipos de tejidos (Nakajima et al.,
2001; Heidstra, 2004; Sena et al., 2004), Ademas, se sabe que SCR es importante para
limitar el movimiento de SHR a la endodermis (Heidstra, 2004; Sena et al., 2004). Por un
lado, la expresion de SCR en células del CQ, promueve la adquisicion de identidad de
este tipo celular y permite el mantenimiento de las células iniciales vecinas; de esta
manera estableciendo el nicho de células troncales (Sabatini, et al. 2003). Por otro lado,
SCR se expresa en células iniciales de cortex/endodermis y en el linaje de células de la
endodermis, participando asi, en la organizacion radial y generando linajes celulares
separados de cortex y endodermis. La mutante scr no especifica el CQ y falla para
mantener a las células iniciales, posteriormente la raiz detiene su crecimiento y las células
en el MAR se diferencian; ademas esta mutante tiene una sola capa celular de tejido
fundamental con atributos de cortex y endodermis. (Di Laurenzio et al., 1996; Sabatini et
al., 2003).
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Con el fin de obtener una comprension mas amplia sobre el mecanismo de accién de la
via SHR-SCR, se han buscado los genes “blanco” de estos factores de transcripcion. En
este sentido, se ha reportado que SHR y SCR forman complejos proteinicos mediante
dominios que permiten la interaccion proteina-proteina y esto genera una
interdependencia en la regulacion de sus genes “blanco”. Dentro de los genes “blanco”
directos de este complejo se encuentran los de factores de transcripcion de tipo dedos de
zinc C2H2, como JACKDAW (JKD), MAGPIE (MGP) y NUTCRACKER (NUC), ademas de
otro que pertenece a la familia GRAS, llamado SCR-LIKE3 (SCL3), asi como el de una
enzima metabdlica que participa en la sintesis del alcaloide tropano TROPINONE
REDUCTASE (TRI) y el de un receptor cinasa RECEPTOR-LIKE KINASE (RLK)
(Levesque e ta.l, 2006; Cui et al., 2007; Welch et al., 2007). Estos descubrimientos
sugieren que la via de SHR-SCR no sélo amplifica su sefial a través de la regulacién de
expresion de otros factores de transcripcion, sino que también actla directamente en la
regulacién de la expresiéon de enzimas que patrticipan en vias metabélicas especificas y
otras que participan en vias de sefializacion; de esta manera, regulando los procesos de
desarrollo involucrados en el mantenimiento del nicho de células troncales y la formacion

del patrén radial de la raiz.

De manera mas profunda, se ha estudiado el papel de los genes JKD y MGP. Por un lado,
JKD es requerido para la especificacién del centro quiescente y mantiene la actividad del
nicho de células troncales. El transcrito de JKD se acumula en el CQ, en las células
troncales del tejido fundamental y en menor grado, en las células del cortex y endodermis
maduros. Mientras que el transcrito de MGP se acumula principalmente en células
iniciales del tejido fundamental pero no en el CQ. Dentro de las funciones que se le
atribuyen a JKD relacionadas con las de la via SHR-SCR, es que promueve y mantiene la
expresion de SCR y por tanto, la localizacion nuclear de SHR, de esta forma evitando
divisiones celulares asimétricas supernumerarias y regulando la especificacion del tipo
celular endodermal. Ademas, se ha observado que JKD y MGP interactian fisicamente
con SHR y SCR, sugiriendo que los cuatro pueden formar parte de un complejo nuclear y
asi amplificar la sefial de la via SHR-SCR (Welch et al., 2007).

Otro médulo de regulacion o via de sefializacién que se ha descrito desempefiando un
papel en el mantenimiento del nicho de células troncales, especificamente en el de
células iniciales de la columela, es el moédulo CLE40-ACR4-WOX5. EI gen WUSCHEL-
RELATED HOMEOBOX 5 (WOX5), perteneciente a la familia de proteinas WOX, se
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expresa en el CQ y es requerido para el mantenimiento de las células iniciales de la
columela en una manera independiente de las células en donde éste se expresa, ademas,
redundantemente con otros factores, contribuye al mantenimiento de las células troncales
proximales (el resto de las células iniciales). En la mutante nula wox5, tanto las células en
la posicion del CQ como las células iniciales de la columela, tienen una forma y tamafio
anormal en comparacion a las del tipo silvestre. Adicionalmente, las células iniciales de la
columela acumulan granulos de almidén, caracteristicos de células de la columela
diferenciadas. Por otro lado, también se ha reportado que la expresién de WOX5 depende
de la actividad de la via de SHR-SCR (Sarkar, et al. 2007). La sefalizacién de WOX5
promueve la adquisicion de identidad y mantenimiento de células iniciales de la columela.
Esta sefial disminuye en direccién hacia la cofia debido a la expresion de CLE40, un
miembro de la familia de proteinas CLE, que confina el dominio de expresion de WOXS5 al
CQ por medio del receptor cinasa transmembranal ARABIDOPSIS CRINCLY 4 (ACR4),
miembro de la familia CRINCLY 4, que percibe su sefial. De esta manera CLE40
promueve la diferenciacion y la especificacion en las células hijas de las células iniciales
de la columela, en una manera dependiente de dosis. En la mutante cle40, las raices son
mas cortas y la diferenciacion de las células iniciales hijas de la columemla esta
retrasada, de manera que se puede observar un mayor niumero de capas celulares en un

estado indiferenciado en la cofia (Stahl, et al. 2009).

Iniciacion y morfogénesis de Primordios de Raices Laterales.

Las raices laterales (RL's) se desarrollan a partir de algunas células del periciclo
adyacentes a las células del protoxilema en la zona de diferenciacion de la raiz parental
(Laskowski et al., 1995; Malamy y Benfey, 1997; Dubrovsky et al., 2000). Las células del
periciclo contintan proliferando después de haber salido del MAR. Esta caracteristica les
permite mantenerse como células competentes para que puedan experimentar divisiones
celulares formativas o divisiones celulares asimétricas, generando células hijas con
diferentes destinos celulares y especificamente, en el desarrollo de raices laterales,
permite la iniciacién y desarrollo de primordios de raices laterales (PRL"s) (Dubrovsky et

al., 2000; revisado en De Smet y Beeckman, 2011).

El proceso de iniciacion del desarrollo de PRL"s comienza cuando las células del periciclo
adyacentes al protoxilema adquieren identidad de células fundadoras (Dubrovsky et al.,

2000). Estas células fundadoras son descritas como aquellas que adquieren un destino de
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desarrollo diferente que el de su madre y por tanto, desempefian un papel importante

durante las primeras etapas del desarrollo de PRL"s (Dubrovsky et al., 2001).

Existen dos tipos de iniciacion del PRL. Un tipo de iniciacién es la longitudinal bi-celular,
que consiste en divisiones anticlinales asimétricas de dos células vecinas en la misma fila
del periciclo; mientras que el segundo tipo, longitudinal uni-celular, ocurre cuando
solamente una sola célula del periciclo en plano longitudinal llega a ser célula fundadora y
su progenie da lugar a la formacién del PRL. Ademas, también se sabe que en un plano
transversal, el nimero minimo de células fundadoras que comienzan el proceso de
iniciacion de desarrollo del PRL son tres, en filas celulares vecinas (Dubrovsky et al.,
2001). El proceso de iniciacion se restringe a una ventana de desarrollo, manteniendo un
patron acropétalo (en direccion al apice), que opera durante un tiempo relativamente corto
en una zona distal de la RP(Dubrovsky, et al. 2006).

Una vez que la iniciacion ha ocurrido, el desarrollo del PRL se lleva a cabo a través de
siete etapas, con un patrén reproducible de divisiones celulares anticlinales y periclinales
altamente ordenadas, caracteristicas de cada una de las etapas precediendo la
emergencia (Fig. 5). En las dltimas etapas, la organizacion del PRL asemeja el &pice de la
RP, de modo que la identidad de muchas células y/o tejidos pueden ser asignadas (Fig.
5). Por ultimo, la emergencia del PRL y el crecimiento inicial de la RL ocurre
principalmente por la elongaciéon de las células basales, mas que por la actividad
meristematica. Después, el nimero de células en la punta de la RL comienza a
incrementarse dramaticamente indicando que el meristemo apical de la RL empieza a ser

activo a partir de esta etapa (Malamy y Benfey, 1997).
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Fig. 5 Representacion esquematica de las 7 etapas (I-VIl) de desarrollo del primordio de la raiz
lateral. “Vb” y “VIb” son etapas intermedias. El cddigo de colores indica los diferentes tejidos que
van a componer a la raiz lateral como se muestra en la etapa VII. Las flechas indican nuevos
patrones de divisién celular. IL (capas interna), OL (Capa externa)

En términos de regulacion molecular, se ha reportado que la acumulacién local de la
hormona auxina en células del periciclo de la raiz es necesaria y suficiente para
especificar a estas células del periciclo como células fundadoras (Dubrovsky et al., 2008).
Ademas, se ha observado que existe un patrén de picos oscilatorios de la maxima
respuesta a auxina entre el dominio de transicién del MAR y el comienzo de la zona de
elongacién que actua como “priming” o preparacién de células del periciclo para el
proceso de iniciacion, debido a que este patrén oscilatorio correlaciona con la formacion
sucesiva de RL’s (De Smet, et al. 2007). Por otro lado, Moreno-Risueno et al., (2010)
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reportaron que ademas del patrén oscilatorio de la maxima respuesta a auxina, existen
conjuntos de genes que se expresan diferencialmente en fase y anti-fase con igual patrén
oscilatorio en esta misma zona. Un primer conjunto de 2084 genes, oscilan en fase con la
méaxima respuesta a auxina y un segundo conjunto de 1409 genes, se expresan en anti-
fase. Estos conjuntos de genes se expresan de manera independiente de auxina y
presentan caracteristicas de un reloj bioldgico necesario para la iniciacién de RL's. Estos
resultados en conjunto sugieren que las vias de sefalizacién dependientes de auxina son
importantes para la regulacién del desarrollo de RL's y que también existen otros genes
importantes que participan en este proceso, cuya expresion no esta regulada por esta

hormona.

Actualmente se han reportado algunos genes y moédulos de sefalizacion involucrados
durante la iniciacion y desarrollo de raices laterales. El gen ABERRANT LATERAL ROOT
FORMATION 4 (ALF4), es un gen especifico de plantas que codifica para una proteina
nuclear. Este gen principalmente, permite el mantenimiento de las células del periciclo en
un estado competente para mitosis, necesario durante la iniciacion de raices laterales en
una manera independiente de auxina, debido a que tratamientos con auxina no cambia la
expresion de las fusiones traduccionales del gen ALF4 con los marcadores [3-
glucoronidasa (GUS) y la proteina verde fluorescente (GFP) (DiDonato et al., 2004). La
mutacién de ALF4 blogquea el desarrollo temprano de raices laterales. En la mutante alf4,
las células del periciclo fallan en experimentar divisiones celulares, necesarias para la
iniciacion de PRL’s, debido a que se bloquea o retrasa la progresion del ciclo celular en

estas células (Celenza et al., 1995; DiDonato et al., 2004).

Como ya se menciond, también se han identificado mdédulos de sefalizacién en respuesta
a auxina gque participan en diferentes etapas de este mismo proceso organogénico. Existe
un primer moédulo de sefializaciébn por auxina que ocurre en una zona que abarca el
dominio de transicion del MAR y el comienzo de la zona de elongaciéon de la raiz,
conocido como la zona del meristemo basal, que correlaciona con la maxima respuesta a
auxina localizada en esta misma zona reportada anteriormente. Este primer mddulo
involucra al represor IAA28 que en bajas concentraciones de auxina reprime la actividad
de los factores de transcripcion de respuesta a auxina ARF5, 6, 7, 8 y 19. La liberacion y
activacion de estos factores en respuesta a auxina promueve la transcripcion del gen
GATA23. GATA23 codifica para un factor de transcripcion del tipo GATA y es reportado

como el primer componente molecular en el proceso de especificacion de células
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fundadoras, en la zona del meristemo basal precediendo la iniciacién del PRL (De Rybel
et al., 2010). Los factores de transcripcion GATA son proteinas con dominios de union a
DNA de la clase IV de dedos de zinc (Reyes et al., 2004). La expresion de GATA23 es
especifica de la raiz y se limita a células del periciclo adyacentes al protoxilema. Esta
expresion esta confinada tanto a etapas tempranas del desarrollo del PRL, en etapas | y Il
principalmente, como también a algunas células del periciclo adyacentes al protoxilema,
en una zona de diferenciacion cercana a la zona del meristemo basal. Ademas, un
analisis minucioso de la expresién de GATA23, mostré6 que ésta es importante para la
migracién sincronizada de nucleos a la pared celular en comun entre las dos células
contiguas del periciclo, en plano longitudinal, adyacentes al protoxilema, justo antes de la
primera divisién celular asimétrica de la iniciacion del PRL. Estos resultados sugieren que
GATAZ23 se expresa en estas células para regular la adquisicion de identidad de células
fundadoras a priori al proceso de iniciacién. Por otro lado, mediante el analisis de una
linea de RNA interferente para GATA23, se observé un decremento en el nimero de
PRL’s, principalmente en las etapas | y Il, mientras que una linea sobre-expresora mostré
un aumento en el numero de PRL’s en estas mismas etapas, apoyando la idea de la
funcion esencial de GATA23 en la especificacion de células fundadoras (De Rybel et al.,
2010).

Un segundo moédulo de sefializacion en respuesta a auxina actla en una zona de
diferenciacién, alin mas alejada al meristemo basal con respecto al médulo regulado por
IAA28. Este segundo médulo es regulado por SOLITARY-ROOT/IAA14 (SLR/IAA14), y es
requerido tanto para la iniciacibn como para el desarrollo de etapas tempranas del PRL.
La mutante de ganancia de funcién slIr carece completamente de raices laterales y el
fenotipo no puede ser rescatado por auxina. Especificamente, esta mutacion reprime
parcialmente las divisiones anticlinales de la etapa | y completamente las divisiones
periclinales de la etapa Il en células del periciclo, durante la iniciacion de raices laterales
(Fukaki et al., 2002). Se ha reportado que SLR/IAA14 participa en la sefalizacion de
auxina reprimiendo directamente las funciones de los factores de transcripcion ARF7 y
ARF19 (Fukaki et al., 2005). ARF7 y ARF19 son activados en presencia de auxina y son
requeridos para los procesos involucrados en primeras divisiones de las células
fundadoras. Estos factores actian redundantemente promoviendo la transcripcion de sus
genes “blanco” en este mismo modulo de sefializacion de auxina. Las mutantes sencillas
(mono-génicas) arf7 y arfl19 no presentan un fenotipo obvio, indicando la redundancia

funcional entre las proteinas ARF. Sin embargo, la doble mutante arf7arfl9 tiene un
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fenotipo bastante fuerte relacionado con el desarrollo de RL's. Esta doble mutante carece
de RL's y ademds es poco sensible a auxina, ya que en presencia de auxina exégena
llega a formar algunas RL’s aunque menos que el tipo silvestre (Wt). Especificamente, en
la doble mutante, la division celular del periciclo inducida por auxina esta fuertemente
inhibida. Rio abajo de este modulo de sefalizacién, ARF7 y ARF19 regulan la expresion
de algunos miembros de la familia de factores de transcripcion LATERAL ORGAN
BOUNDARIES-DOMAIN/ASYMETRIC LEAVES2-LIKE (LBD/ASL), que participan en el
desarrollo de PRL’s. Esta familia de 42 miembros es especifica de plantas y sus
miembros participan en la regulacion del desarrollo de érganos laterales. Las proteinas
LBD contienen un dominio LOB conservado, compuesto de un motivo C (cisteina)
requerido para la unién a DNA, un residuo de glicina conservado y una secuencia “leucin-
zipper-like” requerida para las interacciones proteina-proteina (revisado en Majer vy
Hochholdinger, 2011). ARF7 y ARF19 se unen directamente a elementos de respuesta a
auxina en la regién promotora de LBD16/ASL18 y LBD29/ASL16, regulando su expresién
inducida por auxina. LBD16/ASL18 y LBD29/ASL16 son expresados principalmente en la
estele y en el PRL, en donde su dominio de expresion se traslapa con el de los genes
ARF7 y ARF19. La sobre-expresion de LBD16/ASL18 y LBD29/ASL16 induce la
formacion de RL's en la doble mutante arf7arf19. La mutante por insercion de T-DNA
Ibd16 tiene un fenotipo similar al Wt, este fenotipo puede ser atribuido a la redundancia
funcional entre los miembros de la familia LBD/ASL (Okushima et al., 2005; Okushima et
al., 2007; Wilmoth et al., 2005). Especificamente, LBD16/ASL18 es expresado en células
fundadoras, durante la migracion nuclear de las células fundadoras y las subsecuentes
divisiones celulares asimétricas, ademas funciona redundantemente con otras proteinas
LBD inducibles por auxina durante la iniciacion de PRL’s. LBD16 y otras proteinas LBD"s
relacionadas actiian después de la especificacion de las células fundadoras y su actividad
es importante para la migracion de los ndcleos a la pared celular en comun entre dos
células fundadoras, ademas, promueven la asimetria de las primeras divisiones de las
células fundadoras para la iniciacién de PRL’s. La expresién de LBD16/ASL18 en células
del periciclo del polo del xilema es suficiente para promover las divisiones celulares para
la iniciaciobn de RL’s, en la doble mutante arf7arf19. Otros miembros de la familia
LBD/ASL que se expresan en PRL’s en respuesta a auxina son LBD17/ASL15,
LBD18/ASL20 y LBD33/ASL24. La triple mutante Ibd16lbd18Ibd33 tiene un nimero aun
més reducido de RL’s en comparacién de las mutantes sencillas, sugiriendo un papel

redundante, al menos entre estos tres miembros. El analisis mas profundo de esta triple
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mutante indica que LBD16, 18 y 33 no s6lo son necesarios para la iniciacion sino también
para el desarrollo y emergencia del PRL (Goh et al., 2012). Por otro lado, la expresiéon de
LBD29/ASL16 tiene un efecto dosis-dependiente en la formacién de PRL’s. El nivel de
expresion de este gen esta correlacionado con la capacidad de las células del periciclo
adyacentes al xilema para experimentar division celular. La mutante de pérdida de funcion
Ibd29 forma menos RL’s, mientras que la sobre-expresora de LBD29/ASL16 forma més
RL’s, en comparacion con el Wt. Los niveles de expresién de genes relacionados con el
ciclo celular (CYCD3, CYCD2, CYCD4, CDKA Y CYCB1), se incrementaron por la sobre-
expresion de LBD29/ASL16 y disminuyeron en la mutante 1bd29, en comparacién con el
Wt (Feng et al., 2012). Como ya se menciond, LBD18/ASL20 se expresa fuertemente en
PRL's y su sobre-expresibn promueve la formacién de PRL’s, incluso, rescata la
formacion de RL’s en la doble mutante arf7arfl9, demostrando que LBD18 regula
positivamente la induccion de RL’s rio abajo del médulo SLR/IAA14-ARF7-ARF19 (Lee et
al. 2009). La proteina LBD18 se une especificamente al promotor del factor de
transcripcién gque regula la iniciacion del ciclo celular E2Fa, regulando positivamente su
expresion y participando en la activacion del ciclo celular durante la iniciacion de RL’s. La
expresion de E2Fa en respuesta a auxina, es anulada por completo en la mutante slr en
donde la iniciacion de PRL’s esté bloqueada. Mutantes de insercién de T-DNA para E2Fa
muestran una disminucion en el nimero de PRL’s principalmente en etapas tempranas |,
II'y Ill. Ademas, LBD33 interactia con LBD18 y esta dimerizacion es necesaria para la
activacion de la transcripcion de E2Fa. (Berckmans et al., 2011). LBD18 también regula la
expresion, por medio de la union a un elemento especifico en su promotor, de
EXPANSIN14 (EXP14). Este gen codifica para un factor de pérdida/remodelacion de
pared celular, promoviendo la emergencia de PRL’s. LBD18 promueve la expresion de
EXP14 en el PRL y en tejidos que se traslapan con éste (endodermis, cotex y epidermis).
En la mutante de pérdida de funcién lIbd18 se reduce la expresion de EXP14. La sobre-
expresion de EXP14 estimula la emergencia de PRL's pero no induce la iniciaciéon de
estos mismos, mientras que la mutante de pérdida de funcién expl4, presenta una menor
formacion de RL’s inducidas por auxina (Lee et al., 2013). Otro gen que se ha aislado y
caracterizado participando en respuesta al médulo de sefializacion SLR/IAA14-ARF7-
ARF19 es PUCHI (Kang et al., 2013). Este gen codifica para un factor de transcripcion de
la familia AP2/EREBP que es requerido para establecer el patron coordinado de
divisiones celulares durante las diferentes etapas del desarrollo del PRL, pero no para el

establecimiento y/o mantenimiento del meristemo apical de la RL. En la mutante de
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pérdida de funcién puchi, el crecimiento y la morfologia de la raiz primaria es normal; sin
embargo, tiene RL"s mucho més cortas en comparacion al Wt, la region proximal de cada
RL presenta un mayor grosor debido a la formacion de capas de tejidos extras por
incremento en nimero y tamafio de células en esta region a lo largo del eje apical-basal
de la raiz parental. Este fenotipo de hiperplasia en la RL es consistente con aberraciones
morfolégicas encontradas en etapas tempranas del PRL por la ocurrencia de divisiones
celulares extras. El analisis de los primordios reveldé que en la mutante puchi se pueden
observar diferencias a partir de las etapas Il y Ill, con respecto al Wt. En estas etapas, la
mutante forma mas células en el eje radial debido a la ocurrencia divisiones anticlinales
extras, aumentando el grosor en esta area en etapas posteriores del desarrollo del PRL
(Hirota et al., 2007). Un andlisis genético revelé que PUCHI actla sinérgicamente con
LBD16/ASL18 y LBD18/ASL20 y que su expresion es regulada por ARF7 y ARF19
durante el desarrollo del PRL. La expresion de PUCHI en respuesta a auxina no se ve
afectada en las mutantes sencillas |bd16 y lIbd18 ni en la doble mutante Ibd16Ibd18; el
mismo resultado se puede observar en la expresion de LBD16/ASL18 y LBD18/ASL20 en
la mutante puchi. Sin embargo, la expresion de PUCHI en respuesta a auxina fue
significativamente disminuida en las mutantes sencillas de arf7 y arf19 y completamente
inhibida en la doble mutante arf7arf19. Ademas, el analisis de RL’s en la doble y la triple
mutante de pérdida de funcion de PUCHI, LBD16/ASL18 y LBD18/ASL20 mostré un
fenotipo aditivo en la disminucion del nimero de RL's y en la afeccién en la morfogénesis
del PRL (Kang et al., 2013).

Existe un tercer modulo que actia de forma sucesiva y complementaria al médulo
regulado por SLR/IAA14-ARF7-ARF19, regulando las etapas tempranas del desarrollo del
PRL. Este modulo de sefializacion por auxina esta controlado por el represor
BONDELOS/IAA12 y el factor de respuesta a auxina MONOPTEROS/ARF5, sin embargo
aun no se han reportado genes que su expresion sea regulada por este médulo de

sefalizacién (De Smet et al., 2009).

Por otro lado, también se ha descrito al gen ARABIDOPSIS CRINKLY4 (ACR4) regulado
en respuesta a auxina y que codifica para un receptor tipo cinasa, miembro de la familia
de genes CRINCLY. ACR4 es un factor clave para promover las divisiones celulares
asimétricas en células fundadoras y simultaneamente, limita el nimero de estas divisiones
una vez que la organogénesis ha comenzado. También se ha observado que ACR4

suprime las divisiones proliferativas en células del periciclo cercanas al PRL que no
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participan durante este proceso organogénico, de este modo, evitando divisiones
celulares extras. En la mutante de pérdida de funcion acr4 hay un incremento significativo
en el nimero total de eventos de iniciacion de RL’s pero una menor densidad de RL’s
emergidas, ademas existen PRL’s muy cercanos uno de otro o fusionados, asi como un
alto porcentaje de PRL’s en la misma posicion en polos opuestos del xilema (De Smet et
al., 2008).

Requlacién de la maquinaria del ciclo celular durante el establecimiento del sistema

radical.

Los procesos del desarrollo de raices como la proliferacién celular en el MAR vy la
iniciacion y morfogénesis del PRL, dependen de la estricta regulacién de la maquinaria del
ciclo celular y su progresion. Actualmente, se han identificado y descrito genes
relacionados con la regulacion de la maquinaria del ciclo celular y la importancia que
estos tienen durante el desarrollo de raices de las plantas, principalmente aquellos
involucrados en el mantenimiento del MAR vy el desarrollo de RL's (revisado en Kuijt y
Schnittger, 2007).

El gen HOBBIT (HBT) se ha reportado como un gen esencial para la formacién del MAR.
El andlisis de la mutante hbt mostro la presencia de un desarrollo anormal en la region
embrionaria basal durante la embriogénesis, region que da lugar a la hipdfisis y
posteriormente a la formacion del CQ y células iniciales de la columela. En etapas
posteriores del desarrollo embrionario, el fenotipo consiste de un desarrollo aberrante en
la region central adyacente a la region basal del embrién que daréa lugar a las iniciales de
los demas tejidos, incluyendo a la cofia lateral. Post-embrionariamente en la mutante hbt,
las plantulas presentan un MAR no funcional y la cofia lateral no esta especificada, por
tanto, la actividad de HBT es esencial tanto para el desarrollo adecuado de la hipdfisis
durante la embriogénesis temprana y en etapas posteriores participa en la especificacion
de la cofia lateral y de un MAR mitéticamente activo (Willemsen et al.,, 1998). Se ha
reportado que HBT codifica para un gen homdélogo de la subunidad CDC27 del complejo
de promocion de anafase (APC), que post-embrionariamente regula la division y la
expansion/diferenciacion celular en los meristemos. En la mutante hbt, las células no se
diferencian apropiadamente (Blilou et al., 2002; Pérez-Pérez et al., 2008; Serralbo et al.,
2006). El defecto en la diferenciacion celular en la mutante hbt se debe a un decremento
en los niveles de endorreduplicaciéon (endociclo) (Pérez-Pérez et al., 2008; Serralbo et al.,

2006), generando a su vez una inhibicién en la expansion celular e irregularidades en su
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forma debido a una alteracion en la regulacion de los microtubulos corticales (Serralbo et
al., 2006).

Por otro lado, se han reportado dos proteinas llamadas SKP2A y SKP2B con un dominio
F-box y repeticiones ricas en leucinas (LRR), similares en secuencia a la proteina humana
SKP2, que forma parte del complejo de ligasa E3 que contiene Skp, Cullin, F-box (SCF)
(del Pozo et al.,, 2002). Se sabe que el complejo SCF participa en el control de la
estabilidad de muchos reguladores del ciclo celular (revisado en del Pozo & Estelle,
2000). SKP2A forma parte del complejo SCF que tiene actividad de ubiquitin-ligasa E3 y
cataliza la ubiquitinacion de varias proteinas del ciclo celular para su degradacion. SKP2A
regula positivamente la divisién celular, en parte, por la degradacion del represor de
transcripcion E2FC/DBP. Las plantas que sobre-expresan SKP2A presentan incremento
en el numero de células en G2/M, reducen el nivel de ploidia en las células y desarrollan
un alto niumero de primordios de raices laterales. SKP2A, a su vez, es degradado via
Ub/26S (ubitiquinacion/proteosoma 26S) y su estabilidad es dependiente de auxina,
regulando su degradacion (Jurado et al., 2008). Mientras que, SKP2B es una proteina que
regula negativamente la progresion del ciclo celular, reprimiendo la divisién celular en el
MAR y en las células fundadoras que dan lugar a la formacién de raices laterales. SKP2B
es expresado en células fundadoras, en PRL’s y en el MAR. La mutante skp2b desarrolla
un mayor nimero de PRL’s en las etapas | y I, sugiriendo que SKP2B participa en la

primera divisidn anticlinal de las células fundadoras (Manzano et al., 2012)

Otro gen importante en la regulacién de la maquinaria del ciclo celular y del desarrollo de
raices es HIGH PLOIDY2 (HPY2), que codifica para una proteina con actividad de SUMO-
ligasa E3. La proteina HPY2 contiene un dominio SP-RING, esta localizada nuclearmente
y funciona como un represor del inicio del endociclo en el MAR. La pérdida de funcién de
HPY2 resulta en una transicion prematura del ciclo mitético al endociclo, conduciendo a
una disminucion del tamafio del MAR. HPY2 es predominantemente expresado en células
en proliferaciéon del MAR y funciona rio abajo de los factores de transcripcion PLT. La
expresion de HPY2 en células en proliferacion sugiere que la funcién principal de HPY2
es mantener a las células meristematicas en el ciclo mitético. Ademas, los niveles de
expresion de genes propios de la maquinaria del ciclo celular como CDKB1 (expresado en
la fase Sy M), CYCB1 y CDKB2 (expresados en la transicion G2-M) estan reducidos en la
mutante hyp2-1 (Ishida et al., 2009).
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Otros reguladores importantes del ciclo celular en el desarrollo del sistema radical son las
proteinas CCS52A1 y CCS52A2. Estas dos isoformas funcionan como activadores
especificos de sustrato del APC, ambas regulan el mantenimiento del MAR aunque a
través de diferentes mecanismos. El CCS52A1 participa en el establecimiento del limite
entre el MAR y la zona de elongacion ya que su funcion estimula la salida del ciclo
mitotico y la entrada al endociclo, de manera que restringe el tamafio del MAR. Por otro
lado, CCS52A2 actua directamente en el control de la identidad del centro quiescente y
mantenimiento de las células troncales mediante la represion de la actividad mitética en
las células del CQ. La raiz de la mutante ccs52al es mas larga que la del Wty se pueden
observar mas células en division en el MAR, mientras que el crecimiento fue afectado
fuertemente en las raices de la mutante ccs52a2 que presentaron un menor nimero de

células en divisién en el MAR (Vanstraelen et al., 2009).
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ANTECEDENTES.

El desarrollo de la raiz ha sido estudiado extensamente con ayuda de distintos enfoques y
métodos. Un enfoque importante ha sido la generacion y caracterizacion de mutantes en
un solo gen. Actualmente, un gran nimero de mutantes con defectos en el desarrollo de
raices han sido descritas y analizadas a nivel celular, molecular y genético (Koornneef y
Scheres, 2001). A partir del analisis del fenotipo de una mutante afectada en un Unico gen
se puede deducir el papel del mismo en cualquier proceso de desarrollo (Benfey et al.,
2010; Koornneef y Scheres, 2001). Las mutaciones pueden ser generadas por medio del
uso de mutadgenos clasicos como radiacion y exposicion a agentes quimicos como Etil-
Metano-Sulfonato (EMS) o con mutagénesis por insercién, usando el T-DNA proveniente
de Agrobacterium tumefaciens y/o la introduccion de elementos transponibles (Koornneef
& Scheres, 2001).

Dependiendo del objetivo de la investigacion se selecciona el método de mutagénesis que
se usard. Hasta ahora el mutageno mas usado para generar un amplio espectro de
fenotipos mutantes es el EMS (Curtis y Grossniklaus, 2007; Malmberg, 2004; Koornneef y
Meinke, 2010; Westhoff etal, 1998). El EMS agrega grupos etilos a las guaninas y causa
transicion de GC a AT. Especificamente en esta situacion, una base de una sola cadena
es reemplazada por otra con las mismas caracteristicas quimicas, como una purina por
otra purina o una pirimidina por otra pirimidina (Griffiths et al, 2008; Westhoff etal, 1998).
De esta manera, se provocan mutaciones puntuales en genes Unicos causando el
fenotipo mutante y resultando en la alteracion del curso normal del desarrollo (Westhoff
etal, 1998)

En el grupo del Dr. Dubrovsky (Intituto de Biotecnologia, UNAM), se gener6 una coleccion
de mutantes de A. thaliana (del ecotipo Ler) por EMS. A partir de una poblacion de mas
de 17,000 plantas M2 resultantes de la mutagénesis con EMS, se seleccionaron lineas
mutantes que presentaron defectos en el patron de desarrollo de raices. Dentro de éstas,
al igual que la mutante moots koom 1 (mkol) reportada en Hernandez-Barrera et al.,
(2011), se aisl6 a la mutante “short lateral root” (sl). Especificamente, la mutante sl se
selecciond por su fenotipo aberrante en el sistema radical que consiste de una raiz
primaria (RP) bastante corta y un menor niumero de raices laterales con morfologia
aberrante. Estudios preliminares mostraron que el crecimiento reducido de la RP se debi6

a una menor produccion celular en el MAR, relacionado con afectaciones de la duracion
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del ciclo celular y que el nimero reducido de RL’s y morfologia afectada se debi6 a la

morfogénesis aberrante durante el desarrollo de PRL’s.
HIPOTESIS.

El gen SL regula la duracion del ciclo celular en el meristemo apical de la raiz primaria y

participa durante el desarrollo de primordios de raices laterales.
OBJETIVOS.
Objetivo general.

Caracterizar el desarrollo del sistema radical de la mutante “short lateral root” (sl) y

determinar el posible papel del gen SL.
Objetivos particulares.
e Analisis de la raiz primaria.

Determinacion de la tasa de crecimiento, la longitud celular promedio de células
diferenciadas y células en dominio de transicion, el tamafio del meristemo apical, la
produccion celular, la duracion del ciclo celular y el numero de ciclos celulares que

experimenta una célula en el meristemo, en la mutante sl.
e Andlisis de raices laterales.

Estimacién de la densidad e indice de iniciacion de primordios de raices laterales, asi

como el analisis de su morfogénesis.

e Andlisis del patron de expresion de la respuesta auxina con la ayuda de la linea
transgénica (DR5::GFP) en el meristemo apical de la raiz primaria y en las

diferentes estapas del desarrollo del PRL.

o Determinacion de la identidad del gen afectado responsable del fenotipo de la

mutante sl.
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METODOLOGIA.
Medio de cultivo in vitro y condiciones de crecimiento.

Las semillas del tipo silvestre (Wt) y de la mutante (sl) se sembraron en cajas Petri
cuadradas conteniendo medio de cultivo MS (Murashige & Skoog) al 0.2 X, suplementado
con 1% de sacarosa, pH 5.7 y 0.8% de agar. Las cajas se mantuvieron en posicion
vertical bajo condiciones controladas en una camara de crecimiento con una temperatura
de 22°C y un fotoperiodo de 16/8 h luz/oscuridad y una intensidad luminica de 105 pmol

fotones m?s™,
Determinacion de la dindmica de crecimiento de la raiz primaria.

Después de la germinacién, se tomaron mediciones de la longitud alcanzada por la raiz
cada 24 h durante diez dias de crecimiento en medio MS. Los datos se obtuvieron
haciendo mediciones con ayuda del programa “Image J” (http://rsbweb.nih.gov/ij/), y se
compararon por medio de un andlisis estadistico (t de Student) en la aplicaciéon
“SigmaPlot 12”.

Preparaciones de raices para analisis al microscopio.

Método de aclaraciéon en sal saturada de loduro de Sodio (Nal) para el andlisis del

meristemo apical de la raiz primaria.

Las raices se fijaron con una solucion de Paraformaldehido al 4% en PIPES 0.025 M,
durante 24 h. La solucién fijadora se reemplazé por una solucion de glicerol al 30% vy
DMSO al 2%, incubandose a temperatura ambiente por 24h. Por dltimo, las raices se
montaron en solucién de loduro de Sodio (Dubrovsky, et al. 2009). Este método permitié

observar con mayor detalle y hacer cuantificaciones en el meristemo apical.

Método de aclaracion de raices de Malamy & Benfey (1997) modificado para analisis de

primordios de raices laterales.

El método fue modificado para obtener una mejor resolucion de PRL’s, necesaria para el
andlisis en la mutante sl. Los tejidos de las raices se fijaron con una solucion de
Paraformaldehido al 2% en PIPES al 0.025M durante 24h a una temperatura de 4°C.
Posteriormente se lavaron con agua destilada e incubaron a 62°C en una solucion de HCI

(0.24N) en metanol al 20% por 60 min. En seguida, se colocaron en una solucién basica
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de NaOH al 0.7% en etanol al 60% a temperatura ambiente durante 20 min. Por ultimo, se
efectué una deshidratacion gradual con soluciones de etanol (40, 20 y 10%), incubando
durante 48h por cada una. Una vez terminada la Ultima incubacion, en la misma solucion
se agregd glicerol al 50% y se dejo durante 48h més. Las raices fueron montadas en
portaobjetos con glicerol al 50%.

Andlisis con microscopia de Contraste Diferencial de Interferencia (DIC)

Para este analisis se utiliz6 un microscopio Axiovert 200 M Zeiss equipado con

dispositivos 6pticos para contraste diferencial de interferencia (Oberkochen, Germany)

Determinacion de la longitud celular promedio de células diferenciadas y de células en el

dominio de transicion de la RP.

Para determinar la longitud promedio de células diferenciadas, se midi6 la longitud total de
diez células continuas del cortex en la misma fila celular y se estimé el promedio. En
cuanto a la longitud celular promedio en el dominio de transicién, se determiné a partir de

la division de la longitud total de este dominio entre el nUmero de células que la ocupan.

Determinacion del tamario del meristemo apical de la RP.

En un plano medio Optico se cuantifico el nUmero de células del cortex en una sola fila
celular, tanto en el dominio de transicién como en el dominio de proliferacién y se midio la

longitud abarcada por ambos dominios.

Estimacion de la tasa de produccién celular en el meristemo apical de la RP.

La tasa de produccion celular se determind colectando datos de manera individual para
cada raiz, n= 38 (Wt) y 39 (sl), de la tasa de crecimiento, entre los dias 9 y 10 posteriores
a la germinacién, y de la longitud celular promedio de células diferenciadas del cortex.
Estos datos se sustituyeron en la férmula P=V/l, (Ivanov & Dubrovsky, 1997), en donde V
es la tasa de crecimiento de la raiz y | es el promedio de la longitud de 10 células

completamente elongadas del cortex.

Estimacion de la duracién del ciclo celular en el meristemo apical de la RP.

Para determinar la duracién del ciclo celular se utilizaron los datos de la tasa de

crecimiento entre los dias 9 y 10 posteriores a la germinacion, la longitud celular promedio

27



de células diferenciadas del cortex y el numero de células correspondiente al tamafio del
dominio de proliferacion. Estos datos se sustituyeron en la formula T=In2Nl./V (Ivanov y
Dubrovsky, 1997), en donde N, es el numero de células meristeméticas en un solo tejido,
le es la longitud promedio de células completamente elongadas y V es la tasa de
crecimiento de la raiz. Los datos utilizados fueron colectados individualmente, n= 38 (W)
y 39 (sl).

Estimacién del nimero de ciclos celulares en el meristemo apical de la RP.

De igual manera que los pardmetros estimados anteriormente, se colectaron los datos de
manera individual para determinar el numero de ciclos celulares que ocurren en una
célula durante su paso en el meristemo. El nimero de ciclos celulares se determiné por la

formula p=(InN,/In2)-1, en donde N, es el numero de células en el meristemo.

Estimacion de la densidad de PRL’s.

La densidad se calculé6 como d=Npg L™ (Dubrovsky et al, 2009), en donde Npg. €s el
namero de primordios en la “zona de formacion de raices laterales” (zona que abarca
desde el primordio iniciado mas distal a la raiz lateral emergida mas distal) y L es la

longitud de esta misma zona, calculado para cada raiz individual, n= 28 (Wt) y 30 (sl).

Estimacioén del indice de iniciacién de RL’s.

El indice de iniciacion se estimd mediante |, zr=100dl, (Dubrovsky et al, 2009) en donde d
es el numero de primordios iniciados en la “zona de formacién de raices laterales” y |, es
la longitud promedio de células diferenciadas del cortex, calculado para cada raiz
individual, n= 28 (Wt) y 30 (sl)..

Andlisis de la morfogénesis del PRL.

Para este andlisis se observaron, foto-documentaron y compraron los primordios de
raices laterales en sus diferentes etapas segun Malamy & Benfey (1997) por cada raiz
primaria individual, n= 28 (Wt) y 30 (sl). Para la foto-documentacién se utilizé6 una camara

a color CoolSNAPCcf (Valley International Corporation, Austin, TX, USA)

Analisis del patron de expresién del marcador de respuesta a auxina pDR5::VENUS-
N7.
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Para el andlisis del patrén de expresion de la respuesta a auxina se hicieron cruzas de la
mutante sl con las linea transgénica pDR5::VENUS-N7. Posteriormente en la generacion
F2, se seleccionaron plantas con el fenotipo mutante y que expresaran pDR5::VENUS-N7.
Por dltimo, se analiz6 la RP y PRL’s de plantas Unicamente de la generacion F3 (n = 15
en Wty sl). Para contrastar la expresion de pDR5::VENUS-N7, las plantas se trataron por 5
minutos antes de su observacién al microscopio, con una solucién de 10 pg mL™* de
loduro de Propidio (IP) que tifie las paredes celulares. Este analisis se hizo con un
microscopio de escaneo laser confocal Zeiss LSM 510 Meta. Para la excitacion de GFP
se utilizé un laser de Argdén de 480 nm y para la excitacion del loduro de Propidio se utilizd

un laser de Helio/Ne6n de 543 nm.
Andlisis molecular para la identificacion del gen SL.

Con el fin de determinar la identidad molecular del gen SL, se analizaron las secuencias
de los genes candidatos que resultaron a partir de la secuenciacion masiva de plantas de
la poblacién de mapeo por lllumina. De esta lista de genes se seleccion6 al gen candidato
en el locus AT5G61800 debido a que fue el Unico que realmente mostraba un cambio, en
la secuencia codificante, resultante de la mutagénesis por EMS. Para corroborar la
mutacion se confirmé por re-secuenciacion de la regién donde se ubicdé el cambio
predicho, utilizando los oligonucledtidos 5 -CCAATCGATAGTGCCTTGCAAC-3" y 5'-
CGAAACCAAATCACGTAAGGGC-3" que amplifican una regién de 150 pb. Ademas, con
ayuda de estos mismo oligonucleétidos, se analiz6 el transcrito por medio de un RT-PCR
de punto final de dos lineas de insercién de T-DNA de la coleccion SALK, SALK 018496 y
SALK 018510 (S-496 y S-510 respectivamente) que presentaron la insercién en sitios

cercanos al extremo 5" en el locus AT5G61800.
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RESULTADOS.
Fenotipo de la mutante sl.

Para los diferentes andlisis reportados en este trabajo se utilizaron Unicamente plantas
germinadas en el mismo dia post-siembra, esto debido a que en la mutante sl existe una
heterogeneidad en el porcentaje de germinacion a lo largo de varios dias (Torres-
Martinez, 2012). Por tanto, se procurd seguir la germinacion minuciosamente para
seleccionar solo a los individuos de sl que germinaron de manera simultdnea (48 h post-
siembra aproximadamente) con individuos del tipo silvestre (Wt). Ademas, en la mutante
sl, la edad de 10 dias post-germinacion (dpg) es suficiente para detectar algunas RL's
emergidas, lo cual es importante para hacer un analisis cuantitativo mas confiable sobre la
iniciacion de PRL’s. De este modo, esta edad fue escogida para homogeneizar todos los
datos obtenidos durante los diferentes andlisis (tanto del desarrollo de RP y RL's) y asi
tener una vision mas integral de las afectaciones en el desarrollo causadas por la

mutacion en el gen SL.

La mutante sl tiene un sistema radical bastante compacto en comparacion al Wt, con una
RP muy corta y RL’s apenas visibles para la edad en que se hicieron los andlisis (Fig. 6
A-D). Sin embargo, esta mutacion parece no afectar el desarrollo del sistema del brote,
segun observaciones realizadas en etapas adultas (Fig. 6 E y F; Fig. Sup. 1).

Analisis del desarrollo de la raiz primaria.

Para el andlisis del desarrollo de la RP en la mutante sl, se determindé su tasa de
crecimiento por un periodo de 10 dpg. En este primer estudio se encontré que la tasa de
crecimiento de la RP por dia en la mutante era mucho menor que en el Wt. Incluso se
pudo observar una diferencia significativa desde el primer dia post-germinaciéon en donde
la RP de sl alcanzé una longitud de 0.9 mm mientras que en el Wt present6 una longitud
de 1.7 mm y esta diferencia se fue acentuando durante el tiempo del experimento (Fig. 7
A). Para el dltimo dia del experimento la longitud final alcanzada de la RP en la mutante
fue de 16.5 mm, en contraste con la longitud final del Wt de 79.6 mm, reflejando una
reduccion de casi un 80% en el crecimiento de la RP de sl (Fig. 6 Ay B; Fig. 7 A). Estos
datos indican que la mutante presenta un desarrollo muy lento de la RP, reflejando un

menor tamafio en comparacién al tipo silvestre. En general, estos datos apuntan a que
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algunos mecanismos relacionados con en el crecimiento del 6rgano (proliferacion y/o

elongacion celular) se encuentran afectados.

Fig. 6. Fenotipo de la mutante sl. (A y B) Arquitectura del sistema radical en plantas de Wt
(TS) (A) y de la mutante sl (B) de 10 dpg. (C y D) Raices laterales emergidas, sefialadas con
puntas de flechas amarillas en plantas TS Wt (C) y en sl (D). Arquitectura del sistema del
brote en plantas de 30 dpg en el Wt (E) y en sl (F). Barra de escala=1cm (A, B,EyF), 0.5
mm (C y D).

Con la finalidad de establecer qué proceso relacionado con el crecimiento de la RP estaba
afectado y era responsable del fenotipo de raiz corta en la mutante sl, se hizo un andlisis
a nivel celular y se determinaron pardmetros que ayudaron a comprender como estaban
alterados los procesos de proliferacion y/o elongacién celular en la mutante. Para el caso
de la elongacion celular, primero se estimo la longitud promedio de 10 células del cortex
en una sola fila celular de la zona de diferenciacion. Estos datos muestran que la RP de
plantas de Wt alcanzé una longitud celular promedio de 170 um, mientras que la de la
mutante tuvo una longitud promedio menor, de 136 um (Fig. 7 G). Esta reduccion, de un

20%, sugiri6 que posiblemente algin mecanismo relacionado con el proceso de
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elongacion celular esté afectado en la mutante, como el establecimiento apropiado de la
zona elongacion, que esto a su vez depende del establecimiento de las otras zonas de
desarrollo asi como de sus limites, subyaciendo una regulaciéon compleja por
interacciones hormonales (revisado en Jung y Mc Couch, 2013) o el proceso de
elongacion por si mismo. Otra posibilidad es que la reduccién de la RP no esté
relacionada con la elongacion celular y que las células que salen del meristemo, para
experimentar elongacion rapida, lo hacen de un menor tamafio en la mutante. Con el fin
de descartar alguna de las posibilidades antes mencionadas, se determiné la longitud
promedio de las células en el dominio de transicion. El resultado que este andlisis arrojo
fue que no existe diferencia significativa entre las longitudes promedio de las células en el
dominio de transicion (Fig. 7 H) y apoya la idea de que la mutante sl esté afectada en
algun mecanismo del proceso de elongacién celular. Sin embargo, la disminucién de un
20% de la longitud celular promedio de células diferenciadas del cortex en la mutante sl
con respecto al Wt no es tan dramatica como la reduccién total de la RP en la mutante, lo
gue indica que ademas de la elongacién celular también la proliferacién celular esta

reducida en la mutante y aparentemente en mayor grado.

Con el objetivo de determinar qué tan afectada se encuentra la proliferacion celular en sl,
se cuantific6 el nimero de células del cortex en una fila celular, dentro de los dos
dominios (de proliferacion y de transicion) que componen el meristemo apical de la raiz
(MAR) vy la longitud promedio de ambos dominios. A partir de este analisis se determiné
gue existe una diferencia significativa entre el Wt y la mutante sl, con una reduccién
correlacionada tanto en el nimero de células como en la longitud promedio para ambos
dominios (Fig. 7 By C; Fig. 8 Ay B). En el dominio de proliferacion, el nUmero de células
del cortex promedio fue de aproximadamente 66 para Wt y 16 para sl, correlacionando
estrechamente con una longitud promedio de 365 pum y 122 um del dominio,
respectivamente, resultando en una disminucion de un 70% aproximadamente en la
mutante para ambos parametros (Fig. 7 By C; Fig. 8 Ay B). Por otro lado, en el dominio
de transicién el numero de células promedio fue cerca de 15 para el Wty 7 para la
mutante, en donde también se pudo observar una correlacién en la reduccién de casi un
50% para la longitud promedio del dominio, de 160 um en el Wta 85 pm en sl (Fig. 7By
C; Fig. 8 A y B). Estos resultados sugieren que el dominio de proliferacion celular en el
MAR de la mutante sl se encuentra mas afectado que el dominio de transicion, y que este
altimo estad reducido probablemente, como un reflejo de la alteracidbn en procesos

relacionados con la proliferacion celular. Ademas, esta fuerte reduccion en el MAR
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permite observar la presencia de tejidos diferenciados, como pelos radicales, bastante

cerca al apice de la raiz en la mutante sl (Fig. 8)

Para profundizar mas en el andlisis del grado de perturbacion del dominio de proliferacion
celular en la mutante sl, se estimaron los parametros de produccion celular, duracién de
ciclo celular y numero de ciclos celulares que experimenta una célula en el dominio de
proliferacién celular del MAR. La produccion celular esta fuertemente disminuida en la
mutante de casi un 90%, con una produccion celular de 2.4 células por hora en la Wty de
0.3 en sl (Fig. 7 D). Esto indica que probablemente la duracion del ciclo celular y/o el
namero de ciclos de division celular que experimenta una célula estd afectado en esta

mutante.

Para corroborar cual de las situaciones antes mencionadas ocurre en el meristemo de sl,
se determinaron ambos parametros. En el caso del nimero de ciclos de division celular,
éste disminuy6 un 41% en sl con respecto al Wt, de 2.9 a 4.9 ciclos, respectivamente (Fig.
7 E). En la duracién del ciclo celular se evidencié que en el Wt un ciclo de divisién celular
dura 18.6 h y en la mutante 33.6 h, que corresponde a un aumento del 45% en el tiempo
de divisién celular en sl en comparacion con el Wt (Fig. 7 F). Estos resultados indican que
ambos mecanismos vinculados con procesos del ciclo celular estan afectados en la
mutante y son responsables, en conjunto, de la fuerte reduccién en la produccion celular

afectando el tamafio del MAR (Fig. 8).

Por ultimo, con el fin de tratar de comprender el fenotipo aberrante de la RP en la mutante
sl y verificar si éste se debe a alteraciones relacionadas con la sefializacion por auxina, se
analizé el patron de expresion del marcador de respuesta a auxina pDR5::VENUS-N7. Sin
embargo, este analisis mostré que no hay diferencias en el patron de expresion de este
marcador y por tanto la sefializacion de auxina no esta afectada (Fig. 8 C y D; Fig. Sup. 2
C y D). Este dato sugiere que el gen SL regula el desarrollo de la RP, independientemente

de la via de sefalizacién por auxina.
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Fig. 8. (A y B) Patrén longitudinal de las zonas de crecimiento en raices aclaradas y observadas
con Optica Nomarski del Wt, en (A) y mutante sl, en (B). La barra de colores a la izquierda de
cada panel, indica las diferentes zonas de desarrollo (rojo: dominio de proliferacion celular del
MAR, amarillo: dominio de transicién del MAR, azul: zona de elongacién, parpura: zona de
diferenciacion. (C y D) Analisis de expresion de la linea marcadora de respuesta a auxina
pDR5::VENUS-N7 con microscopia laser confocal de barrido. La fluorescencia en rojo es
producida por la tincion de paredes celulares con IP, utilizado para contraste. Analisis realizados
en RP de plantas de 10 dpg. Las cabezas de flechas en blanco sefialan la posicién del CQ y las
flechas en amarillo indican la presencia de pelo radical mas distal. Barra de escala = 40um
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Analisis del desarrollo de raices laterales.

El desarrollo de RL's se ve fuertemente afectado en la mutante sl debido a que,
aparentemente, desarrolla menos o ninguna raiz lateral en comparacion a Wt en plantas
de 10 dpg (Fig. 6 A-D). Esto sugiere que en la mutante sl puede estar afectada la
iniciacion y/o el desarrollo de los primordios de raices laterales (PRL’s), a través de sus
diferentes etapas, afectando la emergencia de RL’s. Para obtener mayor informacién
sobre el proceso de iniciacion de RL’s, se determinaron dos parametros que permitieron
cuantificar este proceso. Por un lado, se estimé la densidad de raices laterales, que
permite conocer el nimero de PRL’s que se inician por unidad de distancia (mm)
(Dubrovsky et al, 2006); en este andlisis se determin6 que la densidad para Wt fue de 1
PRL mm™ y para la mutante fue de 1.7, existiendo un aumento de un 40% de eventos de
iniciacion de RL’s en la mutante sl (Fig. 9). Sin embargo, se sabe que las diferencias en
la longitud promedio de células del cortex en la zona de diferenciacion puede enmascarar
los cambios en la densidad de raices laterales analizadas a nivel celular (Dubrovsky et al,
2009). Por tanto, también se estim6 el indice de iniciacion de PRL’s, que indica el nimero
de PRL’s a lo largo de 100 células del cortex (Dubrovsky et al, 2009). Este andlisis indicé
gue existe un indice de iniciacién de PRL’s de 16.1 en el Wty de 22.7 en sl (Fig. 9), que
corresponde a un aumento de un 30% de los eventos de iniciacién de RL’s en la mutante
sl. Estos resultados indican que en la mutante sl hay un mayor nimero de eventos de
iniciacion de RL’s y sugieren que el reducido nimero de RL’s en la mutante se debe a

alteraciones durante el desarrollo de los PRL’s que retardan la emergencia.
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Fig. 10 Morfogénesis de primordios de raices
laterales (Etapas I-VII) del tipo silvestre (Wt)
y de la mutante (sl) en plantas de 10 dpg.
Raices aclaradas y observadas con Optica
Nomarski. Se muestran imagenes
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etapa de desarrollo. Barra de escala = 20
pm.
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Fig. 12. Morfologia de la RL del tipo silvestre (Wt), en A y de la mutante (sl), en B de plantas
de 10 dpg. Raices aclaradas y observadas con Optica Nomarski. Barra de escala = 20 pum.

Con la finalidad de comprender cémo y qué tan afectado esta el desarrollo de los PRL’s,
se analiz6 de manera cualitativa la morfogénesis de éstos. Este andlisis muestra que
existen algunas diferencias durante la morfogénesis de los PRL’s entre la mutante sl y el
Wt (Fig. 10). En la mutante sl existe una alteracion de la morfogénesis notoria a partir de
la etapa Ill del desarrollo (Fig. 10 C) en adelante, debido a una expansion en los bordes
radiales que delimitan el PRL. Esa expansién es aparentemente, el resultado de la
ocurrencia de divisiones celulares extras y el incremento del tamafio celular en estas
porciones del primordio (Fig. 10 C-G). Estas caracteristicas aberrantes también se
acentlan en etapas posteriores del desarrollo del PRL (etapas IV-VII) en la mutante sl.
Sin embargo, la simetria del primordio y el patron de divisiones celulares en la region
central del PRL, que va a dar origen al MAR de la raiz lateral, no parecen estar afectada
(Fig. 10 C-G). Observaciones post-emergencia de las RL'S muestran que este patron
aberrante en los bordes expandidos se mantiene y esta relacionado con la ocurrencia de
procesos de diferenciacion celular, debido a la presencia de tejidos diferenciados
evidentes (pelos radicales y tejidos vasculares), bastante cercanos al apice de la RL (Fig.
11), fenédmeno similar al que ocurre en la RP (Fig. 8 A y B). Ademas, estas alteraciones
en la morfogénesis estuvieron correlacionadas con una reduccion en la respuesta a
auxina, evidenciadas al analizar el patron de expresion de pDR5::VENUS-N7 en las
diferentes etapas del desarrollo del PRL (Fig. 12). Estos datos en conjunto sugieren que la
reduccion en el nimero de RL’s en la mutante sl se debe a la morfogénesis aberrante
durante el desarrollo del PRL, vinculada con una alteracion en la via de sefializacién de
auxina, afectando el proceso de emergencia.
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Identificacion del gen SL.

Con la finalidad de comprender a que se debia el fenotipo de la mutante sl se tratdé de
identificar al gen SL. Para esto, se realizaron analisis in sillico de genes candidatos
obtenidos con ayuda del programa SHOREmap y de secuencias generadas con el
método llumina a partir de una poblacion de mapeo (Schneeberger et al., 2009). Dicha
poblacion de mapeo se establecié por la cruza entre la mutante sl (en el fondo de Ler)
con el ecotipo Columbia-0 (Ugartechea-Chirino y Reyes-Hernandez_comunicacion
personal). Por medio de estos andlisis se encontr6 al gen candidato mas probable
correspondiente al locus AT5G61800. .El transcrito que se genera a partir de este locus
es de 1567 nucledtidos, sin intrones y codifica para una proteina de 499 residuos de
aminodcidos, que pertenece a la superfamilia “Pentatricopeptide repeat” (PPR) (Fig. 13 A
y B; Fig. Sup. 3), con localizacion predicha en la mitocondria. Para corroborar la mutacion
se re-secuencié la regién en donde se encontré el cambio predicho por el andlisis de la
secuencia utilizando los oligonucleétidos 5 -CCAATCGATAGTGCCTTGCAAC-3" y 5-
CGAAACCAAATCACGTAAGGGC-3, para amplificar una region de 150 pb. Este analisis
confirmé el cambio de una Guanina (G) por una Adenina (A) en la posicién 586 de la
region codificante, resultando en una mutacion no sinénima de una Alanina (A) por una
Tirosina (Y) en el residuo 196 de la proteina predicha (Fig. 13 Ay B; Fig. Sup. 3). Ademas
se analizaron 2 lineas de insercion de T-DNA de la coleccion SALK, SALK 018496 y
SALK 018510 (S-496 y S-550, respectivamente), que presentaron la insercion en sitios
cercanos al extremo 5 (Fig. 13 A). Sin embargo, cuando se analizé su fenotipo, estas
lineas SALK presentaban fenotipos similares al del tipo silvestre (ecotipo Col-0) (Fig. 13 C
y D). Por ultimo, un estudio por RT-PCR con los mismos oligonucleétidos utilizados en la
re-secuenciacion, mostré que en ambas lineas (S-496 y S-510) aln se detectaba el
transcrito de AT5G61800 (Fig. 13 E). Estos datos en conjunto sugieren que las lineas S-
496 y S-510 no presentan la insercion del T-DNA en el locus AT5G61800 y que éste

altimo es un candidato fuerte para ser el gen mutado en sl.
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Fig. 13. (A) Representacion
esquematica del locus
AT5G61800 indicando los sitios
de insercién de S-496 y S-510 y
de la mutacion en sl. Las flechas
negras indican la posicion de los
oligonucleotidos utilizados para
amplificar la region sefialada. (B
y C) Analisis fenotipico de lineas
de insercién SALK y la mutante
sl. Plantas de 10 dpg. Barra de
escala = 1 cm. (D) Andlisis de
expresion por RT-PCR del locus
AT5G61800 en plantas Wty las
lineas de SALK. El Factor de
elongacion (EF) fue usado como
como control.
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DISCUSION DE RESULTADOS.
Desarrollo de laraiz primaria en la mutante sl.

Los resultados obtenidos de los analisis en el desarrollo de la RP en la mutante sl indican
gue el tamafio reducido de ésta es debido a alteraciones tanto en procesos de
proliferacién celular como de elongacion/diferenciacion celular. Sin embargo, la reduccién
de un 80% en el tamafio de la raiz en la mutante sl, en comparacién con el Wt (Fig. L Ay
B; Fig. 2 A), se debe principalmente a la disminucién en la tasa de produccién celular de
casi un 90% (Fig. 2 D), mas que a la reduccién del tamafio de las células completamente
elongadas, que disminuy6 solamente un 20% (Fig. 2 G). En general, podemos concluir
que en la mutante sl, el fenotipo de la raiz corta predominantemente es consecuencia de
los procesos afectados en la proliferacion celular. Los datos sugieren que el gen SL
participa tanto en la elongacion como en la proliferaciéon celular durante el desarrollo de la
RP pero principalmente tiene un papel importante en la proliferacion celular. Actualmente
se sabe que la actividad de diferentes hormonas junto con sus redes regulatorias,
controlan el crecimiento de la raiz regulando procesos especificos (proliferacion,
diferenciaciéon y expansion celular) de manera localizada. Por tanto, es probable que el
papel de SL pueda estar relacionado con la actividad de alguna de estas hormonas en

algun nivel de su regulacién (sintesis, transporte o sefializacién).

Se ha evidenciado que la hormona auxina desempefia un papel muy importante durante
el establecimiento del sistema radical. La presencia de una respuesta a auxina,
determinada por la actividad del promotor sintético DR5 en el MAR, correlaciona con el
correcto desarrollo de la RP, regulando de manera multiple la formacién del patrén, la
orientacion y el alcance de las divisiones celulares en el MAR (Sabatini et al., 1999).
Ademas, esta respuesta a auxina es establecida por la accién coordinada de las
proteinas transportadoras de eflujo pertenecientes a la familia PIN-FORMED (PIN). Los
genes PIN estén involucrados, de manera indirecta, en la determinacion del tamafio de la
zona de proliferacion celular. El andlisis realizado en combinaciones de dobles mutantes
de los genes PIN1-4 y 7, muestran reducciones en el tamafio del MAR y de la RP en
general. Especialmente combinaciones con PIN2, principal componente del transporte de
auxina basipétalo, en dobles, triples y cuadruples mutantes, evidenciando el papel
importante de PIN2 en el control de la longitud del MAR. Por otro lado, las mismas
combinaciones de mutaciones de dobles y triples mutantes en estos genes afectan la

longitud celular promedio de células diferenciadas, lo cual correlaciona con un tamafio
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reducido de la zona de elongacion. En general, la actividad de las proteinas PIN puede
de manera individual, afectar el tamafio del MAR, el de la zona de elongacion y el tamafio
celular final de células diferenciadas (Blilou et al., 2005). Sin embargo, andlisis realizados
del patron de expresion del promotor DR5 en el fondo de la mutante sl no evidencié
alteraciones de la respuesta auxina, sugiriendo que SL participa durante la proliferacion y
la elongacion celular en la RP de una manera independiente de la actividad de auxina.

A diferencia de la sefializacion por auxina, las citocininas principalmente regula el tamafio
del MAR controlando la tasa de células que entran a la zona de elongacion (Dello-loio et
al., 2007; Dello-loio et al., 2008; Moubayidin et al., 2010; Moubayidin et al., 2013). No
obstante, en estos trabajos mencionados no determinan directamente esta tasa. Las
citocininas actdan en el dominio de transicion, donde antagonizan el efecto de la auxina
que principalmente promueve la divisién celular. La aplicacién de citocinina exdgena
causa una disminucion en el tamafio del MAR. Especificamente, las cictocininas
controlan el tamafio del MAR por medio de la determinacién de la posicién del dominio de
transicion y de esta manera regula la tasa del nimero de células que entran a la zona de
elongacion celular. La triple mutante ipt3ipt5ipt7, afectada en la biosintesis de citocininas,
presenta un mayor numero de células del cortex en el MAR, reflejando una mayor tasa de
crecimiento en la RP. Por tanto, bajos niveles de citocinina en el dominio de transicion
son suficientes para incrementar el tamafio del MAR (Dello-loio et al., 2007). Ademas, el
modo en que las citocininas antagonizan a la auxina en el dominio de transicién es a
través de su blanco SHY2, que regula negativamente a los genes PIN y simultaneamente
la auxina promueve la degradacion de SHY2 en el MAR, manteniendo la actividad de PIN
y la proliferacién celular. De esta manera la interaccion entre citocinina y auxina a través
del gen SHY2, regula el tamafio del MAR y el crecimiento de la raiz (Dello-loio etal,
2008). Siguiendo este escenario, probablemente la mutacién en SL pudiese favorecer la
sefalizacién de la citocinina de manera que desplace el dominio de transiciébn a una
posicion mas cercana al 4pice la raiz como se puede apreciar en el fenotipo de RP y RL's
en la mutante sl. Por tanto, seria necesario hacer mas pruebas para confirmar esta
hipotesis, analizando tanto el contenido de citocinina como los niveles de expresion de
los genes blancos directos de la sefializacion por citocinina. Con base en lo anterior, no
podemos descartar la posibilidad de que en la mutante sl esté afectada la actividad de

esta hormona en el desarrollo de la RP.
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Ademas del efecto provocado por la interaccion antagoénica entre auxina y citocinina en la
regulacion del tamafio del MAR y asi el desarrollo de la RP, se sabe que otras hormonas
regulan el desarrollo de la RP tanto a nivel de la proliferaciéon celular en el MAR como a
nivel de la elongacion celular. La giberelina (GA) regula el desarrollo de la RP
positivamente. El analisis de la mutante deficiente en GA, gal-3, indicO que presenta
raices mas cortas, mientras que plantas mutantes que carecen de las proteinas DELLA,
proteinas reguladoras negativas de la via de sefializacion por GA, presentan RP con
mayor longitud en comparacién a el Wt (Fu y Harberd, 2003). Especificamente, por un
lado, la GA regula la elongacion celular a través de su sefalizacién directa en la
endodermis (Shani et al., 2013). Cuando se induce una forma estable de la proteina
DELLA en la endodermis de la zona de elongacion, ocurre una inhibicion de la elongacion
celular (Ubeda-Tomas et al., 2008). Aunque, por otro lado, se ha reportado que la GA
también promueve la proliferacion celular en el MAR a través de su sefalizacién, del
mismo modo que en la zona de elongacién,(Achard et al., 2009; Ubeda-Tomas et al.,
2009). El analisis de plantulas tratadas con el inhibidor de la sintesis de GA, paclobutrazol
(PAC), resulta en una tasa de crecimiento reducida de la RP debido a una reduccién del
tamafio del MAR y de la longitud de las células maduras. Las mutantes en la biosintesis
de GA, gal y ga3ox, tienen una tasa de produccion celular reducida, generando un MAR
de menor tamafio, sin embargo, el tratamiento con GA exdgena fue capaz de rescatar el
tamafio del MAR en estas mutantes (Ubeda-Tomas et al., 2009). Aparentemente, la GA
regula la proliferacion y elongacién celular, especificamente en la endodermis y de este
modo controla indirectamente las tasa de division y de elongacion celular en los otros
tejidos de la raiz (Achard et al.,, 2009; Ubeda-Tomas et al.,, 2009). Ademas, esta
regulacion en el MAR es debida al efecto que tiene la sefializacion de GA en la
magquinaria del ciclo celular. La acumulaciéon de las proteinas DELLA incrementan los
niveles de expresion de los de los genes que codifican inhibidores de cinasas
dependientes de ciclinas (CKI) como Kip-related proteins (KRP) y SIAMESE (SIM). De
manera particulas, la sefializacion por GA, induce la expresion de los genes KRP2 y tres
miembros de la familia SIM (SIM, SMR1 y SMR2), reprimiendo la progresion del ciclo
celular (Achard et al., 2009). Sin embargo, no se sabe si este mecanismo, de la actividad
de GA, participa de la misma manera tanto en la zona de elongacién como en la la del
MAR (Achard et al., 2009; Ubeda-Toméas et al., 2008; Ubeda-Tomas et al., 2009). Por
tanto, el analisis de mutantes relacionadas con la sintesis o la sefializacion de GA y de

los efectos farmacoldgicos del inhibidor de la sintesis de GA revelan mecanismos
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afectados semejantes a los que ocurren en el desarrollo de la RP en la mutante sl. Esto
sugiere que probablemente existe una relacion entre el fenotipo de sl y el fenotipo
provocado por la actividad de GA. Sin embargo, es necesario efectuar analisis para
corroborar si la mutante sl esta afectada en la sintesis, transporte o sefializacion de GA 'y
su impacto en la progresién del ciclo celular. De esta manera, el aumento en la duracion
del ciclo celular en sl en el MAR puede estar relacionado con la acumulacion de proteinas
represoras DELLA y por tanto, con el aumento de los niveles de CKI's. Ademas, la
hipotética deficiencia de la actividad de GA en la mutante sl estaria relacionada con el
fenotipo reportado de retraso en el tiempo de germinacidon en esta mutante (Torres-
Martinez, 2012), debido al importante papel de GA como inductor de la germinacion
(Koornneef y van der Veen, 1980; Nambara et al., 1991; Jacobsen y Olszewski, 1993;
Ogawa et al., 2003; Yamauchi et al., 2004).

Al igual que la actividad mediada por GA, las hormonas Brasinoesteroides (BR),
participan en el desarrollo de la RP, regulando tanto la proliferacion como la elongacion
celular (Gonzéalez-Garcia et al., 2011; Hacham et al., 2011). La longitud celular promedio
y el numero de células meristematicas, asi como la longitud total del MAR estan
reducidos en la mutante de perdida de funcién del receptor de BR’s, bril. La alteracion en
la expansion celular en el MAR de la mutante bril es mas pronunciada en el dominio de
transicion. Los BR controlan el tamafio del MAR por medio de su sefializacion
especificamente en la epidermis, independientemente del mecanismo de regulacion
antagonista de auxina-citocinina en el MAR (Hacham et al., 2011). Asimismo, el analisis
de las mutantes de ganancia de funcién besl, con hipersensibilidad a BR, y de la mutante
bril, insensible a BR, mostr6 que éstas poseen mayor y menor longitud total promedio en
células diferenciadas, respectivamente, en comparacién al Wt. De esta manera, los BR
regulan positivamente la expansion celular tanto en el MAR como en la zona de
elongaciéon (elongacién rapida). El analisis en estas mismas mutantes besl y bril,
evidenci6 que ambas presentan raices mas cortas que el Wt. Este escenario es
reproducible cuando se analiza el efecto de la aplicacion exdgena de BR; en muy bajas
concentraciones promueve el crecimiento de la raiz, mientras que concentraciones altas
inhiben el crecimiento y reducen el tamafio del MAR; asi el efecto de los BR en el tamafio
del MAR es de manera dosis-dependiente. En relacion con esto, las mutantes de pérdida
(bril) y de ganancia (besl) de funciéon tienen niamero reducido de células en el MAR. Por

tanto, una sefializacion balanceada de BR controla el tamafio del MAR y el desarrollo
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adecuado de la raiz. Ademas, los BR regulan positivamente el mantenimiento y la
identidad del CQ. La aplicacion exdégena de BR potencia la expresion de marcadores de
identidad del CQ (Gonzélez-Garcia et al., 2011). A pesar de la actividad de BR regulando
positivamente la identidad del CQ, la sefalizacién por BR promueve la diferenciacion de
las células troncales distales (células iniciales de la columela) como se puede observar
por la presencia de granulos de almidén (presente sélo en células diferenciadas de la
columela) en estas células (Gonzalez-Garcia et al., 2011). Sin embargo, a pesar que la
alteracion en el balance de la sefializacion por BR reduce el tamafio del MAR y afecta la
elongacion celular de manera similar al efecto provocado por la mutacién en SL, en esta
mutante no se pueden observar efectos aparentes en la identidad del CQ. Ademas,
también se ha observado que la sefializacién por BR afecta los niveles de expresién bajo
la regulacién del promotor DR5 (Mouchel et al., 2006; Nakamura et al., 2003; Nemhauser
et al., 2004), la cual no esta afectado en la mutante sl. Por otro lado seria interesante
analizar el patron de expresibn de marcadores del CQ y el estado de
diferenciacién/indiferenciacién de las células iniciales de la columela para establecer

como participa SL en el adecuado mantenimiento del nicho de células troncales.

Otra hormona importante que regula el desarrollo de la raiz es el etileno (Achard et al.,
2003; Beaudoin et al., 2000; Ghassemian et al., 2000; lwama et al., 2007; Le et al, 2001;
Olga-Martinez et al., 2007). Por un lado se sabe que el etileno regula el desarrollo de la
raiz ejerciendo su efecto en el proceso de elongacion celular. Las raices de plantulas
tratadas con etileno muestran reduccién de la longitud celular en la zona de elongacion
celular de manera dependiente de la concentracion. Como resultado se observan tejidos
diferenciados bastante cercanos al apice. En relacion con esto, en las raices de plantulas
tratadas con el inhibidor de sintesis de etileno, aminoetoxivinil glicina (AVG) y en las
raices de mutantes insensibles a etileno etrl y ein2, se observan células con mayor
longitud que en el control (Le et al., 2001). Por otro lado, el etileno modula la divisién
celular en el CQ (Olga-Martinez et al., 2007). En la mutante de perdida de funcién etol
las células del centro quiescente se dividen. Estas mutantes producen excesivas
cantidades de etileno debido a que el gen ETO1 codifica para una ubiquitin-ligasa que
regula negativamente los niveles de ACIDO AMINOCICLOPROPANO CARBOXILICO
SINTASA (ACS5), esta enzima cataliza el paso limitante en la sintesis de etileno.
Ademas, tanto en raices de la mutante etol como en raices de plantulas del Wt tratadas

con el precursor de etileno, acido carboxilico 1-amino-1-1ciclopropano (ACC), sometidas
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al efecto del inhibidor de biosintesis de etileno AVG suprime las divisiones
supernumerarias en el CQ. Sin embargo, aparentemente la identidad de las células del
CQ derivadas de las divisiones extra no es afectada por etileno (Ortega-Martinez et al.,
2007). Con base en los resultados de este trabajo, el fenotipo de la mutante sl parece no
estar relacionado con etileno. Ademas, a diferencia del fenotipo de etol provocado por la
sobreproduccién de etileno, la mutante sl no presenta divisiones celulares extra en el CQ
(Fig. Sup. 2).

Contrario al afecto de la interaccion entre acido absicico (ABA) y etileno en la inhibicion
del desarrollo de la raiz (Beaudoin et al., 2000; Ghassemian et al., 2000; Iwama et al.,
2007), también se ha reportado que concentraciones bajas de ABA estimulan el
crecimiento de la raiz y esta estimulacion es independiente de la via de sefalizacién por
etileno (Ghassemian et al., 2000). El ABA inhibe la divisién celular en el CQ y suprime la
diferenciacion celular tanto en células troncales distales como proximales en el MAR. En
raices de plantulas de mutantes deficientes de ABA (abal, aba2, aba3) y en plantas del
Wt tratadas con un inhibidor de la sintesis de ABA, fluridona, se pueden observar
divisiones celulares extras en el CQ vy diferenciacion celular en células iniciales de la
columela. Ademas, el efecto del tratamiento con ABA exdgeno incrementa el nimero de
células en el MAR, tanto en el dominio de proliferacion celular como en el dominio de
transicion, mientras que tratamientos con fluridona reduce el nimero de células en ambos
dominios. Sin embargo, el andlisis de expresion de CYCB1 muestra que raices tratadas
con ABA no presentan mayor tasa de proliferacion celular y por tanto el tamafio
incrementado del MAR es debido a la reduccién de la tasa de diferenciacion celular
(Zhang et al., 2010) o debido a la inhibicion de la transicién a elongacion celular de las
células del MAR. Por el contrario, aunque la reduccion los niveles de ABA reduce el
tamafio del MAR en ambos dominios como en la mutante sl, en esta mutante no se
observan divisiones celulares extra en el CQ (Fig. Sup. 2), reduciendo la posibilidad de

que el fenotipo del MAR en la mutante sl se deba a la accién de ABA.

Recientemente se ha reportado el efecto positivo de las estrigolactonas en el desarrollo
de raices incrementando su tamafo. La longitud de la raiz primaria de mutantes
deficientes e insensibles a estrigolactonas, max, es menor en comparacion al Wt debido a
una reduccion en el nimero de células en el MAR. Por lo contrario, plantas tratadas con

la estrigolactona sintética, GR24, incrementan la longitud de la RP, resultado de un
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aumento en el nimero de células en el MAR, tanto en el dominio de proliferacion como
en el de transicién. Ademas, la estrigolactona modula los niveles de auxina; la mutante
deficiente de estrigolactona max4, presenta incremento en el nivel de expresion del gen
reportero fusionado al promotor DR5 (Ruyter-Spira et al, 2011). Sin embargo, como ya se
ha mencionado anteriormente, en la mutante sl no se observaron cambios en la
expresion regulado por el promotor DR5, por tanto, la actividad de estrigolactona no

parece estar afectada en esta mutante.

En resumen, alteraciones en la actividad de diversas hormonas provocan fenotipos
bastante parecidos al de la mutante sl, como afectaciones tanto en el proceso de
proliferacién celular como en el de elongaciéon celular. Sin embargo, a pesar que la
alteracion de la actividad por auxina esta descartada para afectar el desarrollo en la
mutante sl, es dificil, basandose solamente por analisis de fenotipo, atribuir el desarrollo
aberrante de la RP de sl al efecto particular de una hormona o al efecto concertado entre
algunas de ellas, incluyendo la posibilidad de que pueda estar afectada la interaccion
entre estas y el efecto que puedan tener en la regulacion de la maquinaria del ciclo

celular.

Sin embargo, tampoco podemos excluir el hecho de que las hormonas no tengan algun
papel fundamental en el fenotipo de la mutante sl. De hecho, actualmente se conocen
genes que son importantes para el control de la progresion de la mitosis en el meristemo
apical de la raiz. No obstante, solamente HOBBIT/CDC27B que codifica para un
homdlogo de la subunidad CDC27 del complejo de promocion de anafase, es requerido
para acoplar procesos de proliferacion y elongacién/diferenciacion celular en los
meristemos, la mutante de pérdida de funcién hbt tienen afectada tanto la divisibn como
elongacion celular (Blilou et al., 2002; Pérez-Pérez et al,. 2008; Serralbo et al,. 2006).
Aunque aparentemente el fenotipo de la mutante hipomarfica hbt es bastante parecido al
de la mutante sl e incluso el papel de ambos genes (HBT y SL) en la RP parece
traslaparse, es necesario realizar un andlisis a nivel molecular, para descartar la
posibilidad de que SL sea un alelo de HBT o incluso participe en la misma via. Asi, el
hecho que los procesos de proliferacion celular estdn afectados principalmente en la
mutante sl, sugiere fuertemente que el gen mutado pueda participar de manera directa o
indirecta en la maquinaria del ciclo celular. Mientras tanto en estos momentos no

contamos con datos suficientes para verificar esta posibilidad.
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Desarrollo de primordios de raices laterales en la mutante sl.

Con base en el fenotipo de la mutante sl, se puede observar que aparentemente hay un
menor numero de RL’s en comparacion al tipo silvestre, sin embargo, los analisis
cuantitativos realizados en este trabajo demostraron que en la mutante sl existe un mayor
namero de eventos de iniciacion. Esto sugiere que, por un lado, el menor numero de RL's
evidentes en la mutante sl se debe principalmente a afectaciones durante el desarrollo de
los PRL"s que a su vez, retardan el proceso de emergencia y, por otro lado, al hecho de
que el gen SL regula negativamente la iniciacion de PRL’s. En relacion con las
afectaciones durante el desarrollo de PRL’s, los analisis a nivel celular demostraron la
existencia de una morfologia aberrante en etapas tardias del desarrollo de PRL’s,
acompafiadas por una disminucién en la expresion del marcador de respuesta a auxina
pDR5::VENUS-N7 en estas mismas etapas. Estos resultados en conjunto indican que, a
diferencia de lo que ocurre en la RP, la actividad de auxina esta afectada durante la
morfogénesis tardia del PRL y esto retarda el proceso de emergencia. Por otro lado, el
hecho que en etapas tardias del desarrollo del PRL en sl las células estén mas grandes y
gue la emergencia ocurra de forma lenta, sugiere que de modo similar al fenotipo de la
RP, en los PRL"s también esté afectada la proliferacion celular y, que de igual manera se
deba a un aumento en la duracion del ciclo celular, vinculada con un menor namero de

ciclos de division celular que experimentan estas células.

En linea con lo anterior, se sabe que la sefializacién por auxina durante el desarrollo del
PRL no sélo es importante para la morfogénesis apropiada, sino que también esta
sefializacién regula la expresion de genes que codifican para enzimas que participan en
la remodelacion de pared celular como el caso de la EXPANSINA14 (EXP14), que es
regulada directamente por LBD18 (Lee et al., 2013) y de otros genes que también
codifican para este tipo de enzimas pero que su expresion es regulada a través de la
sefializacion por el péptido INFLORESCENCE DEFICIENT IN ABSCISISION (IDA) y los
receptores tipo cinasa HAESA (HAE) y HAESA-LIKE2 (HSL2) (Kumpf et al, 2013). En
conjunto este tipo de regulacién por auxina es importante para el paso del PRL a través

de los tejidos que lo cubren (endodermis, cortex y epidermis).

Sin embargo, como ya se mencioné anteriormente, en la mutante sl existe una regulacion
diferencial por auxina en el desarrollo entre la RP y los PRL’s. Se ha reportado que el

desarrollo de RL’s puede llevarse a cabo en dos fases desde el punto de vista de la
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regulacion por auxina. En la primera fase la iniciacibn del PRL es dependiente
principalmente de la fuente de auxina proveniente del apice de la RP, mientras que, en
una segunda fase, la fase de emergencia, ésta es dependiente de la auxina proveniente
de hojas. Los analisis que soportan este hecho son que la emergencia de PRL’s puede
ser inhibida por la remocién de tejidos aéreos pero esto tiene un efecto minimo en la
iniciacion (Bhalerao et al., 2002). Ademas, en relacién con lo anterior, debido a la
interaccion entre estrigolactona y auxina; experimentos con la aplicacion exdgena de
estrigolactona en plantulas, resultan en la disminucion de los niveles de auxina en las
hojas y esto provoca una significativa reduccién de la densidad de RL's (Ruyter-Spira et
al., 2010).

Por otro lado, debido al hecho de que en la mutante sl exista un mayor nimero de
eventos de iniciacién, podemos formularnos la hipétesis de que esto es un resultado del
aumento de la concentracién de auxina en el apice de la RP. No obstante serd necesario
efectuar andlisis cuantitativos de la concentracién de auxina libre en la RP de sl para

corroborar dicha hipotesis.

En general, el gen SL regula de manera compleja el establecimiento del sistema radical
en A. thaliana. Prueba de esto es el efecto diverso que se puede observar durante el
desarrollo de la RP y de la iniciacién, morfogénesis y emergencia de PRL’s. Esto a su
vez, esta estrechamente relacionado con una regulacion diferencial por la sefalizacion

de auxina en desarrollo de la RP y las RLs.
Identificacion molecular del gen SL.

A través del andlisis molecular se identificé el gen candidato responsable del fenotipo
mutante en sl. Este gen pertenece al locus AT5G61800 que codifica para una proteina
PPR. Las proteinas PPR son proteinas de unién a RNA y tienen hasta 30 repeticiones en
tdndem de motivos PPR (35 aminoacidos). Las proteinas PPR tienen funciones
esenciales en el procesamiento post-transcripciéonal que toma lugar dentro de las
mitocondrias y cloroplastos (Small y Peeters, 2000). El motivo PPR esta constituido de
dos alfa hélices en los extremos y una region inter-helical rica en tirosina (Schmitz-
Linneweber y Small, 2008; Small y Peeters, 2000). Sin embargo, poco se sabe sobre el
papel de estos genes en el desarrollo de raiz. Prasad et al (2005) identificaron al gen
LATERAL ORGAN JUNCTIONS (LOJ) correspondiente al locus AT2G39230 que codifica

50



para una proteina con motivo PPR. El andlisis del patrén de expresion de este gen, con
expresion especifica en todos los sitios de unién de érganos laterales, incluyendo la
unién entre RL's y RP, sugiere su papel importante durante el desarrollo de 6rganos
laterales. Por otro lado Zhu et al. (2012) aislaron una mutante de pérdida de funcion
SLOW GROWTH2 (SLO2) que codifica para una proteina PPR. La mutante slo2 se
caracteriza por presentar un tamafio reducido en varios 6érganos incluyendo hojas, raices
y 6rganos florales debido a un crecimiento lento. Ademas, el analisis del patrén de
expresion a partir del promotor de SLO2 muestra una fuerte expresion en el 4pice de la
RP. En conjunto estos datos apuntan fuertemente a que SL puede ser un alelo del locus
AT5G61800. Sin embargo, sera necesario hacer mas andlisis y ensayos moleculares asi

como la complementacién genética para corroborar lo anterior.
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CONCLUSIONES.

* El gen SL es requerido para el crecimiento de la raiz primaria principalmente
debido a su papel importante para el mantenimiento de la proliferacion celular. En
la mutante sl la duracion el ciclo celular esta significativamente aumentada,
mientras que el nimero de ciclos celulares y el tamafio del meristemo apical de la

raiz estan significativamente disminuidos.

* EL gen SL regula la iniciacién, morfogénesis y emergencia de raices laterales de

manera diferencial en forma dependiente de la sefializacion por auxina.

« EL gen SL participa de manera compleja en el correcto desarrollo y

establecimiento del sistema radical en A. thaliana.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

Fig. Sup. 1 Fenotipo del brote en el tipo silvestre (A) y la mutante sl (B).
Plantas de 60 dpg. Barra = 1cm

Fig. Sup. 2 Organizacion del MAR.
(A'y B) Meristemo apical de la RP
con Optica Nomarski en Wt (A) y sl
(B). (C y D) Expresion del
promotor pDR5::VENUS-N7 con
microscopia laser confocal de
barrido en Wt (C) y sl (D). Analisis
realizados en la RP de plantas de
10 dpg. La florescencia en rojo de
(C y D) es producida por la tincion
de paredes celulares con IP como
contraste. Las cabezas de flechas
en blanco muestran la posicion del
CQ. Barra de escala = 20pm

- 88
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AT5G61800

atgataaattatagtagttgttcatatctcttgaagctgtgtagaacccttaaacatctg
catcagtttcatgcccaattcatcacttccggcagaatctctaatgatttcaaacaaaac
tctgttttcgccaatgtcctcttcecgeccatcacctctatttcaccgtectgegtecggegteg
aaggaggtcgtgagctacgcgacttcagttttcagattcatcacaaacccttcaacgttt
tgtttcaatacgatcattaggatttgtacgcttcatgagccgtecgtctctgtcttctaaa
cgtttcttcgtcgagatgcgacgtcgctectgttcecctccagatttccacacttteeecttte
gtattcaaggcttgtgcagcaaagaagaatggtgatcttacattagtcaagactctgcat
tgtcaagctttgagattcggattgttatctgatttgttcactttgaacactctgattcgt

gtttactcattgattgctccaatcgatagtgccttgcaactgttcgacgaaaatcctcaa

agagatgttgttacctacaatgtgttgatcgacgggttagtgaaggcacgtgagattgtt

cgtgcaagagagttgtttgattcaatgcceccttacgtgatttggtttcgtggaatagtctc

atttctggttatgcgcagatgaatcattgcagagaagcaatcaaactcttcgacgagatg
gttgctttgggtctaaaacccgataatgtcgccattgtttcaactctttcagettgtgca
caatcaggggattggcaaaaagggaaagctattcatgattacacgaaaaggaagagactt
ttcattgattccttcttagctactggattggtggatttctatgcaaaatgtggtttcatc
gatacagcgatggagatcttcgaattatgttcagataaaactttattcacatggaatgca
atgatcactggtcttgcaatgcacggtaacggtgagctaacggttgattacttccgtaag
atggttagttctggaatcaaaccagacggagtaaccttcataagtgttttagtgggttgce
agccattctggtctagttgatgaagccaggaacctttttgaccaaatgagatctttgtat
gatgttaatagagagatgaagcattacgggtgtatggcggatttgcttggaagagcagga
ttgatcgaagaagcagcggaaatgatcgagcaaatgcctaaagatggaggaaacagagag
aaactcttagcatggagcgg

Fig. Sup. 3. Secuencia de nucleétidos de DNA gendmico del locus AT5G61800. El nucle6tido
en negritas (g), indica el sitio de la mutacion puntual en sl. Las secuencias subrayadas indican
los sitios de unién de los oligonucleétidos utilizados.
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