(g)’.i_\:_)-l-'_!l.fr_gl‘ T e

%
S

3

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Maestria y Doctorado en Ciencias Bioquimicas

INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA

Determinacion de la participacion de la proteina AtLEA6-1 en el desarrollo de
raices de Arabidopsis thaliana.

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
Maestro en Ciencias

PRESENTA:
Harold Nicholay Diaz Ardila

TUTOR PRINCIPAL
Dra. Alejandra Alicia Covarrubias Robles
Instituto de Biotecnologia

MIEMBROS DEL COMITE TUTOR
Dra. Adriana Garay-Arroyo
Instituto de Ecologia
Dra. Svetlana Shishkova
Instituto de Biotecnologia

Cuernavaca, Mor., Marzo, 2020



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



RECONOCIMIENTOS

Al programa de maestria y doctorado en ciencias Bioquimicas de la Universidad Nacional

Autdnoma de México.

Al Concejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT) por la beca otorgada con numero de
becario 888203 y al apoyo brindado para el desarrollo de mi proyecto dentro del proyecto

FC1615 a cargo de la Dra. Alejandra Covarrubias Robles.

Al apoyo otorgado por el Programa de Apoyo para Estudios de Posgrado (PAEP) para la

asistencia a un congreso internacional.

Al maestro en ciencias Héctor Hugo Torres, por ayudarme, asesorarme y ensefiarme varias

de las técnicas que implemente durante este proyecto.

Al maestro en ciencias Inti Alberto Arroyo, por ayudarme, ensefiarme y brindarme todos los

materiales necesarios para el desarrollo de este proyecto.

Al Dr. Joseph Dubrovsky, por haberme asesorado, ensefiado y escuchado en varias ocasiones

con temas relacionados al desarrollo de este proyecto de investigacion.

A los miembros de mi comité tutoral por ser una parte fundamental en el desarrollo de mi

proyecto de investigacion:

A la Dra. Alejandra Covarrubias Robles, por confiar en miy brindarme la oportunidad de ser
parte de su laboratorio. Ademas, por darme los recursos y la asesoria necesarios durante

toda la maestria.



A la Dra. Adriana Garay-Arroyo, por haberme ensefiado a trabajar con las raices de
Arabidopsis thaliana durante mi pasantia de pregradoy por asesorarme durante el desarrollo

de mi proyecto de maestria.

A la Dra. Svetlana Shishkova, por tomarse el tiempo de leer detalladamente cada uno de mis

escritos, por asesorarme y apoyarme durante el desarrollo de este proyecto.

Finalmente, a todos los miembros del consorcio Covarrubias-Robles y a los miembros del
laboratorio del Dr. Joseph Dubrovsky por sus comentarios y apoyo para realizar mi proyecto

de maestria.



DEDICATORIAS

A mi mama Clayre Camila Ardila, por haberme apoyado desde pequefio a realizar todos mis
suefios. Sin tu ayuda mami, no hubiera sido posible haber logrado todo lo que he conseguido.
Te agradezco infinitamente todo el esfuerzo que has hecho por hacerme feliz, para darme la
mejor educacién posible y por todos los sacrificios que has tenido que hacer por mi hermana

y por mi.

A mi compafiera de vida Verdnica, por ser ese apoyo incondicional de todos los dias. Sin tu
amor no hubiera alcanzado el nivel de felicidad que tengo actualmente, has sido un motivo
de alegria desde que te conoci. Ademas, te agradezco infinitamente que me hayas
acompafiado durante esta travesia en México y por todas las que faltan. Aun me faltan

muchos afios por vivir y los quiero seguir viviendo contigo.

A mi hija Annie, por ser ese motor que me motiva a seguir adelante todos los dias. Desde el
dia que naciste has sido una luz que guia mi sendero y me da animos para continuar
progresando en mi vida profesional y personal. Te agradezco la comprension que has tenido
durante este tiempo, ademas, de todas las sonrisas, experiencias, caricias y amor que me has

regalado.

A mi hermana Lorette, por haber compartido conmigo toda nuestra infancia. Me ensefiaste
gue la familia es lo mas importante que podemos tener como seres humanos. Recuerdo con
mucho amor cada una de las experiencias que hemos vivido desde chiquitos, pues tu fuiste
y seguiras siendo la mejor amiga que he tenido, mi confidente incondicional y la mejor

hermana que pude haber deseado.

A mi tutoray amiga la Dra. Alejandra Covarrubias Robles, por haberme brindado la confianza
y la oportunidad de ser parte de su investigacion. Sin tu asesoria, ideas y ayuda nada de esto
hubiera sido posible. Ademas, te agradezco por todos los consejos y espacios que me

brindaste fuera de un ambito académico, fueron de gran ayuda e importancia para mi.



A mitutoray amiga la Dra. Adriana Garay-Arroyo, por haber sido mi primera mentoray quien
me ayudo a descubrir mi pasién por el desarrollo de las plantas. Aln recuerdo con mucha

alegria cuando me ensefiabas personalmente a trabajar en el laboratorio.

A mis amigos David, Luis, Brianda, Inti, Alexis, José, Jose, Héctor, Ingrid, Gustavo, Jorge y Kob
por brindarme una amistad incondicional durante la maestria. Gracias por todos esos

momentos inolvidables que me obsequiaron, me diverti bastante compartiendo con ustedes.

Finalmente, a todas aquellas personas con las cuales tuve la oportunidad de compartir
durante este tiempo, el espacio no me alcanza para agradecerle a cada uno de ustedes, sin
embargo, cada uno contribuyo con un granito de arena en el desarrollo de este proyecto y

en mi aprendizaje personal.



ABREVIATURAS

5"y 3’ UTR Region 5’ y 3’ no traducida

ABA Acido abscisico

ABF Factores de union a ABRE

ABRE Elementos de respuesta a acido abscisico
ADN Acido desoxirribonucleico

AHK Histidina quinasa de Arabidopsis

AREB Proteinas de union a ABRE

ARN Acido ribonucleico

ARR Regulador de respuesta de Arabidopsis
ATP Adenosin trifosfato

BR Brasinoesteroides

BrdU Bromodesoxiuridina

CBF Factor de union con C repetidas

cADN Acido desoxirribonucleétido complementario
CK Citoquininas

CQ Centro quiescente

dds Dias después de sembrada

ddt Dias después de trasplante

DE Desviacion estandar

DP Dominio de proliferacién

DREB Proteina de union a DRE

DRIP1/2 Proteina interactora con DREB2A 1/2
DT Dominio de transicién

EE Error estandar

ET Etileno

EtOH Etanol

GFP Proteina verde fluorescente

GRF7 Factor de regulacién del crecimiento 7



GTG Proteina G de tipo receptor acoplado a proteina G
GUS Enzima B-Glucoronidasa

IDP Proteina intrinsecamente desordenada

Iiri Indice de iniciacién de las raices laterales

INRA del francés Institut National Recherche Agronomique
IP Yoduro de Propidio

IPT ATP/ADP isopentenil-transferasa

JA Jasmonato

LAX3 del inglés Like AUX1 3

LDH Lactato deshidrogenasa

LEA Proteinas abundantes de la embriogénesis tardia
MDH Malato deshidrogenasa

MS Medio Murashige & Skoog

NAC Factor transcripcional NAM, ATAC y CUC

NaCl Cloruro de sodio

NCED 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa

NCT Nicho de células troncales

ns No significativo

pb Pares de bases

PCA Andlisis de componentes principales

PCR Reaccién en cadena de la polimerasa

POPP Perfil de probabilidad de proteinas u oligopéptidos
PRL Primordio de la raiz lateral

RAM Meristemo apical de la raiz

RL Raiz lateral

ROS Especies reactivas de Oxigeno

rTPCR transcriptasa reversa seguido de reaccion en cadena de la polimerasa
SA Acido salicilico

SLAC1 Canal anidnico lento tipo S



snRK2 Proteina Serina/Treonina quinasa tipo SRK2A

T-ADN Acido desoxirribonucleico de transferencia proveniente de una bacteria
Ws Accesion Wassilewskija de Arabidopsis thaliana

ZD Zona de diferenciacién

ZE Zona de elongacién

ZR Zona de ramificacion



RESUMEN

Las plantas responden a varios estimulos ambientales, percibiendo y generando una cascada
de sefializacion que da como resultado la traduccion y acumulacion de proteinas de
respuesta, como es el caso de las proteinas LEA (del inglés: Late Embryogenesis Abundant),
las cuales se expresan en diferentes condiciones de estrés, particularmente, en respuesta al
déficit hidrico. Las proteinas LEA se clasifican en siete grupos diferentes basados en la
similitud de aminodcidos, y la mayoria de estas proteinas se predicen como proteinas
intrinsecamente desordenadas (IDP). Este proyecto de investigacion se centrd en las
proteinas LEA del grupo 6 (LEA6). Las proteinas LEA del grupo 6 estan altamente conservadas
en monocotileddneas y dicotileddneas; la primera proteina reportada de este grupo es la de
Phaseolus vulgaris (PvLEAG). Anteriormente, en el laboratorio se descubrié que la proteina
PVLEAG6 se acumula en respuesta al déficit hidrico y a tratamientos con acido abscisico (ABA)
en la mayoria de los tejidos de diferentes 6rganos vegetales. Ademas, la PvLEA6 también se
acumula en regiones en elongacién de hipocétilos y raices de plantulas de frijol comun
cultivadas en condiciones de riego 6ptimo. En Arabidopsis thaliana, tres genes codifican
proteinas LEA del grupo 6 (AtLEA6-1, AtLEA6-2 y AtLEA6-3). Aunque las proteinas LEA se
descubrieron hace bastante tiempo, hay poca informacion de la funcion de estas proteinas
en las plantas, principalmente debido a la falta de mutantes disponibles con fenotipos
evidentes. Previamente, en nuestro laboratorio se caracterizd una mutante en el gen AtLEA6-
1 (atlea6-1), la cual presentd fenotipos de susceptibilidad a condiciones de estres
hiperosmotico o salino en el desarrollo y crecimiento de plantulas de A. thaliana. Ademas,
en estos analisis también se observé un efecto en la arquitectura raiz. En este proyecto que
constituyd mi tesis de maestria se hizo un estudio del posible papel de la proteina AtLEA6-1
en el crecimiento y / o desarrollo de la raiz de A. thaliana, mediante la caracterizacion
fenotipica de la mutante atlea6-1. En este estudio se encontrd que, cuando las plantas de
atleab-1 crecen en condiciones control, de estrés salino o de estrés osmotico, muestran un
cambio en la arquitectura de la raiz, principalmente, debido a una reduccién en la densidad
y longitud de las raices laterales, asi como a un incremento en el tamafio de la raiz primaria.

Analizando la estructura del meristemo apical de la raiz de plantulas mutantes atlea6-1



crecidas en condiciones de estrés salino, se encontraron células corticales mas largas, mas
células en el dominio de proliferacion (DP), un ciclo celular mds corto y un mayor nimero de
células que abandonan el DP durante 24 horas con respecto a la linea de tipo silvestre,
evidenciando que AtLEA6-1 participa en la elongacion celular y, posiblemente, también en
los procesos de proliferacion y transicion celular. Por otro lado, la mutante atlea6-1 en
condiciones de estrés salino presento alteracidon en el proceso de emergencia de las raices
laterales, pero no en el proceso de iniciacion de éstas. Los resultados obtenidos en este
trabajo indican que la proteina AtLEA6-1 puede desempefiar una doble funcién en el
desarrollo de la raiz, como un modulador positivo de la emergencia de las raices laterales y,
como un modulador negativo del crecimiento de la raiz primaria en condiciones de estrés
salino, mostrando un papel novedoso para las proteinas LEA en la modulacion de la

arquitectura del sistema radical y sus componentes.
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SUMMARY

Plants respond to several environmental stimuli, sensing and generating a signaling cascade
to translate and accumulate response proteins, as it is the case of LEA proteins (Late
Embryogenesis Abundant), which are expressed under different stress conditions,
particularly in response to water deficit. LEA proteins are classified into seven groups based
on their amino acid similarity; most of them are predicted to be intrinsically disordered
proteins (IDPs). The research project that framed this thesis focused on group 6 LEA (LEA6)
proteins. Group 6 LEA proteins are highly conserved in monocot and dicot; the first reported
protein of this group was from Phaseolus vulgaris L (PvLEAG). Previously, in the laboratory,
PVLEAG protein was shown to accumulate in response to water deficit and abscisic acid (ABA)
treatments in most cell types of different organs. Moreover, PvLEA6 also accumulates in the
elongating regions of hypocotyls and roots in common bean seedlings grown under well-
irrigated conditions. In Arabidopsis thaliana, three genes are encoding LEA6 proteins
(AtLEA6-1, AtLEA6-2 y AtLEA6-3). Even though LEA proteins were discovered a long time ago,
there is little information regarding their role in the plant, mainly due to the lack of mutants
with evident phenotypes. A mutant in AtLEA6-1 gene (atlea6-1) was previously characterized
in our laboratory. This A. thaliana mutant shows susceptibility to hyperosmotic or salt stress
conditions during germination. Furthermore, it was observed that atlea6-1 presents an
altered phenotype in the root system architecture. The aim of this project was studying the
possible role of LEA6 proteins in root growth and/or development through the phenotypic
characterization of the atlea6-1 mutant line. It was found that, atlea6-1 plants change their
root system architecture, reducing the density and length of lateral roots and, increasing
primary root length, when grown under control conditions, salt or osmotic stress. Further
analysis of the root apical meristem of atlea6-1 mutants grown under salt stress showed,
compared to the wild-type, longer cortical cells, more cells in the proliferation domain (PD),
a shorter cell cycle, and a greater number of cells that leave the PD for a period of 24 hours,
evidencing that AtLEA6-1 participates in cell elongation and, possibly also in the processes of
cell proliferation and cell transition from the PD to the transition zone. Moreover, atlea6-1

mutant grown under salt stress conditions shows an altered lateral root emergency but no
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effect on lateral root initiation. The results obtained in this work indicate that AtLEA6-1
protein can play a double role in root development, as a positive modulator of the lateral
root emergence and, as a negative modulator of primary root growth under salt stress
conditions, showing a novel role for LEA proteins in the modulation of the root system

architecture and its components.
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1. INTRODUCCION

1.1. Relaciones hidricas de las plantas

La molécula de agua es quizas el compuesto quimico mas importante para la vida en la Tierra
(Chaplin, 2006). Debido a las caracteristicas quimicas y fisicas del agua, ésta proporciona las
condiciones adecuadas para que todas las biomoléculas que componen a los organismos
vivos funcionen correctamente. De esta manera, el estudio del flujo de agua desde el suelo
y a través de las plantas ha sido de gran importancia para comprender cémo se da el proceso
de adquisicion, transporte y pérdida de estas moléculas por parte de los organismos

vegetales en un proceso conocido como el continuo suelo-planta-atmosfera (Hopkins, 1999).

En efecto, el continuo suelo-planta-atmosfera comienza con la captacion de agua del
suelo por parte de las raices. Un contacto intimo entre la superficie radical y el sustrato es
importante para que se lleve a cabo de manera eficiente la captura de agua, por esta razon,
para aumentar el drea de absorcién en la raiz, en la regidn subapical se encuentran unas
prolongaciones de las células epidérmicas conocidas como pelos radicales. En la region
donde se encuentran los pelos radicales es donde se da la mayor captacién de agua (Taiz &

Zeiger, 2006; McElrone et al., 2013).

El agua entra en las células de la epidermis debido a las diferencias de potencial
hidrico entre el sustrato y la raiz. Dentro de la raiz el agua puede viajar hasta la endodermis
por tres rutas diferentes: 1) a través de la pared celular (ruta apopldstica), 2) cruzando la
membrana plasmatica de varias células a través de canales proteicos conocidos como
acuaporinas (ruta transmembranal) (Chaumont & Tyerman, 2014), y 3) pasando entre los
plasmodesmos que conectan dos células adyacentes (ruta simplastica). Para poder ingresar
a la estela, el agua debe atravesar la endodermis por la ruta simpldstica, ya que las células
gue forman este tejido vegetal tienen una banda radial en su pared celular conocida como
la banda de Caspari, la cual estd compuesta por lignina y suberina (Naseer et al., 2012;
Barberon et al., 2015). La lignina es un biopolimero altamente hidrofdbico que evita el paso

de agua a través de la ruta apoplastica (Naseer et al., 2012).
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Posteriormente, el agua dentro de la estela ingresa al xilema maduro, un tejido
vegetal compuesto por células muertas lignificadas y cuya funcion es transportar agua vy
compuestos minerales a todos los érganos de la planta. El agua es transportada a través del
xilema mediante fuerzas de capilaridad, presién radical, tensidon-cohesion y diferencias de

potencial (Taiz & Zeiger, 2006).

Finalmente, el agua llega a todos los 6rganos de la planta. En las células de las hojas
es en donde se lleva a cabo el intercambio gaseoso y se realiza la mayoria de la fotosintesis
en la planta. En las células del mesdfilo el agua se adhiere a la celulosa y otros compuestos
hidrofilicos presentes en la pared celular formando una delgada pelicula que estara en
contacto directo con la atmdsfera debido a los grandes espacios intracelulares caracteristicos
de este tejido, de este modo se establece una interfase liquido-atmdsfera en donde las
moléculas de agua se evaporan. Cuando una molécula de agua pasa al estado gaseoso, esta
sale de plantay es remplazada por otra, formando una presidon negativa que ocasiona que la
planta capte mas agua del suelo para remplazar las moléculas de agua perdidas y al mismo
tiempo las transporte a través de todos sus organos (Taiz & Zeiger, 2006). A causa de este
proceso de evaporacién, hay una alta concentracion de agua en los espacios intracelulares,
formando asi un gradiente de concentracidn que promueve el movimiento de moléculas
hacia una zona de menor concentracién (atmdsfera), ocasionando que el agua salga de la

hoja a través de unas estructuras celulares conocidas como estomas.

1.2. Las plantas ante un estrés hidrico

El estrés puede definirse como un conjunto de factores externos que causan desventajas en
el desarrollo de la planta (Taiz & Zeiger, 2006). Dentro de los factores que pueden producir
una situacion de estrés estan los bidticos y abidticos, los cuales se miden en relacién con la
supervivencia de las plantas, acumulacién de biomasa, rendimiento del cultivo vy la
asimilacién de carbono (Taiz & Zeiger, 2006). Los factores causantes del estrés bidtico
involucran la interaccion de la planta con organismos como los herbivoros, hongos, bacterias
y virus; mientras que las causas del estrés abidtico se relacionan al exceso o déficit de las
condiciones fisicas o quimicas del ambiente, como lo es la disponibilidad de nutrientes y

agua, latemperaturay la intensidad luminica, entre otros (Arroyo, 2015; Taiz & Zeiger, 2006).
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De toda el agua que existe en la Tierra, solo el 2.5% es potable; sin embargo, de ésta
solo el 1.2% se encuentra disponible en la superficie terrestre y de la cual el 70% esta
destinada para la agricultura (FAO, 2015; Shiklomanov, 1998). En algunas regiones del
mundo el agua es sometida a una presion de uso creciente como resultado del acelerado
aumento poblacional y actividad industrial. El cambio climaticoy a la distribucién desigual de
los recursos hidricos son factores para considerar. Por lo tanto, garantizar el abasto de agua
para el desarrollo y sustento de la poblacion es un reto para las naciones (FAO, 2015).
Considerando lo anterior, se han propuesto sistemas econdmicos en los cuales la produccion
agricola deberia mantenerse mayoritariamente en aquellos paises ricos en recursos hidricos,
entre otras cosas, porque no se invertirian recursos en el transporte de agua ni se estaria
compitiendo con el suministro de agua de la poblacion (Elliot et al., 2014). Debido a la falta
de agua o el uso desigual de estd, se hace evidente la importancia de estudiar el
comportamiento de las plantas ante la deficiencia de este recurso, es decir, en situaciones

de déficit hidrico.

El déficit hidrico se define como aquella situacién en la cual una planta pierde mas
agua en el proceso de transpiracién que la obtenida del sustrato (Taiz & Zeiger, 2006). Este
es un problema comun que presentan las plantas terrestres y hay varios factores ambientales
gue pueden generarlo; por ejemplo, la sequia, las temperaturas extremas y altas
concentraciones de sales (Bray, 1997). El estado de déficit hidrico produce en las plantas una
situacién de estrés que conlleva a ajustes metabdlicos, fisioldgicos y moleculares para
contrarrestar su efecto adverso y conferirle cierta tolerancia al estrés. Si la tolerancia al
déficit hidrico es creciente, se dice que hay un proceso de aclimatacion, el cual genera
cambios a nivel morfoldgico, anatdomico, celular, metabdlico y molecular (Taiz & Zeiger,
2006). A pesar de esto, ciertas condiciones de estrés para una planta pueden no serlo para
otra, lo cual estard determinado segun el grado de adaptacidén que ésta presente que, a su
vez, estd establecido genéticamente gracias a un proceso de seleccion natural durante varias
generaciones. Un claro ejemplo de esto son los metabolismos C3, C4 y CAM, los cuales

evolucionaron en respuesta a las diferentes condiciones climatoldgicas, permitiendo a las
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plantas colonizar un amplio rango de ambientes con una disponibilidad variable de recursos

vitales (Taiz & Zeiger, 2006).

1.3. Factores ambientales que causan el déficit hidrico

El estrés hidrico es causado de manera natural por diversos factores ambientales. En el globo
terrdgueo hay una gran diversidad de ecosistemas que, dependiendo de las condiciones
abioticas y bidticas, determinan la disponibilidad de recursos para los organismos vivos. La
disponibilidad de agua junto con la temperatura son factores determinantes en la
distribucion de la flora a nivel mundial, por lo cual las plantas desarrollaron estrategias

evolutivas que les permitieron tener acceso a los recursos hidricos presentes en el ambiente.

Hay varios factores ambientales que determinan la disponibilidad de agua, entre
estos estan la temperatura, las condiciones fisicoquimicas del suelo y la frecuencia de
precipitacion. En lugares donde ocurren temperaturas extremas, el acceso al agua es dificil
para una planta. En altas temperaturas los puentes de hidrégeno que mantienen la
interaccidon de las moléculas de agua se debilitan, lo cual facilita el paso de las moléculas de
un estado liquido a gaseoso (Mizan et al., 1996). Por otra parte, a baja temperatura los
puentes de hidrégeno se acortan y fortalecen, agrupando a las moléculas de agua de manera

tetraédrica, favoreciendo el paso del estado liquido a sélido (Nelson & Cox, 2017).

Generalmente, las temperaturas se encuentran relacionadas con otros factores
abidticos como lo son la altitud y las precipitaciones. Las precipitaciones en la Tierra estan
determinadas por las caracteristicas geomorfoldgicas de ésta vy la localizaciéon espacial de los
ecosistemas. En la Tierra las zonas de alta y baja presién de las corrientes atmosféricas
determinan a nivel de bidsfera donde hay regiones de mayor y menor precipitacién (Carenas,
et al., 2014). Los fotones provenientes del sol pegan directamente a la Tierra en el ecuador
terrestre, por ello el aire presente en esta zona se calienta rdpidamente y por diferencias de
densidad sube velozmente a la atmdsfera, creando una regién de baja presion (Carenas, et
al., 2014). El agua del aire al subir comienza a condensarse y agruparse formando gotas, éstas
por la fuerza de gravedad descienden y caen en la litdsfera. Sin embargo, no todo el aire

caliente que sube a la atmosfera se condensa, una parte de este viaja a través de la atmdsfera

18



y desciende cada 30° de latitud creando unas regiones de alta presién, en donde no son
frecuentes las precipitaciones y por ende es donde se localizan la mayoria de los desiertos
del planeta (Carenas, et al., 2014). La presencia de cadenas montafiosas también es un factor
importante en la determinacion de los patrones de Iluvia a nivel global. Las regiones que se

encuentran rodeadas por cadenas montafiosas presentan una mayor frecuencia de lluvias.

No obstante, las caracteristicas del suelo suelen determinar a nivel local la
disponibilidad de agua de los ecosistemas. Las particulas que componen el suelo se pueden
dividir, seglin su tamafo y propiedades, en arena vy arcilla. El suelo arenoso se caracteriza por
estar compuesto de particulas de aproximadamente 1 mm de didmetro y grandes espacios
entre las particulas, dificultando la retencidén de agua. Por otra parte, los suelos arcillosos
estan compuestos por particulas mas pequefias con un mayor nimero de porosidades y un

menor espacio entre las particulas, facilitando la retencién de agua (Taiz & Zeiger, 2006).

Adicionalmente, otro factor influyente en la disponibilidad de agua son los solutos
gue se encuentran dispersos en el suelo, especialmente las sales. Las sales son compuestos
idnicos formados por la unién de cationes (iones con carga positiva) y aniones (iones con
carga negativa) (Chang, 2002). En solucidon acuosa estos compuestos idnicos suelen
disociarse en sus respectivos iones y formar enlaces de hidrégeno con el solvente, en este
caso el agua (Cox & Nelson, 2017). Entre mayor sea la concentracién de solutos con carga o
polaridad en el suelo, mayor serd el nimero de moléculas de agua que se encontraran
formando enlaces de hidrégeno con éstas, disminuyendo el potencial osmético del sueloy

dificultando la captura de agua por parte de las raices (Taiz & Zeiger, 2006).

1.4. Respuesta de las plantas a condiciones de déficit hidrico

La capacidad de ciertas plantas para crecer en ambientes con poca disponibilidad de agua
depende en gran parte de que puedan tolerar el déficit hidrico desarrollando mecanismos
gue contrarresten los efectos adversos que imponen estas condiciones ambientales (Dodd
& Ryan, 2016). Algunas plantas escapan del déficit hidrico al completar su ciclo de vida
cuando hay disponibilidad de agua, otras lo hacen al desarrollar una raiz mas profunda vy

algunas como los cactus suelen almacenar agua en sus tejidos (Dodd & Ryan, 2016).
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En condiciones de déficit hidrico, la mayor cantidad de agua perdida por una planta
se da a través de los estomas. El estoma es una estructura celular ubicada en la epidermis de
la hoja que estd compuesta por dos células oclusivas y un ostiolo o poro estomatico. Cuando
las células oclusivas se encuentran turgentes, es decir, con una alta cantidad de agua,
adoptan una conformacién de media luna que permite la apertura del ostiolo. Pero, en
condiciones en las cuales las células oclusivas no tienen la cantidad de agua necesaria para
alcanzar la turgencia adoptan una forma lineal que cierra el ostiolo (Fig. 1). La turgencia es
un estado que alcanzan las células vegetales cuando la vacuola contiene altas cantidades de
agua en su interior y junto con el citosol ejercen presidn sobre la pared celular haciendo que
la célula se hinche. En ciertos grupos de plantas como las herbdceas, la turgencia es esencial
para mantener erguidas las estructuras aéreas vegetales ya que éstas presentan un

crecimiento secundario minimo.

La escasez de agua en el ambiente entre otros efectos ocasiona una pérdida de
turgencia en las células oclusivas del estoma, disminuyendo la transpiracién y por ende
reduciendo la pérdida de agua. Otro mecanismo que tienen las plantas para que las células
oclusivas pierdan turgencia y se genere un cierre estomatico es a través de la sintesis de
sefiales intracelulares que estimulen la pérdida de solutos en las células oclusivas,
aumentando su potencial osmético y generando la salida de agua por difusion pasiva. No
obstante, el cierre estomatico aparte de evitar la pérdida de agua trae consigo un efecto
adverso en la fotosintesis al limitar el ingreso de CO, (Dodd & Ryan, 2016), disminuyendo la

sintesis de foto-asimilados y deteniendo el crecimiento vegetal (Fig. 1).

Generalmente, cuando las condiciones de falta de agua persisten durante un periodo
de tiempo prolongado, se puede generar una fotoinhibicion, la cual reduce la produccién
vegetal y causa dafio a los cloroplastos (Dodd & Ryan, 2016). Por ejemplo, en condiciones de
sequia disminuye el nimero, actividad y regeneracién de enzimas involucradas en el proceso
fotosintético, reduciendo la capacidad de asimilar y utilizar el carbono, que junto con el cierre
estomatico genera un desapareamiento en la cantidad de fotones absorbidos por los
complejos cosechadores de luz y los utilizados en la fotosintesis (Dodd & Ryan, 2016). Los

fotones que no se utilizan en la formacién de foto-asimilados son disipados a través de
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mecanismos que pueden llegar a formar especies reactivas de oxigeno (ROS) (Dodd & Ryan,
2016), las cuales pueden dafiar permanentemente los fotosistemas y reducir el crecimiento
vegetal (Fig. 1; Miller et al., 2010). Se ha reportado que en condiciones de déficit hidrico las
concentraciones de las ROS tienden a aumentar drasticamente (Begcy et al., 2011), no
obstante, estas moléculas también pueden servir como moléculas sefializadoras que regulan
la respuesta a estrés, por lo cual su produccién puede ser vista como un prerrequisito para
gue se dé una respuesta adecuada al estrés y la induccidon de una aclimatacién por parte de

la planta (Miller et al., 2010).

Luz/
Oscuridad

Ajuste
metabdlico

Eliminacion de ROS N
Fotosintesis

Ajuste del crecimiento
y adaptacion al estrés

Figura 1. Respuesta de las plantas a condiciones de estrés hidrico. En condiciones de estrés hidrico las plantas
sufren cambios en la respuesta estomatica, eliminacion de ROS, cambios metabdlicos y, fotosintesis. Todas
estas respuestas ante las condiciones de déficit hidrico generan un ajuste en el crecimiento de las plantas
como una respuesta adaptativa para la supervivencia. Imagen tomada y modificada de: Osakabe et al.

(2014).

Otra estrategia que tienen las plantas para adaptarse al déficit hidrico es el ajuste

osmotico (Fig. 1). Durante este proceso ocurre un incremento en la concentracion de solutos
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metabdlicamente neutros a nivel intracelular como la prolina, azlcares y compuestos
cuaternarios de amonio, entre otros, conduciendo a la reduccién del potencial hidrico celular
y generando un ingreso de agua por difusion pasiva (Dodd & Ryan, 2016). La capacidad de
llevar a cabo un ajuste osmoético esta determinada en gran medida genéticamente y varia
segln la especie, por lo que se ha intentado mejorar la tolerancia al estrés por déficit hidrico
de algunas especies vegetales mediante la manipulacion de los niveles de sintesis de
osmolitos compatibles, encontrandose en algunos casos mayor resistencia a las condiciones
de estrés de aquellas plantas genéticamente modificadas (Suprasanna et al.,, 2016;
Hasanuzzaman et al., 2019). Ademas, se ha encontrado que la acumulacién de osmolitos en
condiciones de déficit hidrico mantiene la captura de agua por parte de la raiz (Dodd & Ryan,
2016) y, pueden proteger las células vegetales del dafio producido por ROS (Matysik et al.,
2002; Miller et al., 2010; Vendruscolo et al., 2007).

Otra manera que puede emplear la planta a nivel celular para sefializar la falta de
agua es aumentando las concentraciones del acido abscisico (ABA) enddgeno. El ABA es una
molécula sefializadora que en condiciones de déficit hidrico sufre una alteracion en su ruta
biosintética y catabdlica, aumentando o disminuyendo los niveles de expresion de los genes
involucrados en su sintesis y catabolismo, ocasionando su acumulacién en todos los érganos
vegetales. Durante condiciones de sequia o salinidad, enzimas limitantes en el proceso
biosintético y catabdlico de ABA, como la 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa (NCED) que
participa en la ruta biosintética o las P450 CYP707As que actlan en la via catabdlica, sufren
cambios en su patrén de expresion, lo cual implica que debe haber una regulacion precisa
de la concentracion de ABA mediada por la modulacion de su biosintesis y degradacién. Por
ejemplo, NCED3 se regula negativamente en condiciones de rehidratacién, mientras que se
da un control positivo sobre CYP707A3 (Hiroyama & Shinozaki, 2010). Ademas, ABA suele
almacenarse en su forma inactiva (éster glucosil de ABA) en vacuolas y apoplasto vy, bajo
condiciones de déficit hidrico, se libera de estos organelos y se activa por la enzima -

glucosidasa (Hiroyama & Shinozaki, 2010).

La percepcién de ABA a nivel celular puede ocurrir a través de la membrana

plasmatica mediada por los receptores GTGs (del inglés G protein-coupled receptor-type G
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proteins), y/o a nivel citosdlico por medio de los receptores PYR/PYL/RCAR (Golldack et al.,
2014; Hiroyama & Shinozaki, 2010). El reconocimiento de ABA por estos ultimos receptores
da lugar a la union de las proteinas fosfatasas PP2Cs, las cuales en ausencia de ABA
interaccionan y desfosforilan a la proteina quinasa SnRK2 (serine/threonine-protein kinase
SRK2A-like), inactivandola (Osakabe et al., 2013). En tanto que, en presencia de ABA, la unién
de éste al receptor PYR/PYL/RCAR conlleva a un cambio conformacional en esta proteina
permitiendo su union a la fosfatasa, inhibiendo asi su actividad y, por tanto, manteniendo la
actividad de la quinasa SnRK2 (Golldack, et al., 2014). Posteriormente, esta quinasa viaja al
nucleo y fosforila una serie de factores transcripcionales, como las proteinas de union a los
elementos de respuesta a ABA, conocidos como elementos ABRE (AREB) y los factores de
union a ABRE (ABF) (Yoshida et al., 2014). Los elementos ABRE son elementos de respuesta
a ABA que actuan en cis, los cuales junto con los AREB y ABF tienen una funcién esencial en
la expresion de genes dependientes de ABA (Yoshida et al., 2014). Dentro de los genes de
respuesta a ABA se encuentran algunos tales como SLACI (S-type slow anion channel),
implicado en el control de la respuesta estomatica, o como los genes que codifican las
proteinas LEA (del inglés: Late Embryogenesis Abundant proteins) (Osakabe et al., 2013),

entre otros.

Otras fito-hormonas también juegan roles sustanciales en la respuesta al déficit
hidrico de manera directa e indirecta. El acido salicilico (SA), etileno (ET) y acido jasmdnico
(JA) han demostrado afectar la respuesta a una condicion de estrés a través de complejas
interacciones con ABA (Yoshida et al., 2014). Por ejemplo, el factor de transcripcion AtMYC2
es un punto de convergencia entre la cascada de sefializacion de JA y ABA. Este tipo de
interacciones pueden ser necesarias para integrar las sefiales de varios tipos de estrés y

coordinar asi la respuesta a nivel celular con la de toda la planta (Yoshida et al., 2014).

Otros factores transcripcionales importantes en la respuesta a déficit hidrico que
pueden o no ser regulados por ABA son los DREB (Dehydration Responsive Element -binding
protein), CBF (C-repeat-binding factor), MYC, MYB y NAC (NAM, ATAC y CUC) (Arroyo, 2015).
Estos factores transcripcionales se encuentran altamente regulados y se ha demostrado que

todos promueven la transcripcién de genes de respuesta a estrés. Por ejemplo, el factor
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transcripcional DREB2A (Dehydration-Responsive Element Binding Protein 2) actUa en una
via de sefializacién independiente de ABA. En condiciones de déficit hidrico DREB2A participa
en la regulacion de varias proteinas de respuesta y tolerancia al estrés, pero también tiene
efectos perjudiciales para el crecimiento vegetal. Por esta razdn, en condiciones normales
hay represion de la actividad de DREB2A a través del factor GRF7 (Grow-Regulating Factor 7)
y DRIP1/2 (Dreb2A-Interacting Protein 1/2), los cuales actian como represores
transcripcionales y traduccionales, respectivamente (Yoshida et al., 2014). No obstante, la
expresion de DREB2A junto con los factores transcripcionales AREB/ABF se regula por SnRK2,
indicando que estas quinasas pueden servir como un punto de convergencia en la expresion
de genes que responden de manera dependiente e independiente de ABA (Yoshida et al.,

2014).

1.5. El estrés osmatico y toxico inducido por sal

La salinizacion del suelo es un problema creciente para la agricultura a nivel mundial. La
acumulacion de sal en los suelo cultivables se deriva principalmente de malas practicas
agricolas, como es el riego de suelos arables con agua que contiene cantidades trazas de
cloruro de sodio (NaCl; Deinlein, et al., 2014; Flowers & Yeo, 1995; Tester & Davenport,
2003). Se calcula que aproximadamente el 20% de la tierra utilizada en los cultivos a nivel
mundial presenta problemas de salinidad (Qadir et al., 2014). Las altas concentraciones de
NaCl ocasionan dos tipos de efectos en las plantas: 1) producen un estado de déficit hidrico
al no hacer accesible el agua por la acumulacién de solutos en el suelo y 2) un efecto téxico
producto de las altas concentraciones intracelulares que llega a alcanzar el NaCl (Taiz &

Zeiger, 2002; Isayenkov & Maathuis, 2019).

El efecto tdxico producido por altas concentraciones salinas en las células ocasiona
dafios en la integridad de las membranas, disminuye actividades enzimaticas, la toma de
nutrientes y la funcién de los aparatos fotosintéticos (Zhu, 2001; Shahzad et al., 2019). Ante
esta situacidon estresante, las plantas sometidas a estrés salino responden a diferentes
niveles (metabdlico, fisiolégico y molecular) con el fin de ajustarse al ambiente adverso. Entre
las respuestas mejor estudiadas esta la acumulacion de solutos compatibles en sus drganos

vegetativos para contrarrestar la alta concentracidon de solutos extracelulares y mantener el
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agua intracelular necesaria para sus funciones (Zhu et al., 1997; Liang et al., 2018). Mas
recientemente se ha descrito una compleja respuesta a nivel molecular que involucra la
activacion y represion de genes, entre otros procesos. También se han encontrado bajo estas
condiciones de estrés respuestas especificas de érganos y tejidos (Chen et al., 2002; Liang et
al., 2018). En el caso de la raiz, se ha documentado que el estrés salino genera cambios en el

sistema arquitecténico de la raiz (RSA; Galvan-Ampudia & Testerink, 2011)

1.6. Las proteinas LEA en respuesta a condiciones de déficit hidrico

Entre las respuestas comunes a condiciones de sequia, salinidad y frio, en diferentes especies
vegetales, se encuentra la induccién de los genes que codifican para las proteinas LEA (Late
Embryogenesis Abundant proteins; Bray, 1997, Garay-Arroyo et al., 2000; Hoekstra et al.,
2001). Estas proteinas se identificaron originalmente en semillas secas de algoddn, en donde
se encontraron acumuladas en altos niveles (Dure et al, 1989). La presencia de estas
proteinas en todas las diferentes especies vegetales en donde se han buscado sugiere
fuertemente que son ubicuas en el reino vegetal (Olvera-Carrillo et al., 2011). Su
caracterizacion inicial mostrd que se acumulan en la fase tardia de la embriogénesis, cuando
la semilla inicia su periodo de desecacién, de ahi su nombre. Ademas, estas proteinas
también se acumulan en dérganos vegetativos en plantas que se encuentran en situaciones

de déficit hidrico (Battaglia et al., 2008).

La mayoria de las proteinas LEA se pueden clasificar dentro de un grupo de proteinas
gue se encuentran presentes en los diferentes dominios de la vida, las hidrofilinas (Garay-
Arroyo et al., 2000). Las hidrofilinas se caracterizan por presentar un contenido mayor al 6%
de Gly, un alto porcentaje de aminodcidos hidrofilicos y una falta o deficiencia en
aminoacidos hidrofdbicos y cisteinas (Garay-Arroyo et al., 2000; Battaglia et al., 2008). Todas
las hidrofilinas reportadas hasta el momento estan asociadas a condiciones de déficit hidrico,
por lo cual se ha propuesto que estas proteinas constituyen un mecanismo conservado que
presentan los organismos vivos para contender con los efectos de la baja disponibilidad de

agua (Arroyo, 2015; Battaglia et al., 2008).
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Aunque no se ha encontrado una secuencia caracteristica que defina a todas las
proteinas LEA, la mayoria de éstas se caracterizan por tener una alta hidrofilicidad, un alto
contenido de aminodcidos pequefios como Gly, Ala y Ser y una falta o baja proporciéon de
aminoacidos de Trp y Cys (Dure, 1993; Baker et al., 1998; Battaglia et al., 2008). Estas
caracteristicas en la secuencia de aminoacidos de las proteinas LEA indican que la mayoria

III

adopta una estructura tipo “random coil” en solucién acuosa, es decir, que muestran una
alta flexibilidad estructural, adoptando multiples estructuras en una condicion determinada,
por lo que se consideran proteinas intrinsecamente desordenadas (IDP) (Battaglia et al.,
2008). Sin embargo, hay ciertas proteinas LEA que se conocen como “atipicas” puesto que
no comparten estas caracteristicas, aunque se acumulan durante la embriogénesis tardia

(Singh et al., 2005; Olvera-Carrillo et al., 2010).

A pesar de que las proteinas LEA se han estudiado desde hace tiempo, no se ha
logrado determinar cudl es su funcidon molecular in vivo. No obstante, hay evidencia in vitro
gue muestra que ciertas proteinas LEA en ensayos de deshidratacién tienen la capacidad de
prevenir cambios conformacionales y la pérdida de actividad de enzimas reporteras como la
Malato Deshidrogenasa (MDH) y Lactato Deshidrogenasa (LDH) (Reyes et al., 2005; Battaglia
et al., 2008; Olvera-Carrillo et al., 2011). Las proteinas LEA se diferencian de las chaperonas
moleculares en que su actividad protectora no utiliza ATP, y en que son incapaces de
devolver la conformacion nativa de las enzimas reporteras si se agregan después de la
deshidratacion; es decir, no renaturalizan una proteina después del estimulo estresante
(Olvera-Carrillo et al., 2011). También se ha propuesto que estas proteinas pueden actuar
preferencialmente con las moléculas de agua disponibles y proveer un escudo de hidratacion
para proteger la integridad de las moléculas blanco (Bray, 1997; Garay-Arroyo et al., 2000;
Hoekstra et al., 2001; Olvera-Carrillo et al., 2010). No obstante, se ha demostrado que
algunas proteinas LEA en relaciones molares 1:1 con las enzimas MDH y LDH tienen actividad
protectora (Reyes et al., 2005, 2008), apoyando la idea de que la actividad protectora de las
proteinas LEA no se debe Unicamente a la formacion de un escudo de agua sino también a
el establecimiento de interacciones con las proteinas blanco (Olvera-Carrillo et al., 2010,

2011).

26



La baja disponibilidad de agua, como se ha mostrado en ensayos in vitro, promueve
la formacion de estructuras secundarias en las proteinas LEA (Goyal et al., 2003; Cuevas-
Velazquez et al., 2016). Esta plasticidad estructural, al parecer, se necesita para que haya un
reconocimiento adecuado del ligando o para la estabilizacién de las interacciones entre las
proteinas, lo cual puede explicar el por qué algunas proteinas LEA que no comparten ningun
grado de similitud pueden llevar a cabo funciones similares in vitro (Olvera-Carrillo et al.,
2011). Sin embargo, miembros de un mismo grupo de proteinas LEA comparten unos
motivos altamente conservados aparentemente relacionados con el reconocimiento de sus
moléculas blanco, la formacion de estructuras secundarias en condiciones de déficit hidrico

y el establecimiento de homo y hetero-oligdmeros (Olvera-Carrillo et al., 2011).

Aunque parece que las proteinas LEA tienen funciones similares, la existencia de
diferentes grupos de estas proteinas es un indicativo de la diversidad funcional que hay
dentro de este conjunto de proteinas (Olvera-Carrillo et al., 2011). Por ejemplo, mutantes
nulas en genes que codifican para proteinas LEA del grupo 4 presentan susceptibilidad a
condiciones de déficit hidrico, lo cual sugiere que estas proteinas estan involucradas en la
respuesta de ajuste de las plantas a la falta de agua y, que la ausencia de ellas no se puede

compensar por miembros de otros grupos de proteinas LEA (Olvera-Carrillo et al., 2010).

1.6.1. Clasificacion de las proteinas LEA en el reino vegetal

Aunque las proteinas LEA no comparten un alto grado de similitud en su secuencia de
aminodcidos, estas pueden clasificarse en diferentes grupos teniendo en cuenta la
semejanza de sus secuencias y la presencia de motivos conservados. No obstante, la
clasificacion de estas proteinas varia segun el autor, en donde se han llegado a proponer
desde cinco hasta nueve grupos diferentes (Tabla 1, Arroyo, 2015). Ademas, algunos autores
han sugerido mecanismos de clasificacion basados en herramientas bioinformaticas como el
perfil de probabilidad de proteinas u oligopéptidos (POPP del inglés: Protein or
Oligonucleotide Probability profile) (Wise & Tunnacliffe, 2004). POPP es un método
desarrollado con el objetivo de clasificar todas las proteinas LEA existentes segln semejanzas
en la composicion peptidica, no segun similitudes entre sus secuencias. Esta metodologia se

desarrollé porque algunas proteinas LEA no encajaban dentro de los grupos establecidos
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segun la similitud de secuencias (Tunnacliffe & Wise, 2007), por lo cual eran destinadas a un
grupo particular. Sin embargo, esta clasificacion no coincide con la obtenida por similitud de
secuencias, ademas, no es aconsejable utilizar esta metodologia porque no permite
distinguir los motivos conservados caracteristicos de cada grupo. Por esta razdn es que en
este trabajo se utilizara la clasificacion de Battaglia et al. (2008), en la cual segun la

conservacion de ciertos motivos se pueden diferenciar siete familias.

Tabla 1. Principales clasificaciones propuestas para grupos de las proteinas LEA. Tomado y modificado de

Arroyo (2015).

PFAM Hundertmark
Dureetal. Bies-Ethéve Tunnacliffe &  Battaglia et
El-Gebali et & Hincha
(1989)  etal (2008) Wise (2007)  al. (2008)
al. (2019) (2008)
PFO0477 D-19 1 1 1 5
PFO0257 D-11 2 2 2 Dehidrinas
D-7 3A
PF02987 3 3 4
D-29 3B
- 4A
PFO3760 4 4 1
D-113 4B
PF04927 D-34 5 6 5A SMP
PF03242 D-73 6 Lea5 5B 3
PF03168 D-95 7 5C 2
PF10714 --- 8 --- 6 PvVLEA18
PF02496 7
AtM

--- Grupos no identificados por estos autores

1.6.2. Los diferentes grupos de las proteinas LEA

Como se menciond anteriormente, la clasificacion de las proteinas LEA aldn es objeto de
controversia, por lo cual en este estudio se utilizd la propuesta por Battaglia et al. (2008) que
distingue siete familias diferentes basadas en la similitud de su secuencia y la presencia de

motivos conservados.
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El grupo 1 de las proteinas LEA se caracteriza por tener una gran cantidad de residuos
cargados, un alto porcentaje de Gly (aproximadamente 18%) y un alto grado de desorden en
solucién acuosa (Battaglia et al., 2008). Dentro de los motivos caracteristicos de este grupo
se encuentra uno muy  importante  compuesto de 20  aminodcidos
(TRKEQ[L/M]GIT/E]JEGY[Q/K]IEMGRKGGIL/E]) que puede tener varias copias consecutivas
dentro de una proteina. Ademas, se ha identificado otro motivo distintivo en la regién N-
terminal (TVVPGGTGGKSLEAQE[H/N]LAE) vy otro en la region C-terminal (Battaglia et al,,
2008). Lo mas interesante de este grupo es que es el Unico grupo de proteinas LEA
representado en todos los dominios de la vida; un ejemplo de esto es su presencia en el
crustaceo de agua salada Artemia (Wang, et al., 2007) y en bacterias de diferentes géneros

(Rodriguez-Salazar et al., 2017).

Los miembros del grupo 2 son conocidos comunmente como “dehidrinas” vy
constituyen el grupo mas grande de todas las proteinas LEA. Estas proteinas se caracterizan
por poseer una alta proporcién de aminodcidos polares y cargados, una pequefa cantidad
de aminodcidos no polares y la falta de residuos de Trp y Cys (Battaglia et al., 2008). Dentro
de este grupo se encuentra un motivo de 15 residuos rico en Lys altamente conservado,
(EKKGIMDKIKEKLPG) conocido como el segmento K (Close et al., 1989, 1993). Algunas
dehidrinas presentan otros motivos como el segmento Y en la regién N-terminal y el
segmento S, rico en Ser, en la region C-terminal, el cual en algunas proteinas puede estar
fosforilado (Vilardell et al., 1990). Las dehidrinas se pueden subclasificar en diferentes
categorias dependiendo de la presencia y arreglo en su secuencia de los motivos
anteriormente mencionados; es asi que las proteinas clasificadas en el subgrupo K son
aquellas que Unicamente poseen este elemento en la cadena polipeptidica, en tanto que las
gue presentan el elemento K, seguido del elemento S, son parte del subgrupo KS,

encontrando asi un total de cinco subgrupos (K, KS, SK, YSK 'y YK) (Battaglia et al., 2008).

El grupo 3 se caracteriza por poseer un motivo de 11 aminoacidos (Dure, 1993a), el
cual estd repetido hasta cinco veces de manera consecutiva a lo largo de la proteina (Arroyo,
2015; Battaglia et al., 2008). Debido a la variabilidad en el motivo de 11 aminodcidos, estas

proteinas se subclasifican en dos grupos mas, el 3ay 3b. El subgrupo 3b se diferencia del 3a
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principalmente por la presencia de un motivo altamente conservado Unico de este subgrupo
(ESWIT/A][E/G]WAK[E/D]KI) (Battaglia et al., 2008). La posicion de algunos de los residuos
del motivo de 11 aminoacidos esta altamente conservada y se cree que éstos estan
involucrados en promover la formacién de a-hélices anfipaticas, las cuales permitirian

interacciones intra e intermoleculares (Arroyo, 2015; Battaglia et al., 2008).

Las proteinas que forman parte del grupo 4 son de tamafio variable (88 a 175
aminoacidos), ricas en Gly, Thry, a diferencia de otros grupos, en Ala. Poseen de 70 a 80
aminodcidos altamente conservados en la regién N-terminal que tienen propensién a formar
a-hélices (Dure, 1993b). Ademas, en la regién N-terminal también se localiza el motivo que
caracteriza a este grupo de proteinas (AQEKAEKMTA[R/H]DPXKEMAHERK[E/K][A/E] [K/R]).
No obstante, se han logrado definir otros dos motivos que subdividen al grupo 4 de las

proteinas LEA en los subgrupos 4ay 4b.

El grupo 5 de las proteinas LEA lo integran proteinas catalogadas como “atipicas” ya
qgue no presentan el mismo grado de hidrofilicidad que caracteriza al resto de las proteinas
LEA, sino que mas bien son hidrofdbicas, y no contienen en su secuencia los motivos
caracteristicos de los otros grupos (Arroyo, 2015). Ademas, presentan propensiéon a formar

estructuras globulares.

Las proteinas del grupo 6 son pequefias (80 a 130 aminoacidos) y tienen regiones
altamente conservadas, en especial la secuencia LEDYK en el motivo 1y los residuos de Pro
y Thr presentes en la posicion 6y 7 del motivo 2 (Battaglia et al., 2008). Algo interesante de
estas proteinas es que, al parecer, responden al estatus hidrico de la planta durante el
desarrollo, ya que no solo se expresan en plantas sometidas a déficit hidrico sino también en

zonas en crecimiento de plantas bien irrigadas (Colmeneros-Flores et al., 1997).

Por Ultimo, se encuentran las proteinas LEA del grupo 7 (también conocidas como
ASR). Estas son proteinas pequefias (80 a 260 aminodcidos), estables a altas temperaturas y
con propension al desorden estructural. Este grupo no se ha identificado en A. thaliana.
Todas las proteinas ASR conocidas hasta el momento presentan motivos altamente

conservados, ricos en His; ademas, se ha identificado en ellas una sefial de localizacién
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nuclear en la region C-terminal (Wang et al., 2003, 2005). También se ha demostrado que
puede unir DNAy se han involucrado como sefializadores de la percepcion de glucosa (Cakir

et al., 2003; Maskin et al., 2006; Dominguez et al., 2015).

1.6.3. Las proteinas LEA del grupo 6

Entre las proteinas LEA estudiadas en nuestro grupo de trabajo estan las pertenecientes al
grupo 6. La primera proteina reportada de este grupo es la PVLEA18 (mds tarde denominada
PVLEA6) de Phaseolus vulgaris (Colmeneros-Flores et al., 1997). Esta proteina esta presente
en semillas secas, cilindro vascular y epidermis del meristemo apical de la raiz y en proto-
xilema radical de plantulas de frijol sometidas a condiciones de déficit hidrico; ademas,
también se ha detectado en plantas bien irrigadas, particularmente en las zonas de
expansion de los hipocétilos y raices de plantulas de frijol, en el meristemo apical del vastago,
en el primordio de la raiz, en el cilindro vascular y en la epidermis (Colmeneros-Flores et al.,

1999; Moreno-Fonseca & Covarrubias, 2001).

Las proteinas del grupo 6 poseen cuatro motivos distintivos que se encuentran
presentes en monocotileddneas y eudicotileddneas; sin embargo, en monocotileddneas los
alineamientos de secuencias polipeptidicas mostraron la presencia de un motivo adicional
gue no se encuentra presente en eudicotiledoneas (Fig. 2; Rodriguez-Valentin et al., 2014).
Ademads, otra caracteristica de las plantas monocotiledéneas es que poseen un Unico gen
que codifique para una proteina LEA del grupo 6 en todo su genoma (Rodriguez-Valentin et

al., 2014).

Plantas de Oryza sativa sometidas a condiciones de déficit hidrico mostraron una alta
acumulacion del transcrito de un gen en raices que codifica para una proteina LEA del grupo
6 (OsLEA6; Rodriguez-Valentin et al., 2014). El hecho de que los patrones de acumulaciéon de
los transcritos de las proteinas LEA del grupo 6 analizadas hasta el momento en plantas
monocotiledéneasy eudicotileddneas se acumulen altamente en raiz muestra la importancia
de este grupo a nivel evolutivo como un mecanismo de respuesta de las raices a las

condiciones de déficit hidrico.
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Hasta el momento, la evidencia mas relevante que demuestra la importancia de las

proteinas LEA del grupo 6 en las raices de plantas eudicotileddneas proviene de fusiones

entre el promotor del gen PvLEAG6 y el gen reportero GUS, introducidas en A. thaliana. Estas

lineas transgénicas de A. thaliana mostraron que el promotor de PVLEA6 se expresa en los

mismos sitios detectados previamente para la localizacion de la proteina en frijol

(Colmeneros-Flores et al., 1999), pero de forma interesante también se detectd su expresion

en el periciclo, un grupo de células involucradas en la formacion de las raices laterales

(Moreno-Fonseca et al., 2001). Por otro lado, la PVLEA6 es una proteina desordenada que

muestra modificaciones post-traduccionales (fosforilacion; Arroyo, 2015) y que, ante

condiciones de estrés hidrico, es capaz de adquirir estructuras secundarias como alfa hélices

in vitro. También se ha demostrado que puede formar oligdmeros (Rivera-Najera et al.,

2014).
A

Eudicotileddnias

Monocotiledénias

B

Motivo Eudicotileddneas

Monocotiledéneas

3
4
5

DLEDYKR[KQ][AG]YG[TA][EQ]GH[QL]
EQ[PV]KPG[RQ]G[GA]G[AS]T[DE]JAPT[LP]SG[A
GS]JAV[SAP][SA]GA
LP[LM][EK][DS]SPY[LV][KQ]Y[KE]
S[AS]T[DEJAINRQGVP

[YD][DE]GLEDYKMR[GA]YGAQGHLPVSDVPH
GSGT[DE]JAPT[VI]PGTA[VI]P[VT]A[KH][PL][KNQ][RL][HR]
[DG][DR]
[AEK][AR][ARG]AE[EG][GE]GD[TS]VQLPTETSPYVQ
[RD][PR][GD][DE][AT][AS]TD[ATV]INRHGVP
[VQ][QLIPQRIDG][LA]G

Figura 2. Motivos caracteristicos de las proteinas LEA del grupo 6. A) Esquema representativo de la localizacion de los motivos

caracteristicos de las proteinas LEA del grupo 6 en plantas eudicotiledéneas y monocotiledéneas. En monocotiledonas hay un

motivo conservado que no se encuentra presente en eudicotiledéneas. Tomado y modificado de: Battaglia et al. (2008);

Rodriguez-Valentin et al. (2014). B) La tabla contiene las secuencias consenso de los motivos caracteristicos de las proteinas LEA

del grupo 6 en monocotiledéneas y eudicotileddneas. Tomado y modificado de: Rodriguez-Valentin et al. (2014).
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En A. thaliana se han identificado tres proteinas pertenecientes a esta familia, la
AtLEA6-1, AtLEA6-2 y AtLEA6-3. La proteina AtLEA6-1 presenta los cuatro motivos
caracteristicos del grupo 6 de las proteinas LEA, la proteina AtLEA6-2 tiene los motivos uno
y dos y, la proteina AtLEA6-3 alberga los motivos uno, dos y cuatro. Por otra parte, los genes
AtLEA6-1 y AtLEA6-2 se expresan altamente en semillas y plantas sometidas a condiciones
de déficit hidrico, mientras que el gen AtLEA6-3 se expresa Unicamente en botones florales.
Adicionalmente, se ha encontrado que mutantes de pérdida de funcidon del gen que codifica
para la proteina AtLEA6-1 (atlea6-1) en A. thaliana, accesion WS, crecidas en condiciones de
estrés osmotico y salino presentan sensibilidad en ensayos de germinacioén (Fig. 3; Arroyo,
2012). También, plantulas mutantes atela6-1 sometidas a salinidad muestran etiolacién, una
reduccidn significativa del peso fresco y, presentan una raiz primaria corta y menor nimero
de raices laterales en comparacién con plantas de tipo silvestre (Arroyo, datos no

publicados).

1.7. La raiz primaria de A. thaliana.

La raiz primaria de A. thaliana se ha utilizado ampliamente como modelo de estudios en
biologia del desarrollo, entre otras cosas, debido a la simplicidad de su organizacién en
distintos tipos celulares. Por una parte, en el eje transversal de la raiz, se pueden diferenciar
el cilindro vascular, el cual se encuentra localizado en la regidén concéntrica, seguido de las
células del cortexy, finalmente, por las células epidérmicas en la periferia. Por otra parte, en
el eje longitudinal, se pueden distinguir tres zonas diferentes: 1) El meristemo apical de la
raiz (RAM), 2) la zona de elongacién celular y, 3) la zona de diferenciacién o maduracién
celular. EIRAM se compone del nicho de células troncales (NCT), del dominio de proliferacién
(DP)y del dominio de transicién (DT; Garcia-Gomez et.al., 2017). EI NCT se localiza en la punta
de laraizy estad formado por las células del centro quiescente (CQ) y las células que lo rodean,
conocidas como células iniciales. Las células del CQ son células con una baja tasa de division
y, se ha demostrado que estas células se requieren para mantener a las células iniciales en
un estado desdiferenciado (Van den Berg et al., 1997). En contraste, las células iniciales se
caracterizan por tener una tasa de divisién celular mayor a las células del CQy se especifican

segln el tejido al cual van a dar origen; es asi como se generan las células iniciales de
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cortex/endodermis, periciclo, cilindro vascular, epidermis/cofia lateral y de columela (Dolan
et al., 1993). Después de la division celular, las células iniciales se regeneran ellas mismas y
producen células hijas que abandonan el NCT, entrando en el DP (Campilho et al., 2006). En
el DP, las células se caracterizan por tener una tasa de division mayor que las células del NCT
(Garcia-Gémez et al., 2017). Luego de varios ciclos de divisién, las células en el DP pasan al
dominio de transicion. En el DT, las células presentan una disminucion en su tasa de division
y, comienzan a darse eventos de endorreduplicacion (Hayashi et.al,, 2013). Una vez
abandonado el DT, las células entran en la zona de elongacién (ZE) y diferenciacién (ZD), en
donde las células comienzan una rapida expansién y adquieren las caracteristicas

morfoldgicas respectivas de cada tejido (lvanov & Dubrovsky, 2013).

1.8. Antecedentes

En el grupo de trabajo en el que participo, durante el analisis funcional de las proteinas LEA
del grupo 6 de A. thaliana, encontraron una mutante en el gen que codifica para la proteina
LEAG6-1, la cual mostrd un fenotipo de germinacion retardada (Fig. 3) y una alteracion en la
arquitectura de la raiz bajo condiciones de déficit hidrico, siendo mas severo el efecto cuando
las semillas y/o plantulas estaban en medios con altas concentraciones de sal (Arroyo, tesis

doctoral en proceso).

En la actualidad, hay muy pocos reportes de la funcion de las proteinas LEA
relacionados con el desarrollo de la raiz. Chen et al. (2015) y Magwanga et al. (2018)
demostraron que la sobre-expresién de proteinas LEA de arroz y algodén son capaces de
promover el crecimiento de la raiz y conferir una mayor tolerancia a la sequia. Ambos
estudios llegaron a la misma conclusion utilizando proteinas LEA de grupos diferentes. Por
una parte, en los estudios realizados por Chen et al. (2015), estos autores sobre-expresaron
a la proteina HVA1 (perteneciente al grupo 3 de las proteinas LEA) en arroz y, por otra parte,
en los estudios de Magwanga et al. (2018), ellos sobre-expresaron una proteina LEA del
grupo 2 de algodon (CotAD_24498) en lineas transgénicas de A. thaliana. En ambos casos,
no es posible deducir con certeza que la funcion natural de estas proteinas estd involucrada
con el desarrollo de la raiz ya que estos fenotipos podrian ser el resultado de una ganancia
de funcion consecuencia de la sobre-expresion ectépica de estas proteinas. Adicionalmente,
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% de germinacion

se ha encontrado la acumulacion de altas concentraciones de ZmLEA4 y PVLEAG en la raiz de

Zea mays y P. vulgaris, respectivamente (Colmenero-Flores et al., 1999; Zamora-Brisefio &

de Jiménez, 2016). Estos estudios propusieron que no es exclusivo el papel de las proteinas

LEA del grupo 6 en el desarrollo de la raiz, sino que varios grupos de estas proteinas podrian

estar involucrados en este proceso.
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Figura 3. Tasas de germinacién para las lineas
mutantes de AtLEA6-1 en diferentes condiciones.

Tasa de germinacion de las semillas de dos lineas
mutantes por insercién de T-ADN en A. thaliana
accesion Col y WS. Las semillas se sembraron en
medio control (MS; A), medios suplementados con
NaCl 200 mM (B) y con 300 mM de manitol (C).
Promedio * Error estandar. Resultado representativo

de tres experimentos. Tomado de: Arroyo (2012)

Salleh et al. (2012) encontraron que lineas mutantes anti-sentido de A. thaliana en el

gen SAG21/AtLEAS que codifica para una proteina LEA atipica, presentaban una raiz primaria

mas corta y un menor numero de raices laterales en comparacion a la linea de tipo silvestre,

cuando las plantulas crecieron bajo condiciones de irrigacion éptima; ademas, cuando la raiz

crece bajo condiciones de déficit hidrico, hay una acumulacién en altas concentraciones de
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SAG21. El estudio llevado a cabo por Salleh et al. (2012) es la primera evidencia concreta que
demuestra la participacién de una proteina LEA en el desarrollo radical. Sin embargo, SAG21
es una proteina LEA atipica que no comparte las caracteristicas de las proteinas LEA ‘tipicas’
o hidrofilicas, por lo que sus estudios dejan abierta la pregunta de si las proteinas LEA tipicas
también juegan un papel en el desarrollo de la raiz en condiciones dptimas de crecimiento

y/o de estrés.

Debido a la escasa informacion que hay hasta el momento del papel de las proteinas
LEA en el desarrollo de la raiz se considerd relevante analizar el fenotipo de la mutante en el
gen AtLEA6-1 (atlea6-1) con el objetivo de conocer la funcidon que esta proteina pudiera
tener en los procesos de crecimiento y/o desarrollo de la raiz de A. thaliana. Ademas de los
antecedentes antes citados, la proteina AtLEA6-1 se escogid porque segun los resultados de
secuenciacion de ARN disponibles en TAIR, el transcrito del gen AtLEA6-1 se acumula en la
raiz de plantulas sometidas a condiciones de déficit hidrico; ademas, en el laboratorio se
cuenta con una linea mutante en el gen AtLEA6-1 que en andlisis previos presentd una raiz
primaria mas corta y menor numero de raices laterales, en comparacioén con la linea de tipo
silvestre, en plantulas crecidas en condiciones de déficit hidrico. Dado estos antecedentes,

se planted la siguiente hipotesis:

2. HIPOTESIS
La proteina AtLEA6-1 participa como un modulador del desarrollo y/o crecimiento de la raiz

primaria y raices laterales de A. thaliana en condiciones de estrés salino.

3. OBJETIVO GENERAL
Determinar la participacion de la proteina AtLEA6-1 en el desarrollo de la raiz primaria y de
las raices laterales mediante la caracterizacién fenotipica de la mutante de pérdida de

funcidn atlea6-1 de A. thaliana en condiciones de estrés salino.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS
* Determinar la participacién de la proteina AtLEA6-1 en el desarrollo de |a raiz primaria

de A. thaliona ante estrés salino.

* Determinar la participacion de la proteina AtLEA6-1 en el desarrollo de las raices

laterales de A. thaliana ante un estrés salino.

* Evaluar los procesos de crecimiento y/o desarrollo en los cuales participa AtLEA6-1

en las zonas meristematica y de elongacién de la raiz primaria.

* Determinar la actividad del promotor de AtLEA6-1 en la raiz de A. thaliana mediante
el andlisis de lineas transgénicas que contienen el promotor de AtLEA6-1 fusionado a

genes reporteros.

4. METODOLOGIA

4.1. Material vegetal

Todas las lineas utilizadas en este proyecto estan en el fondo genético de A. thaliana accesidn
Wassilewskija (Ws) peusto que es el fondo genético en el que se encontraban las mutantes
accesibles. La mutante atlea6-1 (FLAG_584B07) se obtuvo del Institut National Recherche
Agronomique (INRA, Versalles, Francia). Para determinar la ubicacion de la insercion de T-
ADN en el genoma de linea atlea6-1 se utilizaron los oligonucledtidos 355FW (5" GGG TCT
TGC GAA GGA TAG TGG 3’) y AtLEA6-1Rv (5" CGG AAC GCC CTG ACG G 3’). La insercién de T-
ADN estd a 17 pares de bases antes del ATG del marco de lectura en el gen AtLEA6-1
(AT2G23110).

Para la esterilizacién, las semillas se agitaron en 1 ml de etanol (EtOH) al 100%
durante 3 minutos, se decantd y se agitaron durante 7 minutos con una solucion que
contenia hipoclorito al 40% (Cloralex) y tritén X-100 0.02% (Sigma, St. Louis. MO, USA).
Posteriormente, se hicieron seis lavados durante 30 segundos cada uno con agua destilada

estéril y las semillas se estratificaron en oscuridad y a 4°C durante tres dias.
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4.2. Condiciones de crecimiento

Para las condiciones in vitro, las plantas crecieron de manera vertical en placas Petri
cuadradas de medidas 12x12x1.7 cm de largo, ancho y alto, respectivamente, que contenian
medio Murashige & Skoog (MS) al 0.2X, 1% de sacarosa, 0.5 g/L MES y 1% de Bacto-agar.
Para las condiciones de estrés salino se prepararon medios de cultivo con concentraciones
de NaCl 50 mM, 75 mM ¢ 100 mM. Por otra parte, para las condiciones de estrés osmotico
se usd una concentracion 300 mM de manitol. Las plantas crecieron en cdmaras de
crecimiento Percival con las siguientes condiciones: 75 pmol photon-m=2:s7* de iluminacion,

un fotoperiodo largo (16 horas luz y 8 horas oscuridad) y una temperatura de 22°C.

Para llevar a cabo los tratamientos de estrés salino y osmotico, las semillas
germinaron en condiciones control sobre celofan dulce. Posteriormente, al segundo dia de

sembradas, se trasplantaron a los diferentes tratamientos (Control, NaCl y manitol).

4.3. Cinéticas de germinacién

Se realizaron estudios de la cinética de germinacién de semillas provenientes de la linea de
tipo silvestre y de la linea mutante atlea6-1. Para ello, 100 semillas de cada linea se
sembraron sobre medio de crecimiento con las condiciones control. La germinacién de las
semillas se monitored observandolas cada seis horas (de 0 a 72 h) bajo un microscopio
estereoscopico NIKON® SMZ1500, considerando una semilla germinada aquélla en donde la
radicula claramente habia roto la testa. Debido a que el tiempo de germinacion de las
semillas de la linea mutante y de tipo silvestre varia segin el lote, cada vez que se
recolectaban semillas nuevas se debia repetir el estudio de la cinética de germinacion. El

experimento se repitié dos veces.

4.4, Cinética de crecimiento de la raiz primaria y analisis de la arquitectura de la raiz

Parar realizar los estudios de la cinética de crecimiento de la raiz primaria y el andlisis de la
arquitectura de la raiz, las semillas de la linea de tipo silvestre y de la atlea6-1 se esterilizaron
y sembraron sobre celofan dulce en condiciones control. Considerando el retraso registrado
en la germinacion de las semillas pertenecientes a la linea atlea6-1, estas se sembraron entre

6 y 12 horas de diferencia con respecto a las semillas de la linea de tipo silvestre, con el
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proposito de garantizar una germinacion sincronizada. Al segundo dia de sembradas las
semillas, estas se trasplantaron a medios control suplementados con NaCl 50 mM, NaCl 75
mM, NaCl 100 mM, manitol 300 mM o a medio sin agentes estresantes. Se sembraron 30
semillas por cada linea y para cada tratamiento, y solo se realizd el seguimiento de la cinética
de crecimiento de la raiz primaria durante nueve dias de aquellas plantulas que germinaron
hasta el segundo el dia, las demas se descartaron. Finalizado el estudio de la cinética de la
raiz primaria, las cajas donde crecieron las plantulas se escanearon en un Scanner EPSON®
Perfection V600 Photo y se analizaron con el programa Imagel®. El experimento se repitié

tres veces.

Al finalizar el estudio de la cinética de crecimiento de la raiz primaria, se recorto el
vastago de las plantulas de las lineas de tipo silvestre y mutante atlea6-1. Posteriormente,
las raices se escanearon nuevamente a 800 dpiy se determinaron los diferentes pardmetros
de la arquitectura de la raiz con ayuda del ‘software’ de libre acceso Ez-Root-VIS (Armengaud

et al., 2009; Shahzad et al., 2018).

4.5. Analisis cuantitativo del meristemo apical de la raiz a nivel celular

Para realizar el analisis cuantitativo del meristemo apical de la raiz (RAM, de sus siglas en
ingles Root Apical Meristem) a nivel celular, se tomaron 10 plantulas de la linea de tipo
silvestre y atlea6-1 sometidas durante 7 dias a condiciones de estrés salino (NaCl 75 mM),
las cuales se tifieron por el método de Pseudo-Shiff (Truernit et al., 2008) y se aclararon
usando las modificaciones para esta técnica de Napsucialy-Mendivil et al. (2014). Desde las
células del Centro Quiescente (CQ) hasta 20 células después de la aparicion del primer pelo
radical, se contaron y midieron las células corticales de la misma fila celular en el software
Imagel®. El analisis cuantitativo del RAM se realizd con el algoritmo de Pacheco-Escobedo et
al. (2016). Por otra parte, la duracién del ciclo celular y el nUmero de células que abandonan
el dominio de proliferacién durante 24 horas se determiné siguiendo la metodologia de
Ilvanov & Dubrovsky (1997) (Lépez-Bucio et al., 2014) y Napsucialy-Mendivil et al. (2014),

respectivamente. Estos experimentos se repitieron dos veces.
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4.6. Analisis fenotipicos del desarrollo de las raices laterales

Para los analisis fenotipicos del desarrollo de las raices laterales, se seleccionaron 10
plantulas de la linea de tipo silvestre y atlea6-1, sometidas durante 8 dias a condiciones de
estrés salino (NaCl 75 mM). En este periodo las plantulas de la linea atlea6-1 presentaban al
menos 5 raices laterales visibles. Las raices se aclararon utilizando NaOH y metanol (Malamy
& Benfey, 1997), siguiendo las indicaciones de Napsucialy-Mendivil & Dubrovsky (Ristova et
al., 2018). El conteo de los primordios de las raices laterales y de las raices laterales se realizd

segun Napsucialy-Mendivil & Dubrovsky (Ristova et al., 2018).

4.7. Construcciones genéticas

Las lineas p35S:AtLEA6-1 atlea6-1 se produjeron por el maestro en ciencias Inti Arroyo
(Arroyo, no publicado). Para la obtencion de las lineas p35S:AtLEA6-1 atlea6-1, el gen
AtLEA6-1 se amplificd incluyendo sus regiones 5 y 3’ no traducidas con los cebadores
FwNcol_AtLEAG-1 (5" GGT GGT CCA TGG AGG ATC AGA AAA AGC C 3’) y RvBstEIl_AtLEA6-1
(5" GGT GGT GGT NAC CTC ACG GAA CGC CCT GAC GG 3’), los cuales tienen en sus extremos
los sitios de restriccion para BstEly Nco1l, respectivamente. El producto de PCR que contenia
el AtLEA6-1 y los sitios de restriccidon BstEl y Ncol se clond en el vector pCAMBIA 1304. El
plasmido p35S:AtLEA6-1,pCAMBIA1304 se verificd por secuenciacién y se introdujo en
Agrobacterium tumefaciens GV 301 para posteriormente transformar plantas de A. thaliana
atlea6-1 con esta construccion genética por el método de inmersioén floral (Clough & Bent,

1998).

Las lineas reporteras pAtLEA6-1:GUS y pAtLEA6-1:GFP se obtuvieron amplificando 1
kb de la regién promotora del gen AtLEA6-1 con los cebadores CACCpAtLEA6-1Fw (5 CAC
CGG TGT TTA GTT GGT GGC CGT TGC 3') y pAtLEA6-1Rv (5’ CTT GTT ATG CGT TTT GCT AAA
TG 3’). El producto de PCR se insertd en el vector de entrada pENTR/SD/D’TOPO (Invitrogen)
y se recombind con la LR Clonase™ (Invitrogen) en los vectores destino pMDC107 vy
pPMDC163, los cuales contienen el gen que codifica para la proteina reportera GFP y GUS,
respectivamente. Por ultimo, estas construcciones genéticas se corroboraron por

secuenciacién para, subsecuentemente, introducirlas en Agrobacterium tumefaciens GV
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3010 vy trasformar plantulas de A. thaliana accesiéon WS de la linea de tipo silvestres por el
método de inmersion floral (Clough & Bent, 1998). La tincidén de GUS se hizo en siete lineas
independientes que se encontraban en la generacion T2 o T3 siguiendo la metodologia de
Jefferson et al. (1987). El analisis de las lineas reporteras pAtLEA6-1:GFP se realizd en 5 lineas
independientes que estaban en la generacion T2 o T3. Las raices analizadas crecieron en

medios control y suplementados con NaCl 75 mM.

4.8. Microscopia 6ptica y confocal

Las raices tefiidas mediante el método de Pseudo-Shiff (Truernit et al., 2008) se observaron
a través de un microscopio Olympus BX40 que contaba con dptica Normaski; las fotografias
se tomaron con una camara Evolution MP (Media Cybernetics) y se superpusieron en Image-

Pro® Insight (Media Cybernetics).

Por otra parte, las raices aclaradas con NaOH y metanol (Malamy & Benfey, 1997) se
observaron en un microscopio Nikon® ECLIPSE E600 equipado con lentes Normaski; algunos

primordios se fotografiaron con una cdmara Nikon® DS Fil.

Finalmente, algunos de los analisis por microscopia confocal se realizaron en un
sistema de microscopia de escaneo laser confocal (CLSM), construido en un microscopio
Zeiss Axiovert 200M, el cual estd equipado con un objetivo EC Plan-NEO FLUAR 20x
(Oberkochen, Alemania). El microscopio cuenta con un ldser que emite luz de 488 nm con
filtros de paso de banda de 630/92 nm, para detectar la fluorescencia de la proteina verde
fluorescente (GFP) y del yoduro de propidio, respectivamente. Mayor informacién del
funcionamiento del microscopio se encuentra en Reyes-Hernandez et al. (2019). También,

se utilizdé un microscopio confocal Olympus FV100 invertido equipado con un objetivo 20X.

4.9. Extraccién de ARN, sintesis de cADN y rtPCR de punto final.

Se extrajo el ARN total de la raiz de plantulas de las lineas de tipo silvestre, atlea6-1 vy
p35S:AtLEA6-1 atlea6-1 crecidas en medios control y medios suplementados con sal (NaCl
75 mM). Para este fin, se sembraron 100 semillas de cada linea en medio control y al segundo

dia de sembradas, las semillas se trasplantaron a los medios que contenian los diferentes
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tratamientos. Al sexto dia se cortaron las raices de todas las plantulas y se extrajo ARN total
de este organo vegetal. El ARN se extrajo con CTAB siguiendo el protocolo de Acosta-
Maspons et al. (2019). Después, la integridad del ARN extraido se analizd en un gel que
contenia hipoclorito 6% (Cloralex) y agarosa 1% (Aranda, et al., 2012). Luego, 500 ng de ARN
se trataron con ADNasa | (Thermo Fisher) segun las indicaciones del proveedor.
Posteriormente, el cADN se obtuvo utilizando la RevertAid Reverse Transcriptase (Thermo
Fisher) y el cebador poli-dT, segun el protocolo de manufactura. Por ultimo, para la grPCR
semicuantitativa se tomoé 1 pL del cADN de cada muestra y se amplificd con los cebadores
elF4Fw y elF4Rv, el cADN de elF4 se usé como gen de referencia, en tanto que los cebadores
CACCAtLEAG-1ATGFw y AtLEA6-1TGARV se utilizaron para amplificar el cADN de AtLEA6-1,
por ultimo, se usaron los oligonucledtidos cTADN-LEA6-1Fw (5" CGA TTG CCC TCA TTT TTA
GC 3’) y AtLEA6G-1Rv ¢/stop (5" TCA CGG AAC GCC CTG ACG G 3’) para determinar el inicio del
transcrito de AtLEA6-1 en las lineas atlea6-1y p35S:AtLEA6-1 atleab-1. Los productos de las
reacciones de PCR (10 pL) se analizaron en un gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio
4%. El gel de agarosa se corrio durante 40 minutos a 80 V. Los geles se fotografiaron en el

foto documentador ImageQuant 300™ (General Electric®).

4.10. Analisis estadisticos

Para cada experimento se realizaron tres o dos replicas bioldgicas segun se indica. Al finalizar
el experimento, se verificd que los datos distribuyeran de manera Gaussiana mediante la
prueba de normalidad de D’Agostino-Pearson. En el caso de que algln tratamiento no pasara
la prueba de normalidad se realizé una exclusién de datos atipicos con el método de ROUT
(Motulsky et al., 2006). Finalmente, para la comparacion de medias se hicieron pruebas
paramétricas t-Student con un disefilo experimental apareado y una diferencia
estadisticamente significativa a partir de un P<0.05. Todos los analisis estadisticos

univariados se realizaron en el programa GraphPad Prism®.

Los analisis de componentes principales (PCA) se llevaron a cabo con el ‘software’

estadistico de libre acceso PAST (https://folk.uio.no/ohammer/past/) y Rstudio®

(https://www.rstudio.com/). Debido a que todas las variables introducidas en el PCA no

tenian las mismas unidades, se incluyeron los resultados de la arquitectura de la raiz en una
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matriz de correlacion, en la cual se normalizaron todas las variables al dividirlas por su
desviaciéon estandar (Hammer, 2019). Finalmente, el PCA de tres dimensiones se realizd en

el programa Rstudio® con la paqueteria pcad3 disefiada para realizar este tipo de graficos.

5. RESULTADOS

5.1. Estandarizacion de las condiciones de crecimiento

Anteriormente, en el laboratorio se encontrd que la mutante en el gen que codifica para la
proteina AtLEA6-1 presenta una raiz primaria mas corta y un menor numero de raices
laterales en comparacion con la linea de tipo silvestre en condiciones de déficit hidrico. Estas
observaciones se hicieron en plantulas que crecieron en medio MS 1X y que al sexto dia
después de sembradas se trasplantaron a medios que contenian 125 mM de NaCl (Arroyo,
no publicado). Debido a que este era el Unico experimento realizado durante la exploracion
fenotipica inicial de la mutante atlea6-1 en el desarrollo de la raiz, el objetivo de este
proyecto fue analizar a mas a detalle el fenotipo de las raices en esta linea mutante con el
fin de determinar la participacion de esta proteina LEA en este proceso de desarrollo. En este
proyecto se decidié disminuir la concentracién del medio de crecimiento MS de 1X a 0.2X,
ya que en muchos de los estudios relacionados con el andlisis del desarrollo de la raiz de A.

thaliana se utilizan medios a esta concentracion.

Al realizar los primeros estudios de la cinética de crecimiento de la raiz primaria de
atlea6-1, se observé que en medios control (MS 0.2X), o adicionados con sal (50 mM, 75 mM
y 100 mM) o con manitol (300 mM), las plantulas sometidas a los diferentes tratamientos de
déficit hidrico presentaban un menor nimero de raices laterales pero una raiz primaria mas
larga (Fig. 6). Por consiguiente, se probaron diferentes condiciones experimentales para el
seguimiento de la cinética de crecimiento de la raiz primaria, incluyendo las mismas utilizadas
por Arroyo (datos no publicados). Las condiciones probadas fueron las siguientes: 1) las
semillas se sembraron en medio MS 1X vy las plantulas correspondientes se transfirieron al
sexto dia después de sembradas (dds) a medios control (MS 1X) o a medios adicionados con
NaCl 50 mM, 75 mM o 100 mM, o manitol 300 mM; 2) las semillas se sembraron sobre
celofan dulce en medio MS 1X y las plantulas se trasplantaron en el segundo dds a medios

control (MS 1X), o suplementados con NaCl 50 mM, 75 mM o 100 mM, o manitol 300 mM;
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3) las semillas se sembraron en medio MS 0.2X y al sexto dia las plantulas se trasplantaron a
medios control (MS 0.2X) o suplementados con NaCl 50 mM, 75 mM o 100 mM, o manitol
300 mM; y 4) las semillas se sembraron sobre celofdn dulce en medio MS 0.2X, cuyas
plantulas se trasplantaron en el segundo dds a condiciones control (MS 0.2X) y medios
suplementados con NaCl 50 mM, 75 mM o 100 mM, o manitol 300 mM. Para cada condicién
se analizaron 10 plantulas del tipo de tipo silvestre y 10 plantulas de la linea mutante atlea6-

1.

Los estudios de la cinética de crecimiento de la raiz primaria en tres de las cuatro
condiciones probadas mostraron que la raiz primaria de la linea atlea6-1 crece mas en
condiciones de déficit hidrico en comparacion con la linea de tipo silvestre (Anexo 2), tanto
en medio MS 1X como 0.2X, corroborando los resultados obtenidos en los primeros estudios
de la cinética de crecimiento de la raiz primaria realizados en este proyecto. Adicionalmente,
se utilizo el osmdmetro WESCOR® SMZ1500 para determinar la diferencia en la
concentracién de solutos que habia entre los medios preparados con MS al 1Xy al 0.2X (Tabla
2). Se encontré que el promedio de la diferencia entre los medios MS1X y 0.2X sin
suplementar o suplementados con NaCl o manitol en la osmolalidad es de 71.7 + 13.3
mmol/kg, siempre con mayor osmolalidad en los medios preparados con MS1X. En términos
de osmolalidad esta diferencia implicaria que es similar tener un medio de cultivo MS 1X que
un medio de cultivo MS 0.2X adicionado con NaCl 30 mM. Asimismo, el aumento en la
concentracién de NaCl en los medios MS genera un incremento en la osmolalidad de manera
lineal, con un R? de 0.998 y 0.995 para medios preparados con MS 0.2X y MS 1X,

respectivamente (Tabla 2).

Debido a que los resultados en varias de las condiciones probadas mostraron que la
raiz primaria de la linea mutante atlea6-1 crece mas que la raiz primaria de las plantulas de
tipo silvestre, se decidio utilizar medios MS 0.2X, ya que presentan una menor osmolalidad
en comparacion a los medios que contenian MS 1X, reduciendo asi la posibilidad de generar
un estrés adicional debido a las altas concentraciones de solutos en el medio. Ademas, no se
encontré en los estudios de la cinética de crecimiento de la raiz primaria una afectacién en

el desarrollo de la raiz por parte del celofan dulce, por lo cual se concluyd sembrar las semillas
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sobre este y trasplantarlas a los diferentes tratamientos al segundo dia después de

sembradas (48 horas).

Tabla 2. Osmolalidad de los medios de cultivo utilizados durante la estandarizacion de condiciones de

crecimiento.
MS 0.2X MS 1X
Osmolalidad promedio (mmol/kg) Osmolalidad promedio (mmol/kg)

NaCl 0 mM 11.3+3.1 67.0+1.7
NaCl 50 mM 111.7+5.5 1750+ 2.6
NaCl 75 mM 158.0+1.0 246.3+2.1
NaCl 100 mM 218.7+3.1 288.0+£6.2
Manitol 300 mM 360.0+3.6 441.7+5.9
Ecuacion y=2.05x+9.8 y=2.26x+67

R? 0.998 0.995

Todas las mediciones se realizaron por triplicado. Se muestran los promedios + desviacion estandar.

No obstante, cuando se realizé el seguimiento de la cinética de crecimiento de la raiz
primaria con un nuevo lote de semillas en las condiciones ya establecidas, se observé que en
medios control la raiz primaria de la linea de tipo silvestre crecid mas que la raiz primaria de
la linea atlea6-1 (Fig. 4). Adicionalmente, en condiciones de estrés salino y osmético la
longitud de la raiz primaria de la linea de tipo silvestre y atlea6-1 no presentaron diferencias
significativas (datos no mostrados). Estos resultados no coincidian con los obtenidos
anteriormente. Sin embargo, se encontrd que esta diferencia en la longitud de la raiz
primaria se debe a que las plantas no germinaron de manera sincronizada (Arroyo, no
publicado). Por ello se realizaron estudios de la cinética de germinacion con el fin de

determinar el tiempo de retraso que presentaban las semillas atlea6-1.
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Figura 4. Cinética de crecimiento de la raiz primaria de plantulas de la linea de tipo silvestre y atlea6-1
sembradas a la misma hora en condiciones control. Cinética de crecimiento de la raiz primaria de la linea de
tipo silvestre y atlea6-1 crecidas en medios control y trasplantadas al segundo dia después de sembradas
(dds) a medios con las condiciones control. La cinética de crecimiento se estudid durante 11 dias después
del trasplante (ddt). Promedio + Error estandar (EE), tipo silvestre n=27, atlea6-1 n=26). **P<0.0021. ddt:

dias después del trasplante. Los datos son representativos de dos experimentos independientes.

5.2. La proteina AtLEA6-1 esta involucrada en el tiempo de germinacién de las semillas de
Arabidopsis thaliana.

Debido a que las semillas de linea mutante atlea6-1 no germinaban sincronizadamente con
las semillas de la linea de tipo silvestre, se realizd un estudio de la cinética de germinacion
para determinar la diferencia que presentaban ambas lineas en los medios control. Aunque
ya se habia observado que las semillas de la linea atlea6-1 tienen una germinacién tardia en
medios control MS 1X (Arroyo, sin publicar), estos analisis se realizaron en condiciones de

luz y en medio de cultivos diferentes a los utilizados en este estudio.

Para los estudios de la cinética de germinacion, después de esterilizadas, las semillas
de las lineas de tipo silvestre y mutante atlea6-1 se dejaron estratificar tres dias en oscuridad
a 4°C. Luego, éstas se sembraron en cajas Petri redondas y se determind cada seis horas la

cantidad de semillas germinadas. Las semillas de la linea de tipo silvestre comenzaron a
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germinar entre las cero y seis horas después de sembradas (dds), presentando el 100% de
germinacion entre las 24 y 30 horas dds (Fig. 5). Por el contrario, las semillas de la linea
mutante atlea6-1 comenzaron a germinar entre las 6 y 12 horas dds, lo cual muestra un
retraso en la germinacién de aproximadamente 12 horas (Fig. 5). No obstante, todas las
semillas viables de la linea de tipo silvestre germinaron en un lapso de 30 horas, mientras
que las semillas de la linea atlea6-1 lo hicieron en 36 horas. Estos resultados muestran que
cuando se encuentra mutado el gen AtLEA6-1, las semillas de A. thaliana tardan mas tiempo
en germinar, indicando que AtLEA6-1 estd involucrada en la regulacién del tiempo de
germinacion de las semillas. Ademas, en las mismas condiciones se encontrd que, a
diferencia de la linea de tipo silvestre, la capacidad de germinacién de las semillas de la linea
mutante es del 97% a las 78 horas y no del 100%, confirmando los resultados obtenidos en
otros estudios en donde las semillas de atlea6-1 mostraron un envejecimiento acelerado

(Arroyo, no publicado).

—o— Tipo silvestre
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% de germinacion
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Figura 5. La proteina AtLEA6-1 participa en la modulacién del tiempo de germinacién de las semillas de
Arabidopsis thaliana en condiciones control. Porcentaje de germinacién acumulado de las semillas de las
lineas de tipo silvestre y atlea6-1 en condiciones dptimas de crecimiento. La germinacién se cuantificé
considerando la emergencia de la radicula al romper claramente la testa. Se utilizaron semillas de lineas
homocigotas colocadas sobre medio MS 0.2X. Promedio + desviacion estandar (DE). tipo silvestre n= 278,

atlea6-1 n=304. Resultados representativos de tres experimentos.
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5.3. La proteina AtLEA6-1 esta involucrada en el desarrollo de las raiz primaria y raices
laterales de Arabidopsis thaliana.

Las proteinas LEA se expresan practicamente en cualquier condicién que cause déficit
hidrico, y en algunos casos bajo otras condiciones de estrés; sin embargo, aunque se conoce
qgue, al menos para algunas de ellas, su ausencia genera susceptibilidad de las plantas a
condiciones de estrés, se desconoce cual es la funcion o funciones que estas proteinas
realizan in vivo ante la deficiencia de agua. Ademas, hasta el momento, no hay ningun
reporte de una linea mutante de pérdida de funcion de una LEA tipica que genere un efecto
en el crecimiento de la raiz ante condiciones de estrés hidrico. Anteriormente, por ensayos
de inmunodeteccion con un anticuerpo anti-PvLEA6 se demostrd que la proteina LEA del
grupo 6 de Phaseolus vulgaris (PvLEAG) se acumula altamente en la raiz del frijol comun
(Colmeneros-Flores et al., 1999) y, debido al gran grado de similitud que hay entre la PvLEAG
y AtLEA6-1, se infiere que la proteina AtLEA6-1 también se acumula en la raiz de A. thaliana
y, que realiza alguna funcién durante el desarrollo de este 6rgano en condiciones de déficit

hidrico.

Para determinar si la falta de la proteina AtLEA6-1 ocasiona un efecto en el
crecimiento de la raiz primaria y en el nUmero de raices laterales en A. thaliana, se hizo un
estudio de la cinética de crecimiento de la raiz primaria de la linea de tipo silvestre y de
atlea6-1 en medios control, o en medios suplementados con 50 mM, 75 mM 6 100 mM de
NaCl, 6 300 mM de manitol. Debido a que las semillas de la linea atlea6-1 presentan un
retraso en su germinacion de seis a 12 horas (Fig. 5), para realizar los estudios de la cinética
de crecimiento de la raiz primaria, las semillas de atlea6-1 se sembraron en medios control
con seis horas de anticipacién a las semillas de la linea de tipo silvestre. A los dos dias después
de sembradas, cuando ya habian germinado todas las semillas, estas se trasplantaron a
medios control y medios suplementados con sal o manitol. Se encontrd que la raiz primaria
de la linea atlea6-1 en los diferentes medios probados crece mas rapido que la raiz primaria
de la linea de tipo silvestre (Fig. 6). En los primeros dias después del trasplante (ddt) no se
observaron diferencias en la longitud de la raiz primaria; sin embargo, después del tercer ddt

en condiciones de déficit hidrico y a los seis ddt en los medios control, la raiz primaria de la
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linea mutante es mas larga que la raiz de las plantulas de tipo silvestre; diferencia que tiende
a aumentar con el tiempo (Fig. 6). Adicionalmente, se observd que las condiciones de déficit
hidrico generan una disminucién en el nimero de raices laterales en la linea de tipo silvestre
y mutante (Fig. 7). La disminucion en el nimero de raices laterales se correlaciona de manera
negativa con la concentracion de osmolitos en el medio, por ende, a medida que aumentan
la concentracion de osmolitos disminuye el numero de raices laterales en ambos genotipos
(Fig. 7). Ademas, en los diferentes medios causantes de déficit hidrico analizados, las
plantulas de atlea6-1 presentaron un menor nimero de raices laterales en comparacion a la
linea de tipo silvestre (Fig. 7). La diferencia que hay entre la linea de tipo silvestre y la atlea6-
1 en el nimero de raices laterales es un efecto que parece aumentar al incrementar las
concentraciones de solutos en el medio (Fig. 7). En efecto, a concentraciones de NaCl 100
mM y de manitol 300 mM (Fig. 7) es donde se presentaron mayores diferencias entre el
numero de raices laterales entre ambas lineas (P<0.0002 y P<0.0021, respectivamente),
incluso a concentraciones de 300 mM de manitol varias plantulas de la linea atlea6-1 no

presentaron ninguna raiz lateral (Fig. 7).

Los estudios de la cinética de crecimiento de la raiz primaria y el conteo del nimero
de raices laterales de las lineas de tipo silvestre y atlea6-1 muestran que AtLEA6-1 podria
funcionar como un modulador negativo del crecimiento de la raiz primaria en condiciones
control y de déficit hidrico (Fig. 6) y, como un modulador positivo del desarrollo de las raices

laterales (Fig. 7) de A. thaliana en condiciones de déficit hidrico.
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Figura 6. La proteina AtLEA6-1 acttiia como un modulador negativo del
crecimiento de la raiz primaria de A. thaliana en condiciones control
y de déficit hidrico. Cinética de crecimiento de la raiz primaria de las
lineas de tipo silvestre y atlea6-1 en medios control (A) y
suplementados con NaCl 50 mM (B), NaCl 75 mM (C), NaCl 100 mM (D)
y manitol 300 mM (E). A) linea de tipo silvestre n=27; atlea6-1 n=27. B)
linea de tipo silvestre n=27; atlea6-1 n=25. C) linea de tipo silvestre
n=23; atlea6-1 n=27. D) linea de tipo silvestre n=27; atlea6-1 n=23. E)
linea de tipo silvestre n=24; atlea6-1 n=27. promedio * DE, ns= no
**%%Pp<0.0001. Resultados

significativo, representativos de tres

experimentos.

50



# de Raices Laterales

ns

40 : ‘
304 o -‘j._E | e |
20 _ .... .. s 00 . -. : |} . .. i
..... | * % ... ... |
10 < | T4 |
0 1 1 & I X 1 I . i

T T T T
Control NacCl NaCl NacCl Manitol Control NacCl NaCl NacCl Manitol
50mM 75mM 100 mM 300 mM 50mM 75mM 100 mM 300 mM

Tipo silvestre atlea6-1

Figura 7. La proteina AtLEA6-1 es un promotor del desarrollo de las raices laterales de A. thaliana en condiciones
de déficit hidrico. Nimero de raices laterales de las lineas de tipo silvestre y atlea6-1 en medios control y
suplementados con NaCl 50 mM, NaCl 75 mM, NaCl 100 mM y manitol 300 mM. El conteo del nimero de raices
laterales se hizo en las lineas de tipo silvestre y atlea6-1 al noveno ddt a los diferentes tratamientos. Control;
linea de tipo silvestre n=27; atlea6-1 n=26. NaCl 50 mM; linea de tipo silvestre n=26; atlea6-1 n=25. NaCl 75
mM; linea de tipo silvestre n=23; atlea6-1 n=26. NaCl 100 mM; linea de tipo silvestre n=24; atlea6-1 n=27.
Manitol 300 mM; linea de tipo silvestre n=29; atlea6-1 n=28. Promedio = Desviacion estandar (DE), ns= no

significativo *P<0.05, **P<0.0021, ***P<0.0002). Resultados representativos de tres experimentos.

Para confirmar que el fenotipo observado de la linea mutante atlea6-1 se debe a que
la insercién de T-ADN en AtLEA6-1 genera una mutante de pérdida de funcién, se utilizaron
lineas construidas anteriormente que contenian fusionado el promotor 35S al marco de
lectura abierto del gen AtLEA6-1 en fondo genético atlea6-1 (Arroyo, no publicado). De las
lineas existentes conteniendo esta construccién se seleccionaron aquéllas que mostraron
reversion del fenotipo mutante en la germinacion durante varias generaciones, tras el
analisis de las cinéticas de germinacion. Los resultados obtenidos mostraron que solo dos de
las lineas analizadas cumplieron con esta caracteristica, ademas de mostrar una tasa de
germinacion similar a la de la linea de tipo silvestre tanto en condiciones control, como en
medios suplementados con NaCl 200 mM o manitol 350 mM (Arroyo, no publicado). Los
estudios de la cinética de crecimiento de la raiz primaria en estas lineas p35S:AtLEA6-1

atlea6-1(4) y p35S:AtLEA6-1 atlea6-1(12) se realizaron sélo en medios suplementados con
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NaCl 75 mM, ya que, en los estudios de la cinética de crecimiento de la raiz primaria de los
experimentos anteriores, los fenotipos observados en estrés salino son mas penetrantes que
los observados en estrés osmoético (Fig. 6 y 7). Ademas, NaCl 75 mM demostrd ser una
concentracién de sal que permitia contrastar los fenotipos de la linea de tipo silvestre y

mutante.

Las lineas p35S:AtLEA6-1 atlea6-1 (4 y 12) presentan una raiz primaria mas corta en
comparacién con la linea mutante y de tipo silvestre en condiciones control (Fig. 8A), siendo
la linea p35S:AtLEA6-1 atlea6-1(4) la que presenta la raiz primaria mas corta, y atlea6-1 la
gue presenta una tendencia a tener la raiz primaria mas larga. Sin embargo, en estos
experimentos no se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre la linea de
tipo silvestre y la linea mutante (Fig. 8A). En condiciones de estrés salino (Fig. 8B), las lineas
atleab-1 y p35S:AtLEA6-1 atlea6-1(12) presentaron la raiz primaria mas larga en
comparacién con las lineas de tipo silvestre y p35S:AtLEA6-1 atlea6-1(4). Estos resultados
indican que las lineas p35S:AtLEA6-1 atlea6-1 (4 y 12), en donde el gen AtLEA6-1 se expresa
a partir del promotor 35S, no mostraron el fenotipo de tipo silvestre que se esperaria en caso
de que la proteina codificada en las construcciones en cuestion se expresara en los mismos
niveles y en los mismos lugares que la proteina de tipo silvestre y, de esa manera,

complementara la ausencia de la proteina en la linea mutante.

Adicionalmente, se analizd el fenotipo relacionado con la densidad de las RLs en la
zona de ramificacion (ZR), gue comprende la zona desde la base de la raiz, hasta la raiz lateral
mas distal (Napsucialy-Mendivil & Dubrovsky, 2018). En la linea de tipo silvestre, atlea6-1y
en p35S:AtLEA6-1 atleab-1(4), se encontrd que las condiciones de estrés salino generan un
aumento en la densidad de las RLs en comparacion con plantulas de su mismo genotipo
crecidas en condiciones control (Fig. 8C), en el caso de la linea de tipo silvestre el incremento
de la densidad de RLs fue de 1.4 veces con respecto a las condiciones control, mientras que,
en la linea atlea6-1 este incremento fue de 1.1 vecesy, en la linea p35S:AtLEA6-1 atlea6-1(4)
de 1.2 veces. Este incremento en la densidad de RLs no se observo en la linea p35S: AtLEA6-
1 atlea6-1(12) (Fig. 8C). En las plantas crecidas en condiciones no estresantes, la linea de tipo

silvestre presentd una mayor densidad de RLs en comparacion con la linea atlea6-1, ademas,
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no se detectaron diferencias significativas en la densidad de RL en la ZR entre la linea de tipo
silvestre y las lineas p35S:AtLEA6-1 atlea6-1 (4 y 12), sugiriendo que el fenotipo observado
en atlea6-1 se da por una desregulacién del gen AtLEA6-1 (Fig. 8C). Sin embargo, en
condiciones de estrés salino las lineas p35S:AtLEA6-1 atlea6-1(4) y p35S:AtLEA6-1 atlea6-
1(12) tuvieron una densidad de RL en la ZR similar a atlea6-1 (Fig. 8C), no mostrando la

complementacion esperada.

Debido a que la lineas p35S:AtLEA6-1 atlea6-1 (4 y 12) no mostraron el mismo
tamafio de la raiz primaria y nimero de raices laterales que la linea de tipo silvestre en una
o ambas condiciones analizadas (Fig. 8), se decidid hacer rrPCR de punto final para
determinar si atlea6-1 es una mutante de pérdida de funcién. Para ello, se analizd la
expresion relativa del gen AtLEA6-1 en raices de plantulas de ocho dds y de seis ddt a medios
control y suplementados con NaCl 75 mM de las lineas de tipo silvestre, atlea6-1 y
p35S:AtLEA6-1 atleab-1 (4 y 12). Sorprendentemente, en condiciones control y de estrés
salino, se observod una alta acumulacién del transcrito de AtLEA6-1 en las lineas atlea6-1 y
p35S:AtLEA6-1 atlea6-1 (4 y 12), pero no en la linea de tipo silvestre (Fig. 9B). Puesto que
una explicacién para este resultado era que el transcrito detectado en atlea6-1 vy
p35S:AtLEA6-1 atlea6-1 (4 'y 12) proviniera del T-ADN, primero se determind la ubicacion del
T-ADN en el gen AtLEA6-1. La secuenciacion del fragmento conteniendo la insercién del T-
ADN, mostré que ésta se encuentra localizada 17 pares de bases hacia arriba del ATG de
AtLEA6-1, en la region 5’UTR del gen (Fig. 9C). Posteriormente, con le fin de determinar si el
transcrito detectado tenia origen en el T-ADN, se disefié un oligonucledtido que hibridara
con la region del T-ADN adyacente a la region codificante para AtLEA6-1, para realizar una
reaccion de PCR, utilizando como oligonucleétido reverso uno que hibrida en la regién
correspondiente al marco de lectura abierto para AtLEA6-1 (Fig. 9C). Con esta reaccion de
PCR se mostrd que el transcrito detectado en las reacciones de grPCR utilizando RNA de
atlea6-1y p35S:AtLEA6-1 atlea6-1 (4 'y 12) en realidad se origina desde el T-ADN, por lo que
no corresponde al transcrito de plantas de tipo silvestre sino a un transcrito espurio (falso,
no auténtico, Fig. 9). En las lineas p35S:AtLEA6-1 atlea6-1 (4 y 12) no se pudo diferenciar

entre la cantidad correspondiente al transcrito de AtLEA6-1 mutante o silvestre.
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Figura 8. El fenotipo observado en la mutante atlea6-1 es debido a la insercién de T-ADN en el gen AtLEA6-
1. Cinética de crecimiento de la raiz primaria de las lineas de tipo silvestre, atlea6-1, p35S:AtLEA6-1 atlea6-
1(4)y p35S:AtLEA6-1 atlea6-1(12) en medios control (A) y suplementados con NaCl 75mM (B). La diferencia
estadisticamente significativa con respecto a la linea tipo silvestre se encuentra en la leyenda del gréfico en
paréntesis. Densidad de raices laterales (RL) en la zona de ramificacion (ZR) de las lineas de tipo silvestre,
atlea6-1, p35S:AtLEA6-1 atlea6-1(4) y p35S:AtLEA6-1 atlea6-1(12) en medios control y suplementados con
NaCl 75mM (C). El conteo del nimero de raices laterales se hizo 10 dias después de trasplantadas las lineas
de tipo silvestres y atlea6-1 a los diferentes tratamientos. A) linea de tipo silvestre n=30; atlea6-1 n=18;
p35S:AtLEA6-1 atlea6-1(4) n=24; p35S:AtLEA6-1 atlea6-1(12) n=28. B) linea de tipo silvestre n=28; atlea6-1
n=24; p35S:AtLEA6-1 atlea6-1(4) n=21; p35S:AtLEA6-1(12) atlea6-1 n=25. C) Control; linea de tipo silvestre
n=27; atlea6-1 n=21; p35S:AtLEA6-1atlea6-1(4) n=28; p35S:AtLEA6-1 atlea6-1(12) n=30. NaCl 75 mM; linea
de tipo silvestre n=28; atlea6-1 n=24; p35S:AtLEA6-1 atlea6-1(4) n=21; p35S:AtLEA6-1(12) atlea6-1 n=25.
A-C) Promedio + DE, ns= no significativa, * P<0.05, **P <0.0021, ***P <0.0002 ****P<0.0001. Resultados

representativos de tres replicas bioldgicas.
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Adicionalmente, en las rrPCR de punto final de las plantulas de tipo silvestre, no se
encontré expresion de AtLEA6-1 en condiciones control ni de estrés salino (NaCl 75 mM).
Para determinar si AtLEA6-1 es un gen inducido por sal, se realizd un estudio de la
acumulacion relativa del transcrito a diferentes concentraciones de NaCl. Para ello, se extrajo
ARN de la raiz de plantulas crecidas en medios control y medios suplementados con 50, 100
y 150 mM de NaCl. Se encontré, que en medios control y medios suplementados con NaCl
50 y 100 mM no hay acumulacion del transcrito de AtLEA6-1, sin embargo, en plantulas
crecidas en medios suplementados con NaCl 150 mM si hay acumulacién del transcrito del
gen (Fig. 9A), demostrando que AtLEA6-1 es un gen que se induce en condiciones de estrés

salino.

Los resultados obtenidos de la expresién relativa de AtLEA6-1 en condiciones control
y de estrés salino (NaCl 75 mM) indican que la mutante atela6-1 produce un transcrito que
se origina desde la insercion de T-ADN y abarca el marco de lectura abierto de AtLEA6-1 (Fig.
9), sugiriendo que atlea6-1 es una mutante de ganancia de funcién. No obstante, la evidencia
fenotipica de la linea atlea6-1 sugiere que esta es una mutante de pérdida de funcién (Fig. 8
y Anexo 3). Evidencia adicional que soporta la idea de que alea6-1 es una mutante de pérdida
de funcion proviene de analisis preliminares de otros dos alelos mutantes en el gen AtLEA6-
1, los cuales tienen un fenotipo similar al de linea mutante atlea6-1; es decir, una raiz
primaria mas larga y menor numero de RLs en comparacion con la linea de tipo silvestre en
plantulas crecidas en condiciones de estrés salino. Ademas, estudios de la cinética de
crecimiento de la raiz primaria de la linea sobre-expresora pAtLEA6-1:AtLEA6-1 AtLEA6-1
muestran que esta linea posee una raiz primaria mas corta que atlea6-1 en medios control y
suplementados con NaCl 75 mM (Anexo 3). Puesto que a la fecha se desconoce si el alelo
mutante atlea6-1 produce o no proteina de tipo silvestre, y debido a que las construcciones
que se utilizaron en las lineas p35S:AtLEA6-1 atlea6-1 (4 y 12), el gen AtLEA6-1 se expresa
del promotor 35S, el cual es un promotor fuerte y no regulado por las condiciones de estrés,
los fenotipos obtenidos podrian ser consecuencia de la produccién alterada (no silvestre) de
esta proteina, tanto en condiciones control como de estrés. Por ello, se estan analizando mas

lineas p35S:AtLEA6-1 atlea6-1 vy, se pretende generar lineas complementadas con
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construcciones en las que la AtLEA6-1 se exprese de su propio promotor con el objetivo de
brindar evidencia adicional de que atlea6-1 es una linea mutante de pérdida de funcion.
Finalmente, tendiendo en cuenta la evidencia fenotipica de atlea6-1, se sugiere que atlea6-

1 es una mutante de pérdida de funcién.
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Figura 9. La insercidon de T-ADN en la linea mutante atlea6-1 se encuentra 17 pares de bases arriba del ATG de
AtLEA6-1y genera un transcrito espurio de AtLEA6-1. A) rtPCR de punto final de elF4y AtLEA6-1 de plantulas de tipo
silvestre trasplantadas al segundo dia de sembradas y crecidas durante 7 dias en medios con MS 0.2X vy
suplementados con 50, 100 y 150 mM B) rtPCR de punto final de elf4, AtLEA6-1 y T-ADN AtLEA6-1 en raices de
plantulas trasplantadas al segundo dia de sembradas y crecidas durante 6 dias en medios con MS 0.2X vy
suplementados con NaCl 75 mM. C) Representacion grafica del gen AtLEA6-1. En él se muestra que el marco de
lectura abierto de AtLEA6-1 se compone de un Unico exdn, ademas, se ilustran las regiones 5" y 3" UTR. La insercion
de T-ADN de la mutante atlea6-1 se representa con un triangulo negro, la cual se encuentra a 17 pares de bases
arriba del ATG. Finalmente, se muestra la localizacién de los oligonucledtidos (flechas rojas) utilizados para amplificar
el marco de lectura abierto de AtLEA6-1 y para comprobar que el transcrito obtenido de AtLEA6-1 en las rTPCRs de
punto final de atlea6-1y p35S:AtLEA6-1 atlea6-1 (4 y 12) provienen del T-ADN (flechas rojas punteadas). Los geles
completos de Ay B con sus respectivos controles se encuentran en el Anexo 1. Comp4= p35S:AtLEA6-1 atlea6-1 (4)

y Comp12= p35S:AtLEA6-1 atlea6-1 (12). Resultados representativos de dos experimentos.
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5.4. La proteina AtLEA6-1 es importante para el correcto desarrollo de la arquitectura de la
raiz de A. thaliana en condiciones control y de estrés salino.

En los estudios de la cinética de crecimiento de la raiz primaria (Fig. 6 y 8) y la determinacion
de la densidad de RL en la ZR (Fig. 8), se observo que la arquitectura de la raiz de la mutante
de pérdida de funcién atlea6-1 presentd variaciones en comparacion a las plantulas de tipo
silvestre (Fig. 10). Estas evidencias condujeron a realizar estudios mas detallados,
considerando la arquitectura de la raiz de la linea de tipo silvestre y de atlea6-1, en

condiciones control y de estrés salino (NaCl 75 mM).

Para estos analisis de la arquitectura de la raiz se utilizé el software de libre acceso
Ez-Rhizo (Armengaud et al., 2009; Shahzad et al., 2018). Este software permitio estimar 14
variables por cada plantula, entre las cuales se encuentra la densidad de raices laterales en
la ZR, la longitud total de la raiz primaria, el nUmero de raices laterales de primer orden y
ordenes superiores y la longitud de las raices laterales, entre otras (Tabla 2; Armengaud et
al.,, 2009; Shahzad et al.,, 2018). Posteriormente, se realizd un andlisis de componentes
principales (PCA, del inglés Principal Component Analysis) con ayuda de los programas de

libre acceso PAST® y Rstudio®.

ATiposilvestre  atlea6-1 B Tipo silvestre atlea6-1

Figura 10. Las plantas de la linea mutante atlea6-1 presentan una arquitectura de la raiz diferente a las
plantulas de la linea tipo silvestre. Plantas de las lineas atlea6-1 y tipo silvestre en condiciones control (A) y
de estrés salino (NaCl 75mM. B). Las fotografias se tomaron a plantulas de nueve dias después de

germinadas. La barra blanca corresponde a 1 cm.

De acuerdo con el PCA las variables que explican mayoritariamente el componente
uno en condiciones control y de estrés salino (NaCl 75 mM) estan relacionadas con las raices

laterales, las variables que mayoritariamente explican el componente dos estan asociadas
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con la raiz primaria en ambas condiciones, en tanto que el componente tres se asocia con
las diferentes zonas de la raiz (zona basal, zona de ramificacion y zona apical) y con la rectitud
y angulo de crecimiento de la raiz primaria en medios control y suplementados con NaCl 75

mM, respectivamente (Tabla 2).

En las condiciones control, el componente uno explica el 36.2% de la varianza de los
datos, el componente dos el 22.5% y el componente tres el 13.0% (Anexo 4A). En cuanto a
las condiciones de estrés salino, el componente uno explica el 37.3% de la varianza de los
datos, el componente dos el 30.7% y el componente tres el 8.7% (Anexo 4B). Cuando se
graficd el componente uno en el eje Y con el componente dos en el eje X, se observd que las
plantulas de la linea de tipo silvestre y atlea6-1 se agruparon de manera independiente en
ambas condiciones; sin embargo, la agrupacién por genotipo es mas evidente en condiciones
control (Anexo 4C y D). Para tener una visualizacion mas clara de estos resultados, se
graficaron los tres primeros componentes del analisis de componentes principales (Fig. 11);
el componente uno se representd en el eje X, el componente dos en el eje Yy el componente
tres en el eje Z. Este tipo de graficas al incluir un mayor porcentaje de variabilidad de los
datos permite observar con mas detalle la localizacion de cada una de las plantulas analizadas
en un espacio tridimensional y, evidenciar claramente la separacion de las lineas analizadas
en grupos diferentes. En este analisis, los primeros tres componentes del PCA en condiciones
control explican el 71.7% de la variabilidad total de los datos (Fig. 11A) y el 76.7% en

condiciones de estrés salino (Fig. 11B).

En el PCA de tres dimensiones también se incluyd el intervalo de confianza del 95%
por cada una de las lineas analizadas, el cual tiene forma de elipse (Fig. 11). Este intervalo de
confianza dice que, al tomar una planta al azar, ya sea de tipo silvestre o mutante, habra el
95% de probabilidad de que, al hacerle las medidas de la arquitectura de la raiz, se agrupe
dentro de la elipse que encierra a los individuos de su mismo fenotipo. El PCA muestra que
las plantulas de la linea de tipo silvestre y atlea6-1 se agrupan de manera independiente en
ambas condiciones analizadas (Fig. 11). Sin embargo, la divergencia entre los grupos es mas
evidente en las condiciones control (Fig. 11A). También, se nota una mayor variabilidad en la

arquitectura de la raiz de las plantulas atlea6-1, tanto en condiciones control como de estrés
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salino (Fig. 11). Este analisis de componentes principales permite concluir que la arquitectura
de la raiz de las plantulas de la linea atlea6-1 es diferente a la arquitectura de la raiz de las
plantulas de la linea de tipo silvestre (Fig. 11 y Anexo 4). Ademas, la alteracion mas grande
en la arquitectura de la raiz ocurre en las raices laterales, en especifico, en el numero,
densidad y longitud de estas (Tabla 2). Por otra parte, a nivel de la raiz primaria la mayor
diferencia se presenta en su longitud, en su longitud vectorial y en la profundidad de esta

(Tabla 2).

En los estudios de la arquitectura de la raiz se observa que las mutantes atlea6-1
presentan un menor numero y densidad de raices laterales en la ZR en condiciones control
(Fig. 12A y Anexo 5A). Estos resultados son similares a los obtenidos con las lineas
complementadas p35S:AtLEA6-1 atlea6-1 (4y 12; Fig. 8C). Sin embargo, cabe mencionar que,
aunque se habia encontrado que en medios control no habia una diferencia significativa en
el nimero de raices laterales entre la linea de tipo silvestre y atlea6-1 (Fig. 7), en esos analisis
no se determind la densidad de RL en la ZR sino unicamente el numero de RL. La
determinacion Unicamente del ndmero de raices laterales y no de su densidad puede
conducir a falsas interpretaciones (Dubrovsky & Forde, 2012), por lo que de acuerdo al
analisis de la arquitectura de la raiz es posible concluir que existen diferencias significativas
en la densidad de RLs entre las lineas de tipo silvestre y mutante en condiciones control.
Adicionalmente, habria que destacar que en los experimentos iniciales no se utilizo el
programa EZ-Rhizo (Armengaud et al., 2009; Shahzad et al., 2018), en el cual se aconseja
escanear las cajas en las que crecieron las plantulas a 800 dpi, por lo que tiene la capacidad
de detectar raices laterales que acaban de emerger, generando asi un grado de resolucién
superior al del ojo humano. A pesar de la alta confiabilidad del programa en detectar las
raices laterales recién emergidas, estos datos se confirmaron manualmente analizando las
ampliaciones de las imdagenes escaneadas. Adicionalmente, se corroboré que en condiciones
de estrés salino las plantulas atlea6-1 tienen un menor nimero y densidad de raices laterales
en la ZR en comparacion con la linea de tipo silvestre (Fig. 12B y Anexo 5B). También, se
observd que las plantas atlea6-1 presentan una menor longitud total de las raices laterales

en ambas condiciones probadas (Anexo 5Cy D).
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Tabla 2. Contribucidn de cada variable a los diferentes componentes del PCA. Descripcion de la contribucion vectorial de cada una de las variables analizadas en cada uno
de los diferentes componentes del PCA en condiciones control y de estrés salino (NaCl 75mM). Resultados representativos de dos réplicas.

Condiciones control

pCl1 PC2 PC3 PC4 PC5 ©PC6 PC7 PC8 PC9 PC10 PC11 PC12 PC13 PC14

Longitud de la raiz primaria (cm) 0.06 054 005 -0.02 -0.03 0.18 -0.03 0.26 -0.16 -0.11 -0.08 0.25 0.40 -0.57
Longitud vectorial de la rafz primaria (cm) 0.23 042 010 -023 012 002 035 014 -010 -015 -010 -0.14 -0.70 0.00
Angulo de la raiz primaria (°) -0.22 0.26  -0.15 0.33 0.54 -0.04 0.32 0.03 0.23 0.51 0.19 0.05 0.02 0.00
# de raices laterales 040 -006 -0.18 020 0.04 020 003 037 037 -010 -0.14 -062 0.21 0.00
Rectitud 0.27 -0.21 0.08 -0.32 0.24 -0.26 0.62 -0.22 -0.07 -0.17 -0.06 0.05 0.43 0.00
Profundidad (cm) 0.33 0.07 0.19 -0.44 -0.36 0.03 -0.01 0.04 0.31 0.60 0.24 0.07 0.04 0.00
Zona Basal (cm) -0.06 -0.13 0.31 -0.28 0.46 0.74 -0.14 -0.09 0.02 -0.02 -0.02 0.03 0.04 0.11
Zona de ramificacion (cm) 0.11 025 -0.60 -0.23 0.01 013 -007 0.12 -0.34 0.07 -0.01 0.11 0.18 0.56
Zona apical (cm) -0.04 0.32 0.56 0.25 -0.13 -0.09 0.06 0.16 0.16 -0.17 -0.07 0.14 0.21 0.59
Densidad RL/RP (raices/cm) 035 -0.27 -0.18 0.19 0.05 0.11 0.06 0.24 0.31 -0.22 0.09 0.68 -0.20 0.00
Densidad RL/ZR (raices/cm) 0.30 -0.28 0.27 0.34 0.01 0.08 0.09 0.28 -0.66 0.33 0.09 -0.03 -0.02 0.00
Longitud total de las RL (cm) 0.39 0.14 -0.01 0.24 0.04 0.02 -0.16 -0.52 0.02 0.24 -0.63 0.11 -0.04 0.00
# de raices laterales de 2do orden 021 001 014 -021 052 -0.52 -055 023 0.00 -0.01 0.01 0.01 0.00 0.00
Sistema radical total (cm) 0.37 0.23 0.00 0.22 0.04 0.06 -0.14 -047 -0.06 -0.24 0.67 -0.12 0.03 0.00
Estrés salino (NaCl 75mM)
Longitud de la raiz primaria (cm) -0.15 045 -0.12 0.03 -0.01 0.02 0.00 0.10 -0.07 0.16 0.30 0.33 0.13 -0.71
Longitud vectorial de la rafz primaria (cm) -0.13 046 004 005 005 -006 005 006 -0.06 0.03 0.16 -0.85 0.00 0.00
Angulo de la raiz primaria (°) 0.17 0.04 0.39 -0.54 0.26 0.60 -0.17 0.22 -0.03 0.00 0.12 -0.01 0.00 0.00
# de raices laterales 0.37 0.23 -0.04 0.13 -0.11 0.02 0.21 0.27 0.29 -0.75 0.10 0.06 0.00 0.00
Rectitud 0.04 0.08 0.76 0.15 0.32 -0.40 0.19 -0.24 0.00 -0.03 0.15 0.15 0.00 0.00
Profundidad (cm) -0.11 0.46 0.10 -0.03 0.09 0.01 0.03 0.09 0.07 0.04 -0.85 0.11 0.00 0.00
Zona Basal (cm) -0.25 -0.04 -0.22 0.32 0.52 0.45 054 -0.10 -0.01 -0.01 0.05 0.06 0.02 0.11
Zona de ramificacion (cm) 0.17 037 -0.10 -0.30 -0.28 -0.07 042 -0.06 -0.37 0.18 0.16 0.22 0.08 0.46
Zona apical (cm) -0.30 0.29 -0.02 0.24 0.12 -0.01 -0.49 0.22 0.25 0.05 0.26 0.25 0.09 0.52
Densidad RL/RP (raices/cm) 043 0.00 0.01 0.12 -0.05 0.02 0.21 0.15 0.62 0.59 0.03 -0.06 0.00 0.00
Densidad RL/ZR (raices/cm) 0.36 -0.09 0.08 0.49 0.08 0.03 -0.10 0.51 -0.56 0.15 -0.08 -0.01 0.00 0.00
Longitud total de las RL (cm) 0.40 0.10 -0.13 0.10 0.16 0.10 -0.26 -047 -0.04 -0.04 -0.07 -0.06 0.68 0.00
# de raices laterales de 2do orden 0.14 -0.05 -0.38 -0.37 0.62 -050 -001 024 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 0.00

Sistema radical total (cm) 033 026 -017 011 015 0.10 -025 -042 -0.07 0.02 0.05 0.06 -0.71 0.00




Control B NaCl 75 mM

PC 2

Figura 11. La linea mutante atlea6-1 presenta una arquitectura de la raiz diferente a la linea de tipo silvestre
en A. thaliana. Andlisis de componentes principales en tres dimensiones de la linea de tipo silvestre (negro) y
atlea6-1 (rojo) en condiciones control (A) y de NaCl 75mM (B). En el eje X se encuentra el componente uno
(PC1), en el eje Y el componente dos (PC2) y en el eje Z el componente tres (PC3). El elipsoide denota el
intervalo de confianza del 95% para cada genotipo, en el caso de la linea de tipo silvestre en color negro y de
la linea mutante en color rojo. A) linea de tipo silvestre n=28; linea atlea6-1 n=28. B) linea de tipo silvestre

n=25; linea atlea6-1 n=27. Resultados representativos de dos replicas.

Por otra parte, el andlisis de la arquitectura de la raiz también evidencid que la
longitud vectorial (longitud en linea recta desde el RAM hasta el hipocétilo; Armengaud et
al., 2009; Shahzad et al., 2018) de la raiz primaria en condiciones control no es diferente
entre las lineas de tipo silvestre y atlea6-1 (Fig. 12C); aunque, la longitud de la raiz primaria
de las plantulas mutantes es mayor en estas condiciones (Fig. 6A, 8A y 12A). Esto estd
indicando que, aunque la raiz primaria de atlea6-1 es mas larga que la raiz de la linea de tipo
silvestre, ésta presenta un mayor nimero de ondulaciones en su crecimiento, es decir, crece
mas sinuosa (Fig. 12E). En contraste, en condiciones de estrés salino, las plantulas de ambos
genotipos crecen con la misma rectitud (Fig. 10B y 12F); por ende, la longitud vectorial de la

raiz primaria de atlea6-1 es mayor a la de la linea de tipo silvestre (Fig. 12D).
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de tipo silvestre y atlea6-1 en condiciones control y de estrés salino. Densidad de las raices laterales en la ZR

determinadas con ayuda del programa Ez-Rhizo en condiciones control (A) y de estrés salino (NaCl 75mM; (B).

Longitud vectorial de la raiz primaria de la linea de tipo silvestre y atlea6-1 en condiciones control (C) y de

estrés salino (NaCl 75mM; D). Rectitud de la raiz primaria de la linea de tipo silvestre y atlea6-1 en condiciones

control (E) y de estrés salino (NaCl 75mM; F). A, Cy E) linea de tipo silvestre n=28; linea atlea6-1 n=28. B, Ey

E) linea de tipo silvestre n=25; linea atlea6-1 n=27. Promedio + DE, ns= no significativo, ***P<0.0002,

***%P<0.0001. Resultados representativos de dos experimentos.
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El PCA mostré que los efectos mads severos en el fenotipo radical de la mutante atle6-
1 se encuentran en el desarrollo de las raices laterales, seguido del desarrollo de la raiz
primaria. De estos analisis es posible concluir que la proteina AtLEA6-1 se requiere para la
determinacion de la arquitectura de la raiz de A. thaliana en condiciones control y de estrés

salino.

5.5. La proteina AtLEA6-1 regula el crecimiento de la raiz primaria a través de la modulacién
de la proliferacion y elongacién celular.

En experimentos anteriores, se encontrd que la raiz primaria de la linea atlea6-1 es mas larga
que la raiz primaria de plantulas de la linea de tipo silvestre crecidas en condiciones de estrés
salino (NaCl 75 mM). Para determinar si el fenotipo de la raiz primaria de atlea6-1 se debia
a una alteracién en los procesos de proliferacién, transicion o elongacion celular, se hicieron
analisis cuantitativos del meristemo apical de la raiz (RAM). Para este fin, se realizaron
mediciones y conteos celulares de 10 plantulas de tipo silvestres y de atlea6-1 en condiciones
de estrés salino. Se decidio hacer los conteos celulares en medios suplementados con NaCl
75 mM (Tabla 3), ya que en estas condiciones se observé una diferencia estadisticamente
significativa en el tamafio de la raiz primaria entre ambos genotipos (Fig. 6 y 8). La
determinacion de los pardmetros celulares se realizd midiendo la longitud de las células
corticales desde el centro quiescente (CQ) hasta 20 células después de la aparicién del primer
pelo radical (Fig. 14). Posteriormente, la medida de todas las células corticales se introdujo
en el algoritmo de Pacheco-Escobedo et al. (2016) para determinar los parametros celulares
de la raiz primaria de las plantulas de tipo silvestre y mutante (Tabla 3). Para corroborar los
resultados obtenidos mediante el algoritmo de Pacheco-Escobedo et al. (2016), se realizo el
conteo del numero de células en el RAM de manera manual; los resultados obtenidos por
ambas metodologias son similares (Tabla 3), sugiriendo que en condiciones de estrés salino
el algoritmo funciona correctamente para determinar los pardmetros celulares estimados
con un punto de inflexidon; sin embargo, el analisis de los parametros celulares del RAM de
plantulas de tipo silvestre y atlea6-1 con dos puntos de inflexidon, dio como resultado que la

zona de elongacion celular era de 1.5 y 1.9 mm de larga, respectivamente, lo cual es poco
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probable, indicando que el algoritmo con dos puntos de inflexién no funciona correctamente

en plantulas sometidas a condiciones de estrés salino (Dubrovsky, comunicacién personal).

Tipo silvestre atlea6-1
r ' |

Figura 13. Meristemo apical de la raiz de la linea de tipo silvestre y atlea6-1. Meristemo apical de la raiz de plantulas
de 7 dias después de germinadas tefiidas con el método de Pseudo-Schiff (Truernit et al., 2008) de la linea de tipo
silvestre (A) y atlea6-1 (B) crecidas en medios suplementados con NaCl 75mM. Con la flecha roja se sefiala el

tamafio del RAM. Las imagenes son representativas de dos replicas. La barra blanca corresponde a 75 um.

En este estudio, se encontré que las plantulas de la linea atlea6-1 presentan un mayor
numero de células en el DP, en el DTy, en el RAM, en comparacioén a las plantulas de tipo
silvestre (Tabla 3, Fig. 14). Sin embargo, el mayor nimero de células en estos dominios y el
RAM no generd un aumento del tamafio del meristemo apical de la raiz de atlea6-1 (Fig. 13
y Tabla 3). El tamafio del RAM es asociado con la velocidad de transicién de las células del
RAM a la zona de elongacion, aumentando o disminuyendo su tamafio si las células transitan
lenta o rapidamente, respectivamente (Dello loio et al., 2008; Napsucialy-Mendivil et al.,
2014). Para determinar si la similitud en el tamafio del RAM entre atlea6-1y la linea de tipo
silvestre estaba relacionada con una mayor transicion de células del DP a la zona de
elongacién, se estimé el nimero de células que abandonan el DP en un periodo de tiempo
de 24 horas. Se encontrd que el nimero de células que abandonan el DP es 1.4 veces mayor
en atlea6-1, explicando porque el tamafio del meristemo en ambas lineas es similar v,
ademas, sugiriendo que AtLEA6-1 estd involucrada en los procesos de transicion de las

células del DP a la zona de elongacion.
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Tabla 3. Parametros celulares de la region apical de |a raiz de plantulas de la linea de tipo silvestre y atlea6-1 en condiciones de estrés
salino (NaCl 75 mM). Pardmetros celulares de la regidn apical de la raiz determinados en plantulas de 7 dias después de germinadas con
el logaritmo de Pacheco-Escobedo et al. (2016) para la linea de tipo silvestre y atlea6-1. En la tabla, se muestra el porcentaje del valor
homdlogo del parametro de tipo silvestre entre el genotipo de tipo silvestre y atlea6-1. La longitud de las células totalmente elongadas,
la tasa de crecimiento de la raiz primaria y la tasa de produccion celular se determinaron manualmente. La duracién del ciclo celular se
determind segln la metodologia de Ivanov & Dubrovsky (1997) y Lopez-Bucio et al. (2014). Tipo silvestre n=10; atlea6-1 n=10. Promedio
* EE, ns= no significativa, * P<0.05, **P <0.0021, ***P <0.0002 ****P<0.0001. DP: Dominio de proliferacion. RAM: Meristemo Apical de

la Raiz. Resultados representativos de dos experimentos.

Aumento de veces de cambio
Tipo silvestre atlea6-1 del valor homélogo del

parametro de tipo silvestre

NUmero de células en el dominio de

29+1 3541** 1.2
proliferacion (DP)
Numero de células en el dominio de

71 8+1* 1.3
transicion (DT)
Numero de células en el meristemo apical de

36+1 437 *** 1.2
la raiz (RAM)
Numero de células en el meristemo apical de

361 44+ *** 1.2
la raiz (RAM) determinado manualmente
Tamafio del dominio de proliferacion (um) 109.245.3 119.045.4ns 1.1
Tamafio del dominio de transicién (um) 130.2424.8 160.8+23.7ns 1.2
Tamafio del RAM (um) 239.5428.3 279.7426.5ns 1.2
Longitud de las células elongadas (um) 75.612.3 82.0+1.6* 1.1
Tasa de crecimiento de la raiz primaria

115.945.6 171.946.3*** 1.5

durante las Ultimas 24 horas (um h?)
Tasa de produccidn celular (células h™t) 1.5+0.1 2,140, 1 %*** 1.4
Duracion del ciclo celular (h)* 13.4+0.6 11.5+0.4* 0.9
Numero de células que abandonan el dominio

37+1 5142 1.4

de proliferacion durante 24 horas **

*Determinado segun la metodologia de Ivanov & Dubrovsky (1997) y Lépez-Bucio et al. (2014).

**Determinado segun la metodologia de Napsucialy-Mendivil (2014).
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Figura 14. atlea6-1 tiene un mayor nimero de células en el meristemo apical de la raiz en comparacién con
la linea de tipo silvestre en condiciones de estrés salino. atlea6-1 presenta un mayor nimero de células en
el RAM en comparacion con la linea de tipo silvestre. Ademas, no hay diferencia en el tamafio de las células
del RAM entre ambos genotipos. Estos analisis se realizaron en plantulas de 7 dias después de germinadas
sometidas a condiciones de estrés salino (NaCl 75 mM). Tipo silvestre n=10; atlea6-1 n=10. Resultado
representativo de dos experimentos.

Por otra parte, las células completamente elongadas en la linea atlea6-1 son 1.1 veces
mas grandes que las células completamente elongadas de las plantulas de tipo silvestre
(Tabla 3). Esto denota que el fenotipo que presentan las plantulas mutantes atlea6-1 en el
crecimiento de la raiz primaria de A. thaliana se debe al efecto sumatorio de un mayor

numero de células en el DP y al mayor tamafio de las células elongadas.

Con el propdsito de determinar si el mayor nimero de células presentes en el DP de
las raices en atlea6-1 se debid a una mayor tasa de division celular, se establecio la duracion
del ciclo celular en este dominio. Para determinar la duracién del ciclo celular se requiere
conocer el numero de células en el DP, la longitud de las células completamente elongadas,

la tasa de crecimiento de la raiz primaria y la tasa de produccion celular, para mas
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informacion sobre la estimacion de la duracion del ciclo celular remitirse a Ivanov &

Dubrovsky (1997) y Lépez-Bucio et al. (2014).

La tasa de crecimiento de la raiz primaria de atlea6-1 en condiciones de estrés salino
esde 171.9 um h', 1.5 veces mayor que la de la linea de tipo silvestre (Tabla 3). El incremento
en la tasa de crecimiento de la raiz primaria en atlea6-1 se debe en parte a una mayor tasa
de produccion celular, que para este caso fue de 2.1 células h?, lo cual es un 1.4 veces
superior que en la linea de tipo silvestre (1.5 células h'!; Tabla 3). Al mismo tiempo, la tasa
de produccién celular estd altamente relacionada al ciclo celular; es decir, si el ciclo celular
es corto, la tasa de produccion celular serd alta y viceversa (lvanov & Dubrovsky, 1997). La
estimacioén del ciclo celular se realizé con la metodologia de Ivanov & Dubrovsky (1997)
(Lépez-Bucio et al., 2014). Segun esta metodologia, la duracién del ciclo celular en el DP de
atlea6-1 es de 11.5 horas, lo que equivale a 0.9 veces la duracidn en la linea de tipo silvestre
(13.4 horas; Tabla 3). La estimacién del tiempo del ciclo celular en esta metodologia se basa
en un modelo de crecimiento estacionario de la raiz primaria que supone las siguientes
premisas: 1) la duracién del ciclo celular es el mismo para todas las células meristematicas,
2) todas las células en el meristemo se dividen, 3) el nimero de células en el meristemo es
constante y 4) el flujo de células que entran y salen de la zona de elongacion es el mismo
(lvanov & Dubrovsky, 1997). Debido a que se desconoce si estas suposiciones se cumplen en
el RAM de plantulas de la linea de tipo silvestre y atlea6-1 crecidas en condiciones de estrés
salino (NaCl 75 mM), la duracién del ciclo celular y sus parametros derivados (nimero de
células que abandonan el DP a la zona de elongacion) determinados mediante esta

metodologia se deben tomar con cautela.

El resultado de estos analisis mostré que la proteina AtLEA6-1 modula parcialmente
el crecimiento de la raiz primaria de A. thaliana a través de la elongacion celular, vy
posiblemente también a través de la regulacion del ciclo celular, influenciando la tasa de
produccion celular y por ende el numero de células en proliferacién. Ademas, los resultados
de este analisis sugieren que AtLEA6-1 estd involucrada en los procesos de transicion celular

del RAM hacia la zona de elongacion.
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5.6. AtLEA6-1 promueve la emergencia de las raices laterales en A. thaliana.

Los analisis de la arquitectura de la raiz mostraron que la mutante atlea6-1 presenta una
menor densidad de RL en la ZR en comparacion a la linea de tipo silvestre en medios control
y suplementados con NaCl 75 mM (Fig. 8 y 12). También mostraron que los cambios mas
drasticos a nivel fenotipico de la linea mutante en ambas condiciones analizadas se dan en
el desarrollo de las raices laterales. Por ese motivo, se decidié determinar cuales procesos
del desarrollo de las raices laterales estan afectados en las plantulas atlea6-1. Para ello, se
analizo el desarrollo de las raices laterales en condiciones de estrés salino, ya que en estas
condiciones se encontrd una mayor diferencia en la densidad de raices laterales entre las

lineas atlea6-1y de tipo silvestre (Fig. 8 y 12).

La caracterizacion fenotipica del desarrollo de las raices laterales de ambas lineas se
realizé siguiendo la metodologia y clasificacién de Malamy & Benfey (1997) para los estadios
de desarrollo de los primordios de las raices laterales (PRL), y atendiendo las indicaciones y
categorizacién de las diferentes zonas de la raiz definidos en Napsucialy-Mendivil &
Dubrovsky (2018). Es decir, se consideraron la ZR y la zona de formacion de raices laterales
(fraccién que abarca desde el primer PRL hasta la primera raiz lateral emergida; Napsucialy-

Mendivil & Dubrovsky, 2018).

En el analisis y conteo de las raices laterales y PRL se corroboraron los resultados
obtenidos anteriormente. No se encontraron diferencias entre el niUmero de raices laterales
entre las plantas de ambos genotipos (Fig. 7 y 15A), pero si en la densidad y porcentaje de
raices laterales en la ZR (Fig. 8, 15B y C). La mutante atlea6-1 presenté una menor densidad
y porcentaje de RL en la ZR, al mismo tiempo, una mayor densidad y porcentaje de PRL en la
ZR (Fig. 15B y C). Al hacer la sumatoria de los PRL y RL en la ZR, se observd que no hay
diferencias en la densidad de los eventos de iniciacién de las RL en la ZR (Fig. 15B), lo que
sugiere que en atlea6-1 el proceso de emergencia de las RLs presenta defectos. Esta
observacién se apoya por el hecho de que atlea6-1 tiene un menor porcentaje de RLs y un

mayor porcentaje de PRL de todos los eventos de iniciacién de las RLs (Fig. 15D).
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Figura 15. Los procesos de emergencia de las raices laterales se encuentran alterados en plantulas de atlea6-1 crecidas en condiciones de estrés
salino (NaCl 75 mM). A) Numero de raices laterales en la ZR de la linea de tipo silvestre y atlea6-1. B) Densidad de raices laterales o primordios
de las raices laterales en la zona de ramificacion o zona de formacién de las raices laterales. C)Porcentaje de raices laterales o primordios de las
raices laterales en la zona de ramificacion. D) Porcentaje de raices laterales o primordios de las raices laterales de todos los eventos de iniciacion,
es decir, la sumatoria de las raices laterales y los primordios. E) indice de iniciacion de las raices laterales de la linea atlea6-1y de tipo silvestre.
F) Tiempo de formacion de las raices laterales en la linea de tipo silvestre y atlea6-1. Estos analisis se realizaron en plantulas de 8 ddt a medios
suplementados con NaCl 75 mM. A-F) promedio + DE, ns= no significativa, * P<0.05, **P<0.0021, ****P<0.0001. A-F) Linea de tipo silvestre

n=10; linea atlea6-1 n=10. Resultados representativos de dos replicas bioldgicas.
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Adicionalmente, se encontrd que la densidad de PRL en la ZF de RL era menor en
atlea6-1 en comparacion con la raiz de tipo silvestre (Fig. 15B), sugiriendo que la linea

mutante presenta alteraciones en los procesos de iniciacion de las RLs.
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Figura 16. En la linea atlea6-1 no se arresta el desarrollo de los primordios de las raices laterales en la zona
de formacién de raices laterales. Porcentaje de PRL segln su estadio de desarrollo en la ZF de raices laterales
en plantulas de 8ddt a medios suplementados con NaCl 75 mM. promedio + EE, ns= no significativo. Linea

de tipo silvestre n=10; linea atlea6-1 n=10. Resultados representativos de dos replicas bioldgicas.

Posteriormente, para determinar si atlea6-1 presenta defectos en la iniciaciéon de los
PRL, se midieron 20 células elongadas de la ZF de raices laterales y la ZR por planta y, se
determind el indice de iniciacion de raices laterales (/;r). Este pardmetro permite evaluar la
iniciacion de las raices laterales en un contexto celular y estima el nimero de eventos de
iniciacion de las raices laterales en una porcion de 100 células (Dubrovsky et al., 2009). Se
encontré, que las células elongadas de atlea6-1 son mas largas, lo cual confirma los
resultados anteriormente obtenidos (Anexo 6 y Tabla 3). Por otra parte, el /;z no presento
diferencias estadisticamente significativas entre la linea de tipo silvestre y atlea6-1 (Fig. 15E),
evidenciando que los procesos de iniciacion de las raices laterales no se alteran en atlea6-1,
sino que la variacion observada en la densidad de PRL en la ZF se debe a que las células

corticales de la raiz primaria son mas largas en la linea mutante.
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Figura 17. Algunos primordios de la raiz lateral de atlea6-1 presentan anormalidades en su morfologia.

Estadio Il

Estadio IV

Fotografias representativas de los diferentes estadios de desarrollo de los PRL de plédntulas de la linea de tipo
silvestre y atlea6-1 en condiciones de estrés salino (NaCl 75 mM). Los PRL de atlea6-1 desde el estadio uno
hasta el estadio seis presentan alteraciones en su morfologia en comparacion a los PRL de la linea de tipo
silvestre. Linea de tipo silvestre n=10; linea atlea6-1 n=10. La barra negra corresponde a 15 um. Imagenes

representativas de dos replicas.

En cuanto a la emergencia de las raices laterales, el fenotipo de atlea6-1 podia ser
resultado de que algunos PRL no se desarrollaban completamente y se arrestaban en un

estado del desarrollo especifico ocasionando que no emergieran o, que los PRL tardaban mas
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tiempo en emerger. Por una parte, no se encontré un arresto del desarrollo de los PRL en
estadios especificos en la ZF de RL, sugiriendo que, una vez se ha formado el PRL en estadio
1, este continua su desarrollo hasta alcanzar el estadio 7 (Fig. 16). Por otra parte,
encontramos que el tiempo de formacién de las RLs es mayor en atlea6-1 (Fig. 15F). El
tiempo de formacion de las RL es el tiempo que abarca desde la iniciacion del PRL hasta la

emergencia de este (Napsucialy-Mendivil et al., 2014).

Asi mismo, la linea mutante atlea6-1 presenta anormalidades en el desarrollo de los
PRL en plantulas crecidas en condiciones de estrés salino (NaCl 75 mM; Fig. 17). Estas
anormalidades se presentan como alteraciones en las divisiones celulares y una morfologia
aplanada de primordios en el estadio uno, hasta el estadio seis de desarrollo, siendo mas
evidente en estadios avanzados (Fig. 17). El porcentaje de PRL anormales en la linea atlea6-
1 es del 22.4% (n=45 de 143), mientras que en la linea de tipo silvestre solo se encontrd un

primordio anormal que es equivalente al 0.5% de 122 PRL analizados en esta linea (Fig. 18).
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Figura 18. atlea6-1 presenta el 22.4 por ciento de los primordios de la raiz lateral con una morfologia
anormal. Porcentaje de PRL anormales presentes en las plantulas de la linea de tipo silvestre y atlea6-1 en
condiciones de estrés salino (NaCl 75mM). Se analizaron 10 raices de cada linea de plantulas de 8 ddt y se
calculd el porcentaje de primordios que presentaban una morfologia anormal. En la linea de tipo silvestre se
encontraron 122 PRL, de los cuales solo uno es anormal; en la linea atlea6-1 se encontraron 143 primordios
de los cuales 45 presentaron una morfologia anormal. Promedio + EE, ****P<0.0001. Resultados

representativos de dos replicas independientes.
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5.7. El promotor de AtLEA6-1 muestra una alta actividad en el cilindro vascular de la raiz de
A. thaliana desde la zona de elongacion celular.

El analisis fenotipico de la mutante atlea6-1 mostré que la proteina AtLEA6-1 participa en los
procesos de emergencia de las RLs y, en la proliferacién, transicién y elongacién celular en la
zona apical de la raiz primaria de A. thaliana. Con el objetivo de determinar una posible
correlacion entre las zonas de transcripcion de AtLEA6-1 y los fenotipos observados en la
linea mutante atlea6-1, se generaron construcciones en las que se fusiond 1 kb de la region
5’ hacia arriba del ATG de la regién codificante para AtLEA6-1 a los marcos de lectura abierto
para los genes reporteros GUS y GFP. La region de 1 kb seleccionada comprende toda la zona
intergénica entre el 5’ del gen AtLEA6-1 y el gen adyacente, y se selecciond considerando
gue contendria la regién promotora y reguladora del gen AtLEA6-1. Posteriormente, las
construcciones genéticas pAtLEA6-1:GUS AtLEA6-1 y pAtLEA6-1.GFP AtLEA6-1 se
introdujeron en plantas de tipo silvestre ecotipo Ws y se seleccionaron las plantas

transgénicas en medios MS 0.5X suplementados con higromicina.

Para la determinacién de los sitios de actividad del promotor de AtLEA6-1, las plantas
conteniendo las construcciones genéticas pAtLEA6-1:.GUS AtLEA6-1 y pAtLEA6-1:GFP
AtLEA6-1 se crecieron en medios control o suplementados con NaCl 75 mM. En total, se
analizaron siete lineas transgénicas independientes en la T2 0 T3 de pAtLEA6-1:GUS AtLEA6-
1 y cinco lineas independientes en la T2 o T3 de pAtLEA6-1:GFP AtLEA6-1. En 11 de las 12
lineas analizadas se encontrd una alta actividad del promotor de AtLEA6-1 en el cilindro
vascular de las raices de A. thaliana, crecidas en ambas condiciones (Fig. 19 y Anexo 9, 10y
11). En la Unica linea en la que no se observé este patrén, no se detectd sefial de GFP en

ninguna regién de la raiz (Anexo 10C, 10D, 11Cy 11D).

La actividad del promotor de AtLEA6-1 solo se evidencid en el cilindro vascular de |a
raiz, a partir de la zona de elongacion, de plantulas crecidas en medios control y
suplementados con NaCl 75 mM (Fig. 19Ay B; Anexo 7, 8,9, 10y 11). En medios control se

observd muy poca actividad del promotor de AtLEA6-1 en las células del cortex y la epidermis
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(Fig. 19B y Anexo 7, 8 y 9). En contraste, en dos de las siete lineas analizadas se detectd un
ligero aumento de la actividad de GUS en cértex y epidermis en condiciones de estrés salino
(Fig. 19), al igual que en los pelos radicales (Fig. 19F Anexo 7, 8 y 9); sin embargo, este
aumento en la actividad del promotor de AtLEA6-1 en medios suplementados con NaCl 75
mM no es concluyente debido a la poca reproducibilidad de los resultados obtenidos en las
diferentes lineas analizadas. Curiosamente, en las raices laterales se encontrd la presencia
de GUS después de la zona de elongacion al igual que en la raiz primaria, pero, también en

la cofia (Anexo 7Ay 8A).

Por otra parte, se observo actividad de GUS en los PRL en estadio uno en ambas
condiciones analizadas (Fig. 19Cy D), no obstante, en primordios del estadio dos la actividad
del gen reportero se encontré mayoritariamente confinada a la capa celular interna del PRL
(Anexo 7C vy 8C). Asi mismo, en estadios posteriores del desarrollo de los PRL no se detecto
actividad de GUS ni de GFP (Fig. 19E y F, Anexo 7, 8 y 9F), sugiriendo que el gen AtLEA6-1 no

se expresa durante el desarrollo de los PRL.

Estos resultados indican que la regién utilizada para el analisis de expresion del gen
AtLEA6-1 en las lineas pAtLEA6-1:GUS AtLEA6-1 y pAtLEA6-1:GFP AtLEA6-1 permite la
expresion de las proteinas reporteras mayoritariamente en el cilindro vascular (a partir de la
zona de elongacion), seguida de cértex y epidermis. En las raices laterales se observd
actividad del promotor en la columela. Ademas, no se detecté actividad en el RAM de la raiz
primaria ni en los primordios de las raices laterales de A. thaliana. Llam¢é la atencion el hecho
de que no se detectara un aumento en la actividad del promotor en plantulas crecidas en
condiciones de estrés salino al compararla con la generada en condiciones control (Fig. 19y

Anexo 9, 10y 11).
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E
Figura 19. Actividad del promotor de AtLEA6-1 en la raiz de A. thaliana de la linea reportera pAtLEA6-1:GUS AtLEA6-1(2). Actividad
del promotor de AtLEA6-1 en condiciones control (A, Cy E) y de estrés salino (NaCl 75 mM; B, Dy F) en la regién apical de la raiz

Ay B), zona de formacidn de las raices laterales con un PRL en estadio uno (Cy D), en una raiz recién emergida (E) y en un PRL en

estadio siete (F) de pldntulas de 9 ddg. Con flechas rojas se marcan primordios de la raiz lateral en estadio I.



6. DISCUSION

En este estudio, el analisis de la linea mutante atlea6-1 mostro que el gen AtLEA6-1 participa
en los procesos de desarrollo de la raiz de A. thaliana en condiciones de crecimiento éptimas
y de déficit hidrico. Los resultados de esta tesis indican que AtLEA6-1 tiene un papel dual en
el desarrollo de la raiz de A. thaliana, ya que podria funcionar como un modulador negativo
del crecimiento de la raiz primaria y como un modulador positivo de la emergencia de las
raices laterales, ademas, de estar involucrado en el desarrollo correcto de la arquitectura

radical en condiciones control y de déficit hidrico.

Anteriormente, la inmunodeteccion de la proteina codificada por el gen ortdlogo de
AtLEA6-1 de Phaseolus vulgaris (PvLEA6) mostrd que esta proteina se acumulaba altamente
en la raiz de plantulas de frijol que crecieron en condiciones éptimas de irrigacion
(Colmenero-Flores, Moreno, Smith, & Covarrubias, 1999), por lo cual se sugirid que podia
tener un papel en el desarrollo de la raiz de las plantas. Ademas, plantas transgénicas de A.
thaliana que tenian en su genoma una construccion genética en la que el promotor del gen
PVLEAG6 se fusiond al gen reportero GUS mostraron una alta actividad del promotor en la raiz
e interesantemente en el periciclo, un tipo celular involucrado en el desarrollo de las raices

laterales (Moreno-Fonseca et al., 2001).

En el presente trabajo se profundizo en el andlisis de la posible funcién del gen
AtLEA6-1 en el desarrollo de la raiz de A. thaliana. AtLEA6-1 es un gen inducible por estrés
salino que se expresa en el cilindro vascular a partir de la zona de elongacién de las raices de
A. thaliana en condiciones dptimas de crecimiento y de estrés salino. En este estudio, se
determind los sitios de transcripcion de AtLEA6-1 en la raiz mediante el uso de lineas
reporteras pAtLEA6-1:GUS AtLEA6-1 y pAtLEA6-1:GFP AtLEA6-1. En las lineas transgénicas
PAtLEA6-1:.GUS AtLEA6-1 no se encontrd que el promotor de AtLEA6-1 presentara mas
actividad en condiciones de estrés salino (Fig. 19), en contraste con los resultados obtenidos
en las grTPCRs de punto final, en las cuales se observé que AtLEA6-1 es un gen cuyo transcrito
se acumula en respuesta a sal y que se encuentra en muy bajos niveles cuando las plantulas
se crecen en condiciones control (Fig. 9A). Una posible explicacion a esta observacién es que

la region de 1 kb seleccionada como la zona que contendria el promotor y la regién
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reguladora del gen AtLEA6-1, en realidad no incluia todos los elementos regulatorios
necesarios para mostrar la actividad del promotor de tipo silvestre en condiciones control.
Cabe mencionar que en el caso del gen PVLEA6, su expresidn estd controlada, no sélo por su
region 5’, sino también por la regién 3’UTR, la cual actia como un potenciador de la
expresion de este gen en condiciones de deshidratacién y tratamientos con ABA (Moreno-
Fonseca & Covarrubias, 2001). Para este gen, también se evidencio que su regién regulatoria
5’ contiene una region que ejerce un conrol negativo sobre la expresidon de este, entre 1.1
kb y 2.1 kb hacia arriba del ATG (Moreno-Fonseca, 2000). Estas observaciones llevan a
considerar la posibilidad de que la regién seleccionada para realizar el andlisis de la actividad
del promotor y region de control del gen AtLEA6-1 no contuviera todos los elementos
necesarios para mostrar una actividad como la del gen de tipo silvestre. No obstante, a pesar
de que aparentemente no se encontrd la regulacion de la actividad del promotor de AtLEA6-
1 detiposilvestre en medios control y suplementados con NaCl 75 mM, las zonas de actividad
del promotor dentro de la raiz en las lineas transgénicas pAtLEA6-1:GUS AtLEA6-1 y pAtLEAG-
1:GFP AtLEA6-1 concuerdan con las secuenciaciones de ARN disponibles en TAIR

(https://www.arabidopsis.org/), validando los resultados obtenidos en este proyecto en

condiciones control y de estrés salino.

En la raiz primaria, AtLEA6-1 funciona como un modulador de los procesos de
proliferacion, transicion celular del DP a la ZE vy, la elongacion celular. Los andlisis fenotipicos
mostraron que atlea6-1 presenta una raiz primaria mas larga, en contraste con la linea de
tipo silvestre, en medios suplementados con NaCl 75 mM. El analisis realizado mostré que el
aumento en la tasa de crecimiento de la raiz primaria de atlea6-1 se debe a que la linea
mutante presenta unas células elongadas mas largas y, un mayor numero de células en el
DP, DT y RAM. Estimaciones de la duracion del ciclo celular mostraron que el aumento en el
numero de células en el DP, DT y RAM de atlea6-1 es consecuencia de que el ciclo celular en
la linea mutantes es mas corto que en la linea de tipo silvestre (11.5 y 13.4 horas,
respectivamente). Anteriormente, se encontrd que la duracién del ciclo celular en el RAM de
plantulas de A. thaliana accesion WS crecidas en condiciones control es de 20.8 horas

(Napsuacialy-Mendivil et al., 2014). También, se demostré que la duracion del ciclo celular
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aumenta cuando las plantas se someten a condiciones de estrés salino (West et al., 2004).
Teniendo en cuenta la duracion del ciclo celular reportada por Napsucialy-Mendivil et al.
(2014), se esperaba que la duracién del ciclo celular determinada en este estudio para las
plantulas de tipo silvestre fuera mayor a 20 horas. No obstante, se encontré que la duracion
del ciclo celular no es mayor sino menor a 20 horas (13.4 horas). La diferencia entre los
resultados de ambos estudios puede ser una consecuencia de que las condiciones de
crecimiento utilizadas no fueron las mismas. En los estudios de Napsucialy-Mendivil et al.
(2014), la duracién del ciclo celular se estimé en plantulas de 8 ddg crecidas a una
temperatura de 21°C, mientras que en este estudio el andlisis se realizd en plantulas de 7
ddg crecidas en una temperatura de 22°C. La temperatura es un factor importante en la
duracion del ciclo celular; a mayor temperatura, menor la duracion de éste (Yang et al,,
2017). Ademas, en otras accesiones de A. thaliana como Col-0, la duracion del ciclo celular
puede variar entre 10 hasta 16.6 horas, en plantulas crecidas en medios control a una
temperatura de 22°C (Campilho et al., 2006; Tapia-Lépez et al., 2008; Garay-Arroyo et al.,
2013; Filin, 2015), demostrando la alta variabilidad de resultados obtenidos. Sin embargo,
todas estas determinaciones no se hicieron con la misma metodologia. Adicionalmente, en
este estudio no se puede concluir que la duracion del ciclo celular se encuentra alterada en
atlea6-1 porgue no se comprobd que se cumplieran los supuestos del modelo de Ivanov &
Dubrovsky (1997), por lo cual, los resultados obtenidos solo sugieren que el ciclo celular en
la linea mutante pudiera estar afectado. Es por ello, que para conocer si la duracion del ciclo
celular en atlea6-1 en realidad se encuentra afectada, se requieren hacer estudios con otras

metodologias, como lo serian hacer ‘time-lapse’ de las células del RAM o tinciones con EdU.

Las citoquininas son hormonas vegetales que estan relacionadas con los procesos de
diferenciacion celular en la raiz de A. thaliana. Dentro de los procesos de biosintesis de las
citoquininas se encuentran unas enzimas conocidas como las ATP/ADP isopentenil-
transferasas (IPT), las cuales, catalizan el paso limitante en la sintesis de esta hormona
vegetal (Miyawaki et al., 2004). Cada uno de los genes que codifican para estas enzimas
presenta un patréon Unico de expresidon espacial; sin embargo, AtIPT3, AtIPT5 y AtIPT7 se

expresan en el tejido vascular de las zonas de elongacion y de diferenciacion de la raiz
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(Miyawaki et al., 2004). La linea triple mutante para estos genes ipt3,ipt5,ipt7 de A. thaliana
posee un mayor numero de células en el RAM, lo cual correlaciona con una raiz primaria mas
larga (Dello loio et al., 2007). El fenotipo de esta triple mutante se revierte con la aplicacion
de citoquininas, demostrando que el fenotipo es debido a la falta de estas fito-hormonas
(Dello loio et al., 2007). Por otra parte, mutantes simples de genes involucrados en la cascada
de sefializacién por citoquininas como AHK3 (Arabidopsis Histidine kinase), ARR1 y ARR12
(Arabidopsis Response Regulator), presentan un fenotipo similar al de la triple mutante
ipt3,ipt5,ipt7; es decir, una raiz primaria mas larga y mayor nimero de células en el
meristemo (Dello loio et al., 2007). La mutante simple arr12 y la mutante doble arr1, 12 se

caracterizan por poseer células completamente elongadas mas largas (Street et al., 2016a).

Los fenotipos de las lineas mutantes en la biosintesis y sefializacién por citoquininas
se explican en parte porque esta fitohormona trabaja en conjuncién con otras hormonas,
como las auxinas y el etileno, para regular el crecimiento de la raiz. La relacién entre las
auxinas y citoquininas es esencial para el establecimiento del DT, encontrandose una mayor
cantidad de auxinas en regiones asociadas con la proliferacion celular de la raiz (DP), y una
mayor concentracién de citoquininas en el DT (Street et al., 2016). Por otra parte, se ha
demostrado que las citoquininas promueven la sintesis del etileno, una hormona relacionada

con la inhibicién de la elongacién celular (Hansen, Chae, & Kieber, 2009).

Los estudios realizados con las citoquininas y la similitud en los fenotipos de las lineas
mutantes para esta fitohormona, ya sea en su sintesis o percepcién, con la linea mutante
atlea6-1 sugieren que AtLEA6-1 actla a partir del DT y la zona de elongacién celular. Los
fenotipos que presenta la mutante atlea6-1: un mayor nimero de células en el RAM, un
mayor numero de células que abandonan el DP durante 24 horas, células completamente
elongadas mas largas y una elevada actividad del promotor de AtLEA6-1 en el cilindro
vascular a partir de la ZE y DT de la raiz de A. thaliana (Fig. 19), también los presentan las

mutantes que afectan los niveles o percepcion de las citoquininas.

En este punto, es importante resaltar que se desconoce si el fenotipo en la raiz

primaria de atlea6-1 proviene desde el desarrollo embrionario o es un efecto del estrés
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salino. En el caso de que AtLEA6-1 esté implicado en el desarrollo del embridn, es posible
que el fenotipo observado en la raiz primaria de atlea6-1 no sea exclusivo del estrés per se,
si no que esté determinado embridnicamente. Un ejemplo de esto, son las mutantes de
mpk6. MPK6 (del inglés: Mitogen-activated protein kinase 6) es una proteina quinasa
involucrada en la transduccion de sefiales de respuesta a estrés y desarrollo (Colcombet &
Hirt, 2008; Lopez-Bucio et al., 2014). Las mutantes de mpk6 presentan alteraciones en el
desarrollo embrionario, las cuales dan como origen a tres fenotipos de semillas diferentes
gue estan relacionados post-embridénicamente con tres fenotipos diferentes en la
arquitectura de la raiz (Lopez-Bucio et al., 2014). No obstante, si el fenotipo de atlea6-1
estuviera determinado desde el desarrollo embrionario, este se haria mas evidente en
condiciones de estrés salino, demostrando la importancia de AtLEA6-1 en el desarrollo de la

raiz primaria de A. thaliana post-embrionicamente en condiciones de estrés.

En cuanto al desarrollo de las raices laterales, se encontré que atlea6-1 tiene
afectados los procesos de emergencia y desarrollo de las raices laterales, pero no los
procesos de iniciacion. La caracterizacion fenotipica de la mutante atlea6-1 mostré que tanto
en condiciones control como en condiciones de déficit hidrico, la linea mutante atlea6-1
tenia una menor densidad de RL en la ZR en comparacién con la linea de tipo silvestre.
Curiosamente, se encontrd que las plantulas que crecieron en medios suplementados con
NaCl 75 mM presentaron una mayor densidad de RLs en comparacion con las plantulas de
su mismo genotipo crecidas en medios control; sin embargo, el aumento en la densidad de
RLs en condiciones de estrés salino es menor en la linea atlea6-1y 355:AtLEA6-1 atlea6-1 en
comparacién con la linea de tipo silvestre, evidenciando que las plantulas de la linea mutante
son mas susceptibles al estrés salino que las plantulas de tipo silvestre. Anteriormente, ya se
habia reportado que el estrés osmoético inhibia la formacion de RLs, mientras que,
condiciones equiosmolares (misma concentracién de osmolitos en el medio) de estrés salino
estimulaban la emergencia y formacion de RLs, en un proceso en el que esta involucrado el

antiporter de Na*/H* SOS3 (del inglés: Salt Overly Sensitive 3; Zhao et al., 2011).

En condiciones de estrés salino, el indice de iniciacién de las raices laterales en la

mutante atlea6-1 no es diferente al de la linea de tipo silvestre, indicando que la iniciacion
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de los PRL no se afecta; sin embargo, la densidad de raices laterales en la zona de ramificacién
es menory, el tiempo de formacion de las RLs era 1.4 veces mas largo en la mutante. Dentro
de la zona de ramificacién de la raiz primaria también se encontrd que habia un mayor
porcentaje de PRL en atlea6-1. Ademas, el indice de todos los eventos de iniciaciéon de las
raices laterales en la ZR de la mutante no es diferente al de las plantulas de tipo silvestre.
Adicionalmente, en la linea mutante atlea6-1 se detectd un alto grado de PRL con desarrollo
anormal. Los PRL anormales se distinguieron porque tienen una morfologia aplanada y una

apariencia de amontonamiento de células dentro de estos.

En la literatura se han reportado varias mutantes con defectos en los procesos de
emergencia de las raices laterales, una de esas mutantes es lax3. LAX3 (del inglés: Like AUX1
3) es un transportador de influjo de auxinas que se expresa en células que rodean a los PRL
y su actividad estd asociada a la expresion de enzimas encargadas en la remodelacion de la
pared celular (Swarup et al., 2008). Un PRL en desarrollo atraviesa varias capas celulares de
la raiz para emerger. En el paso del PRL, éste tiene que atravesar la endodermis, el cértex y
la epidermis; a su paso, las células se separan y permiten que el PRL transite a través de ellas;
sin embargo, cuando hay una baja expresidon de alguna de las enzimas remodeladoras de la
pared celular, el transito del primordio en la raiz se afecta (Swarup et al., 2008). Ademads, en
otros estudios se ha sugerido que el aumento de |la expresién de genes remodeladores de Ia
pared celular alrededor de los PRL se correlaciona con un mejor transito del PRL entre las
diferentes capas celulares (Gonzalez-Carranza et al.,, 2007; Laskowski et al., 2006;
Neuteboom et al., 1999). Nuestros resultados demuestran que la emergencia es el proceso
gue se encuentra afectado en el desarrollo de los PRL en atlea6-1. La morfologia aplanada
de los PRLYy el tiempo de formacion de las RL en atlea6-1 indican que los primordios no estan
atravesando con facilidad las diferentes capas celulares de la raiz, por lo que seria posible
pensar que existe una relacién funcional entre proteinas remodeladoras de la pared celular

y la proteina AtLEA6-1.

Se ha propuesto que las LEAs pueden funcionar como biomoléculas protectoras de
otras proteinas y de esta manera evitar su desnaturalizacién en situaciones de déficit hidrico

(Olvera-Carrillo et al. 2011). Esta hipdtesis estad soportada en evidencia in vitro de varias
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proteinas LEA que muestran que, en condiciones de baja disponibilidad de agua,
amontonamiento molecular y temperaturas extremas, adquieren estructuras secundarias y
son capaces de mantener la actividad de algunas enzimas reporteras como la MDH y LDH.
Ademds, recientemente se descubrid que AtLEA6-1 es capaz de proteger la LDH en
condiciones de congelamiento-descongelamiento (Arroyo, no publicado), lo cual sugiere,
que esta proteina puede tener la misma funcion in vivo, sin embargo, se requieren mas
estudios para poder comprobar esta hipdtesis y para conocer las proteinas con las cuales
AtLEA6-1 estd interactuando en el desarrollo de la raiz, para asi determinar con mayor
exactitud en que parte del proceso del desarrollo de la raiz primaria y la emergencia de las
raices laterales se requiere a la proteina. Ademas, la caracteristica desordenada de AtLEA6-
1 le confiere a esta proteina la capacidad de interactuar con varias moléculas, que pueden
estar involucradas en la sefializacion, regulacidon y respuesta a varias sefiales ambientales y
de desarrollo. Por lo cual, se sugiere que la funcion dual de AtLEA6-1 en la raiz primaria y
raices laterales de A. thaliana se debe a las proteinas o moléculas con las cuales AtLEA6-1

pudiera interaccionar en estos diferentes contextos celulares.

Con la idea de obtener posibles interactores de AtLEA6-1 se llevd a cabo un analisis
de cotranscripcién del gen AtLEA6-1 con otros genes. Para realizar esto, se utilizo el
programa Expression Angler (Toufighi et al., 2005). Este programa toma como base de datos
secuenciaciones de ARN extraido de raices crecidas en diferentes condiciones y analiza los
patrones de expresion tejido especifico de manera comparativa con un gen de interés, en
este caso AtLEA6-1. El analisis de cotranscripcion mostrd que AtLEA6-1 se coexpresa con 24
genes diferentes (Anexo 11). Dentro de estos genes se encuentran una fosfatasa
(AT1G51810), un factor transcripcional (AtWRKY42), genes involucrados en el desarrollo
(UFO, AKRP, CYP78A5, AT3G14900), un transportador de membrana (AT1G15150), entre
otros. Los resultados de este analisis es una guia para futuras investigaciones que tengan
como objetivo evaluar posibles interactores de AtLEA6-1; sin embargo, este andlisis es a nivel
transcripcional y no a nivel proteico, por lo cual, la coexpresion de un gen con AtLEA6-1

puede deberse a un efecto indirecto de la interaccion de esta proteina con otras.
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Otro aspecto que vale la pena abordar en esta seccion es en relacidon con las
caracteristicas de la mutante atlea6-1, la cual presenta una insercién de T-ADN en la region
5’UTR del gen AtLEA6-1. De acuerdo con el andlisis que se realizd, esta linea mutante produce
un transcrito anormal que a pesar de que inicia en el mismo T-ADN, también comprende la
region codificante del gen AtLEA6-1 (Fig. 9B). Desafortunadamente, hasta el momento no se
ha podido determinar si en la mutante se produce o no la proteina AtLEA6-1 nativa.
Experimentos en los que se utilizaron anticuerpos contra AtLEA6-1 para determinar
presencia de la proteina, fueron fallidos; ya que los anticuerpos, producidos por la compafia
AGRISERA, no tuvieron la sensibilidad necesaria para detectar a la proteina en extractos
totales. A pesar de la incertidumbre que genera esta mutante, la evidencia fenotipica sugiere
fuertemente que atlea6-1 es una mutante de pérdida de funcién. Los datos obtenidos con
las lineas p35S:AtLEA6-1 atlea6-1 (4 y 12) mostraron una recuperacion parcial del fenotipo
de tipo silvestre en medios control y de estrés salino, en especial de la linea p35S:AtLEA6-1
atlea6-1 (4). Sin embargo, una complementacion completa se observd en el caso del fenotipo
de germinacion (Arroyo, datos no publicados). La razéon por la cual en las lineas p35S:AtLEA6-
1 atleab-1 (4y 12) no hay una recuperacion completa de atlea6-1 al fenotipo de tipo silvestre
es que el transcrito que codifica AtLEA6-1 silvestre en estas lineas se expresa a partir del
promotor 35S, un promotor fuerte y constitutivo, y dado que esta funcion en el desarrollo
pudiera requerir cantidades particulares de esta proteina, asi como, sitios especificos para
su sintesis, el fenotipo no muestra las caracteristicas de tipo silvestre. Hay reportes de lineas
complementadas con el promotor 355 y no el promotor enddgeno de un gen, en las cuales
no se revierte completamente el fenotipo de la linea mutante, como es el caso de la linea
complementada 355:Myc-HLS1 his1-1 (Lyu et al., 2019). Ademas, el promotor 35S no tiene
la capacidad de percibir las condiciones ambientales impuestas por el estrés salino en las
raices de A. thaliana. El promotor enddégeno de AtLEA6-1 contiene varios elementos
regulatorios en cis que intervienen en la respuesta a condiciones de déficit hidrico, como son
los elementos ABRE, DRE, MYC y MYB (Battaglia, 2008). Estos elementos son importantes en
la regulacion transcripcional de AtLEA6-1, en especial en la respuesta por parte de la planta

a las situaciones de estrés impuestas por la baja disponibilidad de agua. Adicionalmente,
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analisis preliminares de la longitud de la raiz primaria y densidad de RLs en la ZR de dos alelos
mutantes adicionales de AtLEA6-1, muestran el mismo fenotipo de atlea6-1, igualmente,
estudios de la cinética de crecimiento de la raiz primaria de una linea sobre-expresora
PAtLEA6-1:AtLEA6-1 AtLEA6-1 en condiciones control y de estrés salino, arrojaron que esta
linea sobre-expresora presenta un fenotipo opuesto al de atlea6-1 (Anexo 3), brindando mas

evidencias de que atlea6-1 es una mutante de pérdida de funcion.

Finalmente, cabe mencionar que resulta interesante encontrar que un gen
relacionado en la respuesta a estrés como AtLEA6-1 esté involucrado en los procesos de
desarrollo de la raiz en condiciones de crecimiento éptimoy de estrés salino. Estos resultados
estan de acuerdo con la idea de que en las plantas se han seleccionado mecanismos para
ajustar su desarrollo y crecimiento a las condiciones cambiantes del ambiente vy, siendo las
proteinas LEA, proteinas cuyo aumento en abundancia se encuentra intimamente asociado
a condiciones ambientales adversas, pudiendo funcionar como un elemento ‘ajustador’
entre el desarrollo y el estrés. Este es el primer reporte que se tiene de una proteina LEA
tipica cuya funcidn esta asociada a la modulacién del desarrollo de la raiz, lo cual amplia el
campo del conocimiento que se tiene acerca de las proteinas LEA y enriquece el
conocimiento e importancia de las proteinas intrinsecamente desordenadas en el desarrollo

de los organismos.

7. CONCLUSIONES

e la proteina AtLEA6-1 funciona como un modulador negativo del crecimiento de la
raiz primaria y, como un modulador positivo de la emergencia de las raices laterales
en plantulas de A. thaliana sometidas a condiciones de estrés salino.

e En la zona de elongacién de la raiz primaria, AtLEA6-1 actua como un modulador
negativo del proceso de elongacion celular. Ademads, algunos datos sugieren que
AtLEA6-1 también esta involucrada en los procesos de prolifecion celular en el RAM
y en la transicion de células del DP a ZE en condiciones de estrés salino.

e AtLEA6-1 no participa en los procesos de iniciacion de los primordios de la raiz lateral;

sin embargo, esta proteina se encuentra involucrada en la morfogénesis de los
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primordios en plantulas de A. thaliana sometidas a condiciones de estrés salinoy, por
lo tanto, también tiene un rol en aspectos temporales del desarrollo de los primordios

de las RLs.
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9. ANEXOS
Anexo 1. Geles completos de las rTPCR de punto final de elF4 y AtLEA6-1 de plantulas de tipo silvestre trasplantadas al segundo dia de

sembradas y crecidas durante 7 dias en medios con MS 0.2X y suplementados con 50, 100 y 200 mM (A) vy, de elF4, AtLEA6-1y T-ADN
AtLEA6-1 en raices de plantulas trasplantadas al segundo dia de sembradas y crecidas durante 6 dias en medios con MS 0.2X y

suplementados con NaCl 75 mM.
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Anexo 2. Longitud de la raiz primaria de plantulas de 12 dias después de germinadas de la linea de tipo silvestre y atlea6-1. A) semillas
sembradas en medio MS 1Xy las plantulas correspondientes se transfirieron al sexto dia después de siembra (dds) a medios control (MS
1X) 0 a medios adicionados con NaCl 50 mM, 75 mM o 100 mM, o manitol 300 mM. B) semillas sembradas sobre celofan dulce en medio
MS 1Xy las plantulas se trasplantaron en el segundo dds a medios control (MS1X) y, suplementados con NaCl 50 mM, 75 mM o 100 mM,
o manitol 300 mM. C) semillas sembradas en medio MS 0.2X y al sexto dia se trasplantaron las plantulas a medios control (MS 0.2X) v,
suplementados con NaCl 50 mM, 75 mM o 100 mM, o manitol 300 mM. D) semillas sembradas sobre celofan dulce en medio MS 0.2X,
cuyas plantulas se trasplantaron en el segundo dds a condiciones control (MS0.2X), NaCl 50 mM, 75 mM o 100 mM, o manitol 300 mM.
A-D) Tipo silvestre n=10; atlea6-1 n=10. Promedio *+ Desviacion estandar (DE). ns= no significativo *P<0.05, **P<0.0021, ***P<0.0002,
***%DP<0.0001.
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Anexo 3. Cinéticas de crecimiento de la raiz primaria de plantulas de 9 ddt de la linea de tipo silvestre, atlea6-1y pAtLEA6-1:AtLEA6-
1 AtLEA6-1 en condiciones control (A) y de estrés salino (NaCl 75 mM). La diferencia estadisticamente significativa con respecto a
la linea tipo silvestre se encuentra en la leyenda del grafico en paréntesis. A) linea de tipo silvestre n=30; atlea6-1 n=28; pAtLEA6-
1:AtLEA6-1 AtLEA6-1 n=29 B) linea de tipo silvestre n=27; atlea6-1 n=30,; pAtLEA6-1:AtLEA6-1 AtLEA6-1 n=27. Ay B) Promedio *

DE, ns= no significativa, **P <0.0021, ****P<0.0001. Resultados representativos de tres replicas bioldgicas.
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Anexo 4. Contribucion de cada uno de los componentes en el andlisis de componentes principales para explicar la variabilidad de los datos en
condiciones control (A) y de estrés salino (NaCl 75mM; B). Visualizacién del andlisis de componentes principales en dos dimensiones en medios

control (C) y medios suplementados con NaCl 75mM (D). Ay C) linea de tipo silvestre n=28; linea atlea6-1 n=28. By D) linea de tipo silvestre n=25;

linea atlea6-1 n=27. Ay B) Promedio + DE. Resultados representativos de dos replicas.
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Anexo 5. NUmero de raices laterales en plantulas de 11 dds y 9 ddt de la linea de tipo silvestre y atlea6-1 en

condiciones control (A) y de estrés salino (NaCl 75mM; B). Longitud total de las raices laterales de la linea de

tipo silvestre y atlea6-1 en medios control (C) y medios suplementados con NaCl 75mM (D). Longitud

vectorial de la raiz primaria de plantulas de la linea de tipo silvestre y atlea6-1 crecidas en condiciones control

(E) y de estrés salino (NaCl 75 mM; F). A, Cy E) linea de tipo silvestre n=28; linea atlea6-1 n=28. B, Dy F) linea

de tipo silvestre n=25; linea atlea6-1 n=27. Promedio + DE, ns= no significativo, ***P<0.0002, ****P<0.0001.

Resultados representativos de dos replicas.
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Anexo 6. Longitud de las células completamente elongadas determinada en los experimentos de desarrollo
de las raices laterales en plantulas de 8ddt a medios suplementados con NaCl 75 mM. Linea de tipo silvestre

n=10; linea atlea6-1 n=10. Promedio * DE, ****P<0.0001. Resultados representativos de dos experimentos.
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Anexo 7. Actividad del promotor de la linea reportera pAtLEA6-1:GUS;AtLEA6-1(2) en el RAM de una raiz
lateral (A), el cértex y epidermis (B), PRL en estadio dos (C) y PRL en estadio seis (D) de plantulas de 9ddg

crecidas en medios control.
A B
C D
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Anexo 8. Actividad del promotor de la linea reportera pAtLEA6-1:GUS,AtLEA6-1(2) en el RAM de una raiz lateral (A), el cortex y
epidermis (B), PRL en estadio dos (C) y raiz lateral recién emergida (D) de plantas de 9ddg crecidas en medios suplementados con

NaCl 75mM.
A B
C D
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Anexo 9. Actividad del promotor en raices de plantulas de 9 ddg de la linea transgénica pAtLEA6-1:GFP,AtLEA6-1 (2) crecidas en
medios control (A 'y B) y suplementados con NaCl 75mM (B, Dy E), en el RAM (Ay B), el cortex (Cy D), pelos radicales y PRL (E).

Tincidn realizada con yoduro de Propidio. La barra blanca corresponde a 40 um.

A B
C D
E
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Anexo 10. Actividad del promotor en raices de plantulas DE 9 ddg crecidas en medios control de |a linea transgénica pAtLEAG6-
1:GFP;AtLEA6-1 (1) (Ay B), pAtLEA6-1:GFP,AtLEA6-1 (3) (Cy D), pAtLEA6-1:GFP,AtLEA6-1 (4) (Ey F) pAtLEA6-1:GFP,AtLEAG-
1(7)(GyH)enelRAM (A, C,EyG)y cértex (B, D, Fy H) | (Ay B). Tincidn con yoduro de Propidio. La barra blanca corresponde
a75um.
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Anexo 11. Actividad del promotor en raices de plantulas de 9 ddg crecidas en medios suplementados con NaCl 75mM de la linea
transgénica pAtLEA6-1:GFP,AtLEA6-1 (1) (A), pAtLEA6-1:GFP;AtLEA6-1 (3) (By C), pAtLEA6-1:GFP;AtLEA6-1 (4) (Dy E) pAtLEA6-
1:GFP,AtLEA6-1 (7) (Fy G) en el RAM (A, B, Dy F) y cortex (C, E, y G). Tincion con yoduro de Propidio. La barra blanca equivale a
75 um.

A B
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Anexo 12. Genes coexpresados con AtLEA6-1 en los transcriptomas de la raiz de Arabidopsis thaliana
publicados hasta la fecha.

Locus Término del Gene Onthology Categoria
Actividad de amina oxidasa primaria Funcién molecular
Regidn extracelular Componente celular
AT1G31670 - - —
Procesos metabdlicos de las aminas Proceso bioldgico
Unidn a iones de cobre Funcién molecular
nucleo Componente celular
Funcién molecular desconocida Funcién molecular
AT5G10660 —;
nucleo Componente celular
Proceso bioldgico desconocido Proceso bioldgico
Mitocondria Componente celular
AT5G27340 | Funcién molecular desconocida Funcién molecular
Proceso bioldgico desconocido Proceso bioldgico
Proceso bioldgico desconocido Proceso bioldgico
AT5G58790 | Funcién molecular desconocida Funcién molecular
Cloroplasto Componente celular
AT1G36600
Proceso bioldgico desconocido Proceso bioldgico
AT2G27390 .
Componente celular desconocido Componente celular
Modificacién del ARN Proceso bioldgico
Organelo intracelular ligado a la membrana Componente celular
AT1G71420 — .
Mitocondria Componente celular
Unidn de iones de Zinc Funcién molecular
Unidn a proteinas Funcion molecular
Componente integral de la membrana Componente celular
Proteina con actividad serina/treonina quinasa Funcién molecular
AT1G51810 | Union de ATP Funcién molecular
Fosforilacién proteica Proceso bioldgico
nucleo Componente celular
Fosforilacién Proceso bioldgico
Vacuola Componente celular
AT3G62550 | nucleo Componente celular
Actividad hidrolasa Funcién molecular
Aclimatacion al frio Proceso bioldgico
Respuesta a ABA Proceso bioldgico
AT3G50980 | Funcién molecular desconocida Funcion molecular
(XERO1) |Citoplasma Componente celular
Respuesta a déficit hidrico Proceso bioldgico
Citosol Componente celular
AT1G30950 | Unidn a proteinas Funcién molecular
(UFO) Organizacion estructural del meristemo Proceso bioldgico
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https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT1G31670
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=1502
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=294
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=5092
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=1990
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT5G10660
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=537
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=3226
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=537
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=5239
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT5G27340
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=486
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=3226
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=5239
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT5G58790
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=5239
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=3226
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=175
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT2G27390
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=5239
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=163
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT1G71420
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=4901
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=19388
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=486
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=4661
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT1G51810
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=3877
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=382
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=3907
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=894
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=6897
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=537
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=6748
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT3G62550
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=730
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=537
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=2757
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT3G50980
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=5432
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=11395
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=3226
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=231
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=5647
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=241
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT1G30950
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=3877
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=13132

Complejo ubiquitina ligasa

Componente celular

Regulacion de la transcripcion, templado de ADN

Proceso bioldgico

Desarrollo de la flor

Proceso bioldgico

Uniodn a factores transcripcionales

Funcion molecular

Ubiquitinacion de proteinas

Proceso bioldgico

AT1G15150

Membrana plasmatica

Componente celular

membrana

Componente celular

Actividad de transportador transmembrana

Funcién molecular

Transporte transmembrana

Proceso bioldgico

AT5G66055
(AKRP)

Unidn a proteinas

Funcién molecular

Desarrollo del embridn en la etapa tardia de la dormancia

Proceso bioldgico

Cloroplasto

Componente celular

nucleo

Componente celular

AT5G38450
(CYP735A1)

Proceso biosintético de la trans-zeatina

Proceso bioldgico

Actividad de mono-oxigenasa

Funcion molecular

Proceso de oxido-reduccion

Proceso bioldgico

Componente integral de la membrana

Componente celular

vesicula de secrecién

Componente celular

AT4G04450
(AtWRKY42)

Unidn a proteinas

Funcién molecular

Unidn a region regulatoria de ADN

Funcion molecular

Actividad de factor de transcripcién de unién al ADN

Funcion molecular

nucleo

Componente celular

Regulacion negativa de la transcripcién

Proceso bioldgico

Funcién molecular desconocida

Funcion molecular

Almacenamiento de lipidos

Proceso bioldgico

ATSG51210 Regidn extracelular Componente celular
(OLEO3)
Reproduccién sexual Proceso bioldgico
Citoplasma Componente celular
Desarrollo del embridn Proceso bioldgico
Cloroplasto Componente celular
AT3G14900 - - —
Funcién molecular desconocida Funcién molecular
Cloroplasto Componente celular
Regidn extracelular Componente celular
AT2G02140 | Matanza de células de otros organismos Proceso bioldgico
(LCR72) | Respuesta de defensa contra hongos Proceso bioldgico
Regidn extracelular Componente celular
Actividad proteina quinasa Funcién molecular
Union de ATP Funcién molecular
AT5G12000 | Actividad hidrolasa Funcion molecular
Fosforilacién proteica Proceso bioldgico
nucleo Componente celular
AT1G63880 | Cloroplasto Componente celular
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https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=725
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=7461
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=11347
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=4450
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=6911
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT1G15150
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=570
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=453
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=27431
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=28452
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT5G66055
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=3877
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=11994
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=175
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=537
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT5G38450
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=27627
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=3243
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=29342
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=382
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=51212
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT4G04450
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=3877
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=33424
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=4449
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=537
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=12510
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT5G51210
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=3226
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=10835
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=294
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=10900
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=231
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT3G14900
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=11985
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=175
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=3226
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=175
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT2G02140
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=294
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=21942
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=18013
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=294
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT5G12000
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=3889
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=894
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=2757
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=6897
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=537
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT1G63880
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=175

Transduccién de sefiales

Proceso bioldgico

Respuesta de defensa contra hongos

Proceso bioldgico

Unidn de ATP Funcién molecular
Unién a ADP Funcién molecular
membrana Componente celular

Regulacion del crecimiento del meristemo

Proceso bioldgico

Regulacion de la tasa de crecimiento

Proceso bioldgico

Proceso de oxido-reduccion

Proceso bioldgico

AT1GI3710 | reticulo endoplasmatico Componente celular
(CYP78A3) Formacion de la hoja Proceso bioldgico
Cloroplasto Componente celular
Desarrollo del érgano floral Proceso bioldgico
Regulacion positiva del crecimiento de los 6rganos Proceso bioldgico
Proceso bioldgico desconocido Proceso bioldgico
nucleo Componente celular
AT5G18540 | nucleo Componente celular
Actividad de ligasa Funcién molecular
nucleo Componente celular
AT3G43770
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https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=7243
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=18013
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=894
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=22291
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT1G13710
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=453
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=14824
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=10889
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=29342
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=268
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=26554
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=175
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=18843
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=13529
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT5G18540
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=5239
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=537
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=537
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=3009
https://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_tree&type=tree&tree_type=keyword&node_id=537
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