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RESUMEN

Todos los organismos tienen mecanismos que les permiten percibir las condiciones
ambientales en las que se desarrollan y las variaciones en dichas condiciones suelen
desencadenar cambios fisiologicos y en el desarrollo. En el caso de las plantas, dicha
plasticidad adquiere mayor relevancia, ya que se trata de organismos sésiles, por lo que
deben adaptarse rapidamente a su entorno. En condiciones naturales, la parte aérea de las
plantas se desarrolla expuesta a la luz para poder llevar a cabo la fotosintesis, mientras que
la raiz, que cumple funciones tales como el anclaje y la absorcion de agua y nutrientes,
crece generalmente en la obscuridad dentro del sustrato. La raiz de Arabidopsis thaliana
(Arabidopsis de aqui en adelante) se ha convertido en un importante modelo de estudio del
desarrollo vegetal (Jalean et al., 2012), debido a su organizacion celular simple y constante,
ademaés de que su desarrollo permite el seguimiento de cada tipo celular desde su formacién
(Dolan et al., 1993; Scheres et al., 2002). Sin embargo, casi todos los estudios que se han
realizado sobre el desarrollo del sistema radical y su regulacién genética, han sido llevados
a cabo bajo condiciones de crecimiento no naturales para la planta, como la exposicion de
laraiz a la luz y la utilizacion de medios de cultivo sélidos a los que se les agrega sacarosa
al crecerlas en cajas petri. El efecto de estas condiciones no se ha estudiado a profundidad y
se desconocen las posibles alteraciones que podrian causar en el desarrollo de la raiz.

En este trabajo nos planteamos comparar dos sistemas de crecimiento: el Sistema
convencional de crecimiento en Caja Petri (SCP) y un Sistema de crecimiento en
Hidroponia (SH) en el cual a diferencia del primero, la raiz se desarrolla inmersa en medio
Murashige and Skoog (MS) liquido, sin adicion de sacarosa y en obscuridad, mientras que

su parte aérea crece expuesta a la luz. Para validar ambos sistemas, adicionalmente se



analizo el crecimiento de dos mutantes diferentes afectados en el desarrollo de la raiz con
un fenotipo de raiz corta: act2-5 y xall-2 que previamente se habian caracterizado en caja
petri (Tapia-Lopez et al., 2008; Lanza et al., 2012). Los resultados muestran que la raiz
primaria de las plantas de tipo silvestre se desarrolla de forma similar en ambos sistemas de
crecimiento, sin embargo, en el SH el nimero de raices laterales fue significativamente
mayor que en el SCP. ElI mutante act2-5 no mostré cambios significativos en el crecimiento
de la raiz entre los dos sistemas, mientras que el mutante xall-2 presenté un aumento
significativo en la longitud de su raiz y en el tamafio de su meristemo al crecerlas en liquido
en comparacion con su crecimiento en el SCP, lo que hace suponer que XAANTAL1 (XAL1)
esta implicado en la regulacién del crecimiento en respuesta a la friccion o impedimento
mecanico.

Este trabajo nos permitié validar a ambos sistemas de crecimiento (SH y SCP) para
el estudio del desarrollo de las raices de Arabidopsis y también nos permitio establecer que
no todas las plantas responden de la misma forma a estos, por lo que su comparacion abre
la posibilidad de indagar mecanismos complejos del desarrollo en relacion al entorno que

de otra forma se mantendrian desconocidos.



INTRODUCCION

Las plantas son organismos con una gran plasticidad en su desarrollo, ya que se trata de
organismos sésiles que tienen que adaptarse rapidamente a su entorno. En condiciones
naturales, la parte aérea de las plantas se desarrolla expuesta a la luz para poder llevar a
cabo la fotosintesis y el intercambio gaseoso CO,/O,, mientras que la raiz, que cumple
funciones tales como la absorcién de agua y nutrientes, crece generalmente en la oscuridad
dentro del sustrato. La obtencion de recursos como el H,O y los minerales son esenciales
para el metabolismo de la planta y depende en gran medida de la capacidad de desarrollo de
la raiz (Taiz y Zeiger, 2010; Mauseth, 2014). En algunas plantas la raiz puede desempefar
ademas otras funciones, como es el almacenaje de carbohidratos o la creacidn de vastagos

como forma de reproduccion asexual (Waisel et al., 1991; Mauseth, 2014).

El estudio del desarrollo en la raiz de Arabidopsis se ha convertido en un excelente modelo
para estudiar los procesos de proliferacion y diferenciacion celular por la robustez de este
proceso, su relativa simplicidad y la facilidad con que se pueden observar los linajes

celulares (Dolan et al., 1993; Malamy y Benfey, 1997).

Estructura de la raiz de Arabidopsis thaliana (L.) Heynn.

La raiz muestra tres zonas a lo largo de su eje apico-basal (Figura 1A): la zona distal es la
zona meristematica, que como su nombre lo indica, es una zona con una tasa alta de
proliferacion celular, en esta region las células ademas de dividirse también aumentan su
tamafio (Dolan et al., 1993). La segunda zona es la de elongacion, donde las células siguen
aumentando su tamafio pero ya no hay proliferacion celular y finalmente la zona més basal,
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es la de diferenciacion, en la cual las células maduran hasta diferenciarse por completo y
conformar los diferentes tejidos de la raiz. El inicio de esta Gltima zona est4d marcada por la
formacién de los pelos radicales (Dolan et al., 1993). La zona meristematica puede ser
subdividida en dos dominios: el dominio de proliferacion celular, que abarca la region
distal de la zona meristematica y el dominio de transicion, ubicada en la region basal de

ésta zona (lvanov y Dubrovsky, 2013).

A B

A

Zona de
dif erenciacion
-

Zona de
elongacion

Epidermis
L Cortex
s Endodermis
g
z 8 Periciclo
M=
s — -
£ Tejido vascular

Figura 1. A) Zonas en las que se divide la raiz a lo largo del eje apico-basal (Imagen
modificada de Jalean et al., 2012). B) Disposicion de los tipos celulares en la raiz en capas
concéntricas en un corte transversal (Imagen modificada de Malamy y Benfey, 1997).
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El proceso de maduracion de las células ocurre a diferentes ritmos dependiendo del tejido al
que darén lugar (Dolan et al., 1993). Sin embargo, si se observa la raiz en un plano
transversal, los diferentes tejidos que la forman se pueden apreciar en capas concéntricas,
cuya organizacién y numero de células que las conforman son constantes (Figura 1B;
Dolan et al., 1993). En Arabidopsis, la capa mas externa es la epidermis, seguida del
cortex, la endodermis y finalmente en el centro se encuentra un cilindro que es el tejido

vascular (Figura 1B y 2; Dolan et al., 1993).

Centro

quiescente Epidermis  Cértex

Cofia

Figura 2. Tipos celulares del meristemo de la raiz en Arabidopsis thaliana ecotipo
Columbia (Col-0). Raiz aclarada de 3 dias post-germinacion (dpg) y visualizada con
iluminacion de Nomarski.
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El meristemo esta compuesto por células iniciales que se encuentra rodeando al centro
quiescente (CQ) formado por cuatro células, las células iniciales daran lugar a todos los
tejidos de la raiz. Si vemos al meristemo en un plano transversal se puede observar sobre el
CQ a las celular iniciales que daran origen al tejido vascular, las células iniciales del cortex
y la endodermis se encuentran a los costados del CQ, mientras que las células iniciales de la
columela se localizan debajo del CQ y a los costados de las iniciales de la columela se
aprecian las células que daran lugar a la epidermis y la cofia lateral (Dolan et al, 1993;
Figura 3). Esta region se encuentra cubierta por la cofia (Dolan et al., 1993) que le

proporciona proteccién al meristemo (Arnaud et al., 2010).

Tejido Cortex

Endodemmis provascular Epidermis

Iniciales de

Iniciales de Tejido vascular
Coértex’Endodermis
Iniciales de
Epidermis/Cofia lateral
Cofia
lateral
Centro
Quiescente

Columela

Iniciales de
Columela

Figura 3. Tipos celulares del meristemo de la raiz de Arabidopsis (Imagen modificada de
Nawy et al., 2005).
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Para tener una mayor area de absorcion, la raiz primaria se ramifica desarrollando raices
laterales (Waisel et al., 1991; Mauseth, 2014) a partir de las células del periciclo (Dolan et
al., 1993; Malamy y Benfey, 1997; Mauseth, 2014). La ubicacion de estas células define su
competencia para producir un primordio de raiz lateral (RL) (Van Norman et al., 2013). En
Arabidopsis, si observamos un corte transversal corresponden a las células del periciclo que

se encuentran proximas al protoxilema (De Smet et al., 2007).

El desarrollo de las raices laterales se puede dividir en ocho estadios, los primeros siete
corresponden al desarrollo del primordio de la RL, mientras que el octavo es la emergencia
del mismo (Malamy y Benfey, 1997). En el primer estadio, se puede observar un aumento
en las divisiones anticlinales del periciclo donde se formara el primordio de la RL (Figura
4A). El segundo y tercer estadios se caracterizan por divisiones periclinales que generan
nuevas capas, en el segundo estadio se forma una capa externa (CE) derivada del periciclo
que ahora es la capa interna (ClI), mientras que en el tercer estadio la CE se divide en CE1 y
CE2 (Figura 4B-C). En el cuarto estadio, la ClI se divide de manera periclinal, formando la
CI1 y CI2 en esta etapa el primordio atraviesa la endodermis (Figura 4D). En la quinta
etapa de desarrollo, las células centrales de la CE1 y CE2 se dividen anticlinalmente,
formando cuatro células cubicas pequefias, las células adyacentes también se dividen
anticlinalmente generando 10-12 células en la CE1, de igual forma las células de la CI2 se
alargan radialmente y se dividen anticlinalmente; en este punto el primordio se encuentra
atravesando el cortex (Figura 4E-F). El primordio en la sexta etapa de desarrollo, sufre
varios cambios al mismo tiempo, la CE2 se divide periclinalmente, formando la CE2a y
CE2Db, las cuatro células centrales de la CE1 se dividen periclinalmente, mientras que las

células centrales del primordio derivadas de la Cl2 se elongan, adquiriendo la forma
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caracteristica de las células del tejido vascular y a su alrededor se pueden observar tres
capas que corresponden a la epidermis, el cortex y la endodermis, en este momento el
primordio comienza a atravesar la epidermis (Figura 4G-H). En el séptimo estadio, las
células contintan dividiéndose anticlinalmente (Figura 41). Al llegar a la etapa de
emergencia, el primordio finalmente atraviesa la epidermis de la raiz primaria, este
alargamiento parece deberse principalmente a la elongacion de las células preexistentes
(Figura 4J-K). Una vez que se da la emergencia de la raiz primaria, se pueden observar
divisiones Unicamente en las células meristeméaticas de la RL, lo que indica que el
meristemo es funcional y se considera que ya es una RL y no un primordio (Malamy y

Benfey, 1997; Figura 4L).
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Figura 4. Estadios de desarrollo de los primordio de RL de raices de 2 a 6 semanas de
edad. A) Estadio I, las flechas indican divisiones del periciclo. B) Estadio. C) Estadio IlI.
D) Estadio IV. E) Estadio V, la flecha indica una divisién anticlinal en las células centrales
de la CE1 y CE2 y F) Estadio V las flechas indican 2 divisiones anticlinales en la CE1 y
CE2, la flecha corta indica la regién en la cual las células de la CI2 se expanden y dividen.
G) Estadio V1, las flechas indican la formacion de una nueva capa por division periclinal de
la CE2 y H) Estadio VI, la flecha indica la division periclinal de las cuatro células centrales
de la CEL, la cabeza de la flecha indica el punto donde las células se elongan. 1) Estadio
VII. J) y K) Emergencia del primordio de RL. L) RL totalmente emergida. Barra 50um CE
capa externa, Cl capa interna, RL raiz lateral (Imagen modificada de Malamy y Benfey,
1997).
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La organizacion de los tejidos que conforman la RL es similar a la de la raiz primaria, sin
embargo, el nimero de filas de células en los tejidos es més variable en comparacion con la

raiz primaria (Dolan et al., 1993).

El desarrollo de raices laterales asi como la de los pelos radicales depende en parte de la
disponibilidad de los nutrientes (Waisel et al., 1991; Mauseth, 2014). En Arabidopsis se ha
visto que niveles bajos de fosfato provocan un aumento en el nimero (Kutz et al., 2002;
L6pez-Bucio et al., 2002) y densidad de raices laterales (Linkohr et al., 2002; Lopez-Bucio
et al., 2002), mientras que el aumento en la concentracion de fosfato reprime su elongacion
(Linkohr et al., 2002). Altas concentraciones de nitrato inhiben el desarrollo de RL (Zhang

et al., 1999) y reprimen su elongacion (Linkohr et al., 2002).

Efecto de las hormonas en el desarrollo de la raiz.

El desarrollo es un proceso complejo en el que la expresion genética se da de manera
coordinada en respuesta a sefiales enddgenas, asi como sefiales ambientales y las hormonas

tienen un papel importante en la coordinacion de éstos (Wolters y Jurgens, 2009).

El crecimiento es el resultado de la proliferacion y elongacion celular y depende de una
intrincada red de estimulos, tanto exdgenos como enddgenos (Garay-Arroyo et al., 2012).
En la raiz, la proliferacion y elongacion celular, asi como la transicién entre estos dos
procesos, requiere de la participacion de varias hormonas cuyos maximos de concentracion
tienen una distribucién diferencial a lo largo del eje apico-basal de la raiz y entre tejidos

(Garay-Arroyo et al., 2012; Figura 5A).
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Las auxinas, tienen un papel sumamente importante en el establecimiento, organizacién y
mantenimiento del meristemo de la raiz, asi como en los procesos de proliferacion y
elongacion. Mutantes en la sefializacion de auxinas por ejemplo: shy2-2 o el triple mutante
tirl-1 afb2-1 afb3-1 se ven afectados en el desarrollo de la raiz (Kim et al., 1996; Reed et
al., 1998a; Tian y Reed, 1999; Dharmasiri et al., 2005; Garay-Arroyo et al., 2012).
Mientras que mutantes en su transporte: agrl-2, agr-1, agr-2, agr-3, muestran una

respuesta gravitropica disminuida (Bell y Maher, 1990; Xu et al., 2013).

La distribucion del acido indol-3-acético (IAA) depende de su difusion al interior de las
células de su forma protonada (IAAH), su transporte a largas distancias por el floemay su
transporte célula-célula el cual es polar, es decir se transporta de manera unidireccional,
(Taiz y Zeiger, 2010). El pH neutro del citoplasma hace que el IAAH se desprotone (IAA_)
lo que evita su difusion hacia fuera de la célula y requiere de transportadores activos para
que lo saquen (Li et al., 2005). Existen transportadores de influjo como AUX (Swarup et
al., 2004; Yang et al., 2006; Carrier et al., 2008) y LAX (Swarup et al., 2008; Péret et al.,
2012), asi como transportadores de eflujo: PIN, PIN-Like (PILS) y PGP (Noh et al., 2001,
Blilou et al., 2005; Geisler et al., 2005; Wisniewska et al., 2006; Barbez et al., 2012;
Mohanta et al., 2015). La localizacién polar de los transportadores en la membrana celular

es dinamico debido a su movilizacion en compartimentos endosomales (Xu et al., 2013).

Para mantener la proliferacion celular en el meristemo de la raiz se requieren niveles
elevados de auxina en relacion a los niveles de citocininas, mientras que para la transicion a
la diferenciacion celular se requieren niveles relativamente altos de citocininas con respecto

a los niveles de auxinas (Dello loio et al., 2007, 2008a y 2008b; Ruzicka et al., 2009;
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Moubayidin et al., 2009 y 2010; Bishopp et al., 2011; Garay-Arroyo et al., 2012). De esta
forma, el triple mutante en la sintesis de citocininas ipt3 ipt5 ipt7 o un mutante en su
sefializacion ahk3, tienen una raiz més larga que la planta silvestre y un meristemo mas

grande (Miyawaki et al., 2006; Dello loio et al., 2007; Garay-Arroyo et al., 2012).

Otras hormonas que también participan en el desarrollo de la raiz son: los
brasinoesteroides, que tienen un papel en la expansion y divisién celular y potencian el
efecto de las auxinas (Mouchel et al., 2006; Gonzalez-Garcia et al., 2011; Garay-Arroyo et
al., 2012; Lee et al., 2013; Vilarrasa-blasi et al., 2014; Chaiwanon y Wang, 2015; Drisch y
Stahl, 2015). Las giberelinas, participan en la regulacion del crecimiento de la raiz
induciendo la proliferacion celular y la elongacion, principalmente afectando las células de
la endodermis (Fu et al., 2003; Ubeda-Tomas et al., 2008 y 2009; Achard et al., 2009;
Moubayidin et al., 2010; Garay-Arroyo et al., 2012; Lee et al., 2013; Drisch y Stahl, 2015).
Mutantes en la sefializacion y sintesis de estas hormonas tienen un fenotipo de raiz corta
(Fu et al., 2003; Achard et al., 2009; Ubeda-Tomas et al., 2009; Garay-Arroyo et al., 2012;
Lee et al.,, 2013; Chaiwanon y Wang, 2015). El acido abscisico (ABA) a bajas
concentraciones induce la elongacion celular, inhibe la diferenciacion del nicho de células
troncales y participa en el mantenimiento del CQ (Garay-Arroyo et al., 2012; Lee et al.,
2013; Drisch y Stahl, 2015). El etileno inhibe la elongacion celular y es capaz de promover
la division celular en el CQ (Garay-Arroyo et al., 2012; Lee et al., 2013; Drisch y Stahl,

2015).

Numerosos genes que son regulados por hormonas participan en el desarrollo de la raiz y

mutantes en estos presentan fenotipos aberrantes (Scheres et al., 2002; Figura 5B).
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Figura 5. A) Distribucion diferencial de las hormonas en la raiz (Imagen modificada de
Garay-Arroyo et al., 2012). B) Genes involucrados en el desarrollo de la raiz (Imagen
modificada de Scheres et al., 2002).

Efecto de la luz en el desarrollo de la raiz.

La luz es un recurso invaluable para las plantas, ya que requieren de esta energia para llevar
a cabo la fotosintesis y por lo tanto la obtencién de carbohidratos necesarios para su
desarrollo, que son transportados a toda la planta. La mayor captacion de luz se da en las
hojas, pero no toda la planta se desarrolla en contacto con la luz, la raiz generalmente se
desarrolla dentro del sustrato (Mauseth, 2014). Esto no quiere decir sin embargo, que la luz
no tenga ningun efecto sobre la raiz, ya que este érgano puede percibir cuando se encuentra

expuesta a la luz y muestra un fototropismo negativo (Lamix et al., 2008; Burbach et al.,
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2012; Mauseth, 2014). De hecho, se ha encontrado la presencia de fotorreceptores en la
raiz, como son los fitocromos A y B que responden al rojo /rojo lejano en la cofia de la raiz
(Kutschera y Briggs, 2012), asi como la fototropina 1, que responde a la luz azul, y se sabe
que participa en el fototropismo. Esta proteina se encuentra en la zona de elongacion y la

cofia (Sakamoto y Briggs, 2002).

El comportamiento de la raiz ante la presencia de luz varia dependiendo de la especie que
se trate y el tipo de luz a la cual sea expuesta, un ejemplo es la raiz de maiz que presenta un
fototropismo negativo dréstico y al ser expuesta a luz blanca cambia la direccion de su
crecimiento drasticamente, haciendo una vuelta en U (Figura 6), en lo que se puede

denominar una conducta fotofébica (Burbach et al., 2012).

Crecimiento en
obscuridad

Crecimiento en luz

Figura 6. Conducta fotofébica de la raiz de maiz al ser expuesta a luz blanca (Imagen
modificada de Burbach et al., 2012).

21



En Arabidopsis se ha encontrado que la luz (particularmente, la luz roja) juega un papel
importante en la distribucion del transportador de auxinas PIN2, provocando cambios en la
distribucion de auxinas y por lo tanto alterando el crecimiento de la raiz (Laxmi et al.,

2008).

Carbohidratos y su efecto en el desarrollo.

Los carbohidratos son la principal fuente de energia para los organismos. En plantas una
vez sintetizados pueden ser transportados a sitios donde se requiere la obtencion de energia
0 pueden acumularse como reserva. La glucosa, producto de la fotosintesis, es una
molécula reactiva con un gran poder reductor, por lo que para su transporte, es convertida
en el citosol a sacarosa o trehalosa, que son moléculas poco reactivas, de estas dos
moléculas, la sacarosa es el carbohidrato principal de exportacion y se transporta a través

del floema (Taiz y Zeiger, 2010).

Para formar una molécula de sacarosa, la glucosa debe pasar por algunas modificaciones;
primero es transformada a glucosa-6-fosfato por la accion de la hexokinasa utilizando una
molécula de ATP, luego la fosfoglucomutasa la convierte en glucosa-1-fosfato, para
finalmente pasar a UDP-glucosa por medio de la UDP-glucosa pirofosforilasa con la
adicion de una molécula de UDP, la UDP-glucosa puede ser unida a una fructosa por la
sacarosa sintetasa y asi formar sacarosa, la cual puede ser nuevamente fragmentada en
glucosa y fructosa por la accion de la invertasa que se encuentra en el citosol, la pared

celular y en vacuolas (Taiz y Zeiger, 2010).
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Por otra parte, la glucosa para ser almacenada se transforma a almiddén en el cloroplasto

(Taiz y Zeiger, 2010).

La cantidad de carbohidratos acumulados actian como un regulador metabdlico de la
planta: bajos niveles de carbohidratos en los tejidos que requieren energia, estimulan el
aumento en la tasa fotosintética y la utilizacién de moléculas de reserva; mientras que altos
niveles de carbohidratos estimulan el crecimiento y la sintesis de moléculas de reserva
(Davies, 2004; Taiz y Zeiger, 2010). En Arabidopsis la hexokinasa (HXK1) se ha
identificado como un sensor de glucosa (Jang et al., 1997), mientras que las proteinas
cinasas SNRK1 y TOR censan la presencia de carbohidratos y regulan el metabolismo y el
desarrollo de la planta dependiendo de su estado metabdlico (Smeekens et al., 2010). TOR
es esencial para el desarrollo de las planta, ya que cuando se ha eliminado la expresion de este
gen en Arabidopsis, esta mutacion resulta letal para la planta (Sheen 2014; Barrada et al., 2015).
Sin embargo, el fenotipo del mutante tor post-germinacion generado por un RNAI
inducible por estradiol, muestra un fenotipo de raiz corta (Xiong et al., 2013; Barrada et al.,
2015), este fenotipo es una muestra de el importante papel que juega el estado metabolico

de la célula en el desarrollo.

Debido a que los carbohidratos no son moléculas que se encuentren libres en el ambiente, la
adicion de carbohidratos exdgenos en el medio de crecimiento pueden modificar algunos
rasgos del crecimiento de la raiz, como son la velocidad de crecimiento y la arquitectura
radicular, ademas de afectar el desempefio de algunas hormonas y procesos complejos

como la direccionalidad del crecimiento de la raiz. De tal forma, se ha observado que las

23



raices de Arabidopsis crecidas en medio que contiene sacarosa, crecen mas rapido, en
comparacién con las raices de las plantas crecidas sin la adicion de ésta (Dolan et al.,
1993). Sin embargo, las raices de las plantas 2 dias post-germinacion (dpg) crecidas en
ausencia de sacarosa, desarrollan vacuolas méas tempranamente que las raices de las plantas
crecidas en medio con 1 % de sacarosa. En etapas de desarrollo posteriores, las raices en
presencia de sacarosa pueden presentar algunas alteraciones en el tamafio de las células del
meristemo, siendo éstas mas pequefias mientras que las células de la columela son més
grandes, aunque estos cambios no parecen tener repercusiones en la organizacion del
meristemo (Dolan et al., 1993). Por otra parte, se sabe que la adicién de glucosa al medio
puede llegar a inhibir el desarrollo de la planta (Zhou et al., 1998; Cheng et al., 2002; Le6n

y Sheen, 2003).

También se ha visto que la glucosa afecta la distribucion de las auxinas, al alterar los
estados de activacion del complejo heterotrimérico de las proteinas G, el cual regula la
localizacion de los transportadores PIN y por lo tanto la distribucién de auxinas en la raiz,
aumentando la produccion de raices laterales y por ende modificando la arquitectura de la
raiz (Gupta et al., 2009; Booker et al., 2010). Los carbohidratos muestran una clara
interaccion con las auxinas y citocininas, afectando de manera conjunta el crecimiento y
desarrollo de la planta, ya que la adicion de glucosa o sacarosa induce la expresion de genes
involucrados en la biosintesis de auxinas, mientras que la adicion de glucosa afecta la
expresion de genes involucrados en la sefializacion y metabolismo de citocininas (Ljung et
al., 2015). Por ultimo se ha encontrado que la glucosa o la sacarosa afiadidas al medio
inhiben la respuesta gravitrépica de manera dosis dependiente (Singh et al., 2014). Por lo

tanto, aunque sabemos que los carbohidratos son importantes reguladores metabdlicos y
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que ademas acttan como moléculas sefializadoras a distancia, realmente desconocemos de
que forma pueden alterar el crecimiento cuando se adicionan al medio y son absorbidos por

la raiz.

La fuerza mecénicay su efecto en el desarrollo de la raiz.

La raiz crece a través de los sustratos esquivando y desplazando las particulas que los
componen y redirigiendo su crecimiento, o que se conoce como tigmotropismo negativo
(Migliaccio y Piconese, 2001). Sin embargo, siempre esta presente un efecto mecanico o
fuerza de friccion el cual sirve a su vez, como estimulo para modificar la direccion del
crecimiento de la raiz. La raiz de Arabidopsis tiene un crecimiento helicoidal no lineal, por
lo que las plantas cuando se crecen sobre un medio solido en cajas petri colocadas en
posicion vertical, son incapaces de penetrar el medio de cultivo con agar, produciendo que

la punta de la raiz re-dirija el crecimiento 180 grados (Migliaccio y Piconese, 2001).

Por otra parte, estudios en la raiz de Zea mays, la cual fue expuesta a fuerzas mecanicas que
iban de 0.08 a 0.15 Newtons, muestran cambios, tanto morfoldgicos como anatomicos. A
nivel de la organizacion del meristemo, se pueden observar capas extras de células,
divisiones oblicuas anormales, asi como también se aprecian cambios en el arreglo de las
células en la capa de la epidermis. En el caso de los cambios morfoldgicos, varian
dependiendo del tipo de fuerza mecanica que se aplique, mientras que los cambios
anatomicos observados, no parecen variar dependiendo del tipo de fuerza mecanica

(Mirabet et al., 2011; Potocka et al., 2011).

25



Por lo tanto, es factible que la friccién generada al crecer las plantas de Arabidopsis sobre
una superficie plana y dura como el agar, tenga un efecto adicional que altere el desarrollo

de la raiz.

26



ANTECEDENTES

En un estudio realizado por Xu y colaboradores (2013) se compard el crecimiento de
plantas de Arabidopsis entre dos sistemas de crecimiento: el sistema tradicional de
crecimiento en caja petri (TPG), donde toda la planta se encuentra expuesta a la luz y se
utilizé un medio MS al 0.8% con 3% de sacarosa; y un sistema de crecimiento en caja petri
“mejorado” (IPG) donde solo la parte aérea se encuentra expuesta a la luz y se utilizo el
mismo medio pero sin la adicion de sacarosa. Los resultados muestran que las plantas
crecidas en el sistema IPG presentaban una disminucion en el peso seco de la raiz, la
densidad de pelos radicales, la longitud de las raices laterales y la longitud total de la raiz;
mientras que las raices primarias eran mas largas, en relacion con las plantas que se
crecieron en el sistema TPG, aunque el peso seco de la parte aérea no mostrd cambios
significativos entre sistemas (Xu et al., 2013). Ademas en el mismo estudio, se observo que
el transportador de auxinas PIN2, se localizaba predominantemente en la membrana
plasmatica de las plantas crecidas en el sistema TPG; mientras que en las plantas crecidas
en el sistema IPG se localizaba predominantemente en el compartimento endosomal. No
solo eso, sino que la expresién, de PIN2 era significativamente mayor en las raices de las
plantas crecidas en el sistema TPG, que en las raices de las plantas crecidas en el sistema

IPG, respondiendo mas lentamente al estimulo gravitropico éstas ultimas.

Con base en éstas observaciones se puede sugerir, que la sacarosa y la exposicién de la raiz
a la luz, afectan el crecimiento de la raiz y la densidad de los pelos radicales, asi como la
expresion y distribucion de PIN2 y por lo tanto, el transporte de auxinas y la respuesta

gravitropica (Xu et al., 2013). Sin embargo, el sistema IPG aun no se ha popularizado como

27



un sistema modelo para estudiar el desarrollo. Alternativamente se han planteado diversos
sistemas para crecer plantas de Arabidopsis en hidroponia. Este método de crecimiento
permite un control méas fino en la nutricion mineral de las plantas, ademas de permitir la
obtencién de raices mas facilmente (Tocquin et al., 2003). Pero hasta donde sabemos, no se
ha hecho un estudio comparativo entre este sistema y el crecimiento convencional en caja
petri. Por lo tanto y debido a la poca evidencia experimental que existe sobre el efecto de la
luz, la adicion de sacarosa y la resistencia que provoca el agar al crecimiento de la raiz de
Arabidopsis, en este trabajo nos planteamos comparar dos sistemas de crecimiento: el
sistema convencional de crecimiento en caja petri (SCP) y un sistema de crecimiento en
hidroponia (SH), donde la raiz se desarrolla inmersa en un medio liquido, sin adicion de
sacarosa y en obscuridad, mientras que su parte aérea crece expuesta a la luz. Para poder
evaluar los efectos de estas condiciones en la raiz de Arabidopsis ecotipo Columbia (Col-
0), no solo se comparoé el crecimiento de las raices de plantas de tipo silvestre, sino que
también se evalud su efecto en dos mutantes distintos que desarrollan una raiz mas corta
que las plantas de tipo silvestre al crecerlas en caja petri y que previamente fueron
caracterizados: act2-5 y xal1-2 (Tapia-Lopez et al., 2008; Lanza et al., 2012). La razon por
la cual evaluamos dos diferentes mutantes es que la sensibilidad de estos a las diferentes

condiciones ambientales podia ser distinta con respecto a las plantas de tipo silvestre.

El mutante act2-5 presenta una mutacion en el gen ACTINA2 (ACT2), lo que ocasiona un
mayor dinamismo en la polimerizacion de los filamentos de actina y en consecuencia el
transporte de auxinas y la sefializacion de brasinoesteroides esta potenciada, generando un

fenotipo de raiz ondulada (Lanza et al., 2012 ; Figura 7A). Por otra parte, el mutante xall-2
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presenta una mutacion en el factor transcripcional XAANTAL1 (XAL1) perteneciente a la
familia de genes MADS-box tipo Il (Figura 7B) lo que genera un meristemo mas pequefio
con una tasa de proliferacion celular mas baja y un ciclo celular més largo que las plantas

de tipo silvestre (Tapia-Lopez et al., 2008).

WT act2-5 WT xall-2

Figura 7. Fenotipo de los mutantes de Arabidopsis act2-5 y xall1-2 comparadas con plantas
de tipo silvestre (WT). A) Mutante act2-5 y WT (Imagen modificada de Lanza et al.,
2012). B) Mutante xal1-2 y WT (Imagen modificada de Tapia-Lépez et al., 2008).
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HIPOTESIS

Si la luz, la adicién de sacarosa en el medio y/o la friccion dada por el medio solido afectan
el crecimiento de la raiz de Arabidopsis thaliana, las plantas silvestres y/o mutantes tendran

una arquitectura diferente al crecerlas en el sistema de hidoponia (SH).

OBJETIVO

Comparar el desarrollo de la raiz de Arabidopsis, al crecer las plantas en un sistema de
hidroponia sin sacarosa (SH), con respecto al crecimiento en caja petri con medio sélido y

sacarosa en donde las raices estan expuestas a la luz (SCP).

Objetivos especificos

» Establecer un sistema de crecimiento en hidroponia (SH) de plantas de Arabidopsis.

» Realizar una cinética de crecimiento de la raiz de plantas de tipo silvestre de
Arabidopsis en ambos sistemas de crecimiento (SH y SCP), para establecer el
tiempo en el que las raices en el SH alcanzan la misma longitud que las plantas en el
SCP.

» Comparar la longitud de la raiz primaria y el nimero de raices laterales de plantas
de tipo silvestre crecidas en el SHy en el SCP en un tiempo determinado.

» Comparar el desarrollo de la raiz de las plantas mutantes xall-2 y act2-5 crecidas en
el SHyenel SCP.

> De encontrarse diferencias en el crecimiento de la raiz entre ambos sistemas de
crecimiento, analizar si alguno de los componentes (luz, sacarosa o friccion) tiene

un efecto preponderante.
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MATERIALES Y METODOS

Semillas utilizadas.

Se utilizaron semillas de Arabidopsis thaliana tipo silvestre (WT) y los mutantes: xall-2
(Tapia-Lbpez et al., 2008) y act2-5 (Lanza et al., 2012) todos en ecotipo Col-0. Las
semillas se esterilizaron usando una solucion con 60 % de Hipoclorito de sodio al 5 % y
0.005 % de Tween 20 durante 5 minutos en agitacién, seguido de 5 lavados con agua

bidestilada estéril y se estratificaron a 4 °C durante tres dias.

Sistema de crecimiento en Caja Petri (SCP).

Se utilizaron caja petri con medio Murashige and Skoog (MS; Murashige y Skoog, 1962) al
0.2 X con 1 % de sacarosa 'y 1 % de agar, sembrando 12 semillas por caja petri (Figura 8).
Después de sembrar las semillas previamente esterilizadas, las cajas petri se colocaron de
forma vertical bajo condiciones de luz de dia largo (16 horas de luz y 8 horas de
obscuridad) a una temperatura de 22 ° C, humedad relativa al 50 % y una intensidad de luz
de 93.5-139 uE m™ s™. Las cajas petri fueron rotadas para evitar que la raiz creciera

inclinada hacia las zonas de menor luz y para que la luz fuera uniforme entre ellas.

Para los experimentos donde se probd el efecto de la obscuridad en la raiz, las cajas petri se
cubrieron con papel aluminio, dejando expuesta a la luz s6lo la parte aérea de las plantas

(Figura 9).
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Figura 8. Crecimiento de plantas de tipo silvestre de Arabidopsis thaliana ecotipo Col-0 en
el SCP, utilizando medio MS al 0.2X, con 1% de agar y 1% de sacarosa durante 11 dpg.

A B

amAluminio

Figura 9. Crecimiento de plantas en el SCP con la raiz bajo una intensidad de luz
significativamente disminuida. A) Caja petri con toda la planta expuesta a luz directa. B)
Caja petri con la parte aérea expuesta directamente a la luz y la raiz cubierta con

aluminio.
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Sistema de crecimiento en Hidroponia (SH).

Se usO el dispositivo para hidroponia Araponics (Araponics SA), que consiste de un
contenedor plastico obscuro de 1.5L de capacidad donde se coloca el medio liquido y una
tapa también obscura con orificios circulares donde se insertan 35 pocillos y un domo de
plastico transparente (Figura 10), a los pocillos se les corto la punta para facilitar la salida
de la raiz hacia el medio liquido (Figura 11B); estos se llenan con un sustrato sélido (Figura
11A) en el cual se siembran tres semillas por pocillo, una vez germinadas las semillas se
deja sélo una planta por pocillo (Figura 11A y C), el contenedor se cubre con un domo de
plastico transparente que se retira transcurridos 5 dias post-siembra (dps). Los contenedores
se conectan a una bomba de aire por medio de mangueras para mantener la aeracion del

medio liquido.

J0PUAIUOD
[op edej

Contenedor

‘ "<_T\ Pocillos

Figura 10. Componentes del dispositivo para hidroponia Araponics (Araponics SA,
Imagen modificada de www.araponics.com).
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Figura 11. Plantas de Arabidopsis thaliana de tipo silvestre (WT) crecidas en el sistema de
hidoponia (SH) con fibra de coco como sustrato. A) Plantas 9 dias post-germinacion (dpg).
B) y C) Planta 18 dpg, en B) se puede observar el desarrollo de la raiz en este sistema de
crecimiento.

Se probaron dos tipos de medios: MS (Murashige y Skoog, 1962) al 0.2 X sin sacarosa y la
solucion para hidroponia sugerida por el proveedor del dispositivo (Flora Series tierra e
hidroponia en su version para agua blanda), el cual estd compuesto por tres soluciones:
Flora Gro, Flora Bloom y Flora Micro 1 ml/L (El contenido de NO; y PO, de los dos

medios probados para este sistema de crecimiento se muestra en resultados en la tabla 1).

Los medios se remplazaron cada 7 dias para evitar contaminacion.
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También se probaron diferentes sustratos de soporte para la siembra de semillas en
hidroponia: agar al 0.65 % y al 0.8 % (refrigerados al menos un dia para que solidificaran y
no se disolvieran con el medio liquido), tela de algodon (manta), algoddn, gasa, fibra de
vidrio y fibra de coco estéril (Figura 11A).

Las plantas se crecieron en un cuarto de crecimiento bajo las mismas condiciones de

fotoperiodo y temperatura que en el SCP.

Sistema de crecimiento con las Plantas Sumergidas en el medio liquido (SPS).

Fueron utilizadas cajas de cultivo de 6 pozos (Greiner bio-one), con medio liquido MS al
0.2 X con 1 % de sacarosa (Figura 12A), cada pozo fue llenado con 3 ml de medio y se
sembraron tres semillas por pocillo (Figura 12B). Después de sembrar las semillas
previamente esterilizadas, las cajas se colocaron sobre un agitador rotatorio en condiciones

similares a los otros sistemas.

Figura 12. Sistema de crecimiento en cajas de cultivo de 6 pozos (SPS). A) Caja
multipozos con medio liquido. B) Pozo de caja de cultivo con 3 ml de medio liquido y tres
plantas WT 2 dpg.
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Medicion de las raices y analisis de datos.

Para obtener una imagen digital las cajas petri se escanearon y se midié la longitud de la
raiz de cada planta utilizando el programa Image J para PC. De las plantas crecidas en las
diferentes condiciones se contd el nimero de raices laterales emergidas, utilizando un
microscopio estereoscopico Olympus SZ60. Para el analisis estadistico, dependiendo de la
naturaleza de los datos se realizO una ANOVA de una via, seguida de una prueba de
multiples comparaciones de Tukey, o Prueba de T, utilizando el paquete estadistico para PC
GraphPad Prism 6. Para la prueba de Tukey, la significancia se indicd utilizando letras
mayusculas sobre las barras, barras con letras iguales no difieren significativamente entre
si, barras con letras diferentes son significativamente diferentes. En el caso de la Prueba de

T, la significancia se indico con asterisco sobre las barra.

Preparacion de muestras para Microscopia.

Se utilizo el método de fijacion, aclaracion y montaje de tejidos vegetales con loduro de

sodio (Nal; Modificado de Dubrovsky et al., 2009).

Fijacion: las plantas se fijan en una solucion de paraformaldehido al 2 % en 0.025 M de

PIPES, asegurandose de que la solucion las cubra por completo y se dejan en esta solucion

por 3 dias a 4° C.
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Aclaracion: las plantas se lavan 2 veces con una dilucion 1:5 de PIPES 0.1 M, luego se les
agreg6 una solucion de Glicerol al 30 % y DMSO al 2 % y se guardan a temperatura

ambiente.

Montaje de preparaciones: las raices se montan en una solucién de Nal 4.2 N, Na,S,03 8
mM, Glicerol 65 % y DMSO 2 % para aclarar los tejidos.
Las preparaciones de las raices fueron observadas en un microscopio éptico Olympus

BX60 y se tomaron imagenes utilizando el programa Image-Pro Insight.

Medicion del meristemo apical de la raiz en namero de células y longitud.

Se midio el tamafio del meristemo apical de la raiz en micrometros y se obtuvo el nimero
de ceélulas correspondientes a una fila de las células del cortex desde el CQ hasta la primer

célula elongada (Casamitjana-Martinez et al., 2003).
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RESULTADOS
Establecimiento del sistema de crecimiento en hidroponia (SH).

Para tener un sistema en el que las plantas de Arabidopsis crecieran con sus raices en la
oscuridad y sin adicion de sacarosa, se montd un sistema de crecimiento en hidroponia
(SH). Para esto, se utilizo el dispositivo Araponics (ver metodologia) y se evaluaron dos
medios liquidos: la solucion para hidroponia Flora Series tierra e hidroponia (ver
metodologia) recomendado por el fabricante y el medio que se utiliza cominmente para el
sistema de crecimiento en caja petri (SCP), medio MS al 0.2 X pero sin agar ni sacarosa.
Estos medios de cultivo tienen un contenido de nutrientes diferente entre si, mientras que el
medio MS al 0.2 X contiene una mayor cantidad de NOs , la solucion Flora Series contiene
una mayor cantidad de PO, (Tabla 1), sin embargo, el crecimiento de las plantas en ambos
medios fue igual (no se muestra). Se decidid entonces utilizar el medio MS al 0.2 X como
medio liquido para poder establecer comparaciones con el SCP sin que influyeran los

nutrientes.

Tabla 1. Comparacion de NO; y PO, entre los medios utilizados para el SH.

Medio Contenido de NO3 Contenido de PO,
MS al 0.2X 0.0274 M 100% 0.00087 M 100%
Solucién Flora Series 0.0035 M 13% 0.00107 M 122%

Molaridad (M)

Para seleccionar el sustrato sélido que sirve de soporte para la germinacion de las semillas,
se realizaron pruebas con 7 sustratos diferentes: agar al 0.8 %, agar al 0.65 %, tela de
algodon (manta), algoddn, gasa, fibra de vidrio y fibra de coco estéril, de los cuales la fibra

de coco resulté ser el mejor, ya que la raiz puede atravesarlo facilmente (Tabla 2).
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Tabla 2. Comparacién de sustratos utilizados para la germinacion de semillas en el SH'y su
efecto en el crecimiento de la raiz.

Sustrato Efecto
Agar 0.8 % Las plantas se desarrollan de manera adecuada, pero las raices
Agar 0.65 % se enroscan.

Tela de algodon La tela se deshace con el medio, se contaminay la raiz no
(manta) logra atravesar la tela para llegar al medio liquido.
Algoddn

Gasa

. — Inhibe la germinacion.
Fibra de vidrio

Las plantas se desarrollan de manera normal y permite el
crecimiento de la raiz llegando facilmente al medio liquido,
también permite la obtencién de la raiz completa para su
posterior analisis.

Fibra de coco

Cinética de crecimiento de la raiz de plantas de tipo silvestre de Arabidopsis crecidas

enel SCPyenel SH.

Una vez que establecio el sistema de hidroponia (SH), se realizO una cinética de
crecimiento de la raiz de Arabidopsis en cada sistema de crecimiento para establecer
tiempos equivalentes de desarrollo entre el SH y el SCP y se pudo observar que en el SH la
raiz crece mas lentamente al inicio, alcanzando el mismo tamafio que las plantas crecidas
en el SCP con un desfase de 4 dias (Figura 13). Este desfase en el crecimiento de la raiz se
redujo hasta un dia conforme se perfecciond la técnica de crecimiento en el SH, aunque
siempre se observé que en el SH el crecimiento es mas lento que en el SCP posiblemente

por la ausencia de la sacarosa (Dolan et al., 1993).
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Figura 13. Cinética de crecimiento de la raiz en ambos sistemas de crecimiento. Semillas
WT de Arabidopsis se sembraron simultaneamente en ambos sistema de crecimiento: SH y
SCP. Las raices de las plantas en el SCP crecen mas rapido, sin embargo su desarrollo se ve
limitado por espacio a los 12 dpg. Las barras indican el error estandar (n = 10-25 plantas
por cada tiempo).

Ya que en el SH la raiz puede crecer hasta edades avanzadas de la planta, a diferencia del
SCP que tienen espacio y medio limitado, se pudo hacer una cinética de la raiz hasta los 25
dpg. Donde se observé que la gréafica alcanza su plateau alrededor de los 21 dpg (Figura
13). Esto nos permitira, en el futuro, hacer andlisis en la tasa de proliferacion del meristemo

y su desarrollo hasta que la planta alcanza la madurez.

Comparacion del crecimiento de dos mutantes de raiz corta en el SCP y en el SH.

Una vez que determinamos que la raiz de las plantas de tipo silvestre crecen de forma

similar aunque con cierto desfase en ambos sistemas, quisimos averiguar si alguno de los
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mutantes de raiz mas corta que las plantas de tipo silvestre y cuyas mutaciones no estan
relacionadas entre si, tenian un crecimiento diferencial en respuesta a las condiciones

ambientales de ambos sistemas de crecimiento.

La raiz de Arabidopsis al ser crecida sobre una superficie dura como en el SCP, presenta un
crecimiento ondulatorio, debido a su crecimiento helicoidal y al tigmotropismo negativo
(Migliaccio y Piconese, 2001). Estas ondulaciones, se encuentran acentuadas en el mutante
act2-5 con respecto a las plantas de tipo silvestre como se muestra en la figura 7, pero
ademas, por datos del laboratorio sabemos que su raiz crece menos que la de las plantas de
tipo silvestre, por lo que cabia la posibilidad que la friccion a que esta sometida la raiz al
crecer sobre un medio sélido, podria influir sobre el retraso en el crecimiento y el fenotipo
observado en este mutante. Se crecieron las plantas de tipo silvestre y mutantes act2-5
durante 5 dpg en el SCP y 7 dpg en el SH que es cuando se observo que la raiz de las
plantas de tipo silvestre tuvo una longitud similar en ambos sistemas. Las raices de act2-5
en el SH mantuvieron el fenotipo de ondulacion, aunque no tan simétrico como en el SCP
(dato no mostrado). Pero mas importante que eso, no se encontrd una diferencia
significativa (P < 0.05) en cuanto a la longitud de la raiz entre ambos sistemas de

crecimiento (Figura 14A).

También, se cuantificé el nimero de raices laterales emergidas y se observo que ain
cuando en el SH se desarrolla un mayor nimero de raices laterales tanto en las plantas de
tipo silvestre como en las mutantes, act2-5 presenta un menor nimero de raices laterales

con respecto a las plantas de tipo silvestre (F@s124) = 87.07; P < 0.0001; Figura 14B). Las
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comparaciones de forma porcentual se muestran en la Tabla 3. Estos datos confirman
observaciones previas hechas en el SCP (Hernandez-Barrera, sin publicar) y nos muestran
que los fenotipos observados en act2-5 como: las ondulaciones, la raiz primaria mas corta 'y
menor cantidad de raices laterales que las plantas de tipo silvestre, son causa directa de la
mutacion y no en respuesta al ambiente, en particular al impedimento fisico provocado por

el medio sélido.
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Figura 14. Comparacion del crecimiento del mutante act2-5 con respecto a plantas WT en
el SH 7 dpg y en el SCP 5 dpg. A) La raiz de act2-5 es mas corta que las plantas WT
independientemente del sistema de crecimiento (F 125y = 15.73; P < 0.0001). B) Numero de
raices laterales en donde se observa que el mutante tiene menor cantidad que las plantas
WT aunque en el SH se incrementa su nimero para ambos genotipos (F 124y = 87.07; P <
0.0001). Las barras indican error estandar y las diferencias significativas se obtuvieron por
ANOVA de una via, seguida de una prueba de mdaltiples comparaciones de Tukey, los
resultados se indican utilizando letras mayusculas sobre las barras, barras con letras iguales
no difieren significativamente entre si, barras con letras diferentes son significativamente
diferentes (n = 29-40 plantas).
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Tabla 3. Porcentajes de la longitud de la raiz y nUmero de raices laterales de las plantas
WT y act2-5, crecidas en el SH y en el SCP mostradas en la Figura 14.

Porcentajes de la longitud de la Porcentajes del nimero de
raiz (mm) raices laterales
SCP WT 100% 100%
SCP act2-5 78.4% 47.9%
SHWT 100% 100%
SH act2-5 79.3% 85.9%

Por otra parte, utilizamos al mutante xall-2, el cual es un mutante de expresion nula para el
factor transcripcional de la familia de los MADS-box XAL1. Este gen esta implicado en la
proliferacion y elongacion celular y es regulado por las auxinas (Tapia-L6pez et al., 2008).
Se compard el crecimiento de la raiz de xall-2 con plantas de tipo silvestre a los 6 dpg en el
SH y simultaneamente se analizo el crecimiento de las mismas plantas en su equivalente en
el SCP a los 5 dpg. De manera sorpresiva, encontramos que la raiz del mutante xall-2 es
capaz de crecer en el SH mas del doble de lo que crece en el SCP, aunque sigue
desarrollandose lentamente con respecto a las plantas de tipo silvestre (Fgg6) = 196.9; P <
0.0001, Figura 15A y C). De forma similar al experimento anterior, el nimero de raices
laterales se vio significativamente incrementado en el SH tanto en las plantas de tipo
silvestre como en xall-2, aunque el mutante presenta menos raices laterales que las plantas

de tipo silvestre (F 96 = 270; P < 0.0001, Figura 15B).
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Figura 15. Comparacion del crecimiento de xal1-2 con respecto al WT en el SH de 6 dpg y
en el SCP a los 5 dpg. A) La raiz de xall-2 en el SH duplica su longitud en comparacion
con las plantas crecidas en el SCP, sin embargo sigue siendo mas corta que el WT en
ambos sistemas (F96 = 196.9; P < 0.0001). B) EI nimero de raices laterales se observa
incrementado en el SH con respecto al SCP, pero el mutante tiene una cantidad
significativamente menor que el WT (Fi o6 = 270; P < 0.0001). C) En el SH la raiz del
mutante xal1-2 logra crecer mas que lo observado en el SCP, casi igualando la longitud de
las plantas WT. Las barras indican error estandar y las diferencias significativas se
obtuvieron por ANOVA de una via, seguida de una prueba de multiples comparaciones de
Tukey, los resultados se indican utilizando letras mayusculas sobre las barras, barras con
letras iguales no difieren significativamente entre si, barras con letras diferentes son
significativamente diferentes (n = 25 plantas).
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Cuando comparamos el porcentaje de la longitud de la raiz del mutante xall-2 entre
sistemas con respecto a las plantas de tipo silvestre, se puede apreciar el aumento en SH,

casi igualando al crecimiento de las plantas de tipo silvestre (Tabla 4).

Tabla 4. Porcentajes de la longitud de la raiz y numero de raices laterales de plantas WT y
xall-2, crecidas en el SH 6 dpg y en el SCP 5 dpg (Ver Figura 15A-B).

Porcentajes de longitud de la raiz Porcentajes de nimero de raices
(mm) laterales
SCP WT 100% 100%
SCP xall-2 39.1% 30.6%
SHWT 100% 100%
SH xall-2 86.4% 89%

Al obtener un aumento tan dréstico en el crecimiento de la raiz del mutante xal1-2 en el SH,
se analizo si esta diferencia en el crecimiento de la raiz se debia a la proliferacion celular,
para lo cual se midi6 el tamafio del meristemo del mutante xall-2 en ambos sistemas de
crecimiento. Como se observa en la Figura 16A-C, efectivamente existe un aumento
significativo en cuanto al tamafo del meristemo (F 36 = 33.69; P < 0.0001) y el nimero de
células meristematicas (F 36 = 176.2; P < 0.0001) de xall-2 en el SH con respecto a su
tamafio en el SCP, mientras que el tamafio del meristemo de las plantas de tipo silvestre no

cambia significativamente entre ambos sistemas de crecimiento (P < 0.05).
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Figura 16. Tamafio de meristemo de xall-2 con respecto al WT crecidas en el SH 6 dpg y
en el SCP 5 dpg. A) La longitud del meristemo de xal1-2 es mayor en el SH que en el SCP,
no difiriendo significativamente de las plantas WT (F36 = 33.69; P < 0.0001). B) El
meristemo de xall-2 presenta un mayor numero de células en el SH comparado con el SCP
(Fa3s) = 179.2; P < 0.0001). C) Tamarfio del meristemo apical de la raiz de plantas WT y
xall-2 crecidas en el SH y en el SCP. La flecha indica el término de la zona meristemética
(ver métodos). Las barras indican error estandar y las diferencias significativas se
obtuvieron por ANOVA de una via, seguida de una prueba de multiples comparaciones de
Tukey, los resultados se indican utilizando letras mayusculas sobre las barras, barras con
letras iguales no difieren significativamente entre si, barras con letras diferentes son
significativamente diferentes (n=10 plantas).
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Nuestros datos indican que en el SH xal1-2 tiene un meristemo del 90.9% de la longitud de
las plantas de tipo silvestre (Tabla 5), aunque en éste sistema no se encontraron diferencias

significativas entre genotipos (P < 0.05; Figura 16A).

Tabla 5. Porcentajes de tamafio del meristemo apical de la raiz de plantas de Arabidopsis

WT y xall-2, crecidas en el SH 6 dpg y en el SCP 5 dpg (Ver Figura 16 A-B).

Porcentajes de tamafio del Porcentajes de tamario del
meristemo en longitud (um) meristemo en numero de células
SCP WT 100% 100%
SCP xall-2 61% 46.3%
SHWT 100% 100%
SH xal1-2 90.9% 74.2%

Estos resultados demuestran que el aumento en el crecimiento de la raiz de xall-2 en el SH,

se debe (al menos en parte) a un mayor numero de celulas en el meristemo.

Efecto de la luz y la sacarosa en el crecimiento de la raiz de xall-2.

Puesto que la raiz del mutante xall-2 puede crecer mejor en el SH con respecto al SCP,
probamos si la carencia de sacarosa y/o de luz en el SCP podrian suprimir su fenotipo. Para
ver el efecto de la sacarosa, las plantas de tipo silvestre y mutantes se crecieron en ausencia
y en presencia de 1 % de sacarosa; en ambos casos con la raiz expuesta a la luz y en un
medio solido de MS 0.2 X y 1 % de agar. Como se observa en la Figura 17A, solo la raiz de
las plantas de tipo silvestre mostraron una disminucion significativa en su longitud al

crecerlas sin sacarosa (Fsgs) = 238.5; P < 0.0001), mientras que el mutante no crecié mas,
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pero tampoco disminuy6 su crecimiento (P < 0.05). EI nimero de raices laterales tampoco

cambid entre tratamientos (P < 0.05; Figura 17B).

A continuacidn, se analizo el efecto de la obscuridad en la raiz. Para esto, se cubrieron con
papel aluminio las cajas petri con medio igual al experimento anterior y 1 % de sacarosa,
dejando expuesta a la luz sélo la parte aérea de las plantas y se comparé con las plantas
totalmente expuestas a la luz (Ver Materiales y Métodos). Los datos obtenidos no
mostraron diferencias significativas en ninguna de los genotipos en cuanto a la longitud de
la raiz, ni en el nimero de raices laterales entre estas dos condiciones (P < 0.05; Figura 17

C-D).
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Figura 17. Comparacion del crecimiento de xall-2 en ausencia de sacarosa o disminucion
en la intensidad de luz, en el SCP a los 5 dpg. A) xall-2 no muestra cambios en la longitud
de su raiz al ser crecida en el medio con y sin sacarosa (P < 0.05), mientras que el WT
presenta una pequefia, pero significativa disminucion (Fggs) = 238.5; P < 0.0001). B) En el
numero de raices laterales no se observan diferencias entre las plantas crecidas en medio
con sacarosa Y las crecidas en medio sin sacarosa (P < 0.05). C) La exposicion de la raiz a
luz directa no afecta el crecimiento de plantas WT ni xal1l-2 en medio con sacarosa (P <
0.05). D) El numero de raices laterales no cambia al crecer las plantas con la raiz expuesta a
la luz directa (P < 0.05). Las barras indican error estandar y las diferencias significativas se
obtuvieron en las graficas A, C y D por ANOVA de una via, seguida de una prueba de
maultiples comparaciones de Tukey y en la gréfica B por medio de una Prueba de T. Para la
prueba de Tukey los resultados se indican utilizando letras mayusculas sobre las barras,
barras con letras iguales no difieren significativamente entre si, barras con letras diferentes
son significativamente diferentes, en el caso de la Prueba de T, se indican con asterisco
sobre las barra (*P < 0.05; *WT vs xal1-2; n = 17-35).
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Al no encontrarse un efecto de la sacarosa o la luz directa en el crecimiento de la raiz del
mutante xal1-2 de manera independiente, se analizé su efecto de manera conjunta. Para esto
se crecieron plantas en el SCP, con la raiz expuesta a luz directa y 1% de sacarosa y se
compararon con plantas crecidas en el SCP con la raiz cubierta con papel aluminio (Ver
Materiales y Métodos) y sin sacarosa. Los datos obtenidos no mostraron cambios
significativos en la longitud de la raiz, ni en el numero de raices laterales de xall-2 entre
ambas condiciones (P < 0.05; Figura 18A y B), sin embargo las plantas de tipo silvestre
mostraron una disminucion significativa tanto en la longitud de la raiz (F@s92) = 256.6; P <
0.0001), como en el nimero de raices laterales (F(g9) = 44.21; P < 0.0001), al crecerse con
la raiz cubierta con papel aluminio y sin sacarosa (Figura 18A y B). Sin embargo, puesto
que la longitud de la raiz de las plantas de tipo silvestre, con la raiz cubierta con papel
aluminio sin sacarosa es igual al observado en ausencia solamente de la sacarosa (Figura
17A), ésta parece ser la principal fuente de induccién de crecimiento entre éstas

condiciones.

Por otra parte, si hay una clara disminucion en la emergencia de las raices laterales de las
plantas de tipo silvestre cuando estan cubiertas y sin sacarosa (Fsgg) = 44.21; P < 0.0001;

Figura 18B).
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Figura 18. Crecimiento de xall-2 con respecto a WT crecidas en el SCP con medio sin
sacarosa Yy con la raiz cubierta con papel aluminio a los 5 dpg. A) Existe una pequefia pero
significativa disminucion en la longitud de la raiz de las plantas WT crecidas con la raiz
cubierta y sin sacarosa con respecto a las crecidas con la raiz expuesta a la luz con sacarosa
(F@92) = 256.6; P < 0.0001). B) Sdlo las plantas WT muestra una disminucion en el nimero
de raices laterales al ser crecidas en medio sin sacarosa y con la raiz cubierta (Fgg) =
44.21; P < 0.0001). Las barras indican error estandar y las diferencias significativas se
obtuvieron por ANOVA de una via, seguida de una prueba de multiples comparaciones de
Tukey, los resultados se indican utilizando letras mayusculas sobre las barras, barras con
letras iguales no difieren significativamente entre si, barras con letras diferentes son
significativamente diferentes (n = 18-29).

También se obtuvo la relacion porcentual de xall-2 con respecto a las plantas de tipo

silvestre tanto en longitud como en numero de raices laterales (Tabla 6).

Tabla 6. Comparacion porcentual de la longitud de la raiz y nimero de raices laterales de
plantas WT y xal1-2, crecidas con la raiz cubierta con papel aluminio y sin sacarosa con
respecto a las crecidas con la raiz expuesta a la luz y con sacarosa (Ver Figura 18).

Porcentajes de Porcentajes de
longitud de la raiz namero de raices
(mm) laterales
WT raiz expuesta a la luz con sacarosa 100% 100%
xall-2 raiz expuesta a la luz con sacarosa 44.2% 22.6%
WT raiz cubierta y sin sacarosa 100% 100%
xall-2 raiz cubierta y sin sacarosa 47.4% 49.5%
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Estos resultados nos indican que la ausencia de sacarosa y/o de la luz directa no son los
causantes del aumento en la longitud de la raiz del mutante xal1-2 cuando lo crecemos en el
SH. De igual forma estas condiciones tampoco incrementan el nimero de raices laterales
como se habia observado tanto para las plantas de tipo silvestre como mutantes en el SH.
Por el contrario, la ausencia de luz directa y sacarosa conlleva una disminucién en el

namero de raices laterales en las plantas de tipo silvestre.

Efecto de la friccidon en el crecimiento del mutante xall-2.

Al no encontrar un efecto de la ausencia de sacarosa ni de la luz directa en el crecimiento
de la raiz del mutante xal1-2 cuando se crece en el SCP, se probo el tercer factor del SH, el
medio liquido. Para esto se crecieron las plantas en medio MS 0.2X liquido con 1 % de

sacarosa Y la raiz expuesta a la luz; utilizando cajas multipozos con aeracion por agitacion

(SPS; Ver Materiales y Métodos). La raiz de las plantas de tipo silvestre mostré un
aumento considerable en su longitud con respecto al obtenido en el SCP y en el SH
(comparar Figura 19A con la Figura 15A), en el caso del mutante xall-2 también se
observd un aumento en la longitud de la raiz en comparacion con el SCP, al crecer
practicamente lo mismo que en el SH (comparar Figura 19A con la Figura 15A). EI nimero
de raices laterales también se vio incrementado en la raiz de las plantas de tipo silvestre al
ser crecidas en el SPS, siendo aun mayor que el obtenido en el SH (comparar Figura 19B
con la Figural5B), sin embargo en el mutante xall-2, aunque mostré un aumento en
comparacion con los datos obtenidos en el SCP, este incremento no logro igualar el nimero

de raices laterales obtenido en el SH (comparar Figura 19B con la figura 15B).
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Figura 19. Crecimiento de plantas xall-2 con respecto al WT en el SPS 5 dpg. A) La
longitud de la raiz de las plantas WT es mayor en este sistema que en el SH y en el SCP
(panel derecho correspondiente a la figura 15A para mejor comparacion), mientras que la
raiz de xall-2 se desarrolla de forma parecida que en el SH. B) El nimero de raices
laterales de las plantas WT aumenta un poco con respecto a lo encontrado en el SH
(correspondiente a la grafica 15B), mientras que en xall-2 sélo se desarrollan la mitad
aproximadamente de las raices laterales cuantificadas en el SH. Las barras indican error
estandar y las diferencias significativas se obtuvieron por Prueba de T, se indican con
asterisco sobre las barra (*P < 0.05; *WT vs xal1-2; n = 11-14).
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Esto nos indica que la friccion ocasionada por el medio sélido es una fuerza limitante
importante en el desarrollo de la raiz tanto de plantas de tipo silvestre como del mutante
xall-2, suprimiendo parcialmente el fenotipo de raiz corta del mutante. Sin embargo,
debido al mayor crecimiento de las plantas de tipo silvestre en el SPS, las proporciones de
crecimiento del mutante con respecto a las plantas de tipo silvestre no alcanzan a las

obtenidas en el SH aunque superan a las del SCP (Tabla 7).

Tabla 7. Crecimiento proporcional de la raiz de plantas xall-2 con respecto a plantas WT
crecidas en el SPS (Ver Figura 19). Se incluyen los datos de la Tabla 4 para cuestiones
comparativas.

Porcentajes de longitud de la Porcentajes de nimero de raices
raiz (mm) laterales

SPSWT 100% 100%
SPS xal1-2 56.7% 40.8%

SCPWT 100% 100%
SCP xal1-2 39.1% 30.6%

SHWT 100% 100%
SH xal1-2 86.4% 89%

En el caso del nimero de raices laterales la friccion parece ser solo uno de los factores que
intervienen en su desarrollo en xal1-2 ya que en el SPS hay un nimero intermedio de raices

laterales con respecto al SCP y el SH.

Cabe mencionar que las plantas crecidas en el SPS sin sacarosa en completa obscuridad a
partir de la germinacion (3 dias después de la siembra) al igual que las plantas crecidas en

el SPS sin sacarosa expuestas a la luz son incapaces de crecer (Figura 20).
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WT xall-2

Figura 20. Crecimiento de plantas xall-2 con respecto al WT en el SPS sin sacarosa
cubiertos por completo con papel aluminio a partir del tercer dia post-siembra o expuestas a
la luz, 5 dpg. Al utilizar medio liquido sin sacarosa las plantas xall-2 asi como las WT son
incapaces de crecer, sin importar si se encuentran en completa obscuridad a partir del tercer
dia post-siembra o expuestas a la luz. Barra 5mm.

Por lo tanto, mientras que el medio liquido con luz es suficiente para un méaximo
crecimiento de la raiz primaria de xall-2 (Figura 19A); el desarrollo de la raiz primaria de
las plantas de tipo silvestre, no tiene el mismo comportamiento si la planta se encuentra
sumergida completamente en el medio liquido, como cuando se crece en el SH donde la

parte aérea esta en contacto con el aire (Figuras 19A y 21).
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SPS

Figura 21. Crecimiento de plantas WT en el SH 6 dpg y en el SPS 5dpg. La parte aérea de
las plantas cuando se crecen en el SH donde la parte aérea esta en contacto con el aire,
presenta un desarrollo mayor que cuando se encuentran sumergida completamente en el
medio liquido, donde la parte aérea se desarrolla pobremente mientras que la longitud de la
raiz se incrementa. Barra 5mm.
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DISCUSION

En este trabajo se evaluo el efecto de la luz, la sacarosa y la friccion en el crecimiento de la
raiz de Arabidopsis thaliana al comparar un sistema de crecimiento en hidroponia (SH),
otro sistema de crecimiento liquido in vitro al que se le puede agregar sacarosa (SPS) y el
sistema tradicional de crecimiento en caja petri (SCP). También se investigd si existe un
efecto diferencial en el crecimiento de la raiz de dos lineas mutantes afectadas en su
desarrollo previamente caracterizadas en el SCP, ya que su sensibilidad y respuesta no
necesariamente tiene que ser la misma que el de las plantas de tipo silvestre cuando se

modifica el ambiente.

El desarrollo de las raices y en general de toda la planta, se ve afectado por condiciones
ambientales como son la disponibilidad de agua y nutrientes, la temperatura, el sustrato, la
luz y las interacciones con otros organismos. Esta plasticidad de las plantas hace factible el
hecho de que un pequefio cambio en las condiciones bajo las cuales crece la planta

provoque modificaciones en su desarrollo.

Para realizar estudios en plantas se han empleado sistemas simples y practicos para su
crecimiento, sin embargo estos suelen presentar algunas condiciones no naturales para la
planta, como son, la exposicion de la raiz a la luz, la utilizacion de medios sélidos que
representan un impedimento mecanico para el crecimiento de la raiz, asi como la adicion de

carbohidratos al medio, generalmente sacarosa.

El sistema de hidroponia (SH) utilizado en este trabajo proporciona a la planta algunas
condiciones similares a las presentes en la naturaleza, como son el crecimiento de la raiz en

la obscuridad mientras la parte aérea se desarrolla expuesta a la luz, ademas de no emplear
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sacarosa afiadida al medio de cultivo. Sin embargo, la utilizacién de un medio liquido no es
una condicion que iguale la tierra, aunque reduce el impedimento mecénico que implica la
utilizacion de un medio con agar. Al ser crecidas en tierra las raices atraviesan por un
sustrato compuesto por particulas, entre las cuales se encuentran espacios ocupados por aire
y agua, por lo que la raiz se encuentra en constante contacto entre estas tres fases: sélido,
liquido y gaseoso. Si consideramos esto, podria ser mas parecida la interaccion de la raiz
entre el medio sélido y el aire que se presenta en el SCP, sobre todo por la presencia del
aire, que en el caso de un medio liquido podria no ser tan homogénea ni abundante, sin
embargo este medio solido que no se compone de particulas que la raiz pueda desplazar a

su paso, implica un impedimento mecanico mayor al que enfrenta la raiz en tierra.

Efecto de la luz en el desarrollo de la raiz.

Uno de los factores probados en este trabajo sobre el desarrollo de la raiz fue la luz.
Aunque la raiz presenta fotorreceptores y una clara respuesta ante la exposicion a la luz
como el fototropismo negativo (Sakamoto y Briggs, 2002; Lamix et al., 2008; Burbach et
al., 2012; Kutschera y Briggs, 2012), nuestros resultados muestran que por si misma la
exposicion de la raiz a la luz no afecta la longitud de la raiz primaria ni el nimero de raices
laterales (Figuras 17C y D) por lo que al parecer bajo condiciones estandar de crecimiento,
la luz no parece influir de forma importante en el crecimiento de la raiz. Sin embargo, en
combinaciéon con otras condiciones ambientales entonces pueden modificarse algunas

respuestas observadas (Ver siguiente seccion).
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Efecto de los carbohidratos en la arquitectura de la raiz.

Diversos estudios han demostrado que la adicion de carbohidratos en el medio afecta el
desarrollo de la raiz (Dolan et al., 1993; Gupta et al., 2009; Booker et al., 2010; Xu et al.,
2013; Singh et al., 2014; Gupta et al., 2015), considerando su naturaleza heterétrofa, no es
sorpresa que al crecer plantas de tipo silvestre en el SH o el SCP en ausencia de sacarosa, la
raiz no alcance la longitud observada en su presencia durante el mismo periodo de tiempo.
De hecho se ha demostrado que la adicion de carbohidratos estimula la proliferacion celular
(Gupta et al., 2009; Booker et al., 2010; Xu et al., 2013; Gupta et al., 2015; Ljung et al.,
2015). Sin embargo, el mutante xall1-2 crece mas en el SH en ausencia de sacarosa (Figuras
15Ay C) y la ausencia o presencia de esta no parece tener ningun efecto en su crecimiento
cuando se crece en el SCP (Figuras 17A y B). Una posible explicacion a estos resultados es
por la participacion de XAL1 en el ciclo celular (Tapia-Lopez et al., 2008; Garcia-Cruz et
al., sin publicar). Si XAL1 participa en un punto de control que censa la presencia de
carbohidratos, 0 més precisamente el estado metabolico de la célula, al no estar presente, el
ciclo celular continua lentamente sin importar el estado metabdlico de la célula, esto podria
explicar por que las plantas de tipo silvestre reducen su crecimiento en ausencia de sacarosa
(Dolan et al., 1993; Xu et al., 2013), mientras que el mutante xall-2 se muestra insensible a

la carencia de ésta (Figura 17A 'y 18A).

Se ha encontrado que la produccidn de raices laterales esta estrechamente relacionada con
la presencia de carbohidratos (Gupta et al., 2015; Singh et al., 2015). En la raiz de
Arabidopsis se ha visto un efecto estimulante de los carbohidratos sobre la tasa de
produccion de raices laterales dependiendo del carbohidrato que se trate, siendo la sacarosa

la que provoca un mayor aumento, seguida de la glucosa y la fructosa (Gupta et al., 2015).
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Ademas en el caso de estos tres carbohidratos su efecto estimulante en el desarrollo de
raices laterales es dosis-dependiente hasta el 3 % de carbohidrato afiadido en el medio,

mientras que a 5 % tiene un efecto inhibitorio (Gupta et al., 2015).

Por otra parte, se conoce el efecto de la glucosa como molécula sefializadora y se sabe que
la adicion de altas concentraciones de ésta (6 %), inhibe el desarrollo de la planta (Zhou et
al., 1998; Cheng et al., 2002; Leon y Sheen, 2003). Mutantes insensibles a altas
concentraciones de glucosa que son capaces de desarrollar la raiz, han resultado estar
afectados en genes que participan en la sefializacion de ABA (Cheng et al., 2002; Ledn y
Sheen, 2003). De forma interesante, ABA también estd implicado en el desarrollo de las
raices laterales (Shkolnik-Inbar y Bar-Zvi, 2010; Jones y Ljung, 2012). Recientemente se
ha establecido que la glucosa tiene un efecto inhibitorio en la produccion de primordios de
raices laterales del estadio I al 11, mientras que resulta estimulante en estadios del 1V al VI
asi como en las raices laterales emergentes (Gupta et el., 2015). Para que la glucosa sea
percibida y pueda inducir el desarrollo de raices laterales, interviene la via de hexokinasa
dependiente y la sefializacion de brasinoesteroides, asi como el flujo de las auxinas (Gupta
et al., 2015), que es controlado por transportadores de auxinas que son regulados a su vez
por el etileno (Singh et al., 2015). Todo esto indica que existe un “crosstalk” complejo
entre la sefializacion por carbohidratos y la sefializacion por hormonas en el desarrollo de la

arquitectura radical.

La sacarosa también ha mostrado tener un efecto estimulante en el desarrollo de raices
laterales en Glycine max, por medio de la activacion del gen GmNMHCS5 que es miembro
de la subfamilia de AGL17 (otro factor transcripcional del tipo MADS-box como XAL1)

que participa en el desarrollo de la raiz (Liu et al., 2015).
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Resulta interesante que los datos obtenidos en este trabajo muestran que la adicion de la
sacarosa en el SCP no es suficiente para inducir la emergencia de un mayor nimero de
raices laterales (Figura 17B). De hecho encontramos que se requiere de la presencia de luz
y sacarosa para que haya un aumento en el nimero de raices laterales en las plantas de tipo
silvestre (Figura 18B) y si bien estos factores en conjunto favorecen la induccion de las
raices laterales, nosotros encontramos que existe un mayor nimero de raices laterales al
crecer las plantas en el SH en ausencia de luz y sacarosa (Figura 15B). Lo que apoya la idea
de que el impedimento fisico es el principal inhibidor de la emergencia de raices laterales,
aungue desconocemos el tipo de interrelacion que puede ejercer durante el desarrollo de los
primordios de las raices laterales y su fisiologia. Faltaria por establecer si en el medio
liquido se genera un mayor nimero de primordios de raices laterales o si corresponde al
mismo ndmero que en el SCP. Cabe mencionar que el efecto que podrian tener los
metabolitos liberados por el agar en el desarrollo de la raiz, no fueron considerados en éste
trabajo, ya que previamente se observo que el agar utilizado no implica un cambio en el
desarrollo de las plantas (B. Garcia, comunicacion personal, 4 de mayo del 2016).
Ciertamente también observamos un efecto potenciador de la sacarosa en las plantas de tipo
silvestre cuando se adiciona en liquido, el cual seria sinérgico a la ausencia de la friccion

(Figura 19B).

De forma interesante, encontramos que la adicion de sacarosa y luz al crecer las plantas de
xall-2 en el SCP o en liquido (aunque de por si desarrolla menos raices laterales que las
plantas de tipo silvestre), no conlleva un aumento en el nimero de sus raices laterales,
como sucede en las plantas de tipo silvestre (Figuras 18B y 19B), indicando nuevamente la

falta de respuesta de este mutante al efecto inductivo de la sacarosa en el medio.
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Tampoco podemos descartar que en el SH, donde vemos un incremento en el crecimiento
de la raiz de xal1-2 ademas de la induccion de un mayor nimero de raices laterales en todas
las lineas utilizadas, comparado con lo observado en el SCP, exista un mayor transporte de
metabolitos (sacarosa y/o auxinas) hacia la raiz, compensando de esta forma la falta de
sacarosa en el medio. Para saber si esto tiene un papel en el desarrollo de xall-2 en el SH,
se tendria que medir la relacion que existe entre el peso de la parte aérea y la raiz en ambos

sistemas.

El medio liquido y su efecto en el desarrollo de la raiz.

El impedimento mecanico es una fuerza que limita y modifica el crecimiento de la raiz
(Migliaccio and Piconese, 2001; Mirabet et al., 2011; Potocka et al., 2011). Sin embargo,
cuando cuantificamos la longitud de la raiz primaria de dos mutantes, el mutante act2-5 con
un citoesqueleto alterado, que se pensaria podria ser mas susceptible al impedimento
mecanico, no mostrd cambio al crecerlo en el SH, con respecto a lo observado en el SCP,
siendo su raiz un poco mas corta que las plantas de tipo silvestre en ambos casos (Figura
14A). Es posible que la naturaleza de su mutacion como su sefializacion potenciada a
brasinoesteroides (Lanza et al., 2012) lo lleve a presentar un crecimiento maximo sin
importar los factores externos, o que el dinamismo en su citoesqueleto mas que una
desventaja le confiera una mayor plasticidad ante el impedimento mecanico por lo que éste

no afecta su crecimiento al enfrentarse a un medio sélido como el utilizado en el SCP.

Para el caso del mutante xall-2, los datos de longitud de la raiz en el SH, asi como los datos

en el SPS, donde se suprime en buena medida su fenotipo de raiz corta observado en el SCP
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con medio solido (Figuras 15A, 15C y 19A), nos hace pensar que esto se debe a la
eliminacion del impedimento mecénico o friccion (Okamoto et al., 2008), el cual estaria
afectando especificamente el crecimiento de este mutante, ya que demostramos que la
ausencia de la friccion es suficiente para aumentar el tamafio de su raiz, mientras que la luz
y la sacarosa por si solos (Figuras 17A 'y C) o en combinacion (Figura 18A) no son capaces
de inducir en el SCP el crecimiento de la raiz de xall-2 a las longitudes alcanzadas en

medio liquido (Figuras 15A 'y 19A).

El incremento en el tamafio del meristemo de xall-2 dado por un mayor numero de células
meristematicas podria indicarnos que la proliferacion celular se esta activando (aln en
ausencia de sacarosa) y que el incremento en el tamafio de la raiz no se debe solamente a un
aumento en la elongacion celular, pardmetro que tendréd que evaluarse posteriormente, sin
embargo, seria Util volver a realizar mediciones del tamafio del meristemo con un mayor
nimero de plantas, para descartar que un tamafo pequefio de muestra influyera en los

resultados obtenidos.

Existen varias posibilidades del porqué el SH y el SPS pueden reactivar la proliferacion
celular de xall-2 y aumentar en general el crecimiento de la raiz: a) el primero es que en
liquido, la ausencia de la friccion induzca una via de sefializacion independiente de XAL1
capaz de activar la proliferacion celular suprimiendo asi el fenotipo de xall-2; b) que exista
un efecto metabdlico, al recibir mas carbohidratos procedentes de la parte aérea. En el caso
del SPS donde la roseta casi no se desarrolla, la sacarosa estaria sustituyendo el transporte
desde la parte aérea, y/o ¢) en el SH donde la roseta logra desarrollarse mas, una posibilidad

es que se estén transportando una mayor cantidad de auxinas desde la parte aérea de la
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planta, lo que puede inducir la proliferacion celular, asi como estimular la emergencia de
raices laterales. Estas posibilidades podrian ser independientes o actuar en conjunto, o bien,
podria haber diferentes explicaciones dependiendo del sistema de crecimiento que se trate y
no una explicacion que englobe lo que sucede en todos los sistemas de crecimiento. Con
respecto a la primera posibilidad, no contamos con suficiente informacion como para

ahondar en el mismo, a continuacién mencionaré brevemente los puntos b y c.

TOR y la proliferacion celular.

Como mencioné anteriormente, una posible explicacion del por qué en el SH la raiz de
xall-2 crece mas que en el SCP, es que en este sistema la roseta de Arabidopsis se
desarrolla mejor (Figuras 15C y 21), por lo tanto es factible que se produzcan mas

fotosintatos que sean transportados a la raiz.

Para que se lleve a cabo la proliferacion celular se requiere de la integracion de un gran
numero de factores como la disponibilidad de nutrientes y en general un estado metabdlico
favorable para la ceélula (relacion carbono:nitrégeno). TOR es una cinasa Ser/Thr
perteneciente a la familia de PIKKs que actia como un integrador maestro de esta
informacion en eucariontes (Smeekens et al., 2010; Xiong et al., 2013; Sheen 2014;
Barrada et al., 2015), regulando la proliferacion celular y por lo tanto el crecimiento
(Smeekens et al., 2010; Xiong et al., 2013; Sheen 2014; Barrada et al., 2015). TOR es
esencial para el desarrollo de las planta, ya que cuando se ha eliminado la expresion de este gen
en Arabidopsis, esta mutacion resulta letal para la planta (Sheen 2014; Barrada et al., 2015). Sin

embargo, el fenotipo de tor post-germinacion generado por un RNAI inducible por
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estradiol, muestra un fenotipo de raiz corta cuya sefializacion es independiente de las

auxinas (Xiong et al., 2013; Barrada et al., 2015).

La adicion de sacarosa en el medio de cultivo, podria cambiar la relacion de fotosintatos
producidos por la planta vs los nutrientes adquiridos por la raiz. De hecho, desconocemos
en qué nivel estamos alterando el transporte sistémico, la sefializacion y la relacion
fuente/poza al agregar estos. El estudio de xall en el SH vs el SCP tal vez nos ayude a
desenmascarar estas vias de sefializacion. Sabemos que XAL1 es uno de los reguladores de
la proliferacion celular (Tapia-Lépez et al., 2008) pero en ausencia de este gen, la
proliferacion celular se estimula de forma independiente cuando las plantas son crecidas en
SH (Figura 16A-C). Por lo tanto, es posible que exista una sefializacion negativa entre
XAL1 y TOR de forma que en ausencia del primero, en el mutante xall-2 y con un mayor
aporte metabolico desde la parte aérea al crecerlas en el SH, la sefializacion por TOR seria
un factor candidato como activador de la proliferacion celular suprimiendo casi por
completo el fenotipo de raiz corta caracteristico del mutante xall-2. Ademas, la activacién
de TOR en ausencia de XAL1, explicaria la insensibilidad del mutante a la adicion de

Sacarosa.

En esta linea de pensamiento, el porqué no se revierte el fenotipo de xall-2 en el SCP sin
sacarosa en analogia con el SH, podria deberse a que la relacion roseta/raiz no es la misma
o0 la capacidad respiratoria es diferente en ambos sistemas. Siendo TOR un integrador de
sefiales metabolicas puede ser que la relacién de XAL1 y TOR no sea la misma al crecer las

plantas en el SCP o en el SH.
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Posible efecto del transporte de auxinas desde la parte aérea en la supresion parcial

del fenotipo de xall-2 en el SH.

Las auxinas juegan un papel importante en el desarrollo de la raiz, interviniendo en
procesos como la proliferacién y elongacion celular (Woodward y Bartel, 2005; Petrasek y
Friml, 2009; Wolters y Jirgens, 2009; Garay-Arroyo et al., 2012; Ubeda-Tomas et al.,
2012) asi como en la formacién de raices laterales (Calenza et al., 1995; Reed et al., 1998b;
Malamy y Ryan, 2001; Ljung et al., 2005; Moreno-Risueno et al., 2010; Jones y Ljung,
2012; Ljung, 2013). Su sintesis se lleva a cabo principalmente en la parte aérea de la planta
(Reed et al., 1998b; Ljung et al., 2001; Woodward y Bartel, 2005; Zazimalova et al., 2010;
Ljung, 2013) siendo transportada a la raiz a través del floema (Petrasek y Friml, 2009; Taiz
y Zeiger, 2010; Zazimalova et al., 2010), sin embargo se ha encontrado que también puede
ser sintetizada de novo en la raiz, siendo esto importante para mantener los niveles de
auxinas en el nicho de células troncales (Ljung et al., 2001 y 2005; Stepanova et al., 2005 y
2008; Swarup et al., 2007; Wolters y Jiirgens, 2009). Estos niveles son importantes para
mantener la relacion entre la proliferacion celular en el meristemo de la raiz y la transicion
a la diferenciacion celular, necesitando también niveles coordinados de citocininas (Dello
loio et al., 2007, 2008a y 2008b; Ruzicka et al., 2009; Moubayidin et al., 2009 y 2010;

Bishopp et al., 2011; Garay-Arroyo et al., 2012).

Es factible que en el SH un mayor crecimiento de la parte aérea en relacién con la raiz no
solo permita un mayor transporte de carbohidratos a la raiz, sino también una mayor
cantidad de auxinas. Esto explicaria el incremento en el tamafio del meristemo, asi como la
produccion de un mayor numero de raices laterales en el mutante e incluso en las plantas de

tipo silvestre para este Gltimo pardmetro.
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Cabe mencionar que la disponibilidad diferencial de oxigeno para la raiz entre los sistemas
probados podria estar modificando el desarrollo de la raiz, por lo que seria importante

cuantificar este parametro en futuros trabajos.

Los datos obtenidos en este trabajo abren las puertas a la utilizacién de sistemas de
crecimiento diferentes a los tradicionales para el analisis del desarrollo de la raiz y su
arquitectura, profundizando en el efecto de factores externos como posibles modificadores
de este proceso. Cabe mencionar que no se tomaron en cuenta otros factores diferenciales
entre los sistemas de crecimiento como la aeracion y que también pueden estar influyendo

en el crecimiento de las plantas.

Al demostrar que los mutantes responden de manera diferencial ante las mismas
condiciones externas de crecimiento, se deja un antecedente interesante para el crecimiento
de diversos mutantes afectados en el desarrollo, o en la funcién de hormonas para ver si su
crecimiento se ve alterado al modificar factores externos como en este sistema de

crecimiento de hidroponia (SH).

Los resultados de este trabajo nos aportan un sistema experimental, el cual nos permitira
explorar, bajo condiciones diferentes a las usadas comunmente, la funcién de XAL1 en el

desarrollo de la raiz.

En conjunto este trabajo es una pauta para que se analice el importante papel que juegan los
factores externos en el desarrollo, que aunque limitados por la carga genética de cada
organismo sin duda juegan un rol importante como modificadores de la expresion genética

y por lo tanto, son capaces de alterar los fenotipos.
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CONCLUSIONES

- Las raices de las plantas de tipo silvestre de Arabidopsis thaliana crecidas en el SH,
tienen un desfase en su crecimiento de 1-4 dias mas lento con respecto al crecimiento en el

SCP, llegando al plateau de la curva de crecimiento a los 21 dpg.

- La ausencia de la friccion, es suficiente para que haya un aumento considerable en el
crecimiento de la raiz primaria de las plantas de tipo silvestre de Arabidopsis, sin embargo,

la adicion de sacarosa al medio liquido potencia ain mas el crecimiento.

- ElI mutante xal1-2 incrementa al doble la longitud de su raiz al ser crecido en medio
liquido (SH o SPS) en comparacién con su crecimiento en el SCP, aunque sigue siendo méas
corta que las plantas de tipo silvestre. Este incremento se debe al menos en parte a un
aumento en la longitud de su meristemo, por lo que es posible que una via independiente de
XAL1 estd activando la proliferacion celular bajo estas condiciones de crecimiento. Sin

embargo, el mutante resulta ser insensible a la adicion de sacarosa.

- La raiz primaria del mutante act2-5 crece de forma similar tanto en el SH como en el SCP
indicando que su fenotipo se debe al cardcter de la mutacion y no es modulado por los

factores ambientales probados.

- En el SH se induce un mayor namero de raices laterales posiblemente debido a la carencia

del impedimento fisico 0 a una mayor oxigenacion.

- En el SCP, la luz y la sacarosa de manera conjunta inducen la emergencia de raices
laterales en las plantas de tipo silvestre. Sin embargo, el efecto que tienen estos factores en

el SPS, en el desarrollo de raices laterales es mayor que el observado en el SCP. Para estos
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casos pueden existir diferentes explicaciones: que la ausencia del impedimento fisico en
ambos sistemas liquidos induzca una mayor emergencia; que exista una mayor relacion
fuente/poza en el caso del SH, o que exista un efecto sinérgico de la ausencia de la friccion

y la adicion de la sacarosa.
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PERSPECTIVAS

- Obtencion de otros parametros celulares de la raiz del mutante xall-2 crecido en el SH,
como son: tamafo de células totalmente elongadas, duracion de ciclo celular, tasa de
produccion celular, tasa de crecimiento de la raiz, asi como realizar la medicion del
meristemo con un mayor numero de individuos. Esto para poder conocer los cambios en el

crecimiento de la raiz del mutante entre ambos sistema de crecimiento.

- Analizar si la respuesta a auxinas en la raiz del mutante xall-2 crecido en el SH es

diferente a la observada en el SCP, mediante la construccion DR5::GUS.

- Cuantificacion del peso seco de la roseta y la raiz en los diferentes sistemas de

crecimiento y obtencion de la relacion roseta/raiz.

- Determinar el nimero de raices laterales en cada estadio de desarrollo, ademas de otros
parametros como son la densidad de ramificacion (branching density) y la densidad de

eventos de iniciacion, en el SCP, SH y SPS.

- Medicion de la longitud de la raiz primaria y raices laterales en tierra.

- Analisis de la expresion de TOR en xal1-2 en los sistemas de crecimiento analizados.
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ABREVIATURAS

ABA
ACT2
ATP
AUX
CE

Cl
Col-0
CcQ
DMSO
dpg
dps
HXK1
1AA
IPG
LAX
MADS-box
MS
PGP
PIKKSs
PIN
PILS
RL
RNAI
SCP
Ser/Thr

acido abscisico
ACTINA2

adenosin trifosfato
AUXIN RESISTANCE
capa externa

capa interna

Columbia

centro quiescente
dimetil-sulfoxido

dias post-germinacion
dias post-siembra
hexokinasel

acido indol-3-acético
improved plant-growing

LIKE AUX

MCM1, AG, DEF, SRF-box

Murashige and Skoog

P-glycoprotein

Phosphatidylinositol 3-Kinase-Related Kinases

PIN FORMED
PIN-Like
raices laterales

RNA de interferencia

sistema de crecimiento en caja petri

serina/treonina



SH sistema de crecimiento en hidroponia

SnRK1 SUCROSE NON-FERMENTING RELATED PROTEIN KINASE1
SPS sistema de crecimiento con las plantas sumergidas

TOR TARGET OF RAPAMYCIN

TPG traditional plant-growing

UDP urudin difosfato

WT wild type

XAL1 XAANTAL1
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