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RESUMEN

El sistema radical es fundamental en el anclaje de la planta al suelo, la obtencion
de agua y nutrientes (Esau, 1977), en la sintesis de hormonas como auxinas (Ljung e al.,
2001; Kieber, 2002) vy citocininas (Aloni e af., 2005), v para la interaccion entre la
planta, el suelo y los microorganismos que habitan en el (Esau, 1977). La arquitectura
del sistema radical esta determinada por la cantidad y localizacion de las raices laterales,
entre otros factores, y por consiguiente, se considera que las raices laterales son de gran
importancia para el mantemrmento de las plmms Acualmente se desconocen log
mecanismos reguladores basicos que controlan la determinacion de las células
fundadoras, que dan lugar a las raices laterales. Solameme se conocen 3 genes
involucrados en la iniciacion de las raices laterales: ALF4 (Celenza @ al., 1995;
DiDonato e al., 2004), SLR/IAA 14 (Fukaki e al., 2002) y LIN1 (Malamy y Ryan,
2001), de los cuales se desconoce como controlan el desarrollo de la raiz lateral
Considerando la importancia de las raices laterales para el mantenimiento de las plantas
y la escasez de informacion acerca de la regulacion del desarrollo de estos organos, es
de suma importancia utilizar todas las herramientas posibles para determinar que genes
estan relacionados con el desarrollo estas raices y el periciclo, el tejido que les da ongen
a estos organos. Entre las estmtegias para la idenuficacion de nuevos genes en plantas
se encuentra la caracterizacion de genes por sus patrones de expresion generados por el
sistema enpancer trap. El sistema enbancer trap también puede utlizarse como marcador de
células y tejidos especificos, y por lo tanto, es posible elucidar el desarrollo de d1ganos
complejos que consisten en una variedad de tpos celulares similares agrupados (Mayer
y Jorgens, 1998; Berger et al., 1998; Malamy y Bentey, 1997; Grossniklaus y Schneitz
1998). El sistema enhancer trap implica basicamente la integracion al azar en el genoma
de un fragmento de DNA que contiene un promotor minimo fusionado con un gen
reportero. Si este fragmento se integra bajo el control de un evbuneer (intensificador o
estimulador) de la planta, entonces este elemento promovera la expresion del gen
reportero en algin organo, tejido o en cierto tipo de células (Campisi e al., 1999). Con
la finalidad de generar una nueva herramienta para el analisis del desarrollo de las raices
laterales, el objetivo de este proyecto fue el analisis a nivel celular y molecular de la linea
enbancer trap J0121 de A rabidopsis thaliana, que presenta la expresion de la proteina verde
fluorescente o GFP (green fluorescent protein) en las células del periciclo maduro que se
encuentran proximas a los polos del protoxilema, las cuales son las tinicas células del
peniciclo capaces de producir raices laterales. Durante este trabajo de invesugacion se
determino que el fenotipo de la raiz primaria en la linea @hancer tap J0121 es similar al
de su ecotipo parental C24. La proteina GFP en la linea JO121 se expresa en los
primordios de las raices laterales que se encuentran en etapas tempranas del desarrollo,
en el periciclo maduro junto a los polos del protoxilema de las raices laterales y en la
parte aérea de la planta (principalmente en epidermis y haces vasculares). La linea J0121
presenta una expresion de GFP estable y se comporta como una linea con una
nsercion de T-DNA. Considerando el fenotipo de la raiz y la expresion de GFP en este
organo de J0121, se concluyd que esta linea puede ser utlizada como linea marcadora
de las células del penciclo capaces de formar raices laterales y de los primordios en
etapas tempranas de desarrollo.



INTRODUCCION

La raiz es un érgano muy importante para la planta, ya que le proporciona
soporte, agua y nutnenies (Esau, 1977), sintetiza algunas hormonas, tales como auxinas
(Ljung & al.. 2001; Kieber, 2002) y citocininas (Aloni & al., 2005). Ademas, consutuye el
sitio de interaccion entre la planta, ¢! suelo y los microorganismos que se encuentran en
el (Esau, 1977).

El conjunio de raices de una planta constituyen el sisterna radical. Este sistema
surge a partir de la radicula embrioraria, que forma posteriormente a la raiz primarnia, a
partr de la cual se desarrollan las ruices laterles. Se laman raices laterales a las que se
denvan de otra raiz v raices adventicias a las que se denvan de un 6rgano diferente a la
raiz, por ¢jemplo el wallo (Esau, 1977: Dolan e al, 1993). La cantidad y la localizacion
de las raices laterales determina la arquitectura del sistema radical, por lo que este tipo

de raices son importantes para el crecimiento de las plantas.

Arabidopsis como modelo de estudio del sistema rad-ical

Avrabudopsts thalians es una plana angiosperma dicouledonea que es excelente
para el estudio del desarrollo de la raiz. La mayor parte de los estudios acerca de los
mecanismos moleculares del desarrollo de las raices laterales se han realizado en esta
planta modelo (Malamy v Benfey. 1997). Esto se debe a que Arabidgpsis posee un
genoma pequefio de 130 megabases completamente secuenciado, organizado en 5

cromosomas, y posee muy poco DNA repeunvo disperso. Ademas, es una planta que



se puede transformar sencillamente uulizando A gobuaeiion uorgacers (Bowman, 1994;

hupy/ /vwaw.arabidopsis.org
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Fig. 1. Vista longitudinal de la raiz primaria de Arabidopsis thaliana, en la cual se puede ver: la
region del crecimiento (la zona meristematica y la de elongacién) y la zona de diferenciacién. La
barra negra representa 100 um (Imagen modificada de Fasano el al., 2001).

La morfologia de la raiz de A rabidopsis thaliana s tacil de analizar, debido a que
en este 6rgano las células son semitransparentes y su observacidn es sencilla, utlizando
Ja secmica dv microscopia de conuraste diferencial de interferencias o Nomarski
(Dubrovsky y North, 2002). Ademas en la raiz primana y en la ratz lateral el paudn de

formacion de los tejidos es simple y predecible.



Caracteristicas generales anatémicas y del patrén de formacion de la
raiz primaria de Arabidopsis thaliana

La raiz pnmana de A rabidopsis thaluma puede dividirse longitudinalmente en tres
zonas: la zona menstemauca, la zona de elongacién y la zona de diferenciacion (Fig. 1).
La zona menstem:ica v la de elongacion comprenden la regién del crecimiento de la
raz. La zona meristematica esta localizada en el apice de la raiz y se cormpone en su
mayor parte de células que potencialmente presentan una gran actividad prolferauva.
Adyacente a esta zona, se encuentra la region de elongacion, en la cual las células de los
diferentes tejidos se alargan hasta alcanzar su longiiud maxima. La region mas alejada

del apice de la raiz, se denomina zona de diferenciacion, en fa que se encuentran las

células maduras (Dolan ez al., 1993).

Fig. 2. Corte transversal de ia raiz primaria de
Arabidopsis thaliana. (lmagen modificada de Casimiro et
al., 2003). EP: epidermis, C: cortex, E: endodermis, P:
periciclo, F: floemna, X: xilema, Pa: parénquima estefar.
Las flachas muestran tres células del periciclo en
division, durante el proceso de desarrollo de una raiz
lateral. La barra negra representa 25,m.

En un core transversal se puede observar que la raiz de Arabudopsis thaliana
posee 3 capas radiales, las cuales rodean al cilindro vascular (Fig. 2). Estas capas desde
el exterior hacia el intenor son: la epidermis, el cérex y la endodermis (Dolan & 4,

1993). En algunos casos, se ha observado la duplicacion de la capa del cérex (Baum e



al., 2002). El cilindro vascular esta consuruido por el periciclo, el parénquima estelar, el
xilema y el floema (Dolan & 4l 1993). Cada tejido forma filas verucales de células que
pueden ser rastreadas hasta las células iniciales, localizadas en el mernstemo apical de la
raiz (Malamy y Benfey, 1997). La organizacion de los tejidos de la raiz lateral es symular a
la de la raiz primana. Sin embargo, en la raiz lateral e} nimero de filas celulares de cada

tejdo es variable (Dolan & 4/., 1993).

Formacion de las raices laterales

El desarrollo de las raices laterales es diferente a que sc observa en la raiz
primaria. Las raices laterales se generan en el interior de la raiz parental, generalmente 2
cierta distancia del menstemo en la zona de diferenciacion. En las plantas angiospermas
y gimnospermas, estos organos laterales se forman a parur del periciclo (la capa mas
externa del cilindro central), mientras que en los helechos provienen de |2 endodermus.
En algunas anglospermas, la endodermis y el corex de la raiz parental también
contribuyen durante las etapas tempranas del desarrollo en la formacion del primordio
de la raiz lateral, ademas del penciclo. Sin embargo, el tejido derivado a partir de Ja
endodermus y el coreex se pierde cuando las raices laterales emergen, y por consiguiente
solo se considera al periciclo como el tejido que da ongen a Jas raices laterales
(Dubrovsky y North, 2002).

En Awbidopsss, las raices laterales se forman a parur de las células maduras del
periciclo, las cuales se conocen como células fundadoras. Estas celulas se definen como

aquellas que adquieren un desuno de desarrollo diferente al de la célula parental

U



(Dubrovsky e al., 2000; Dubrovsky a al., 2001). En un corie wansversal de la raiz (Fig.
2), se puede observar que las células del penciclo capaces de producir raices laterales se
localizan adyacentes a los polos del xilema (Dolan e ., 1993). En ouras especies, las
celulas del periciclo que pueden ser células fundadoras se localizan préximas a los polos
del protofloema o entre ambos polos: protofloemitico v protoxilemauco (Esau. 1977).

Existe un acuerdo en general de que hay tres pasos especificos de control
durante el desarrollo de las raices laterales: la inictacion, la organizacion del menstemo
del pnmordio y la emergencia de la raiz lateral (Dubrovsky y Rost, 20C3). También se
ha inclwdo una cuarta etapa la de post-emergencia (Zhang v Forde, 2000: De Smet &

al., 2003).

Figura 3. Tlpos de iniciacion del pnmordlo de la raiz lateral en Arabidopsis rhahana A Longxtudmal-
unicelular (las células del primordio estdn encerradas en una pared celular de la célula fundadora).
B. Bicelular-longitudinal (etapa mas temprana del desarrollo del primordio, en la cual se observa (a3
primera division asimétrica de dos células del periciclo). Las maredes anuclinales de las células
fundadoras estén marcadas con asteriscos. Los triangulos indican los bordes de las paredes de las
célutas fundadoras. La barra negra representa 20 pm. (Dubrovsky el al., 2001).

Sise observa a lo largo de una raiz, la iniciacion de los pnmordios a partr de las
células fundadoras puede ser de dos upos: longitudinal-bicelular y longirudinal-

unicelular (Fig. 3). La wiciacidn longitudinal-bicelular implica la presencia de divisiones

6



asimétricas de dos células adyacentes en la misma fila del periciclo, a lo largo de la raiz.
Mientras que la iniciacién longiudinal-unicelular involucra la division de una sola celula
en una fila del periciclo (Dubrovsky @ al., 2001). Con base en la caracterizacion
histologica, el proceso del desarrollo de los primordios de las raices laterales se divide
en 7 etapas que abarcan el proceso de wniciacion, la organizacion del menstemo y la
emergencia de la raiz lateral. La caracterizacion histologica se basa en los rasgos
anatormucos especificos y en el pauwdn de Jas divisiones celulares, las cuales generan
paredes paralelas a la superficie de ia raiz (peuiclinales) y transversales a fa superficie de
la raiz (antichinales) (Malamy y Benfey, 1997).

EnJa erapa [, las células fundadoras sufren divisiones anuclinales (Fig. 4A). En la
etapa II, las células sufren una division periclinal formando dos capas: la capa externa
(OL: Outer Layer) vla capa interna (IL: Limer Layer) (Fig. 4B). En la etapa 111, fa capa OL
se divide periclinalmente en OL1 y OL2, v por lo tanto, se observan tres capas en total
(Fig. 40. En la etapa 1V, los primordios poseen cuatro capas debido a la division
perichinal de fa capa IL en IL1 e IL2 (Fig. 4D). En la etapa V, el primordio se encuentra
atravesando las células del conex de la raiz parental, debido a la expansion y a las
divisiones anuclinales de las células del primordio (Figs. 4E-F). En la etapa VI, el
primordio ha penetrado la epidermis de Ja raiz parental (Figs. 4G-H). Finalmente, en la

fase VII (Fig. 41}, el primordio estd a punto de emerger de la raiz parental (Malamy y

Benfey, 1997).



===—Emerdence . . .Emeraence ;3 3 SR
Fig. 4 Etapas del desarrollo de los primordios de las raices laterales segin Malamy y
Benfey. 1997. Imagenes lomadas de raices de 2 - 6 semanas, aclaradas y observadas
con éptica de Nomarski. Los nimeros romanos indican las etapas del desarrollo. La
barra negra representa 50um (Imagen modificada de Malamy y Benfey, 1997).



El desarrollo del primordio de la raiz lateral culmina con la emergencia de
este nuevo organo, a partr de la raiz parental (Figs. 4]-L). La emergencia se debe
pnncipalmente a Ja expansidn de las células del primordio  (Malamy y Benfey, 1997).
Después del surgimiento de la raiz lateral, en la fase de post-emergencia, las células
basales de la capa OL1 contintan expandiéndose. Pero ademas el numero de células
comienza a incrementar y aparecen nuevas células pequenas cerca del apice. Las
regiones penféncas de OL1 atn contienen de 8 a 10 células bastante elongadas,
mientras que incrementa el nimero de células cerca de la region central de la punta de
la raiz lateral. Esto indica que la raiz esta creciendo a través de la division de las células
en el apice, lo que sugiere que existe un menstemo apical funcional en la raiz lateral
(Malamy y Benfey, 1997).

El desarrollo de los primordios también se ha dividido en dos fases: no
autonoma y auténoma. En la primera fase, el pnmordio es dependiente de la raiz
parental y abarca el periodo del desarrollo temprano. Durante la fase auténoma, el
menstemo del primordio se forma; st el primordic es extraido de la rafz parental se
puede formar todavia una raiz lateral in umo {Laskowski e 4., 1995). Otra etapa de
coniro} del desarrollo de la raiz lateral es la fase de post-emergencia, en la cual se puede
mhubir el desarrollo de la raiz lateral por alias concentraciones de nitrato (Zhang y
Forde, 2000), y por la adicion de acido abscisico (De Smet e al, 2003).

Existe una hipotesis la cual considera que los sitios donde se producen las raices
podrian estar deternunados antes de que pueda observarse la iniciacion del pnmordio

(Ford e al., 1965; Finchee y Rost, 1992). De hecho, en algunas plantas los primordios



se inxcian durante el desarrollo de la radicula en el embridn como en Cuumis sanuon
(Dubrovsky er al., 1987; Dubrovsky y Rost, 2003).

Generalmente, los primordios de las raices laterales se inician de forma
acropétala, a lo largo de Ja raiz parental. Esto implica que los primordios mis jovenes se
encuentran proximos al apice de la raiz parental; mientras que los primordios mas
desarrollados se localizan alejados del apice de la raiz parental. Se ha observado que en
A rabidopsis a iniciacion de los pamordios se restringe a una zona de Ja raiz, entre los 3 y
8 mm a paruir de la punta de la raiz  (Dubrovsky & al., 2000; Dubrovsky v Rost, 2003).
Por lo que se observa una disuibucion diferencial de los primordios y las raices laterales
a lo largo de la ralz primaria.

Coudianamente, la densidad de las raices laterales se determina estimando la
canudad de raices laterales a lo Jargo de la raiz primania completa (Marchant @ /., 2002:
Bao ¢ al., 2C04; Lopez-Bucio & al., 2005). Esta esumacion considera que la distribucion
de las raices laterales a lo largo del eje de la raiz parental es completamente uniforme y
que la taza de produccién de las raices laterales permanece con.smntc (Hinchee y Rost,
1986). Sin embargo, este upo de medicién no es adecuada para el analisis del desarrollo
de las raices laterales, si se toma en cuenta el desarrollo acropétalo de estos organos, y

por consiguiente, su distnbucién diferencial a lo largo de la raiz parental.
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Mecanismos que afectan el desarrollo de las raices

Los mecanismos que deterrmunan la arquitectura del sistema radical, como sucede
en el sistema del brote, pueden dividise en dos categorias: las vias intrinsecas
(esenciales para la organogénesis v el crecimiento) v las vias extrinsecas, que determuinan
como responden las plantas a senales externas que modulan las vias nirinsecas

(Malamy, 2005).

Vias intrinsecas

Anxinas

Los mecanismos intrinsecos que regulan el crecimiento y el desarrollo normal de
la planta responden 2 los cambios en los niveles hormonales, los cuales s¢ pueden
modular por una sefial ambiental (Malamy, 2005). Las principales hormonas que afectan
el desarrollo de la raiz son: las auxinas, las citocininas. los brasinoesteroides v el acido
abscisico.

Las auxinas son hormonas que regulan vanos procesos del desarrollo de la
planta como la elongacién del tallo, la dominancia apical, Ja iniciacion de las raices, el
desarrollo de los frutos y el crecimiento regulado por fotowropismo y gravitropismo
(Buchanan e /., 2000; Leyser, 2002).

Las auxinas afectan profundamente la morfologia de la raiz. La aplicacion
exogena de auxinas en plantas de upo silvestre induce una mayor produccion de raices
laterales (Wightman e af,, 1980). Este efecto también se observa en las mutantes
sobreproductoras de auxinas, como la mutante del gen ALFI, ABERRANT

LATERAL ROOT 1 (Celenza & al., 1995). Todos los aspectos relacionados con la

11



biosintests, el transporte polar (Bhalerao & af, 2002; Marchant a al., 1999; Galweiler e
al., 1992; Benkova e al, 2003) y la senalizacion dependiente de la auxina afectan el
desarrollo de las raices laterales (Buchanan & 4f., 2000; Casimiro & 4l., 2003; Tiwan & /.,
2003; Leyser, 2002; Woodward y Bartel, 2005). Sin embargo, a pesar de las evidencias
que relacionan a la awana con el desarrollo de las raices laterales, se desconoce el

mecanismo por el cual esta hormona promueve la formacion de las raices laterales.

Gitocininas

Oura hormona importante en el desarrollo de las raices laterales es la ciocinina,
que promueve en la planta la division celular y la diferenciacion (Mok y Mok, 2001). La
crrocinina también juega un papel importante en muchos aspectos del crecimiento y del
desarrollo de la planta, por ejemplo la donunancis apical, la formacién y actuvidad de los
menstemos del brote, la senescencia de las hojas, la movilizacion de nutrientes, la
germinacion y la respuesta a patdgenos (Buchanan e «/., 2000).

En cuanto 2 la influencia de la citocinina sobre el desarrollo de la raiz, se han
realizado vanos estudios, entre ellos se levo a cabo la extirpacidn de vanios drganos
(allo u hojas) y posterionmente se adiciond citocinina en el corte, dando como
resultado la nhibicion de la iniciacidn y la emcrgencia de las raices laterales.
Aparentemente el proceso de emergencia fuc mis sensible a Ja presencia de citocinina
(Withman & 4/, 1980; Hinchee y Rost, 1986).

Los estudios realizados en plantas deficientes de citocinuna, reafirman la idea de
que la citocinina es un regulador negativo del desarrollo de la raiz. Las plantas
deficientes de citocinina debido a la sobreexpresion de genes que codifican para la

12



citocimna oxidasa /reductasa {AtCKX), encargada de la degradacion de la citocinuina,
presentan una mayor produccion de raices laterales y advenucias; ademas de una
elongacion rapida de la raiz primana y de las raices laterales (Werner e 4/, 2003). En la
raiz primaria se encontré un incremento en el numero de células en division dentro del
menstemo, pero no hay un aumento en la velocidad de division celular (Sirtk y van

Staden, 2001).

Actdo Abscisico

El acido abscisico (ABA) tambien se ha relacionado con el desarrollo de las raices
laterales (Signora e al., 2001; Brady & 4/., 2003; De Smet @ al., 2003). En general, es una
hormona que esta involucrada en el proceso de dormancia, fa maduracion de la semulla,
la tolerancia al eswés hidrico, el cierre de estomas y la supresion de la germinacion de
las semullas inmaduras (Buchanan e al, 2000). La adicién exdgena de ABA inhibe el
desarrollo de las raices laterales, después su emergencia y antes de la activacion del
merstemo. Este efecto inhibitorio del desarrollo de la raiz lateral es reversible. Se ha

sugendo que este efecto esta mediado por una via independiente de auxina (De Smet &

al., 2003).

Brasinoestercides

Los brasinoesteroides inducen una gran variedad de respuestas: el incremento en
la velocidad de la elongacién del tallo, el crecimento del wbo polinico, el
desenrrollamiemo de las hojas de los pastos, la activacion de la bomba de protones, la

reorientacién de las mucrofibnllas de Ja celulosa, la xilogenesis y el incremento de la
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produccion de euleno (Buchanan e 4f., 2000). Los brasinoesteroides también afectan la
elongacion de la ratz primana y el desarrollo de Jas raices laterales.

La baja concentracién de brasinoesteroides exégenos (< 0.1nM) esumula la
elongacidn de la raiz primania en plantas del tipo silvestre y en plantas deficientes en
este. upo de hormonas. En cambio, en altas concentraciones (1-100nM), los
brasinoesteroides inhiben la elongacion de la raiz primana (Missig e al., 2003; Bao e
al., 2004). La adicidn exdgena de brasinoesteroides induce la formacion de raices
laterales en plantas de Arabadopsis, en donde promueven prncipalmente las primeras
etapas del desarrollo del primordio. En concordancia con estos resultados, se ha
observado que las mutantes afectadas en Ja percepcion de los brasinoesteroides, como
bnl, presentan una disminucion dramauca en el nimero de raices laterales (Bao e al.,
2004).

Se ha sugendo que los brasinoesteroides actian sinérgicamente con las auxinas
en el desarrollo de las raices laterales, ya que los brasinoesteroides promueven el
transporte acropétalo de la auxina (Bao a 4l., 2004), el cuai es importante para la

emergencia de las raices laterales {Bhalerao e 4/., 2002).

Interacciones entre hormonas

Existen muchas evidencias de que la auxina, la citocinina, el acido abscisico y Jos
brasinoesteroides estan involucrados en el desarrollo de la raz. Sin embargo, aln se
desconoce una gran parte de las vias de sefializaci6n generadas por estas hormonas y la

nteraccion enire ellas para regular el desarrollo de la raiz. Ademas, se desconoce como
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se relacionan estas vias con las senales ambientales para modular apropiadamente el

desarrollo de la raiz.

Vias extrinsecas
Entre las sefiales externas que afectan el desarrollo de la raiz se encuemira ia
disponibilidad y la distribucién de los nutrientes, en particular del nitrato y el fosfato,

los cuales son los principales nutnentes imitantes del crecimento.

Nitrato

El nitrato es el nutriente limitante mas critico para el crecimiento de las plantas,
debido a su baja disponibilidad en el suelo (Lépez-Bucio & al., 2003). Recientes
estudios en A mbidgpsis indican la presencia de varios mecanismos de regulacion del
desarrollo de las raices laterales por el efecto del mitrdgeno (Casimiro & al, 2003).
Existe un efecto de estmulacion localizada cuando las plantas son tratadas con
suplementos de nitrato (< 1.0 mM), en sitios especificos alrededor de la rarz parental
(Zhang y Forde, 1998). En las zonas donde hay altas concentraciones de nitrato, las
raices Jaterales sufren una mayor elongacion, proceso que se atribuye 2 un incremento
en el nimero de células en el menstemo de la raiz lateral (Zhang y Forde, 1999). Este
efecto posiblemente se debe a que el nitrato funciona como una molécula sefial, en vez
de producir un efecto nutricional. Se ha idenuficado un componente de la via de la
transduccién de sefiales mediada por nitrato, se trata del gen ANRI (4ARABIDOPSIS
NITRATE REGULATED) inducible por nitrato. El producto de este gen regula la

velocidad de la elongacién de la ratz lateral (Zhang y Forde, 2000).
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El nitrato tiene ambién un efecto mhibitorio sobre el desarrollo de las mices
laterales. Cuando las plantas crecen en un medio uniforme con una alta concentracion
de nitrato (>10mM) se inhibe el crecimiento de las raices laterales, después de Ia
emergencia y antes de la activacion del menistemo de este nuevo drgano (Zhang e al..
1999; Zhang y Forde, 2000). También se presenta un efecto inhibitorio de la iniciacion
de las raices laterales por concentraciones altas de carbono (4.5%) y bajas
cencentraciones de nitrogeno (0.02 mM). La planta mutante bnl (lateral voot irination 1).
afectada en la iniciacion de las raices laterales, produce un sistema radical aitamente
ramuficado, sobrepasando el efecto inhibitono causado por altas concentraciones de
carbono y bajas concentraciones de mirdgeno, 2 diferencia de las plantas de upe

silvestre (Malamy y Ryan, 2001; Casimiro e al., 2003).

Fosfato

El fosfato es el segundo nutnente mas importante en la determinacion de la
productividad de la planta, debido 2 su gran inmovilidad en el suelo. E fosfato vene un
marcado efecto sobre el sistema radical. En comparacidn con las plantas crecidas en un
medio con concentraciones oOptimas de fosfato (2.5mM), las plantas en una baja
concentracion de fosfato (0.1mM) presentan un incremento en la densidad de raices
laterales y en la longitud de estos 6rganos, ademas de una reduccion del crecimiento de
la raiz primara, por la reduccion de la elongacion celular seguida por una pérdida
progresiva de las células meristeméadcas (Sanchez-Calderon a al., 2005). Este upo de
respuesta es independiente a la adicion de sacarosa y a la senalizacién mediada por

auxinas (Williamson e 4f., 2001; Lopez-Bucio e 4L., 2003).
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Regulacién genética de la iniciacién de los primordios

Se han aslado muy pocas mutantes relacionadas con el bloqueo de la iniciacion
de las raices laterales. A pesar de la existencia de una gran cantidad de plantas mutantes
descritas que uenen afectado el desarrollo de la raiz, solamente se conocen tres genes
nvolucrados el proceso de iniciacion de la raiz laeral: ALF4 (ABERRANT
LATERAL ROOT FORMATION 4), LIN1 y SLR (SOLITARY RCOT). La planta
mutante &/f4-1 no forma prnimordios de raices laterales, inclusive después de la adicion
de awanas (Celenza @ 4l., 1995; DiDonato ¢ af., 2004). La planta mutante /1! muesira
que los factores nutrimentales son importantes para la inciacion de los prumordios.
Como se mencion6é anteriormente, esta mutante puede vencer la represion de la
iniciacién de las raices laterales por altas concentraciones de carbono y bajas
concentraciones de nitrogeno (Malamy y Ryan, 2001). EI gen SLR codifica para una
proteina denominada IAA14, un miembro de la familia proteica Aux/IAA. En la planta
mutante si hay escasos eventos de iniciacion, por la falta de actvacion de las células
fundadoras del primordio (Fukaki e ., 2002). Hasta el momento, se desconoce cémo
regulan la iniciacion de las raices laterales, posiblemente, los genes involucrados en este
proceso son esenciales o redundantes (Malamy v Ryan, 2001).

Aunque se han caracterizado muchos genes involucrados en el desarrollo de las
raices laterales, todavia no se sabe cémo, cuando y dénde las células del periciclo se
comprometen a ser células fundadoras. Tampoco se ha discernido cuiles son los
mecanismos que regulan la morfogénesis de las raices laterales, ni como los estimulos

extemos e mrernos convergen en el control del desarrollo de estos organos laterales.

17



Nuevas herramientas para el anilisis de la iniciacion del desarrollo de las
raices laterales

Considerando la importancia de las raices laterales para el mantenimiento de las
plantas y la escasez de informacion acerca de la regulacion del desarrollo de estos
drganos, es de suma importanci utilizar todas las herramientas posibles para
determinar qué genes estan relacionados con el desarrollo del periciclo y de las raices
laterales. Entre las estrategias para la idenuficacidon de nuevos genes en plantas se
encuentra la idenuficacién de genes por sus patrones de expresion generados por el
sistema erhanar trap. Esta técnica implica basicamente la integracion al azar en el
genoma de un fragmento de DNA que conuene un promotor mmimo fusionado con
un gen reportero. Si este fragmento se megra bajo el control de un edancer
(intensiicador o esumulador) de .1 plira. entonces este elemento promovera la
expresidn del gen reportero en algt:: drgano, tejido o en cierto upo de células (Campisi
e al., 1999). Los enbancers son secuencias nucleotidicas a las cuales se unen factores de
transcripcion, y por ende, funcionan como elementos de regulacion implicados en la
iniciacion de fa transcripcién. Los s para funcionar no necesitan estar cerca del
punto de inicio de la transcripcidn, son activos en cualquier orientacion respecto a su
blanco, y funcionan como puntos diana para la regulacion especifica tisular o temporal
(Lewin, 1997).

El sistema edaner tap permite la determinacion de genes que son dificiles de
asslar (genes redundantes para Ja misma funcion o que exhiben una funcion discreta en

diferentes vempos de desarrollo) ya que las lineas son seleccionadas con base en su
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patrdn de expresién y no por su fenotipo mutante (Campisi e al., 1999). Tambicn las
lineas obtenidas con esta metodologia pueden uulizarse como marcadores de celufas y
tejidos espectficos, y por lo tanto, es posible elucidar el desarrollo de 4rganos complejos
que consisten en una variedad de upos celulares similares agrupados. De hecho, se ha
empleado este sistema para generar valiosos marcadores durante las etapas tempranas
del desarrollo embnonano (Mayer y jorgens, 1998), del desarrollo de la raiz (Berger &
al., 1998; Malamy y Benfey, 1997), la megaesporogeénesis y el desarrollo de los ovulos
(Grossiiklaus v Schneitz, 1998).

En este contexto. el objeuvo de este proyecto fue llevar a cabo h
caracterizacion detallada a nivel celular y molecular de wna linea edviner vap de
Arabicopsis thaliana (JO121), la cual presenta la expresion de la proteina verde
fluorescente (GFP) exclusivamente en las células del penciclo junto a los polos del
protoxilema capaces de formar raices laterales (Fig. 5). La linea transyémica JO121
proviene de la coleccion enbuncer trap generada por  Jim Haseloff y colaboradores

(h;;p:/ /www.plantsel.camac.uk/Haseloff/ Home. huml).

ANTECEDENTES

Jim Haseloff y colaboradores (Unuversidad de Cambridge) produjeron una
coleccion de lineas de A vabidopsis denominadas evbancer trap, por integracion al azar de
un fragmento de DNA en el genoma de la planta a traves de A gobuceniom norigfacens
(Valvekens a af., 1988). Este fragmento es un T-DNA que conuene un promotor

, : . :
miimo asocido al gen que produce uma proteina quimérca activadora de Ia
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patron de expresién y no por su fenotipo mutante (Campisi e al., 1999). También las
lineas obtenidas con esta metodologia pueden utilizarse como marcadores de células y
tejidos especificos, y por lo tanto, es posible elucidar el desarrollo de organos complejos
que consisten en una variedad de tipos celulares similares agrupados. De hecho, se ha
empleado este sistema para generar valiosos marcadores durante las etapas tempranas
del desarrollo embrionario (Mayer y Jorgens, 1998), del desarrollo de la raiz (Berger et
al., 1998; Malamy y Benfey, 1997), la megaesporogenesis v el desarrollo de los 6vulos
(Grossniklaus v Schneitz, 1998).

En este contexto, el objetivo de este proyecto fue llevar a cabo la
caracterizacion detallada a nivel celular y molecular de una linea eduner trap de
Arabidopsis thalana  (J0121), la cual presenta la expresion de la proteina verde
fluorescente (GFP) exclusivamente en las células del periciclo junto a los polos del
protoxilema capaces de formar raices laterales (Fig. 5). La linea transgenica J0121
proviene de la coleccién erhancer trap generada por Jim Haseloff y colaboradores

(http/ / www.plantsci.cam.ac.uk/Haseloff/Home.html).

ANTECEDENTES

Jim Haseloff y colaboradores (Universidad de Cambndge) produjeron una
coleccion de lineas de A nabidopsis denominadas enbancer trap, por integracion al azar de
un fragmento de DNA en el genoma de la planta a travées de A grobucterium tumgfaciens
(Valvekens e al., 1988). Este fragmento es un T-DNA que contiene un promotor

;. . i 3 7 e =
mimmo asociado al gen que produce una protena quimérica activadora de la
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transcripcion (GAL4/VP16). También posee un gen reportero, el cual codifica para la
proteina verde fluorescente o GFP (Green Fluorescent Protein). El gen reportero esta
fusionado al elemento UAS (Upstream Activator Sequences) que le permite responder a
GAL4/VP16. El vector de transformacion fue disefiado para que la expresion del
gen GAILA4-VP16 fuera dependiente de la presencia de un elemento embancer
de _Arabidopsis (Fig. 5).

Jim Haseloff y colaboradores obtuvieron una coleccién bien documentada de
250 lineas transgénicas de Arabidopsis thaliana, proveniente del ecotipo silvestre C24,

con patrones de expresion de GAIL4/GFP aparentemente estables y distintos en

diferentes tCiidOS o zonas de la raiz (hgp:[ /www.plantsci.cam.ac.uk/Haseloff/Home.html).

RB LB
enhancer p35S UAS
GAL4-VP16 MerGFP

Fig. 5. Izquierda: Imagen de la raiz de la linea enhancer trap
J0121, de la coleccion de Haseloff, con expresion de la proteina
GFP en las células del periciclo junto a los polos del protoxilema
(http://www.plantsci.cam.ac.uk/HaselofffHome.html). Raiz observada en
el microscopio laser confocal de barrido. Derecha: esquema del
sistema enhancer trap de la linea J0121.

En esta coleccion de Haseloff, se encuentra la linea J0121 que expresa a la
proteina GFP en la raiz exclusivamente en las células del periciclo localizadas junto al
protoxilema (http://www.plantsci.cam.ac.uk/Haseloff/ Home.html), las cuales son las tnicas células que
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pueden generar raices laterales. Considerando el patrdn de expresion de la proteina
GFP en la raiz de JO121, es posible que el sistema enbancer trap de esta la linea se
encuentre regulado por un elemento que promueve la transcripcion de algin gen
relacionado con la imiciacion de los primordios, o bien, con aspectos del desarrollo del
periciclo.

Al micio de este trabajo solamente se conocia el reporte del Dr. Haseloff v
colaboradores, quienes mencionaron que en la linea J0121 existe expresion de la
protena GFP en varios tejidos de la parte aérea sin mencionar cuales. También se
desconocia si habia expresion en los primordios de las raices laterales y cuantas
mserciones de T-DNA contiene la linea J0121 (hups//www.plantsci.cam.ac.ul/Haseloff/ Home.huml).
Por lo que se plante6 el estudio molecular y morfologico de esta linea para

posteriormente definir si podria ser Gtl en el analisis del desarrollo de las raices

laterales y del periciclo.

HIPOTESIS

La expresion de la proteina GFP en la linea enbuncer trap J0121 esta bajo el
control de algun elemento regulatorio que podria controlar la expresion de un gen

relacionado con el desarrollo de las raices laterales.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la linea enbancer trap J0121 de Arabiopsis thaliama a nivel celular y

molecular.
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pueden generar raices laterales. Considerando el patron de expresion de la proteina
GFP en la raiz de J0121, es posible que el sistema enbaner tap de esta la linea se
encuentre regulado por un elemento que promueve la transcripcion de algin gen
relacionado con la iniciacion de los primordios, o bien, con aspectos del desarrollo del
periciclo.

Al micio de este trabajo solamente se conocia el reporte del Dr. Haseloff y
colaboradores, quienes mencionaron que en la linea J0121 existe expresion de la
proteina GFP en varios tejidos de la parte aérea sin mencionar cuales. También se
desconocia si habla expresién en los primordios de las raices laterales y cuantas
mserciones de T-DNA contiene la linea J0121 (hup//www.plantsci.cam.ac.ul/Haseloff/ Home.html).
Por lo que se planted el estudio molecular y morfologico de esta linea para
posteriormente definir si podria ser util en el analisis del desarrollo de las raices

laterales y del penciclo.

HIPOTESIS

La expresion de la proteina GFP en la linea ehancer trap J0121 esta bajo el
control de algun elemento regulatorio que podria controlar la expresion de un gen

relacionado con el desarrollo de las raices laterales.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la linea enbancer tap J0121 de Arabigpsis thaliama a nivel celular y

molecular.
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OBJETIVOS PARTICULARES

Caracterizar al fenotipo de la linea J0121 a nivel celular y compararlo
con el ecotipos silvestre C24 y con Col-0

e Determinar la longitud de la zona de crecimiento de la raiz primana.

e Determinar la longitud de las células del cortex completamente elongadas.

* Determinar la densidad de las raices laterales y de los pnmordios de las raices
laterales, a lo largo de la raiz primania.

o Caractenzar el patron de expresion de la protema GFP durante la ontogénesis
de la planta, en diferentes zonas y tejidos de la raiz primara, de los primordios

de las raices laterales, asi como en la parte aerea.

Caracterizar a la linea J0121 a nivel molecular
Determinar la cantidad de inserciones de T-DNA en la linea J0121. En caso
necesario, obtener plantas con una sola insercion y con el patron de expresion de la

proteina GFP reportada previamente para J0121.

MATERIAL Y METODOLOGIA

Material biolégico
Las semillas de la linea JO121 de A rabudopsis thaliana, de la coleccion enbancer trap
GA L4/ GFP fueron proporcionadas por el Dr. Haseloff. En el laboratorio del Dr. Peter

Doemer (Insituto de Biologia Molecular y Celular, Universidad de Edimburgo,
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OBJETIVOS PARTICULARES

Caracterizar al fenotipo de la linea J0121 a nivel celular y compararlo
con el ecotipos silvestre C24 y con Col-0

¢ Determinar la longitud de la zona de crecimiento de la raiz primana.

e Determinar la longitud de las celulas del cortex completamente elongadas.

e Determmar la densidad de las raices laterales y de los primordios de las raices
laterales, a lo largo de la raiz pnmana.

e Caracterizar el patron de expresion de la proteina GFP durante la ontogenes::
de la planta, en diferentes zonas v tejidos de la raiz prnimarna, de los pnimordios

de las raices laterales, asi como en la parte aérea.

Caracterizar a la linea J0121 a nivel molecular
Determinar la cantidad de inserciones de T-DNA en la linea J0121. En caso
necesario, obtener plantas con una sola insercion y con el patron de expresion de la

protemna GFP reportada previamente para J0121.

MATERIAL Y METODOLOGIA

Material biolégico

Las semillas de la linea J0121 de A rabidopsis thaliana, de la coleccion ardhancer trap
GAL4/GFP fueron proporcionadas por el Dr. Haseloff. En el laboratorio del Dr. Peter

Doemer (Insituto de Biologia Molecular y Celular, Universidad de Edimburgo,

22



Inglaterra) se seleccionaron algunas plantas con la expresion de GFP reportada
previamente por Haseloff. La progenie de estas plantas se utilizo durante este proyecto
de invesugacion. Las semillas del ecoupo parental de J0121 (C24) provienen de The
Arabdopsis Biological Resource Center (Universidad del estado de Ohio, £ UA). Las sermullas
del ecotipo Col-0, fueron donadas amablemente por Frederick Hempel (Universidad de

California, EUA).

Esterilizacion de las semillas

Las semillas de Ambidopsis fueron empaquetadas en conos de papel filtro, y
esterilizadas uulizando cloro comercial al 20% (hipocloriio de sodio £%) con 0.08% de
Triton X-100 en agua destilada. Las semillas se incubaron en la solucion de cloro
durante 10 minutos, se lavaron 4 veces con agua destilada esteril durante 10 minutos y

se almacenaron a 4°C durante 2 dias.

Condiciones de crecimiento de las plantas

Para obtener plantas de 4 a 16 dias, las semullas previamente esterilizadas, se
sembraron en cajas Petnt estériles con medio de culuvo Murashige v Skoog (MS) al
0.2X, suplementado con 1% de sacarosa y vitaminas, bajo una campana de flujo
Jaminar. Para la seleccion de plantas resistentes a kanamicina, se adicionaron 25 pg/ ml
de kanamicina al medio de cultivo descrito anteriormente. Las plantas fueron crecidas

en cajas onentadas verticalmente, excepto las plantas uulizadas en el expenimento de
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seleccion con kanamicina que fueron crecidas en cajas colocadas en posicion horizontal
durante 11 dias, con la finalidad de poder crecer mas plantas en una caja.

En el caso de las plantas crecidas durante 20 o 30 dias, las semillas fueron
sembradas en metromix o turface. Las semuillas se almacenaron previamente a 4°C en
una soluctén de agar al 0.1%, durante 2 dias. Las plantas que fueron crecidas sobre el
turface, se colocaron en tubos de 'VC cortados longitudinalmente a la mitad y cerrados
con un acrilico transparente, con la finalidad de obtener la raiz primana completa de
cada planta. Todas las piantas se crecieron bajo condiciones de fotoperiodo 16 horas

luz / 8 horas oscundad, a 22°

Recopilacion de los pardametros celulares

Se analiz6 la raiz de plantas de la linea J0121 y de su ecoupo parental C24, asi
como del ecotipo Col-0. El andusis de Col-O se debe a que es el ecotipo mejor
estudiado actualmente. Se uulizaron plantas de 8 y 16 dias, crecidas 2 utro. Todas las
mediciones, excepto la dinamica de crecimiento, se realizaxoh en raices aclaradas y
montadas en portaobjetos que se midieron en un microscopio 6ptico, con ayuda de un
ocular con micrometro. Las caracteristicas analizadas fueron las siguientes: la dinamica
de crecimiento de la raiz primaria, la longitud de las celulas maduras del cortex, la
distancia entre la parte distal del cuerpo de la raiz y el protoxilema diferenciado y el
uempo de diferenciacion del protoxilema. También se esumd la densidad de los
prmordios y de las raices laterales a través de un nuevo método propuesto durante

este trabajo. Los datos analizados provienen de 3 a 4 experimentos independientes, con
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13 a 71 raices considerando todos los experimentos. Para determinar si existen
diferencias significativas entre las lineas examinadas, los resultados fueron analizados

estadisticamente con el programa STATISTICA (StatSoft, Inc.).

Dinamica de crecimiento de la raiz primaria
Durante el estudio de la dinamica de crecimiento de la raiz primaria, se midio el
incremento de tamafio de la raiz primaria cada 24 horas, durante 8 y 16 dias después de

la germinacion.

Nétodo de aclaracion de las raices

Alos 8 y 16 dias de crecimiento, las raices fueron aclaradas a través del método
descrito por Malamy y Benfey, en 1997. Las plantas fueron tratadas con una solucion
de metanol (20%) acidificado (0.24N HCl) a 62°C durante 40 minutos. Posteriormente,
las raices se trataron con una solucion basica compuesta por 0.7% de NaOH en 60% de
etanol a temperatura ambiente durante 20 minutos. Las muesfras fueron rehidratadas
utilizando diferentes diluciones de etanol en agua: 40%, 20% y 10% de 1 - 4 dias en
cada solucion. Se adiciono glicerol al 50% a las muestras y finalmente las raices fueron
montadas en portaobjetos con glicerol al 50%. Las muestras aclaradas fueron

exammnadas a través de microscopia de contraste diferencial de interferencias

(Nomarski).
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Longitud de las células maduras del cortex

Con la finalidad de determinar el grado de elongacion maxima alcanzada por una
célula, se midieron 10 células del cortex en la region de diferenciacion de cada raiz
primaria. Para asegurarse de que se realiz6 la medicion en la zona de diferenciacion, se
determino la longitud celular a partir de la quinta célula localizada arriba del sitio en el

cual se observa al protoxilema diferenciado (Fig. 6a).

Distancia entre la parte distal del cuerpo de la raiz y el protoxilema

diferenciado

Se midi6 la distancia en milimetros, a partir del la frontera entre la cofia y el
cuerpo de la raiz hasta el punto donde se puede reconocer al protoxilema diferenciado.
Esta distancia puede sugerir como es el comportamiento del proceso de diferenciacion

una vez que las células han salido del meristemo (Fig. 6b).

Tiempo de diferenciacion del protoxilema

Para determinar el tiempo de diferenciacion se calculd la proporcion de la
distancia del primer pelo radical al sitio en el cual se observa el protoxilema
diferenciado, entre la tasa de crecimiento expresada en micrémetros por hora y
esumada durante las Ultimas 24 horas de crecimiento antes de fijar las plantas (el

principio de este método fue propuesto por Dubrovsky y colaboradores, en el 2000).
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Fig. 6. Esquema que explica como fueron colectados los
datos para medir (a) la longitud de las células del cértex maduro
[c], las cuales se midieron a partir de la quinta célula, arriba del
| sitio en el cual se observa el protoxilema diferenciado [px]. (b)
{ Distancia entre la parte distal del cuerpo de la raiz y el
protoxilema diferenciado.

Densidad de las raices laterales y de los primordios

Durante este trabajo se propuso un nuevo meétodo para determunar la densidad
de los primordios y de las raices laterales a lo largo de la rarz primaria. Este metodo
considera la densidad de raices laterales o primordios en la zona donde estos organos
estan presentes (los aspectos conceptuales de este método se encuentran en la seccién
de discusion). Se realiz6 el analisis de las densidades de los primordios y de las raices
laterales por regiones a lo largo de la raiz primaria. Se definieron 3 regiones:

Zona 1 (Z1): Es la region en la cual se encuentran las raices laterales emergidas
de la raiz parental. Abarca desde la base de la raiz primaria hasta la primera raiz lateral,

proxima a la punta de la raiz primaria (Fig.7 [Z1]).
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Zona 2 (Z2): Es la region en la cual los primordios inician su formacion y se
desarrollan de forma acropeétala, incluye desde el primer primordio cercano al apice de
la raiz primaria hasta la primera raiz lateral (Fig.7 [Z2]).

Zona 3 (Z3): Esta regién abarca la zona 1 y la zona 2. Por lo que se exuende
desde el primer primordio (formado proximo al apice de la raiz) hasta la base de la raiz

primania (Fig.7 [Z3]).

71
73
-1 Fig. 7. Zonas de la raiz primaria: (Z1) zona de las raices
72 laterales, (Z2) zona de la formacién de los primordios, (Z3)

suma de las zonas 1y 2, (RC) raiz primaria completa.

Se determino la longitud de las zonas y el nimero de primordios por milimetro
enla Z1 yla Z2, para obtener la densidad de los primordios en ambas zonas. Con esta
finalidad, se dividi6 el nimero de drganos laterales por la longitud de la zona respectiva.
También se determiné la densidad de las raices laterales o densidad de ramificacién (el

numero de raices laterales por milimetro en la Z1). Finalmente se determin la densidad
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global de los primordios y de las raices laterales por mulimetro en la Z3 (Z1+72); asi
como la densidad tradicional (la canudad de raices laterales dividida por la longitud de

la rarz primania completa expresada en milimetros).

Analisis de la expresion de la proteina verde fluorescente (G¥FP) en la
linea JO121 en raiz, tallc, hoja e inflorescencia

Haseloff realizo un analisis general del patron de expresion de la proteina GFP
de la linea JO121. En este trabajo se profundizo en el estudio de la expresion de GFP al
observar muestras de plantas vivas a los 4, 8, 16, 20 y 30 dias de crecimiento a través de
microscopia laser confocal. Las plantas de 4, 8 v 16 dias crecieron i utyo, mientras que
las plantas de 20 y 30 dias crecieron en turface. La raiz primana de cada planta se
colectd y se un6 con yoduro de propidio (1-5 ug/ml). Para observar la raiz de las
plantas de 4 y 8 dias se montaron las plantas completas, mientras que las raices de 16,
20 y 30 d1as se cortaron en diferentes fragmentos (de 5-10 mm) que fueron analizados a
traves de microscopia laser confocal. Se analizaron 10 plantas de cada muestra.

Se examinaron muestras de hojas e hipocotilo de plantas de 8 y 30 dias, as!
como flores en post-antesis (después de la apertura floral), embriones en etapa de
torpedo y frutos (silicuas) verdes. También se analizaron 10 plantas de cada muestra.
Para eliminar la captura de la autofluorescencia de los cloroplastos durante el analisis de
la expresion de GFP, se utilizd un filtro de interferencia a 515 nm, Chroma BG39. Las
imagenes obtenidas fueron analizadas con los programas: Zeiss LSM Image Examiner.
Version 3,2,0,115 (Carl Zeiss GMBH); Image J 1.32) (Nauonal Institutes of Health,

USA) y Adobe Photoshop 6.0 (Adobe Systems Incorporated).
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Determinacion del niimero de inserciones de T-DNA ¢n la linea J0121

Para estimar el nimero de inserciones de T-DINA existentes en la linea J0121, se
realizo la prueba de hibndacion de DNA gendmico upo Sowhem Hot, asi como el
analisis de la segregacion de la resistencia a kanamicina v de la expresion de la GFP en

la poblacion F2.

Hibridacion de DNA gendmico tipo Southern Elot

Se aislo el DNA total de plantas j0i21 v (24 que crocleron durante varias
semanas utilizando el protocolo de Lukowiz v colabradores, 2000. El DNA fue
digendo con  las enzimas de restriccion BanHl, ERI v Sstl. Los fragmentos de DNA
fueron separados a través de elecuroforesis, en un gel de agarosa al 1%, y se
transfineron a una membrana de nylon cargada posiivamente (Hybond N+) con una
solucion amortiguadora alcalina. Se utilizo como sonda especifica un fragmento nterno
BamH]I - Sstl de 500 pb del extremo 5” del T-DNA de J0121, correspondiente a una
parte del gen quimeénco GAL4/V P16 (Fig. 18). Se realizé la hibndacion con la sonda
marcada con el 1sotopo 32P, uulizando la solucién “Rapid hybnd” (Amersham) en
condiciones de alta astringencia (incubacion a 65 °C toda la noche). El filtro se lavo

con: 1) SSC 22X, SDS 0.1%, b) SSC 1X, SDS 0.1% v ¢) SSC0.1X, SDS 0.1% a 65° C.

Analisis del patrén de segregacion de resistencia a kanamicina de la linea
Jo121

Para analizar el numero de inserciones de T-DNA de la linea J0121, se

determiné el patron de segregacion del gen mptl] que codifica para la enzima neomicina

30



fostotransferasa la cual proporciona la resistencia a kanamicina en la linea JO121. Se
realizé la  retrocruza de plantas [0121 con plantas del ecotipo parental, C24. La
poblacion hibrida F1 obtenida de la retrocruza se autopolinizé para conseguir la
poblacion filial F2, la cual fue analizada respecto a su resistencia a kanamicina. Se
crecieron 200 plantulas de la goner..ci0n F2 en medio de cultivo suplementado con 25

ng/ ml de kanamicina. Las plai ulas se analizaron a los 11 dias después de la

germinacion. Los datos fueron analizados estadisticamente utilizando la prueba de %2, p

< 0.05. También se crecieron plantas (24 (sensibles a kanamicma) y plantas J0121

(resistentes a kanamicina) como cor: rol.

Analisis del patrdn de expresion de la proteina verde fluorescente GFP en
la poblacién filial F2

A partr de las plantas analizadas en la prueba de resistencia a kanamicina, se
colectaron 70 de estas plantas, tanto sensibles como resistentes al anubidtico, y se
analizo el patron de la expresion de la proteina GFP en hoja y en raiz. Las plantas se
examinaron a través de microscopia de epifluorescencia. Los datos fueron analizados

estadisticamente utilizando la prueba de %2, p <0.05.

RESULTADOS

Anilisis de la dindmica de crecimiento de la raiz primaria

Al estudiar el crecimiento de la raiz primana, se determund que este 6rgano en

JO121 crecié de forma similar al de su ecotipo parental (C24) hasta los 16 dias después
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fosfourans(erasa la cual proporciona la resistencia a kanamicina en la linea J0121. Se
reaizd la  retrocruza de plantas [0121 con plantas del ecoupo parental, C24. La
poblacion hibnda F1 obteruda de la retrocruza se autopolinizd para conseguir la
poblacion filia) F2, la cual fue anulizada respecto a su resistencia a kanamicina. Se
crecicron 200 plantulas de la generccion F2 en medio de culuvo suplementado con 25
ng/ m) de kanamicina, Las planiulas se analizaron a los 11 dias después de la

germunacion. Los datos fueron analizados estadisuicamente vulizando la prueba de 2, p

< 0.05. También se crecieron plantas (24 (sensibles a kanamicina) y plantas J0121

(resistentes a kanamicina) como conirol,

Analisis del patrdn de expresion de la proteina verde fluorescente GFP en

la poblacion filial F2

A parur de las plantas analizadas en Ja prueba de resistencia a kanamicina, se
colectaron 70 de estas plantas, tanto sensibles como resistentes al anubiduco, y se
analizo el patrdn de la expresion de la proteina GFP en hoja y en raiz. Las plantas se
examuinaron a traves de microscopia de epifluorescencia. Los datos fueron analizados

estadisticamente utilizando la prueba de 2, p <0.05.

RESULTADOS

Analisis de la dindmica de crecimiento de la raiz primaria

Al estudiar el crecimiento de la raiz primana, se determund que este organo en

J0121 creci6 de forma similar al de su ecotipo parental (C24) hasta los 16 dias después
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de la germinacion (Figs. 8 y 9), en las lineas J0121 y C24 la raiz pnmana alcanzo 77 mm
y 75 mm, respecuvamente (Fig. 9). En cambio, se observaron diferencias en el
crecimiento de la raiz pnmana entre los ecoupos C24 y Col-0 (el ecotipo mejor
caracterizace actualmente a nivel morfologico, fisiologico y molecular). A los 16 dias el
ramaio de la raiz primana de C24 fue 32% menor que el observado en Col-0 (113

mm).

—o— Col-0
| —@— C24
[ —o— Jo121 |

l.ongitud de la raiz primaria (mm)

T T T T T T T T T ¥ T T ¥ T T T—T

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 130 11 12 13 14 15 16
Dias

Fig. 8. Cinética de crecimiento de la raiz primaria de las lineas J0121,
(n = 34 raices), C24 (n=29)y Col-0 (n = 26), durante 16 dias de
crecimiento. Megia + SD.
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Fig. 8. Cinética de crecimiento de la raiz primaria de las lineas J0121
(n =57 raices), C24 (n=61) y Col-0 (n = 71), durante 8 dias de crecimiento.
Media = SD.

Longitud de las células maduras del cortex

Con el objetivo de analizar de manera general el proceso de elongacion en la raiz
primaria se mudio la longitud maxima alcanzada por las células maduras del cortex.
Entre J0121 y C24 esta longirud fue similar a los 8 y 16 dias (Fig. 10; Apéndice 1). En
ambas lineas se observd un incremento significativo del tamafio maximo de las células
del cortex entre los 8 y 16 dias, un 30% en J0121 yun 17% en (24 (Figs. 10; Apéndice
1). Estos resultados sugieren que, al menos de forma general, el proceso de elongacion

celular de la raiz en la linea wansgenica de JO121 no se encuenura afectado, inclusive
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presentd cambios similares a su ecoupo parental en la longitud de las células del corex

maduro entre los 8 y 16 dias.

250 e :
| MEEE B dias I

16 dias '

200 - T |

150 -

J_i

Jai21 C24 Col-0

Longltud de las células del cértex maduro

Fig. 10. Longitud de las células corticales completamente elongadas, de
las lineas JO121 {n =190 y 210 células a los 8 dias y 16 dias), C24 (n =
240 y 160 células a los 8 y 16 dias) y Col-0 (n =190 y 90 celuias 2 los 8
y 16 dias). Media = SD.

Al comparar los ecotipos €24 y Col-0, se puede observar que el tamario méximo
de las células corticales de Col-0 fue un 30% mayor que el de C24 2 los 8 dias (Fig. 10:
Apéndice 1). En cambio, a los 16 dias la longitud maxima de las células corticales de
Col-0 fue similar que la de C24 (Fig. 10; Apéndice 1). Esto puede relacionaise con el
hecho de que el tamario maximo de las células corticales de C24 incremento a lo largo
del uempo y el de Col-0 no cambié (Fig. 10; Apéndice (). Los resultados anteriores

indican que entre ambos ecotipos hay diferencias en el proceso de elongacion.
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Distancia entre la parte distal del cuerpo de la raiz y el protoxilema

diferenciado

Una de las causas que puede afecrar la iniciacion y ¢! desarrollo de las raices
laterales es el proceso de diferenciacion celular, ya que las rawces laterales se forman en
la zona de diferenciacion de la raiz parental, a partr de las celulas del penciclo. La
naturaleza de las células del penciclo puede ser reflejaca en la duracién de la
diferenciacion del protoxilema en la linea, sobre todo en las etapa: tempranas del
desarrollo, debido a que tanto el periciclo como el protoxilema pertenecen al cilindro

central.

25—

| mmmm 8 dias
| Z#za 16 dias

2.0 A

1.5 A

0.5

0.0 -

Distancia entre la parte distal del cuerpo de la raiz
y el protoxilema diferenciade
(mm)
5
\\\\\W |

Jo121

Fig. 11. Distancia entre la parte distal del cuerpo de laraiz y el
protoxilema diferenciado a los 8 y 16 dias de crecimiento de {as lineas
J0121 (n =13 y 23 raices alos 8 y 16 dias). C24 (n =13y 19 raices a
los 8y 16 dias) y Col-0 (n =16y 11 raices a los 8 y 16 dias).

Media + SO.
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Para estudiar de torma preliminar el proceso de diferenciacién en la raz
parental, se mudio la distancia enure la parte distal del cuerpo de la raiz pnmarta y el
protoxilema diferenciado. Al comparar J0121 y C24, se descubnoé que la distancia a la
cual se encuentra el protoxilema diferenciado, es simiar tanto a los 8 como a los 16
dias (Fig. 11). En ambas lineas hubo un ncremento significauvo de esta distancia entre
los 8 y 16 dias, en JO121 fue de! 29% y en C24 fue del 37% (Fig. 11; Apéndice 2). Esto
sugiere que el proceso de difercnciacion del protoxiema en [0121 es sundar al de su
ecotipo parental.

En conuraste, al comparar (24 v Col-0 se observd que la distancia entre el
cuerpo de fa raiz y el protoxilema diferenciado en Col-0 hubo una disminucién del
34% entre Jos 8 y 16 dias, mieniras que en C24 hubo un incremento del 37% en este

pentodo de tempo (Fig. 11: Apendice 2).

Tiempo de diferenciacion del protoxilemna

Para tener una idea mas detallada del proceso de diferenciacién en la raiz, se
planteo analizar el vempo de diferenciacion del protoxilema, el cual fue 24% mayor en
JO121 que en C24 a los 8 dias, en contraste con los resultados obtenidos de la distancia
a la cual se encuentra el protoxilema diferenciado (Figs. 11 y 12; Apéndices 2 y 3) . En
ambas lineas el iempo de diferenciacion fue sumilar a los 16 dias (Fig. 12; Apéndice 3),
esto puede deberse a que el tempo de diferenciacidon de JO121 disminuye yel de C24 se

manuene a lo largo del nempo (Fig. 12; Apéndice 3). Al comparar los ecoupos Col-0 y
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C24 sc observd que el uempo de diferenciacion de C24 es 15% mayor que el de Col-0
a los 8 dias y similar al de Col-0 a los 16 dias de crecimuento (Fig. 12; Apéndice 3).

Los resultados de la medicion de la distancia entre la parte disial del cuerpo de la
raiz y ¢l protoxilema diferenciado y de la determinacion del uempo de diferenciacidon
nos wndican que la duracidn de la diferenciacion del protoxilema posiblemente es un
parametro mas sensible para reflejar los aspectos dinamicos de la diferenciacion. Sin

embargo se necesita realizar mas estudios para determinar cual método es el mas

m

adecuado para el analisis del proceso de diferenciacidn.

61 | [ 8dias
| | 16 dias

del protoxilema (horas)
o
]
P
|
—

Tlempo de diferenciacién

o} T
Jo121 C24 Col-0

Fig. 12. Tiempo de diferenciacion del protoxilema a los 8 y 16 dias de
crecimiento de las lineas JO121 (n =17 y 23 raices a los 8 y 16 dias), C24 (n =
16 y 22 raices 3 los By 16 dias) y Col-0 (n =13 y 17 raices a los 8 y 16 dias).
Media £ SD.
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Densidad de las raices laterales y de los pnmordios

En este trabajo se ha propuesto un nuevo método para determunar Ja densidad
de los pnmordios v las raices laterales, el cual considera el analisis del desarrollo de
estos Organos y su densidad en la zona donde estos estan presentes (los aspectos
conceptuales de este método se encuentran en la seccion de discusion).

Se determuné la densidad de Jos primordios en la Zona 1 (region en la cual se
encuentran ya formadas las raices laterales) y en la Zona 2 (region en la cual los
primordios inician su formacién y se desarrollan normalmente de forma acropétalal),
asi como la densidad de raices laterales en la Zona 1. Se establecio la densidad global de
los Organos laterales en la Zona 3 (la cual abarca la zona 1 y la zona 2). También se
defini6 la densidad a través del método tradicional, el nimero de raices laterales por la
longirud de raiz primana complerta (Fig. 7).

La densidad tradicional siempre fue menor que la densidad global y la densidad
de ramificacidn, en las 3 lineas, a los 8 y 16 dias (Fig. 13; Apéndice 4). Estos resultados
sugieren que la densidad tradicional es una medicién que subesuma Ja densidad real de
los érganos laterales.

La densidad radicional incremento a lo largo del uempo en J0121 y C24, pero
permaneci6 constante en Col-0. La densidad global de J0121 y Col-0 no cambié entre

los 8 y 16 dias de crecimiento; mientras que la densidad global de (24 disminuyo

! Los pnmordios mas jovenes se encuentran proximos al apice de la raiz parental; mientras que los

prirnordios mis desarrollados se localizan alejados del apice de la rafz parental.
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durante este lapso de tempo. La densidad wadicional y la global fueron simlares entrc
J0121 y C24, a los 8 y 16 dias; muentras que entre C24 y Col-0 la densidad wradicional
fue similar a los 8 dias pero no a los 16 dias, en Col-0 fue mayor que en (24. La
densidad global de C24 fue mayor que la de Col-0, a los 8 y 16 dias (Fig. 13; Apendice
4).

En J0121, C24 y Col-0 se observé una proporcion considerable de primordios
intercalados entre las raices laterales, en la Z1, a los 8 y 16 dias de crecimento (Fig. 13).
Considerando que los primordios se forman en la Z2, este resultado nos indica que los
primordios intercalados entre las raices, en la Z1, estaban deterudos en alguna crapa de
su desarrollo o su desarrollo era mas lento. A los 8 dias, la densidad de los primordios
en la Z1 fue simiar a Ja observada en la Z2 en las 3 lineas y a b densidad de
ramificacion en J0121 y Col-O0 (Fig. 13; apéndice 4). En (24, la densidad de
ramificacion fue menor que Ja densidad de primordios en la Z2 (Fig. 13: Apéndice 4).

En J0121, Q24 y Col-0 enure los 8 y 16 dias de crecimuentio la densidad de los
pnmordios en la Z1 disminuy6 el 77%, el 75% y el 35% respecuvamente (Fig. 13;
Apéndice 4). En las wes lineas analizadas, a los 16 dias, la densidad de primordios en
Z1 fue menor que en la Z2 y la densidad de ramificacion (Fig. 13; Apéntice 4). Esta
disminucion notable entre los 8 y 16 dias indica que los primordios en la Z ! cincrgieron
como raices laterales, y por consiguiente, la densidad de raices laterales incrementd. En
este uempo, la densidad de ramificacién fue simiar a la densidad de primordios en la

Z2 en J0121 y C24, y 11% mayor en Col-0 (Fig. 13; Apéndice 4).
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Se compararon los resultados obtenidos para cada linea a los 8 y 16 dias
(Apéndice 4). La densidad de ramificacion en J0121 y Col-0 se manwvo constante en
este periodo; en cambio, esta densidad increment6 el 29 % en (24 (Fiz. 13; Apéndice
4). La densidad de los pnmordios en la Z2 en J0121 y (24 permanecio constante
durante este lapso de unempo; mientras que en Col-O incremento el 75% (Fig. 14;
Apéndice 4). El aumento de la densidad de pnmordics en la Z2 entre los 8 y 16 dias en
Col-0 sugiere que hubo un incremento en la formacion de primordios.

Cabe resaliar que a pesar de las vanaciones nternas enire J0121 y C24 (entre la
densidad de primordios en la Z1 y Z2 a los 8 dias v la densidad de ramuficacion a lo
largo del vempo) no hubleron diferciicas sygnificauvas entre JO121 y su ecoupo
parental (C24), a los 8 y 16 dias (Apéndice 4). En cambio, entre los ecotipos (24 y Col-
0 s1 hubieron diferencias significativas en: ia densiiad de ramiiicacion, a los 8 y 16 dias,

yen la densidad de los primordios en la Z1 yen la Z2, a los 8 Jias (Apéndice 4).
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Fig. 13. Densidad de los primordios y de las raices laterales de las

lineas J0121, C24 y Col-0. alos 8y 16 dias de crecimiento.

A: J0121 a2 los 8 dias, n=30y 16 dias n=25. B: C24 alos 8 dias
n=28y 16 dias n =25, C: Col-0 3 los 8 dias n =28y 16 dias n = 28.
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de las raices laterales en la zona 3 Tradicional: Densidad tradicional; RL
Z1: Densidad e las raices laterales en la zonal; PRL Z1: Densidad de
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Analisss del patrdn de expresion de la proteina verde fluorescente GFP en

la linea J0121 en ratz, tallo, hoja e inflorescencia

Se analizd detalladamente el patron de expresidn de la proteina GFP en la linea
JO121, en plantas de 4, 8, 16, 20 v 30 dias. En odas las plantas se observo la expresion
de Ja proteina GFP en las células del periciclo junto 2 los polos del protoxilema (Fig.
14A). reportada previamente por el Dr. Haseloff. Ademas se observo que esta
expresion inicia a parur de la zona temprana de elongacion rapida (Fig. 14B). También
fas células de) penciclo halladas en el sitio de union de la raiz primaria con la raiz lateral
expresaron 2 la proteina GFP (Fig. 14D). En la zona menstematica de la raiz primana
no se encontrd expresion de GFP (Fig. 14C). En la base de la raiz se expresa la proteina
GFP en otras capas celulares adicionales al penciclo por ejemplo en la epidermus a
partr de los 8 dias. En el hipocoulo, la expresion de Ja GFP se encuentra en el haz
vascular y en la epidermus (Fig. 14E).

La proteina GFP fue encontrada en los primordios de las raices laterales durante
tas etapas I, I y IIT del desarrollo (Figs. 15A-Q). Sin embargo,.la expresion de la GFP
en {os primordios en etapas mas avanzadas del desarrollo, de la IV a la VII (Fig 15D), y
en las raices laterales emergidas de la raiz parental se limita a algunas células de la base
del primordio (Figs. 15 E). Una vez que la raiz lateral forma la zona de diferenciacion,
la expresion de GFP se presenta en este drgano lateral. Este pawdn de expresion en las
raices laterales se mantiene en todos los periodos del desarrollo de la raiz, hasta los 30
dias.

En la hoja se observo la expresion de GFP en los haces vasculares, en la
epidermus adaxial (Figs. 16 A, B, D y E) y abaxial, pero no se observd expresion de
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GFP en las células guarda de los estomnas (Fig. 16E). Las células del meséfilo en la parte
distal del haz vascular principal expresan a la proteina GFP, principalmente en las hojas
jovenes (Figs. 16A y 16G). También se observo la expresién de la GFP en la epidermis
de! peciolo (Fig. 16H). Sin embargo, esta expresién disminuye conforme las hojas
maduran. Ademas, hubo una expresién relativamente fuerte en la zona correspondiente
al apice del menistemo apical del brote (Figs. 16 He I).

Al realizar e] analisis de la flor (Fig 17A), se descubné la expresion de la proteina
GFP en la epidermis y los haces vasculares del gineceo (Fig. 17E), estambres (Fig.
17F), pétalos (Fig. 17Q) y sépalos (Fig. 17A). También hay expresion de la GEP en el
sitio donde se asientan los verticilos de k flor o receptaculo (Fig. 17D) y en la cubierta
de la semulla (Fig. 17]). No se encontrd la expresién de GFP en el polen (Fig. 17G),
en el embnodn, al menos en la etapa de desarrollo denominada “de torpedo” (Fig. 17H).

En general, la caracterizacion de la expresion de la protemna GFP en la linea
JO0121 indica que la expresidn ocurre en todos los drganos y no cambia a lo largo del
crecimiento de la planta. Cabe destacar que la raiz presenta s-iempre la expresion de
GFP en las células del periciclo junto a los polos del protoxilema, las cuales son capaces
de formar raices laterales; asi como durante las primeras etapas del desarrollo de los
primordios de las raices laterales. Estos resultados sugieren que J0121 puede ser de gran
utilidad para posteriores estudios de las células del penciclo relacionadas con el
desarrollo de los primordios de las raices laterales. Las células del penciclo junto a Jos

polos del protoxilema son dificlles de visvalizar in @ por su tamafio menor en
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comparacién con otras células del periciclo y su gran densidad citoplasmirica, pot lo

que la linea JO121 podtia facilicar la observacion de estas c¢lulas.
4d 8d 16d 20d 30d

B
E

Fig. 14. Andlisis del patron de expresién de la proteina GFP en diferentes regiones de la raiz: (A)
Zona de diferenciacion de la raiz, en plano protoxilematico, (B) zona de elongacion, (C) zona
meristematica, (D) unidn de la raiz primaria con una raiz lateral, (E) zona de transicién entre la
raiz y el tallo, durante 4, 8, 16, 20 y 30 dias (d). El color rojo corresponde a la tincién realizada
con yoduro de propidio y el color verde corresponde a la proteina GFP.
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4d 8d 16d 20d 30d

Fig. 15. Primordios de las raices laterales en diterentes etapas del desarroiio: (A} Etapa I, (B) etapa I, (C)
etapa lll, (D) etapas IV - VI, (E) fase de emergencia de la ralz iateral, durante 4, 8, 16, 20 y 30 dias (d). El
color rojo corresponde a la tincion realizada con yoduro de propidio y el color verde corresponde a la
proteina GFP.
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Fig. 16 Andlisis del patrén de expresion de ia proteina GFP en hoja y tallo. Parte adaxial de la hoja de
J0121 alos 8 dfas (A) y a fos 30 dias (B), Parte adaxial de la hoja de C24 a los 8 dias (C). Células de la
epidermis adaxial de J0121, alos 8 dias (D) y a los 30 dfas (E). Células de la epidermis adaxial de C24,
a los 8 dias (F). Células del mesdfiio en (a parte distal del haz vascular principal de la hoja a los 8 dias
(G). Union del tallo con los peciolos a los 8 dias, JO121 (H), Vista superficial del sitio en el cual se localiza
el meristemos apical del brote, de J0121 (1). Unidn del tallo con los peciolos a los 8 dias, C24 (J). El color
g)jo corresponde a la tincion realizada con yoduro de propidio y el color verde corresponde a la proteina
FP.
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Fig. 17. Andlisis del patrén de expresién de la proteina GFP en flor. (A) Vista completa de la flor de J0121.
(B) Vista completa de la flor de C24. (C) Pétalo de J0121. (D) Receptaculo de 'a flor de JO121. (E) Parte
del gineceo: estigma polinizado. estilo y ovario de J0121. (F) Antera de J0121. (G) Antera y polen de
J0121 (H) Embrién en etapa de torpedo de J0121 (I). Embridn en etapa de torpedo de C24. (J) Cubierta
seminal de J0121. (K) Cubieria seminal de C24. €l color rojo indica yoduro de propidio y el color verde
corresponde a la proteina GFP.
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Hibridacién del DNA gendmico de tipo Southern blot

Para estumar el nimero de inserciones de T-DINA existentes en la linea J0121 se
realizd una hibrdacidn de DNA gendmico upo Sourhen Hot. En la hibridacién, se
utliz0 como sonda especifica un fragmento interno Bamfl - Sstl de 600 pb, del
exuemo 5° del T-DNA de J0121, correspondiente a una parte del gen quiménco

GAL4/VPI6 (Fig. 18).

Sstl EcoRlI
RB 358 GAL4/ VP1§ NPTII UAS GFpP LB
500 pb
pb
BamH Bam¥]

1
Figura 18. squema del T-DNA de la linea J0121 y de la sonda utilizada para la hibridacion de
tipo Southern. La sonda comprende un fragmento interno de 500 pb que se encuentra entre l0s
sitios de corte de BamH! y Ssti, el cual corresponde a una parte det gen quimérico GAL4/VP16.
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Se uulizaron dos controles positivos, el DNA de J0121 digenido con Barnd1l que
genera un fragmento interno conocido del T-DNA, capaz de hibndar con la sonda (Fig.
19f); ademas de una mezcla del DNA de (24 digendo con Sstl y el plasmudo donde se
clond la sonda (Fig. 192). Como conuroles negativos se utilizaron el DNA de C24
digerido con EaR1 (Fig. 19b) y con BarHl (Fig. 19¢). Para todos los controles se
obwvo el pardn de hibridacion esperado. En los controles negauvos no se observd
ninguna hibndacién, en los controles positvos hubo hibrdacion. En cuanto a los
patrones de hibndacion de las digestiones de J0121 con Ssid (Fig. 19d) y EaRI (Fig.
19¢) podemos observar en ambos casos dos bandas de hibrdacion, lo cual sugiere que

existen dos wserciones de T-DNA en la linea J0121.
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Figura 19. Andlisis del nGmero de inserciones de T-DNA en la linea J0121 a través del
método de hibridacién de DNA de tipo Southern. DNA de C24 digerido con Ssfl y el
pldsmido donde se clond la sonda (a), DNA de C24 digerido con EcoRI (b}, con BamH1
(c). DNA de J0121 digerido con Sst1 (d), con EcoRli (&), con Bamhi| (f).
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Anilisis del patrdn de segregacién de la resistencia 2 kanamicina en la

Jinea J0O121

Con la finalidad de conocer el nimero de inserciones de T-DNA existentes en

J0121, también se analizd el pawdn de segregacion de la resistencia a kanamicina que se

uulizé como marcador de seleccidn para obtener las plantas transgénicas. Se utilizaron

200 plantas de la poblacion filial F2, obtenida de fa retrocruza de J0121 con su ecotipo

parental, C24. Se observé una segregacidn mendeliana de la resistencia a kanamicina de

3 : 1, plantas resistentes y plantas sensibles respecuvamente (Tabla 1), la cual sugiere

que existe una sola insercidon de T-DNA en J0121, o bien, podra haber vanas

nserciones ligadas o que se encuentran en tandem.

Tabla 1. Analisis del patrén de segregacion de la resistencia a kanamicina (25 pg / mi) en 200

plantas de la generacion filial F2 de la retrocruza de J0121. Prueba de y? p < 0.05.

Plantas F2 resistentes a

Plantas F2 sensibles a

kanamicina kanamicina
Numero de plantas 147 53
Proporcién 3 1

Tabla 2. Analisis del patron de expresién de GFP en la generacion filial F2 de la retrocruza de
J0121. Prueba de y* p < 0.05

kanamicina

Fenotipo Expresion de GFP en raiz | Namero de plantas Proporcion
y hoja
Plantas resistentes a Expresion alta 18 1
kanamicina — -
Expresion baja 40 2
Plantas sensibles a Sin expresion 21 1
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Analisis de la segregacidn de la expresién de GFP en la linea J0121

Para este estudio, se utilizaron 70 plantas analizadas previamente en la prueba de
resistencia a kanamicina. Se revisaron plantas resistentes y sensibles a kanamicina. Se
analizo la expresion de la proteina GFP y se observd que todas las plantas resisientes a
kanamicina presentaron una expresion estable de la GFP en raiz yen hoja, a los 11 dias
de crecimiento. Una parte de estas plantas presentd una expresion relauvamente ala de
la GFP en la hoia y en la raiz, y otra parte mostrd una expresion relativamente baja en
los organos mencionados. Los resultados obtenidos para las plantas resistentes a
kanamicina con alta y baja expresién de ta GFP sugieren la presencia de una proporcion
de 1 : 2, respectivamente (Tabla 2). Esto sugiere que pueden identficarse las plantas
homocigoticas {con dos copias del T-DNA y una alta expresién de GFP), y las plantas

hernicigoticas {con una sola copia de T-DINA y una baja expresién de GFP).

DISCUSION

El sisterna radical es fundamental en el anclaje de la planta al suelo, la obtencion
de agua y nutnentes (Esau, 1977), en la sintesis de hormonas, como auxinas (Ljung ¢ al.,
2001; Kieber, 2002) y citocininas (Alont er 4/, 2005), y para la interaccidn entre la planta
el suelo y los microorganismos que habitan en él (Esau, 1977). La arquitectura del sistema
radical esta determinada por la cantidad y localizacion de las raices laterales, entre otros
factores.

Como se ha mencionado anteniormente, en la actualidad se sabe que el desarrollo

de las raices laterales esta influenciado por factores intrinsecos: principalmente auxinas
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Anilisis de la segregacion de la expresion de GFP en la linea J0121

Para este estudio, se utilizaron 70 plantas analizadas previamente en la prueba de
resistencia a kanamicina. Se revisaron plantas resistentes y sensibles a kanamicina. Se
analiz6 la expresion de la proteina GFP y se observo que todas las plantas resistentes a
kanamicina presentaron una expresion estable de la GFP en raiz yen hoja, a los 11 dias
de crecimiento. Una parte de estas plantas presentd una expresion relativamente alta de
la GFP en la hoja y en la raiz, y otra parte mostrod una expresion relativamente baja en
los Organos mencionados. Los resultados obtenidos para las plantas resistentes a
kanamicina con alta y baja expresion de la GFP sugieren la presencia de una proporcion
de 1 : 2, respectivamente (Tabla 2). Esto sugiere que pueden idenuficarse las plantas
homocigéticas (con dos copias del T-DNA y una alta expresién de GFP), y las plantas

hemicigoticas (con una sola copia de T-DNA y una baja expresién de GFP).

DISCUSION

El sistema radical es fundamental en el anclaje de la planta al suelo, la obtencién
de agua y nutnentes (Esau, 1977), en la sintesis de hormonas, como auxinas (Ljung ez 4.,
2001; Kieber, 2002) y citocininas (Alont e al., 2005), y para la interaccion entre la planta
el suelo y los microorganismos que habitan en €l (Esau, 1977). La arquitectura del sistema
radical esta determinada por la cantidad y localizacion de las raices laterales, entre otros
factores.

Como se ha mencionado anteriormente, en la actualidad se sabe que el desarrollo

de las raices laterales esta influenciado por factores intrinsecos: principalmente auxinas
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(Wightman e al., 1980; Celenza e al., 1995; Marchant e al., 1999; Bhalerao et 4l., 2002;
Benkova et al, 2003; Leyser, 2002; Casimiro et al., 2003; Woodward y Bartel, 2005),
citocininas (Withman e 4/, 1980; Hinchee y Rost, 1986; Sirtk y van Staden, 2001),
brasinoesteroides (Mussig e al., 2003; Bao et al., 2004) y acido abscicico (Brady e 4l.,
2003; De Smet e al., 2003) y por factores extrinsecos, primordialmente nitrato (Zhang y
Forde, 1998; Zhang e al., 1999; Zhang y Forde, 2000; Malamy y Ryan, 2001) y fosfato
(Williamson e al., 2001; Lopez-Bucio & al., 2003; Sanchez-Calderén e al., 2005). Sin
embargo, alin se desconoce como los factores extrinsecos convergen con los intrinsecos
para regular el desarrollo de las raices laterales. De hecho, se desconocen los mecanismos
reguladores basicos que controlan la determinacion de las células fundadoras, durante el
desarrollo de las raices laterales. Actualmente, solo se conocen 3 genes involucrados en
la iniciacion de las raices laterales en Arbidopsis thahana: ALF4 (Celenza e al., 1995;
DiDonato et al,, 2004), SLR/IAA 14 (Fukali & al., 2002) y LINT (Malamy y Ryan, 2001),
de los cuales se desconoce su funcidn. En este contexto, el objeuvo de este proyecto fue
generar una nueva herramienta para el estudio del desarrollo de las raices laterales
mediante el sistema ebancer trap, el cual se ha utilizado para generar valiosos marcadores
celulares, entre ellos destacan los marcadores del desarrollo de la raiz (Berger e al., 1998;
Malamy y Benfey, 1997), del desarrollo embrionario (Mayer y Jorgens, 1998), de la
megaesporogénesis v el desarrollo de los 6vulos (Grossniklaus y Schneitz 1998). Gracias
a estos marcadores es posible dilucidar el desarrollo de organos complejos que consisten

en una vanedad de tipos celulares similares agrupados (Campisi et 4f., 1999).
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En este proyecto se caracterizo la linea enbancer trap J0121 de A rabudopsis thaliara.
Esta linea presenta la expresion de la proteina GFP en las celulas del penciclo que se
encuentran proximas a los polos del protoxilema, las cuales son las {inicas células del
periciclo capaces de producir raices laterales. Se determino que la linea J0121 podia ser
utilizada como linea marcadora de las células del perciclo, capaces de formar raices

laterales y de los primordios en etapas tempranas de desarrollo.

El fenotipo de la raiz primaria en la linea enhancer trap J0121 es similar
al de su ecotipo parental C24

Al analizar las siguientes caracteristicas: el crecimiento de la raiz primara, el
tamafio maximo alcanzado por las células maduras del cortex, la densidad de
primordios y de raices laterales, se demostrd que la linea J0121 presenta un fenotipo
simular de la raiz al de su ecotipo parental (C24).

Los resultados del analisis de la dinamica de crecimiento de la raiz primaria de la
Iinea J0121 y su ecotipo parental (Figs. 8 y9), asi como del proceso de elongacién de las
células del cortex (Fig. 10; Apéndice 1), indican que no hay alteraciones en el
crecimiento de la raiz primaria de J0121.

Debido a que el ecopo (24 no esta muy bien caracterizado a nivel celular, se
analizaron las posibles diferencias entre este ecotipo y Columbia-0 (Col-0), que es el
ecotlpo mejor caracterizado. Los resultados del analisis comparativo del crecimiento de
24 y Col-0 mostraron la existencia de diferencias significativas en la dinamica de
crecimiento de la raiz primaria, y por lo tanto, en el tamafio de este 6rgano entre los dos

ecotipos (Fig. 8 y 9). A los 16 dias de crecimiento, la raiz primaria de C24 tuvo un
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tamario 3.1 veces menor que la de Col-0. Esto podra deberse a una vanacion en el
proceso de elongacién que se refleja en el tamario final de las células maduras del cortex
que en (24 fue 3.3 veces menor que el observado en Col-0, a los 8 dias. Sin embargo, a
los 16 dias la longitud de las células del cortex es similar en ambos ecotipos (Figs. 105
Apéndice 1) y el crecimiento de la ratz primana de (24 sigue siendo menor. Por lo
tanto se deduce que el tamafio final de las células maduras del cortex no es la unica
diferencia que influye en la discrepancia del crecimiento de la ratz primana entre ambos
ecotipos. Posiblemente también hayan diferencias entre la actuvidad proliferativa de las
células merstemaucas de la raiz primaria de estos dos ecotipos o en el tamafio de la
zona menstematica, o en ambos.

El proceso de diferenciacion celular de la raiz parental puede influir sobre la
mniciacion y el desarrollo de las raices laterales, ya que estos organos laterales se forman
en la zona de diferenciacién de la raiz parental, a partr de algunas células del peniciclo.
Con el proposito de analizar la diferenciacién celular en la raiz parental se analizo el
proceso de diferenciacion del protoxilema. Esto se debe a ciue la naturaleza de las
células del penciclo puede ser reflejada en la duracién de la diferenciacion del
protoxilema. Ademas, el proceso de diferenciacion del protoxilema es muy conspicuo
debido a que las células del protoxilema maduro presentan ormamentaciones visibles en
la pared celular.

Para analizar la diferenciacién del protoxilema se determind la distancia que
existe entre la parte distal del cuerpo de la raiz y el protoxilema diferenciado (Fig. 11);

asi como el tiempo de diferenciacién de las células del protoxilema después de su
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elongacion (Fig. 12). La distancia a la cual se encuentra el protoxilema diferenciado de
J0121 es similar a la de C24, tanto a los 8 dias como a los 16 dias (Fig. 11). En cuanto
al tempo de diferenciacion se observo que fue 4.2 veces mayor en J0121 que en C24 a
los 8 dias. Sin embargo, en ambas lineas el tiempo de diferenciacion fue similar a los 16
dias por una disminucion en el tiempo de diferenciacion de J0121 (Fig. 12, Apéndice 3).

Al comparar los ecotipos Col-0 y C24 se observo que la distancia entre la parte
distal del cuerpo de la raiz y el protoxilema diferenciado es similar a los 8 y 16 dias de
crecimiento. Sin embargo, el tiempo de diferenciacion de C24 fue mayor que el de Col-
0 a los 8 dias; mientras que a los 16 dias fue similar (Figs. 12).

La discrepancia entre los resultados de la medicion de la distancia entre la parte
distal del cuerpo de la raiz y el protoxilema diferenciado, y de la determinacion del
tempo de diferenciacion nos sugieren que la duracion de la diferenciacién del
protoxilema podria ser un parametro mas sensible para reflejar los aspectos dinamicos
de la diferenciacion; sin embargo, se requieren mas estudios para poder definir cual es

el método mas adecuado para analizar el proceso de diferenciacion.

El nuevo método para medir la densidad de primordios y raices laterales
permite analizar con mayor detalle el desarrollo de estos 6rganos laterales

Cotidianamente, la densidad de las raices laterales se determina estimando la
cantidad de estos drganos laterales a lo largo de la raiz primaria completa (Marchant er
al., 2002; Bao et al., 2004; Lopez-Bucio et al., 2005). Sin embargo, este tipo de medicion
no es adecuada para el analisis detallado del desarrollo de las raices laterales. Se debe
considerar que las raiées laterales se forman a partir de la zona de diferenciacion de la
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raiz parental (Dubrovsky e 4, 2000; Dubrovsky y Rost, 2003). De hecho, se ha
observado que en A rabidgpsis la iniciacion de los primordios se restringe a una zona de
a raiz, entre los 3 y 8 mm a partir de la punta de la raiz parental (Dubrovsky e al., 2000;
Dubrovsky y Rost, 2003). Recientemente, se confirmoé que los primordios inician su
formacion de manera acropétala, proximos al apice de la raiz parental (Dubrovsky e al.,
2005). Por lo tanto los primordios y las raices laterales presentan una distribucion
diferencial a lo largo de la ratz parental.

Durante el presente trabajo, se ha denominado densidad tradicional al parametro
que resulta de la division de la cantidad de raices laterales entre la longitud de la raiz
primaria completa. La densidad tradicional puede ser aplicada solamente cuando la
proporcion entre la region de la raiz parental cubierta por raices laterales y la longitud
total de la raiz parental permanece constante, en todos los ecotipos y en todas las
edades, lo que rara vez ocurre (Dubrovsky et 4l., 2005). De hecho, se encontr6é que en
plantas del mismo ecotipo (Col-0 de A mbidopsis thaliana) y a la misma edad (8 dias), la
zona cubierta por raices laterales (zona de ramificacion) es variable. Esta zona abarca
del 24.3 al 55.8% de la longitud total de la raiz primaria (Apéndice 5).

Para analizar la densidad de las raices laterales y los primordios en la linea J0121
se planteo un nuevo método que considera el desarrollo de las raices laterales y la
distribucién diferencial de los primordios y las raices laterales a lo largo de la raiz
primaria. Con esta finalidad, se estimé la densidad de ramificacion: la cantidad de raices
laterales solamente en la zona de la raiz parental donde se encuentran, en la Zona 1 6

Z1 (Fig. 7[Z1]). También se planted el analisis de la densidad de primordios en la zona
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2 622 (Fig. 7 [Z2]), en la cual los primordios se desarrollan normalmente de forma
acropétala. Debido a que en el laboratorio del Dr. Joseph Dubrovsky se habian
observado primordios intercalados entre las raices laterales, se planted el analisis de la
densidad de pnmordios intercalados entre las raices laterales, en la Z1. Ademas se
determiné la densidad global, que refleja la densidad de las raices laterales y de los
primordios por la region de la raiz primaria o parental en la cual estan presentes estos
oOrganos laterales, en la zona 3 6 Z3 [Z21+72] (Fig. 7[Z3]) en plantas de 8 y 16 dias de
crecimiento. También se determino la densidad tradicional que implica la cuanuficacion
del mimero de raices laterales por la longitud de raiz primaria completa (Fig. 7).

Los resultados obtenidos con la metodologia propuesta para determinar la
densidad de los primordios y de las raices laterales, permite un analisis mas detallado
del desarrollo de estos drganos laterales. Es importante destacar que la densidad
tradicional siempre fue menor que la densidad global y la densidad de ramificacién, en
las 3 lineas, a los 8 y 16 dias (Fig. 13; Apéndice 4). La densidad tradicional no refleja el
valor real de la densidad de las raices laterales o los cambiols durante el desarrollo,
debido a que incluye la porcién de la raiz que no posee raices laterales, y por
consigulente, se genera una subestimacion de la densidad de las raices laterales. La
medicion tradicional de la densidad de las raices laterales siempre tendera a incrementar
artificialmente con el tiempo de desarrollo debido a que la zona cubierta de raices
laterales incrementa con el tiempo.

La densidad global permanece relativamente constante en J0121 y Col-0, pero

disminuye significativamente en (24, entre los 8 y 16 dias de crecimiento (Fig. 13;
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Apéndice 4). Aparentemente, la densidad de ramificacion y la global son especificas
para cada ecotpo. La densidad global fue la misma en ]0121 y su ecoupo parental C24.
En cambio la densidad global de Col-0 fue menor que la de C24, a los 8 y 16 dias (Fig
Fig. 13; Apéndice 4).

La metodologia propuesta también muestra que la estimaciéon de la densidad de
los primordios en la Z2 es adecuada para comparar cambios en la mniciacién de los
primordios, considerando que el tipo de iniciacion es acropétalo. Por ejemplo, el
mcremento en la densidad de pnimordios en la Z2 en Col-0 sugieren que este ecotipo
presenta un aumento en la tasa de iniciacion de los primordios (Fig. 13; Apéndice 4),
considerando que la longitud de las células del cortex maduras no cambia entre los 8 y
16 dias (Fig. 13; Apéndice 4).

Cabe mencionar que la longitud de las células corticales maduras puede
relacionarse con la densidad de las raices laterales y los primordios. De hecho, en un
estudio en cactaceas bajo condiciones de estrés hidrico se demostrd que la densidad
de los oOrganos laterales (los primordios y las raices 1atera'les) incrementaba
proporcionalmente a la disminucién de la longitud de las células epidérmicas inducida
por estrés hidrico, y por consiguiente, se determiné que no habia una aceleracién en la
miciacién (Dubrvosky and Gémez-Lomeli, 2003). Este ejemplo ilustra la importancia
de estumar el tamario de las células para determinar la densidad de los 6rganos laterales.

Los resultados anteriores en las 3 lineas, demuestran que el nuevo método
propuesto para medir la densidad de los primordios y las raices laterales puede

proporcionar una caractenizacion mas detallada del desarrollo de las raices laterales, que
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incluye el analisis de la iniciacién y la emergencia de estos organos. Inclusive, este
metodo permitid descubnr la presencia de una densidad considerable de primordios
detenidos en su desarrollo o con un desarrollo lento, intercalados entre las raices
laterales en la Z1 a los 8 dias, los cuales posteriormente son capaces de proseguir con su
desarrollo y formar raices laterales a los 16 dias. Esto es un ejemplo de la plasticidad del
desarrollo del sistema radical. Es decir, la planta en su exploracion del suelo
posiblemente tenga estos primordios que han deterido su desarrollo como reserva en el
caso de requenr cubrr una mayor area del suelo.

Es importante recalcar que los resultados obtemidos de las densidades de las
raices laterales con el méiodo tradicional y el propuesto, no muestran diferencias
significativas entre J0O121 y su ecotipo parental ((24), a los 8 y 16 dias (Tabla 6). Estos
resultados, ademas de los obtenidos de los analisis del crecimiento de la raiz primana y
el tamafio maximo alcanzado por las células maduras del cortex, nos indican claramente
que no existe un fenotipo adicional al de la expresion de GFP en raiz en J0121. Por lo
que esta linea puede ser 1til como linea de marcaje de las células del periciclo capaces
de formar raices laterales, asi como las etapas de los primordios de las raices laterales.

En general, las diferencias observadas entre Col-0 y (24: el crecimiento de la
raiz. primaria durante los primeros 16 dias de crecimiento, la longitud de las células
corticales maduras a los 8 dias, la densidad tradicional, la densidad de ramificacion, la
tasa de iniciacion de los primordios, la densidad global entre los 8 y 16 dias, nos

indican que existen diferencias entre los ecotipos a lo largo de su ontogenia. La
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comparacion celular entre (24 y Col-0 contribuye al reconocimiento de las diferencias

halladas entre ambos ecotipos.

En la linea J0121, la proteina GFP se expresa en las primeras etapas del
desarrollo de los primordios y en las células del periciclo capaces de producir

raices laterales

Haseloff reportd que la linea enbuncer map J0121 presentaba la expresion de la
protemna GFP en las celulas del penciclo junto a los polos del protoxilema. Ademas,
indico que la GFP también se expresa en varios tipos celulares en el tallo, sin especificar
cuales. También se desconocia si exista expresion de la proteina GFP en los
primordios y en las raices laterales (hup//www.plantsci.cam.ac.uk/Haseloff/Home huml). Por esta
razon, en este trabajo se analizd la expresion de la proteina GFP en diferentes zonas y
tejidos de la raiz primana, asi como en la parte aérea a lo largo de la ontogenia de la
planta.

En este trabajo se determind que la expresion de la protemna GFP no vara
conforme la planta prosigue con su desarrollo, al menos desde los 4 hasta los 30 dias de
crecimiento después de la germinacion. En la ratz, se observé la expresion de GFP en
las células del periciclo junto al protoxilema (Fig. 14A) , a partir de la zona temprana de
elongacion rapida (Fig. 14B) hasta la base de la raiz (Fig. 14E). Despues de los 8 dias,
en la base de la raiz se expresa a la proteina GFP en otras capas celulares adicionales
al periciclo (por ejemplo, en la epidermis). Estos resultados contradicen a los datos de
Laplaze y colaboradores publicados recientemente (2005), cuando el trabajo

expenimental de esta tesis se concluyo.
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Estos autores reportaron que la linea J0121 presenta la expresion de la proteina
GFP solamente en primordios de la etapa I descrita por Malamy y Benfey (1997). Sin
embargo, durante este proyecto se detecto también en los primordios que se
encontraban en las etapas II — IIT (Fig. 15B-C). En etapas mas avanzadas del desarrollo,
IV-VII, la expresion de la proteina GFP se limita a algunas células de la base del
primordio (Fig. 15D). No se observé la expresion de la proteina GFP en el primordio
despues de la etapa III del desarrollo (Fig. 15D), en concordancia con los datos de
Laplaze y colaboradores. Una vez que la raiz forma la zona de diferenciacion, la
expresion de GFP se recupera en el periciclo maduro junto a los polos del protoxilema
de la raiz lateral (Fig. 14D). No se encontr6 expresion de GFP en la zona meristematica
de la raiz primana (Fig. 14C), lo que coincide con los resultados descritos por Laplaze y
colaboradores, 2005.

De manera general, si se considera la expresion de GFP en la raiz de J0121
descnta en este proyecto podria utilizarse como linea marcadora de las células del
periciclo capaces de formar raices laterales en A vabidopsis, v asi facilitar su localizacién y
seguimiento para estudios posteriores con estas células, hasta ahora dificiles de
visualizar debido a su localizacién en la raiz y al grosor relativamente menor respecto a

otras células de otros tejidos e inclusive a otras células del periciclo.
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La proteina verde fluorescente GFP se expresa en la parte aérea de la
planta en la linea J0121

En el hupocotilo, la expresion de la GFP se encuentra en el haz vascular y en las
células de la epidermis (Fig. 14E). Pero, a diferencia de los datos de Laplaze y
colaboradores (2005), la expresion hallada en el hipocotilo es fuerte.

Laplaze y colaboradores (2005), reportaron que la linea J0121 no presenta
expresidon de GFP en tallo, hojas, flores o silicuas, a diferencia de los resultados
obtenidos durante este proyecto (Figs. 16A-H; Fig. 17A-]). Sin embargo, Laplaze y
colaboradores reportaron un experimento de ablacion genéuca del periciclo de la linea
J0121, en el cual se utilizo la fusion UAS:DTA (Diphteria Toxin Chain) que codifica para
una parte de la toxina de difteria para eliminar a las células que expresan a GAL4, y por
ende, a aquellas que expresan GFP. Los resultados del experimento de ablacion
muestran que la parte aérea esta mas afectada que la raiz por la toxina, lo que se
correlacionan con los resultados de expresion de GFP derivados de este proyecto.
Podria ser que los datos reportados por Laplaze y colaboradores acerca de la expresion
de GFP en J0121 no sean muy detallados, o bien, las diferencias entre la expresion de
GFP son resultado de algunos cambios epigenéticos estables en plantas diferentes en la
linea J0121 (hay reportes de la expresion variable en las lineas ezbancer trap). De hecho
en nuestro laboratorio se registraron patrones variables de la expresiéon de GFP en la
raiz en diferentes plantas de esta linea obtenidas de las semillas enviadas por Haseloff,
pero en varias generaciones consecutivas en la progenie de una planta se observo la

expresion solamente en el periciclo de la raiz y este patron se mantiene estable.
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No se encontrd la expresion de GFP en el polen (Fig. 17G), ni en el embnén, al
menos en la etapa de desarrollo denominada “de torpedo” (Fig. 17H), en la cual ya se
encuentra formada la radicula embrionana. Estos resultados nos permite concluir que

en JO121 la expresion de GFP abarca la etapa post-embrionaria.

Analisis molecular de la linea J0121

La linea J0121 se presenta un patron de expresidn de GFP estable y se
comporta como una linea conuna sola insercion de T-DNA

Para corroborar el niimero de inserciones de T-DNA en ]J0121, se realizo un
analisis de hibridacion de DNA de tipo Sauthern, en el cual se observaron dos bandas de
hibndacién, que sugieren la presencia de dos inserciones de T-DNA (Fig. 19). Sin
embargo, la segregacién monogénica de la resistencia a kanamicina indica la existencia
de una sola insercion,

La discrepancia entre los resultados obtenidos en los analisis de segregacion de
la resistencia a kanamicina respecto a los resultados de la hibridacién de DNA, pueden
explicarse de varias formas. En el caso de que existan dos inserciones en J0121 como
indica el patron de hibridacion en el Sauther, estas podrian estar ligadas y por lo tanto
se observa una segregacion monogénica de la resistencia a kanamiciana. En cambuo, s1
solo existe una sola insercidn, las dos bandas en el Southern podrian deberse a que el T-
DNA sufrié rearreglos.

Laplaze y colaboradores (2005), reportaron que la linea JO121 posela una
msercion de T-DNA basados en los resultados de una hibndacion tipo Souhern. La

sonda utilizada por el grupo de Laplaze y colaboradores se encuentra en una region mas
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mterna del T-DINA mientras que la sonda uulizada en este proyecto se encuentra
proxima al borde derecho del T-DNA. Por lo que tomando en cuenta todos los
resultados anteriores y que en la mayoria de los casos se ha observado que la insercion
de una copia sencilla de T-DNA esta asociada a deleciones y duplicaciones de las
secuencias blanco o de las secuencias de T-DNA  (Forsbatch e al, 2003), se puede
sugerir que la linea JO121 presenta una insercion de T-DNA completa y una insercion
parcial correspondiente al borde derecho del T-DNA.

Otro resultado que puede apoyar la idea de que J0i21 tene una mnsercion de T-
DNA es la caracterizacion de un solo sitio de insercién del T-DNA en esta linea
determinada por el laboratorio del Dr. Dubrovsky, apoyada con los resultados
reportada por Laplaze y colaboradores, 2005 (Fig. 20). En ambos casos, a través de la
amplificacién por TAIL-PCR (Liu et al, 1995), se evidencid que la insercién se
encuentra en una region intergénica del cromosoma 5, entre los nuclebudos 10958 y
10959 de la clona BAC T20LI5, a 5 Kb del gen At5g01740 y 3.7 Kb del gen At5g01750

que codifican para proteinas con una funcién desconocida.

At5g01740 At5g01750
B —_——

— 1 = A
5417 5905 14658 15733

Fig. 20. Sitio de insercion del T-DNA en J0121. Se muestra un fragmento del BAC
T20LI5, correspondiente al cromosoma V de Arabidopsis thaliana.
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Los resultados de la relaci6n entre la segregacion de la resistencia a la kanamicina
y la expresion de GFP de la linea J0121 se correlacionan muy bien entre ellas. Todas las
plantas sensibles a kanamicina no presentan expresion de GFP y todas las plantas
resistentes si expresan GFP en la hoja y la raiz. También se observé que J0121 tene
una expresion estable de GFP tanto en la progenie de la retrocruza como en varas
generaciones de la linea. Los resultados anteriores muestran que la linea J0121 puede
ser utilizada para diversos estudios genéticos con ayuda del fenotipo de la resistencia a
kanamicina y la expresion de GFP.

Tomando en cuenta de que la linea J0121 se comporta como si solo tuviera una
sola insercion de T-DNA, la expresion de GFP es estable en vanas generaciones y no
hay diferencia en el fenotipo de la raiz, a nivel celular, respecto a su ecotipo parental
(C24), se concluye que esta linea puede ser utilizada como marcador de los diferentes
upos celulares, especialmente de las células del periciclo mnvolucradas en la formacion
de los primordios de las raices laterales y de las etapas tempranas de desarrollo de los

primordios de las raices laterales.
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CONCLUSIONES

El fenotipo de la raiz primaria de la linea enbancer trap J0121 no difiere

del fenotipo de su ecotipo parental C24.
El desarrollo de las raices laterales en la linea J0121 es similar al de C24.

El nuevo método planteado para el analisis de la densidad de las raices
laterales y de los primordios puede ser utilizado para detallar el desarrollo

de estos Organos laterales en diferentes lineas.

La linea JO121 presenta expresion de GFP en las células del periciclo
capaces de formar raices laterales, en los primordios en etapas tempranas
de desarrollo, en la epidermis y haces vasculares de la parte aérea de la

planta, a lo largo de su ontogenia.

La linea J0121 puede ser utilizada como una linea marcadora de las etapas
tempranas de desarrollo de los primordios de las raices laterales, asi como
de las células del periciclo junto al protoxilema capaces de producir

células fundadoras.

La linea J0121 se comporta como una linea con una sola insercién, con un
patron de expresién de GFP y la resistencia a kanamicina se mantienen
estables tanto en la progenie de la retrocruza como en varas

generaciones de la linea.
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APENDICE 1

Resultados del andlisis estadistico de la longitud de las células corticales
completamente elongadas. Comparacién entre lineas a los 8 y 16 dias. Los nimeros en
negritas indican las diferencias significativas. ~“rueba de ¢t de Student para muestras
independientes. p < 0.05.

alos 8 dias a los 16 dias

S J0121vs.C24 | 0.22

C24vs.Col-0 | 178 x10% )

.

Resultados del analisis estadistico de la iengitud de
las células corticales completamente elcngadas.
Analisis estadistico de la comparacion de cada linea
alos 8 y 16 dias. Los numeros en negritas indican las
diferencias significativas. t de Student para muestras
independientes. p < 0.05

\ p
Jo121 T 2X10°
C24 T 0.00932

Col-0 T 06240

77



APENDICE 2

Distancia entre la parte distal del cuerpo de la raiz y el protoxilema diferenciado.
Analisis estadistico de la comparacion entre las lineas a los 8 y 16 dias. Los nimeros en
negritas indican las diferencias significativas. Prueba de t de Student. p < 0.05.

alos 8 dias alos 16 dias
J0121 vs. C24 0.012625 X o
C24 vs. Col-0 1.71X10" ' 0.025346 -

Distancia entre la parte distal del cuerpo de la raiz y
el protoxilema diferenciado. Analisis estadistico de
la comparacion de cada linea a los 8 y 16 dias. Los
numeros en negritas indican las diferencias significativas.
Prueba de t de Student. p < 0.05.

p
Jo121 0.00004
C24 0.00024
Col-0 8.26 X10®
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APY NDICE 3

Tiempo de diferenciacidén del protoxilema. Analisis estadistico de la comparaciéon entre
lineas a los 8 y 16 dias. Los nimeros en negritas indican las diferencias significativas.
Prueba de t de Student. p < 0.05.

alos 8 dias | alos 16 dias
J0121 vs. C24 0.00751 0.42527
C24 vs. Coi-0 1.01E-07

Tiempo de diferenciacién del protoxilema. Analisis
estadistico de la comparacion de cadalineaalos 8y
16 dias. Los nimeros en negritas indican las diferencias
significativas. Prueba de t de Student. p < 0.05.

Comparacion de cada linea

alos 8 y 16 dias

p
Jo121 9.10X10™"°
C24 0.25845
Col-0 019277

£STA TESIS N( ,, ﬂ. , :
DE LA BIBLIO1ELS
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APENDICE 4

Analisis estadistico de la comparacién de la densidad de ramificacion (RL Z1), de los primordios
en lazona 1 (PRL Z1) y de los primordios en la zona 2 (PRL Z2), tradicional y global, en cada linea
alos 8 y alos 16 dias de crecimiento. Los nimeros en negritas ndican las diferencias significativas.

Prueba de t de Student. p < 0.05.

Comparacion de los parametros de
\ ' - 8dias i
| e o= e =l
| Jo121 c24 Col-0 |
RL Z1 - PRL Z1 1800 | 0147 B
RLZ1-PRL Z2 | " 0.029082 G
PLR Z1 - PRL Z2 0561167 0.077367 |

Tradicional - Global

272X10™] 0.000000 3.81 X107

Tradicional — RL Z1

9.18 x10'”; 410 X107 5.90 X107

——— 1 J
t de Student para muestras no independientes P < 0.05.

cada linea
16 dias
Jo121 - C24 Col-0
2.11X107"[ 2.05X107"| 5.76X10™"°
50347 0832662 | 3.02X107
5.32X10%° | 3.19X10™° [ 1.29X107
4.16X10™ | 6.19X107"| 5.57X10”
3.88 X107 4.89 X1077| 3.94 X10”

Analisis estadistico de las densidades de ramificacion (LR Z1), de los primordios en la zona 1
(LRP Z1) de los primordios en la zona 2 (LRP Z2), tradicional y global, a'os 8 y alos 16 dias de
crecimiento. Comparacion de los parametros entre las lineas. ANOVA de una via. p < 0.05.

alos 8 dias alos 16 dias
J0121 vs. C24 C24 vs. Col-0 J0121 vs. C24 C24vs. Col-0
RL Z1 0.20934 0.01949 3 7( 111 X10™
PLR Z1 0.54042 1X10° 0.91030 0.27482
PLR Z2 0.94911 0.00001 | 086788 0.27083
Tradicional 0.58928 0.302795 {’“ 1.74 X10™"
Global 0.160500 2.4 X107 6.60 X10™
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Andlisis estadistico de las densidades de las raices laterales (RL),
de los primordios en lazona 1 (PRL Z1) y de los primordios en la
zona 2 (PRL Z2), tradicional y global. Comparacién de los
parametros de la misma lineaa los 8 dias respecto alos 16 dias
ANOVA de una via. p < 0.05. Prueba Post Hoc: LSD.

Lineas J0121 C24 Col-0
RL 0.08939 0.00147 0 79607
PLR Z1 6.8X107"° 1.9 X107* 0.00183
PLR Z2 0.40115 0.44029 8.00 X10™°
Tradicional 9.70 X10 2.05 X10™° 021239
Global 0.96139 0.00369 043731




APENDICE 5

Numero d¢ casos

S

<=20 (20251 (25301 (30.35] (35401 (40451 (45501 (50.55] (55601 >60
Longitud relativa de la zona de la raiz primaria cubierta por raices laterales

Histograma de la longitud relativa de la zona de la raiz primaria cubierta por raices
laterales en plantas de Col-0, de 8 dias de crecimiento.
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