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1. RESUMEN

La variabilidad fenotipica presente en las poblaciones de seres vivos ha permitido que los
organismos puedan responder de manera diferencial ante las condiciones de su ambiente
para sobrevivir. Sus causas son diversas y complejas, e incluyen los efectos genéticos y
epigenéticos, que se encargan de integrar las sefiales ambientales para poder dar una
respuesta molecular y morfo-fisiolégica adecuada. Para estudiar esto, Arabidopsis
thaliana resulta un excelente modelo por la gran diversidad de fenotipos que
encontramos entre poblaciones, asi como por la distribucion geografica y ambiental
diversa en la que se localizan. Para entender algunos de los mecanismos moleculares que
intervienen en la diversidad fenotipica de la raiz de A. thaliana, en este proyecto se
describieron las diferencias en la morfologia de la raiz en distintas variedades de la
especie (i.e ecotipos) demostrando variabilidad en la longitud total y forma de la raiz,
longitud y organizacién del meristemo, asi como en la expresion de genes esenciales para
el desarrollo de este d6rgano, como son los factores transcripcionales MADS-box
(XAL1/AGL12, XAL2/AGL14, AGL17 y AGL19) y las metiltransferasas de los factores TrxG y
PcG, implicados en la regulacién epigenética. Las diferencias encontradas en el tamafio y
arquitectura radicular son de especial interés para comprender la capacidad de
adaptacidn natural de las plantas a un ambiente determinado, por lo que su relaciéon con
la expresidn génica en funcidn de las condiciones ambientales de origen de cada ecotipo

se discuten en este trabajo.



2. INTRODUCCION

Las diferencias morfoldgicas, fisioldgicas y de desarrollo que estan presentes entre las
poblaciones de seres vivos han permitido que los organismos puedan responder de
manera diferencial ante las condiciones de su ambiente para sobrevivir. La variacién
natural que se encuentra entre las poblaciones ha sido atribuida principalmente a las
mutaciones, una fuerza evolutiva que puede actuar junto con la selecciéon natural para
aumentar la adecuacién de un fenotipo, confiriéndole cierta ventaja sobre otros en un
medio ambiente determinado (Weigel, 2012). De hecho, los humanos hemos aprovechado
esa variacion intraespecifica desde hace miles de afios para la domesticacion y el
mejoramiento genético de una gran cantidad de plantas (Alonso-Blanco et al., 2005).
Aunque las modificaciones en el genotipo alguna vez fueron vistas como la Unica causa de
la variacion fenotipica, en la actualidad se ha reconocido que los mecanismos epigenéticos
pueden estar involucrados (O'Malley & Ecker, 2012), ya que se encargan de integrar las
seflales ambientales para poder dar una respuesta molecular y morfo-fisiolégica
adecuada.

Las plantas, al ser organismos sésiles, requieren responder ante las condiciones
adversas que se les presenten a través de la plasticidad en diversos caracteres, lo cual les
permite ajustar su morfologia como el tamafio de hoja o raiz, generando mayor diversidad
fenotipica. La plasticidad fenotipica se entiende como la capacidad de los genotipos
individuales para producir diferentes fenotipos cuando se exponen a condiciones
ambientales distintas (Pigliucci et al., 2006); sin embargo, a través del tiempo los cambios
generados pueden heredarse transgeneracionalmente fijdndose en las poblaciones, lo que
se conoce como asimilacién genética (Waddington, 1942). Al respecto, en las plantas se
han hecho diversos estudios sobre los mecanismos generadores de la variabilidad
fenotipica y Arabidopsis thaliana resulta un excelente modelo en estudios de genética,
biologia molecular, evolucién y desarrollo por la gran diversidad de fenotipos que
encontramos en la especie, la distribucién geografica y ambiental tan amplia en la que se
localizan, asi como la amplia informacién disponible, que se requiere para llevar un

analisis integral sobre el tema.



2.1 Variacion Natural

Las observaciones de Charles Darwin fueron esenciales para la comprension de la
variacion natural pues dedicé gran parte de “El origen de las especies” a dilucidar dicho
concepto y sus implicaciones, concluyendo que las diferencias individuales que se heredan
son el precursor para generar a las variedades, las cuales tienen un menor nimero de
diferencias que las existentes entre especies del mismo género (Darwin, 1859).
Actualmente definimos a la variacion natural como la distribucién de caracteristicas
morfolégicas, fenoldgicas, de desarrollo y bioquimicas que se expresan dentro y entre los
distintos taxones, cuyas causas son diversas y ademas complejas pues incluyen a los

efectos genéticos y epigenéticos (Kalisz & Kramer, 2008).

2.11 El papel de la genética en la variacion natural

La variacidn genética es una medida de los cambios que se encuentran en una secuencia a
nivel de DNA en los individuos de una poblacién (Reece et al., 2014). La variacion genética
tiene su origen en las mutaciones, que son alteraciones en la secuencia de DNA, las cuales
suceden mayoritariamente durante la replicacion de éste o debido a mutdgenos
(Futuyma, 1942). Las mutaciones pueden involucrar el cambio de una sola base
nitrogenada, asi como fragmentos de un cromosoma, tales como el movimiento de los
elementos transponibles (TEs), recombinaciones aberrantes, etc. Las mutaciones en
general se consideran eventos azarosos; es decir, no se puede predecir la localizacién ni
direcciéon que seguiran, y tienen consecuencias evolutivas sélo si se transmiten a la
siguiente generacién; sin embargo, recientemente el paradigma entorno a este fenémeno
ha cambiado, pues se demostro la existencia de mutaciones interpretativas o que ocurren
en respuesta a cambios del medio ambiente (Jablonka & Lamb, 2005). La tasa de mutacién
en general es muy baja, en promedio suceden con una tasa de 3x10® mutaciones sobre
nucledtido por generacion en humanos (Xue et al., 2009). En A. thaliana se encontré que
durante 30 generaciones en el ecotipo Col-0 se presentaron 99 sustituciones y 17
deleciones e inserciones; concluyendo que la tasa de mutacién fue de 7 x 10 por par de

base por generacidn y la mayoria son del tipo transicion G:C>A:T (Ossowski et al., 2010).
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Por lo tanto, si consideramos que A. thaliana tiene 125 millones de pares de bases, se
presentarian 0.875 mutaciones por gameto por generacion.

El estudio de los polimorfimos de un solo nucledtido (SNPs, por sus siglas en inglés)
resulta muy atil para la deteccién del nivel de variacidon presente en las poblaciones. Los
polimorfismos se definen como aquellas variantes alélicas que tienen una frecuencia
mayor al 1% en las poblaciones (Futuyma, 1942). En A. thaliana se demostré que aunque
los polimorfismos son poco frecuentes, existe mads variacién genética de la que se
esperaria para esta especie que mayoritariamente se autopoliniza (Koornneef et al.,
2004). Algunos autores afirman que dentro de esos polimorfimos se incluye un numero
grande de alelos raros entre las poblaciones (Schmid et al., 2006), conformados en su
mayoria por mutaciones no sinénimas, lo que sugiere que la seleccién natural ha estado
involucrada en este fendmeno (Nordborg et al., 2005). Para encontrar la relacion entre la
variabilidad genética y la adaptacién de la especie a un entorno determinado, se han
realizado andlisis de genética de poblaciones que han arrojado resultados bastante
controversiales; sin embargo, los estudios mas recientes y con un tamafio muestral
mayores demuestran que si hay una asociacion entre el origen geografico y la variabilidad
genética (Nordborg et al., 2005; Schmid et al., 2006; Pico et al., 2008; Brennan et al.,
2014); es decir, las diferentes regiones geograficas presentan genotipos particulares y de
esta forma, se demuestra que existe aislamiento por distancia entre las poblaciones de A.
thaliana.

Por otro lado, una parte de la variacion genética surge a través de la
recombinacion. En muchos organismos que presentan reproduccion sexual, la variacién se
da por la unién de gametos genéticamente distintos dando lugar al entrecruzamiento
entre cromosomas homodlogos y a la segregacion independiente de cromosomas no
homoélogos. La recombinacion tiene efectos distintos en la variacion: puede ser negativa si
provoca que se pierdan combinaciones favorables de genes, pero también puede ser
positiva al generar combinaciones multiples de alelos que generan mas variaciéon por

generacion que la mutacion en si misma (Futuyma, 1942; Eguiarte, 1986).
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Durante varios anos la variabilidad fenotipica se atribuyd Unicamente a la genética y ha
sido estudiado mas detalladamente bajo este enfoque; sin embargo, actualmente se sabe
gue los mecanismos epigenéticos estdn involucrados en la generacién de distintas
respuestas morfo-fisioldgicas, que incluso pueden tener un efecto sobre los procesos
adaptativos, explicando asi una relacidn entre los cambios epigenéticos heredables y las

caracteristicas ecoldgicas de los habitats (Richards et al., 2012).

2.12 El papel de la epigenética en la variacion natural

El término epigenética se definié por primera vez en 1940 por Conrad Waddington, como
el estudio de los genes, sus productos, y las interacciones causales de estos que conducen
a la formacién de un fenotipo (Waddington, 1942), esclareciendo lo complicado que era
hacer una relacién lineal entre el genotipo y el fenotipo. Actualmente esta definicidn se ha
transformado para explicar los cambios mitdticos y/o meidticos en la funcién génica que
no pueden ser explicados por cambios en el DNA (Feil & Fraga, 2011) y que ademds son
procesos que subyacen la plasticidad y canalizacién durante el desarrollo de un organismo
originando efectos persistentes a través de las generaciones (Jablonka & Raz, 2009).
Conforme pasa el tiempo los estudios epigenéticos son cada vez mayores y mas
profundos, haciendo de esta disciplina un area fascinante y novedosa que esta
modificando los paradigmas de la herencia y la variacién.

La cromatina es una unidad compuesta por los nucleosomas, los cuales estan
formados por un octamero de histonas donde se enrolla el DNA, y que son capaces de
regular y estructurar regiones especificas del genoma (Luger et al., 1997). Dicha regulacion
se puede dar a través de modificaciones covalentes en el DNA y en las histonas como son:
metilaciones, acetilaciones, ubiquitinaciones, sumoilaciones, ADP ribosilaciones y/o
fosforilaciones (Li et al., 2007). Estas modificaciones estan a cargo de proteinas que se
unen directa o indirectamente a regiones del DNA, las cuales son capaces de regular la
expresion de los genes controlando su transcripcién a través del movimiento dinamico de
la cromatina. A diferencia de los cambios genéticos que son muy estables, los cambios

epigenéticos pueden ser reversibles (Holliday, 2006).
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Diversos estudios han esclarecido el efecto de la epigenética en la variacidn natural pues
se ha encontrado que entre los individuos existe variacién en la cantidad y posicién de
marcas epigenéticas, como la metilacién del DNA, la cual puede crear cambios en la
expresion de ciertos genes y en algunas ocasiones heredarse establemente a las siguientes
generaciones (Vaughn et al., 2007; Kalisz & Kramer, 2008; Lira-Medeiros et al., 2010;
Becker et al., 2011). Debido a esto, se determind lo que se conoce como “epialelos” y que
se define como aquellas variantes alélicas a nivel transcripcional resultado de las
diferencias en las marcas epigenéticas (O'Malley & Ecker, 2012). Por ejemplo, se han
identificado epialelos como SUPERMAN (SUP) o FLOWERING WAGENINGEN (FWA) que al
presentar distintos niveles de metilacion del DNA tienen efectos diferentes sobre la
morfologia de la flor (Jacobsen & Meyerowitz, 1997; Soppe et al., 2000). Estudios
realizados en variantes genéticas de A. thaliana han demostrado que la epigenética tiene
un papel relevante en la diversidad fenotipica, como es el caso del gen Qua-Quine Starch
(QQS), involucrado en el metabolismo del almidén en hojas, en donde se observa que en
29 poblaciones distintas dicho gen esta metilado en el promotor y presenta expresion
baja; al contrario de 7 poblaciones en donde el gen estd desmetilado y tiene una alta
expresion (Silveira et al., 2013). Ademas, realizando otros estudios se comprueba que la
variaciéon en este gen es independiente de los polimorfismos en la secuencia y se hereda
establemente. Otro ejemplo muy estudiado es el del gen FLC de Arabidopsis, el cual se
sabe que esta regulado por complejos antagdnicos que metilan las histonas y se encargan
de reprimir o activar al gen, contribuyendo a las diferencias entre variedades de plantas
anuales de verano y anuales de invierno durante el proceso de vernalizacién (Song et al.,
2012).

Estos ejemplos indican que la epigenética contribuye de manera muy importante
en la variacién fenotipica. Especificamente en organismos sésiles como las plantas que
dependen tanto de las condiciones ambientales en las que estan creciendo (temperatura,
luz, suelo, humedad, etc.), las marcas epigenéticas constituyen un método versatil y
rapido de regulacion de la expresion génica que es menos permanente que la variaciéon

genética (Kalisz & Kramer, 2008).
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En palabras de Herrera and Bazaga (2010): “..los mecanismos epigenéticos podrian
agregar una capa adicional de complejidad a la variacidn fenotipica heredable, y por lo
tanto a la diversidad y el potencial evolutivo de las poblaciones naturales”.

La extraordinaria variacion que existe en las plantas ha sido estudiada con diversos
fines, desde el aspecto ecoldgico hasta el econdmico; y la profundizacién en el tema
usando a la planta modelo Arabidopsis thaliana es de gran utilidad debido a las
caracteristicas que presenta como: ciclo de vida corto, gran nimero de descendencia, su
pequefio genoma repartido en cinco cromosomas vy la disponibilidad sin precedentes de
datos genéticos y gendmicos (Alonso-Blanco et al., 2009) recopilados en bases de datos

como www.arabidopsis.org, que es de libre acceso. Ademas de que las investigaciones en

A. thaliana tienen aplicaciones potenciales para una gran mayoria de plantas con flor pues
ésta mantiene las caracteristicas de muchas otras angiospermas, como es la flor
hermafrodita, la morfologia, el desarrollo y respuestas que genera ante su medio
ambiente. Por lo tanto, diversos estudios realizados en esta especie han sido extrapolados

a muchas otras.
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2.2 Arabidopsis thaliana: un excelente modelo para el estudio de la
variacion natural.

Arabidopsis thaliana (L.) Heyhn (2n=10) es una planta anual perteneciente a la familia
Brassicaceae que mide de 10 a 30 cm de alto y tiene un ciclo de vida de 6 a 8 semanas. Su
tallo es erecto y puede presentarse simple o ramificado. Tiene hojas basales en forma de
roseta con tricomas unicelulares y también puede presentar hojas en el tallo que son
sésiles (caulinares). Sus flores presentan cuatro pétalos blancos, son hermafroditas,
predominantemente con autofecundacion y estan arregladas en una inflorescencia tipo
corimbo. Sus frutos son silicuas que miden de 5 a 20 mm y cada uno produce alrededor de
30 semillas de color marrén con un tamafio de 0.3-0.5 mm de largo (Fig.1) (Al-Shehbaz &

O'Kane, 2002).

Figura 1. Arabidopsis thaliana. A la izquierda se representan las etapas vegetativas a diferentes
edades; en el centro una planta adulta en estado de floracién; a la derecha una flor, los pedicelos
sosteniendo a las flores, una silicua y debajo esta un cumulo de semillas (IJPB scientific teams

leaders, 2010).
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A. thaliana resulta excelente para el estudio de la variaciéon pues es una especie que
muestra una amplia gama de variantes fenotipicas entre lineas silvestres, las cuales son
conocidas como “ecotipos” o “accesiones”. La palabra ecotipo fue acufiada por Turesson

"

(1922) y la define como: “el producto que surge como resultado de la respuesta
genotipica de las ecoespecies a un habitat particular [...], con capacidad reproductiva
entre ellas pero impedimento a través de barreras ecoldgicas con otros”. Es muy
interesante notar el uso de la palabra “ecoespecie” en su afan por resaltar que las
especies representan unidades que se diferencian “a través de la accién de los factores
ecolégicos predominantes del habitat” (Turesson, 1922). Actualmente se utiliza el término
“accesion” para determinar una muestra recolectada en una localizacidn especifica, la cual
no incluye pero tampoco excluye la adaptacion local. Para fines practicos de este trabajo,
se aludird al término “ecotipo” para resaltar la diferencia ambiental y geogréfica entre las
poblaciones de estudio, bajo el supuesto de adaptacién de los ecotipos demostrado por
Rutter and Fenster (2007) y Weigel (2012), entre otros.

En todo el mundo se han recolectado alrededor de 2000 ecotipos, principalmente
en el Hemisferio Norte (América, Europa y Asia) pero con algunos representantes del
Hemisferio Sur, como el continente Africano (Koornneef et al., 2004). Estas variantes
naturales se han encontrado en diversas condiciones como habitats abiertos o
perturbados, en suelos arenosos y laderas rocosas, orillas de los rios, bordes de caminos,
prados o bajos arbustos y a nivel del mar o altitudes hasta de 4250 msnm (Shindo et al.,
2007).

La variante natural mas usada de A. thaliana es Columbia (Col-0) y ha sido
estudiada con gran profundidad en la mayoria de los analisis genéticos y morfoldgicos; sin
embargo, otros ecotipos han sido escasamente descritos, provocando mi interés y
fascinacién por descubrir mas acerca de la variabilidad de la especie.

Dentro de toda esta variacidon, algunos rasgos del desarrollo como el tiempo de
floracién o de latencia de las semillas han tenido especial atencién porque son de interés
aplicado al mejoramiento de los cultivos; sin embargo, el estudio de la variacidon natural de

la raiz ha sido poco estudiada. A pesar de esto, la raiz resulta un excelente modelo pues se
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puede encontrar una gran diversidad morfoldgica y fisioldgica, llamada "heterorhizy"
(Hodge et al., 2009). Dichas variaciones pueden ocurrir entre poblaciones, pero también
en la raiz de un solo individuo, pues es un érgano que presenta tanto células en constante
division celular localizadas apicalmente, como células completamente diferenciadas
localizadas basalmente. Ademads, la morfogénesis de la raiz, como otros érganos de las
plantas, resulta de la interaccién entre la genética y el medio ambiente, permitiendo a
estos organismos sésiles adaptar su morfologia y el desarrollo de drganos a las

condiciones ambientales encontradas.
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2.3 Estructura de la raiz de A. thaliana

A diferencia de la mayoria de los animales, las plantas pueden generar drganos durante
toda su vida gracias a un cumulo de células que se mantienen indiferenciadas y con
proliferaciéon activa, las cuales estan localizadas en un sitio delimitado llamado
“meristemo” que se encarga de proveer las células del desarrollo post-embrionario (Stahl
& Simon, 2010). Las plantas tienen dos meristemos principales: el meristemo apical del
brote o tallo (SAM) que dara lugar a los drganos aéreos y el meristemo apical de raiz
(RAM) que dard lugar a los érganos que crecen debajo de la tierra (Hodge et al., 2009).

La raiz se puede clasificar en tres zonas principales, comenzando por la parte mas
apical se encuentra 1) el RAM, conformado por el dominio de proliferacién en el cual las
células se dividen activamente y por el dominio de transicion en el que las células dejan de
dividirse y crecen a una tasa muy baja; 2) zona de elongacién, en el cual las células
provenientes del meristemo comienzan a crecer rapidamente y 3) zona de diferenciacién,
donde las células detienen su crecimiento y adquieren su estado final de diferenciacién

(Fig. 2) (Ivanov & Dubrovsky, 2013).

Meristemo radicular (RAM) Zonaida el 2
ona de elongacion

Dominio proliferativo Dominio de transicion

Figura 2. Clasificacion de las zonas que conforman la raiz de A. thaliana. El meristemo radicular
(RAM) se compone de dos dominios: el proliferativo, donde las células se dividen activamente, y el
de transicion en el cual las células detienen su divisiéon. Cuando las células comienzan a crecer
rapidamente en tamafio se alcanza la zona de elongacion. El * indica el término del dominio

proliferativo y la flecha amarilla el término del RAM (Modificado de lvanov & Dubrovsky, 2013).
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La especificacion del RAM ocurre durante la embriogénesis y su organizaciéon es muy
regular, conteniendo en el centro a un grupo de cuatro células con muy baja actividad de
proliferaciéon, denominadas centro quiescente (QC), las cuales estan rodeadas de las
llamadas células iniciales. Las células iniciales van a dar lugar a todos los tipos celulares de
la raiz y tras la primera division originan una célula que permanecera indiferenciada y otra
que se va incorporando a la zona proliferativa de cada uno de los tejidos. Existen cuatro
tipo de células iniciales: las que estan en la parte superior originan al tejido vascular y
periciclo, a los lados se encuentran las que dardn lugar a la endodermis y cortex, las mas
externas pero laterales dan origen a la cofia lateral y epidermis, y en la parte inferior del
QC se encuentran las células iniciales de la columela (Fig.3). Como consecuencia, el
equilibrio entre la proliferacién y la diferenciacién celular mantiene el tamafio del

meristemo radicular (Zhang et al., 2007).

B)

. Centro quiescente (QC)

- Células troncales del

cortex y endodermis
Células troncales de la
columela

D Columela

- Cofia lateral
Epidermis

I:I Cortex
Endodermis
Periciclo

D Tejido vascular

Figura 3. Morfologia del meristemo radicular (RAM) de A. thaliana. A) Corte longitudinal. EI meristemo se
compone de un nicho central (QC) rodeado por las células iniciales que dan lugar a cada tejido; B)

Corte transversal donde se observan los tejidos maduros (Modificado de Sparks et al., 2013).

Por otra parte, las raices laterales surgen a partir de divisiones celulares del
periciclo, las cuales generan un primordio que crece a través de capas de células
exteriores y cuando se alcanzan a formar de tres a cinco capas de células se establece un

meristemo auténomo. Tras la activacién de ese meristemo por la organizacion vy

19



establecimiento de las células iniciales, la raiz lateral emerge de la principal y continta
creciendo (Laskowski et al., 1995; Hodge et al., 2009).

En A. thaliana la raiz primaria presenta una etapa de crecimiento constante
mientras el RAM es funcional, es decir, cuando se mantiene activo produciendo células
continuamente durante el desarrollo radicular; sin embargo, el RAM puede disminuir su
actividad o agotarse bajo ciertas condiciones y la raiz detiene su crecimiento (Reyes-
Hernandez et al., 2014), etapa que puede ser reversible o irreversible (Shishkova et al.,
2008). Esta capacidad de ajuste durante el desarrollo radicular, permite a los individuos
modificar su arquitectura y les confiere ventajas en un ambiente de suelo heterogéneo.
Por ejemplo, las raices primarias profundas a menudo se asocian con plantas que tienen
una mayor tolerancia a la sequia (Gifford et al., 2013); cantidades bajas de fésforo causan
reduccion en el tamafio de la raiz primaria mientras que las laterales aumentan en
numero y tamano (Ristova & Busch, 2014), y diferentes concentraciones de nitrégeno
causan cambios morfoldgicos diversos en la raiz (Zhang et al., 2007).

Los ecotipos de A. thaliana que viven en distintos ambientes y regiones del mundo
presentan diferencias a nivel morfolégico que han sido estudiadas principalmente en las
hojas (Balazadeh et al., 2008; Zhang et al., 2012); sin embargo, poco se sabe sobre la
variabilidad que puede existir en la raiz y cdmo los mecanismos genéticos y epigenéticos
estan involucrados en la generacién de los distintos fenotipos. Tales cambios que se dan a
nivel molecular y tienen un efecto sobre la morfologia provocan respuestas diferenciales
entre las poblaciones que pueden tener una importancia adaptativa (Richards et al.,
2012). Por ejemplo, la variabilidad de la raiz provoca que la absorcion de agua y nutrientes
sea diferencial (Hodge et al., 2009), lo cual finalmente afecta el desarrollo de la parte
aérea de las plantas y podria tener aplicaciones en la mejora de cultivos. Por lo tanto, los
analisis a nivel molecular especificos de cada ecotipo son de relevancia para comprender
el papel de la genética y/o epigenética en la generacién de variabilidad fenotipica de la

especie.
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2.4 Genes involucrados en el desarrollo de la raiz

Diversos estudios realizados mediante el uso del Mapeo de loci de caracteres cuantitativos
(QTL, por sus siglas en inglés) han demostrado que la mayoria de los caracteres
morfoldgicos son poligenéticos (Mackay et al., 2009); sin embargo, estudios genéticos han
confirmado que existen genes esenciales que dirigen la morfologia de la raiz, como
SCARECROW (SCR), SHORTROOT (SHR) (Sozzani et al., 2010) y la familia de genes MADS-
box, que son factores transcripcionales (TFs) (Burgeff et al., 2002; Tapia-Lopez et al., 2008;
Garay-Arroyo et al.,, 2013). De esta forma, diversos complejos como los factores
transcripcionales y los factores epigenéticos regulan la expresion de genes controlando asi
espacial y temporalmente la aparicidon de ciertos caracteres durante el desarrollo de la

raiz.

2.41 Factores transcripcionales

Los diferentes estudios gendmicos y genéticos a través de mutantes han permitido el
descubrimiento de genes involucrados en el desarrollo radicular, como son los factores
transcripcionales que regulan la expresion de genes blanco, y de esta forma coordinan la
proliferacién y diferenciacidon de los diferentes tipos celulares que conforman a la raiz. En
el estudio llevado a cabo por Birnbaum et al. (2003) se encontré que de 1411 factores
transcripcionales presentes en un 90% del genoma de Arabidopsis, 577 estaban altamente
expresados en raiz y 311 mostraron expresion especifica del tejido. La presencia tan
evidente de estos factores es necesaria para el establecimiento y mantenimiento del
meristemo radicular, la formacién de raices laterales, iniciacion de pelos radiculares y la
regulacién de cascadas génicas que pueden conducir a cambios morfoldgicos, fisioldgicas
y/o metabdlicos (Montiel et al., 2004).

Dentro de todos los factores transcripcionales, los pertenecientes a la familia
MADS-box son de especial interés por su papel en todas las etapas de desarrollo de
Arabidopsis, el cual se ha comparado al de los genes HOX en animales (Ng & Yanofsky,
2001). Los genes MADS-box comparten un dominio muy conservado llamado caja MADS
(MADS-box), que consta de ~60 aminoacidos que se unen al DNA en secuencias consenso

conocidas como cajas CArG [CC(A/T)¢GG]. Su nombre se debe a las iniciales de los
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primeros genes de esta familia que fueron clonados: MINICHROMOSOME MAINTENANCE1
(MCM1) de Saccharomyces cerevisiae, AGAMOUS (AG) en A. thaliana, DEFICIENS (DEF) en
Antirrhinum majus y SERUM RESPONSE (SRF) en humano (Smaczniak et al., 2012).

La familia MADS-box puede dividirse en dos linajes, los del tipo | y tipo I, de
acuerdo a su estructura proteica. Los del tipo | tienen sdélo la secuencia de alrededor de
180pb que codifica para el dominio MADS conservado. El tipo Il estd mucho mas
estudiado y se conforma por una estructura llamada MIKC, que contiene el dominio MADS
en la regidon N-terminal, seguido por la region | (intervencion) que mide alrededor de 30
residuos de aminoacidos y por una estructura caracterizada por sus residuos hidrofébicos
denominada K (similar a queratina) que mide alrededor de 70 residuos de aminodcidos,
las cuales son esenciales para la dimerizacién y la formaciéon de complejos proteicos. Por
ultimo se encuentra la regién C-terminal (de tamafio variable) que esta involucrada en la
interaccidn proteina-proteina y la regulacion de transactivacién (Fig.4) (Smaczniak et al.,

2012).

A) MADS MEF2-like I K C

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200+
Aminoécidos

B)

Figura 4. Estructura proteica de los MADS-Box. A) Clasificacion de las cuatro regiones que
componen a las proteinas MADS-Box tipo Il (Ng & Yanofsky, 2001); B) Estructura tridimensional de
SRF. Se puede observar que se compone de hojas beta plegadas (verde), alfa hélices (rojo y
morado) y un dominio MADS en el sitio N-terminal (amarillo) unido al DNA (azul) (Santelli &

Richmond, 2000).
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Los factores transcripcionales de la familia MADS-box tipo Il son genes maestros que se
expresan en tejidos vegetativos, ovulos y embriones, desempefiando funciones muy
importantes en casi todos los procesos de desarrollo de las plantas, desde la
embriogénesis hasta la formacidon de la flor. En la raiz se tiene reportado que se expresan
por lo menos 50 genes MADS-box (Zhang et al., 2007), dentro de los cuales se encuentran
los siguientes genes AGAMOUS-LIKE (AGL): XAL1/AGL12, XAL2/AGL14, AGL17 y AGL19, los
cuales fueron analizados en el presente estudio. Este grupo de genes participan en la
transicién a la floracién; sin embargo, todos se expresan mayoritariamente en la raiz
(Rounsley et al., 1995.; Schonrock et al., 2006). XAL1/AGL12 es un gen que se expresa en
el floema de la raiz (Fig. 5), y se ha caracterizado como promotor del desarrollo radicular
pues la mutante de pérdida de funcién es de raiz corta (Fig. 6), ademas de que presenta
una menor tasa de produccién celular, un tamafio de meristemo mas pequefio que el
silvestre y el ciclo celular esta alterado (Tapia-Lopez et al., 2008). XAL2/AGL14 se expresa
particularmente en la cofia, la epidermis, la endodermis y la columela, asi como en el
sistema vascular de las células diferenciadas y en los primordios de raices laterales. Se
sabe que este gen es un regulador positivo del transporte de auxinas a través de la
regulacién transcripcional de genes que codifican para las proteinas PIN1 y PIN4. La
mutante de pérdida de funciéon de este gen tiene alteraciones en el nicho de células
troncales de la raiz y desorganizacién de las células de la columela. Se le ha determinado
una funcién de promotor del desarrollo radicular pues su mutante es de raiz corta (Fig.6),
presenta una tasa menor de produccion de células meristematicas, asi como
irregularidades en la proliferacion de las células del periciclo (Garay-Arroyo et al., 2013).
Por otra parte, las mutantes de pérdida y ganancia de funcion de AGL17 no presentan
anormalidades en el desarrollo (Fig.6); sin embargo, al adicionar ciertas hormonas o
nutrientes la mutante presenta raiz larga, lo que indicaria que posiblemente AGL17 esta
involucrado en la regulacién de la arquitectura radicular en respuesta a estimulos
externos especificos, como es el caso del acido jasmodnico (Zhang et al., 2007). A pesar de
gue la mayor expresion de AGL19 también se observa en la raiz (en cofia y epidermis)

(Fig.5), la funcién que desempefia permanece como una interrogante y actualmente esta
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siendo estudiada, pues sélo se han reportado algunos articulos para el caso de floracién

(Schonrock et al., 2006).

A) B) C)

Figura 5. Patrones de expresion de los genes MADS-box en la raiz. A) XAL1/AGL12; B) AGL17; C)
AGL19. Las células coloreadas en negro denotan la expresidon de los genes correspondientes en
cada tejido de la raiz. Si las células se encuentran en blanco representa una expresion nula de

dichos genes (Modificado de Burgeff, 2002).

Los fenotipos que originan las mutantes de pérdida de funcidn de estos genes se
han estudiado en el ecotipo Col-0, y algunos de ellos recuerdan a la morfologia observada
en otros ecotipos (e.g. ecotipos de raiz corta). Por lo tanto, el andlisis de la expresién de
estos genes en otras variedades naturales de A. thaliana podria ser un indicativo del papel
gue juegan estos genes en la variabilidad fenotipica de la raiz. Sin embargo, los factores
transcripcionales no son los Unicos implicados en el desarrollo, y algunos otros como los
factores epigenéticos podrian estar involucrados de manera muy interesante, ya que se
encargan de sensar el ambiente y a través de la dindmica de la cromatina dar una

respuesta molecular sobre sus genes blanco.

2.42 Factores epigenéticos

Los factores epigenéticos involucrados en el desarrollo radicular no han sido tan
estudiados como en la parte aérea; sin embargo, estudios recientes apuntan a que los
complejos proteicos Polycomb y Trithorax son reguladores principales de la identidad

celular y que actuan para mantener el equilibrio entre la proliferacion celular y la
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diferenciacién en raiz (Aichinger et al., 2011; Napsucialy-Mendivil et al., 2014; Petrone,
2015).

Los complejos Trithorax (TrxG) y Polycomb (PcG) son un conjunto de proteinas
conservadas evolutivamente que regulan la expresidon genética tanto en animales como
en plantas. Su funcién provoca cambios en la estructura de la cromatina para regular
varios procesos celulares y de desarrollo. EI complejo TrxG mantiene un estado de
cromatina mas laxo y promueve la expresion transcripcional mediante la trimetilacién de
la histona H3 en la lisina 4 (H3K4me3). Esta formado por histona-metiltransferasas como
ARABIDOPSIS HOMOLOG OF TRITHORAX (ATX1), que contienen un dominio SET (acrénimo
de las proteinas de Drosophila: Su(var)3-9 and Enhancer of zeste) el cual le confiere su
actividad catalitica, a su vez por proteinas reguladoras que conforman el complejo
COMPASS vy por factores remodeladores de la cromatina dependientes de ATP (Pien &
Grossniklaus, 2007; Sanchez et al., 2015). Por otra parte, PcG funciona en complejos
denominados Polycomb Repressive Complex 1 y 2 (PRC1 y PRC2), siendo PRC2 el que
posee la actividad catalitica a través de diversas enzimas como CURLY LEAF (CLF), que
cataliza la trimetilacién de la lisina 27 de la histona H3 (H3K27me3) asociada a la
compactacion de la cromatina y a la represidon génica; mientras que el complejo PRC1
reconoce dicha marca, se une a ella y estabiliza dicha represién (Pien & Grossniklaus,
2007; Sanchez et al., 2015).

La funcién de las metiltransferasas de ambos complejos (TrxG y PcG) se ha
estudiado recientemente en la raiz a través de mutantes de pérdida de funcién. Estos
estudios han demostrado que ATX1, la metiltransferasa del complejo TrxG, esta
involucrada en el control del crecimiento de la raiz primaria mediante la regulacion de la
duracion del ciclo celular, la produccidn celular y la transicion de a la elongacién en el
meristemo radicular, ademas de que las células del centro quiescente tienen una forma
irregular y estdn mas expandidas que en las silvestres (Napsucialy-Mendivil et al., 2014).
En nuestro laboratorio se encontrd que ATX1 se expresa preferencialmente en la zona de
proliferacién del RAM mas que en la zona de diferenciacion y que la mutante de pérdida

de funcion presenta una raiz mas corta que el control (Fig.6) (Petrone, 2015). Asimismo

25



observamos que la funcidon de ATX1 se requiere para la activacidn transcripcional de los
genes MADS-box XAL2/AGL14 y AGL19, y probablemente de XAL1/AGL12 y AGL17
(Petrone, 2015; Vega et al., datos no publicados). Por otra parte, se sabe que en el RAM la
proteina CLF, la metiltransferasa del complejo PcG, y el remodelador de cromatina PICKLE
(PKL) determinan antagénicamente la actividad meristematica, pues niveles elevados de
H3K27me3 mediados por CLF reprimen a los genes marcadores del meristemo y a las
células troncales causando un decremento en el crecimiento meristematico, al contrario
de lo que sucede con PKL (Aichinger et al., 2011). Sin embargo, la mutante de pérdida de
funciéon de CLF no muestra diferencias en el tamafio de la raiz con respecto al control
(Fig.6). Ademas, se ha demostrado que en la raiz el fenotipo se complementa cuando se
realiza una doble mutante de estas enzimas, lo que reafirma su funcién antagonica (Fig.
6). Otros miembros del laboratorio han descrito que CLF se requiere para reprimir la
expresion de los genes MADS-box XAL1/AGL12, XAL2/AGL14, AGL17 y AGL19 implicados
en el desarrollo de la raiz, sugiriendo la importancia del complejo PcG en este érgano de la

planta (Petrone et al., datos no publicados; Vega et al., datos no publicados).

A) WT  xall/agll2 xal2/agll4 agll7 B) wr atx1 clf atx1/clf

Figura 6. Comparacion del fenotipo que presentan las mutantes de pérdida de funcidn. A)
Plantas mutantes de los genes MADS-box a los 7 dias post-siembra y B) Plantas mutantes de las
metiltransferasas de los factores epigenéticos TrxG y PcG, respectivamente, a los 10 dias post-
siembra. La raiz control (no mutante) se denomina WT (wild-type). Las lineas horizontales marcan

el tamafio final alcanzado (Modificado de Cerdn, 2012; Vega et al., datos no publicados).
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3. JUSTIFICACION

Como se menciond anteriormente, el estudio de la variacion natural a través de un analisis
sistémico usando herramientas moleculares y morfoldgicas es esencial para comprender
los mecanismos que generan y mantienen la variabilidad en las poblaciones. Los ecotipos
de A. thaliana provenientes de sitios ambientales y geograficos tan diversos son muy
utiles para cumplir con ese fin, pues los andlisis en floracién y parte aérea demuestran que
existe una gran variedad de caracteres morfolégicos y fisiolégicos que han tenido especial
interés aplicado al mejoramiento de los cultivos; sin embargo, poco se sabe sobre la
variacion de la raiz y las implicaciones que esto conlleva. Se debe recordar que la raiz es
un érgano plastico que juega un papel muy importante en la fijacién y nutricién de las
plantas, y que la variacion encontrada puede ocasionar que la absorcién de agua vy
nutrientes sea diferencial, teniendo consecuencias diversas en la parte aérea. Ademas, se
ha descrito que un adecuado desarrollo radicular requiere de la presencia de genes
especificos, dentro de los cuales se encuentran los factores transcripcionales MADS-box y
factores epigenéticos que estan involucrados en la coordinacién y control de caracteres
gue deben regularse espacio-temporalmente. Por consiguiente, los analisis morfoldgicos y
los patrones de expresion génica son muy Utiles como una primera aproximacién para
encontrar la relacién entre los cambios en la actividad de genes implicados en el
desarrollo y la variabilidad fenotipica, lo cual permite a las poblaciones responder de
manera diferencial ante las condiciones de su ambiente.

Por lo tanto, en este proyecto se generard informacién que contribuird a conocer la
posible influencia del ambiente en la generacidn de la variabilidad fenotipica de la especie,
la cual puede ser explicada por distintos mecanismos moleculares y que tiene un gran
potencial para estudios futuros de genética y epigenética de plantas. Ademas, la
caracterizacién morfoldgica de los ecotipos es importante para estudios posteriores de
genética pues es la base para la busqueda de alelos naturales en un contexto genotipo-
medio ambiente especifico que nos permite una perspectiva mas realista de la funcién de

los genes.
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4. HIPOTESIS

Las condiciones ambientales heterogéneas de donde provienen los ecotipos han generado
gran variabilidad morfolégica en la raiz de A. thaliana, la cual se pueden explicar por
variaciones en la homeostasis del meristemo y por cambios en la expresion de genes
implicados en su desarrollo, como son los factores transcripcionales MADS-box y factores

epigenéticos de los complejos TrxG y PcG.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Describir y analizar la variacién morfolégica y de expresién génica de los factores

transcripcionales tipos MADS-box Il y factores epigenéticos ATX1 y CLF asociados al

desarrollo de la raiz en los ecotipos de Arabidopsis thaliana.

5.2 Objetivos particulares

Describir las diferencias en la morfologia de la raiz a nivel celular (meristemo) y en
la arquitectura radicular a través de estudios de morfometria en 12 ecotipos (Col-

0, Bay-0, CIBC10, Cvi-0, FR-2, HR5, Ler, Ove-0, Se-0, Sha, Ta-0 y Ws) de A. thaliana.

Analizar la expresion de los factores transcripcionales tipo MADS-box |l
(XAL1/AGL12, XAL2/AGL14, AGL17 y AGL19) y factores epigenéticos ATX1 y CLF en

la raiz de los diferentes ecotipos de A. thaliana.

Realizar analisis de expresion in silico de los factores transcripcionales y

epigenéticos anteriormente descritos en la parte aérea de los ecotipos.

Establecer la relacion entre la variabilidad fenotipica y la expresion génica en
relacion con las condiciones ambientales (temperatura y precipitacion) de origen

de cada ecotipo.
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6. MATERIALES Y METODO

6.1 Material biologico

En este proyecto se utilizd como material bioldgico a los siguientes ecotipos de la planta
Arabidopsis thaliana: Col-0, Bay-0 (N954), CIBC10 (N22229), Cvi-0 (N1096), FR-2 (N1168),
HR5 (N22205), Ler, Ove-0 (N1434), Se-0 (N1502), Sha (N6180), Ta-0 (N1548) y Ws, los
cuales fueron comprados al NASC por sus siglas en inglés “Nottingham Arabidopsis Stock
Centre”, con excepcion de los ecotipos Col-0, Ler y Ws que son las variedades naturales

mas comunes que se trabajan en el laboratorio y estaban disponibles.

6.2 Determinacion de las condiciones ambientales
Las coordenadas geograficas y la altitud del lugar de origen de cada ecotipo fueron
obtenidas en la base de datos 1001 genomas de Arabidopsis del Instituto Salk (Alonso et

al., 2003), disponible en http://signal.salk.edu/atg1001/3.0/gebrowser.php. Las

condiciones ambientales de precipitacién y temperatura por localidad se adquirieron a
través de la base de datos sobre el agua de la FAO: AQUASTAT (FAOQ, 2015), disponible en

http://www.fao.org/nr/water/aquastat/quickwms/climate.htm y se realizaron los

promedios en verano e invierno. Los valores de verano corresponden a la media de los
meses marzo, abril, mayo, junio, julio, agosto y septiembre; y los de invierno a los meses

de octubre, noviembre, diciembre, enero y febrero.

6.3 Condiciones de crecimiento
Las semillas fueron desinfectadas con una solucién al 20% de hipoclorito de sodio
comercial (Cloralex) y 0.01% de polisorbato-20 (Tween-20, Sigma-Aldrich),
manteniéndolas en agitacion durante 15 minutos a temperatura ambiente y realizando
cuatro series de lavados con agua estéril. Con el fin de sincronizar el metabolismo vy la
germinacién, las semillas fueron estratificadas durante 120 horas a 4°C en oscuridad.
Después de ese tiempo, las semillas fueron sembradas en cajas petri con medio
MSS que contiene: MS al 0.2X (Murashige y Skoog 1962, MP Biomédicals), MES
monohidratado al 0.05% (Sigma-Aldrich), sacarosa al 1% (Sigma-Aldrich) y agar al 1%

(Becton, Dickinson and Company) a un pH de 5.6 ajustado con KOH al 1M.
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Si el experimento lo requeria, las plantulas de 7 u 8 dias se transferian a tierra (Tierra
Metro Mix 200) esterilizada por autoclave. Todas las plantas se germinaron y crecieron a
una temperatura de 22 °C, con luz blanca y fria a una intensidad aproximada de 110 pEm-

2s-1 en condiciones de dia largo (16 hrs luz/ 8 hrs oscuridad).

6.4 Cinética de crecimiento.

Para realizar la cinética de crecimiento se hizo un marcaje de la longitud que alcanzaba la
raiz cada 24 horas desde el primer dia después de la germinacién hasta el décimo dia post-
siembra (10 dps). Este experimento se realizd con 4 réplicas biolégicas y un tamaiio de
muestra mayor a 30 para cada ecotipo. El tamafio obtenido por dia se calculdé con el
software Fiji (Schindelin et al., 2012).

Los graficos del tamafio total y la tasa de crecimiento se realizaron mediante el software R

(R Development Core Team, 2008).

6.5 Analisis morfométricos.

Para los analisis de morfometria se sembraron sélo cuatro plantas por caja con medio MSS
y se dejaron crecer por 9 dps para que tuvieran suficiente espacio y su desarrollo radicular
no influyera en la planta adyacente. Es importante mencionar que a esa edad las
diferencias significativas entre los ecotipos son las mismas que a los 10 dps, por lo que los
analisis morfométricos y los de cinética de crecimiento son resultados comparables.

Para el estudio de la arquitectura radicular, los analisis de morfometria son muy
utiles pues estan basados en un marco matematico que describe la forma de una manera
completa y facilita la inspeccién grafica de la variacién morfoldgica. EIl método mas
extendido en morfometria geométrica consiste en representar en cada muestra las
posiciones de puntos especificos (landmarks) y establecer una correspondencia uno-a-uno
entre todas las muestras incluidas en el andlisis. Al realizar dicho ajuste se estandarizan las
imagenes pero se pierden ciertos grados de libertad como el tamafio, posicion y

orientacién (Klingenberg, 2011).
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Para este ensayo se determinaron en total seis landmarks mostrados en la Fig.7 (Rosas et

al., 2013).

1.- Inicio de la raiz principal.

2.- Sitio de inicio de la primera raiz lateral.

3.- La punta de la raiz lateral izquierda mas grande.
4.- La punta de la raiz lateral derecha mas grande.
5.- Sitio de inicio de la ultima raiz lateral.

6.- Término de la raiz principal.

6
Figura 7. Localizaciéon de los landmarks a lo largo de la raiz.

Después de colocar los landmarks correspondientes en cada raiz, se realizé un ajuste de
Procrustes, que es un método de alineamiento en morfometria que permite minimizar las
diferencias de posicion, escala y rotacién de los landmarks. Enseguida se determind el
wireframe, que esta compuesto por 7 aristas que unen a los landmarks para formar un
poligono (Fig.7).

Como una primera aproximacion de la visualizacidn de las formas entre ecotipos,
se realizaron los analisis morfométricos en las 12 variedades de A. thaliana con un tamafio
de muestra alrededor de 10 a 15 plantas por cada una. Sin embargo, para obtener
resultados robustos se requiere que el tamafio de muestra sea igual o mayor a 30 plantas
por ecotipo. Para elegir los ecotipos que se analizarian se realizd una tabla de distancias
de Procrustes (Fig. S 2) y se eligieron los ecotipos con las distancias mayores (Cvi-0 y Ws),

intermedias (Sha) y mas bajas (FR-2 y Col-0) para identificar los patrones morfométricos.
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Con estos cinco ecotipos se procedid a realizar los analisis morfométricos usando el
software Morphol (Klingenberg, 2011), y cada ecotipo se representd con 30 individuos.
MorphoJ (Klingenberg, 2011) es una herramienta computacional que permite el
estudio de la variacion fenotipica a través de diferentes analisis multivariables como:
componentes principales, que explica los rasgos que causan la mayor variacién en la
forma; y variables candnicas, que reduce la variacién entre los grupos (i.e ecotipos) para
agruparlos y distinguirlos de acuerdo a su forma. Los niveles de significancia se obtuvieron

en el mismo software Morphol) mediante una prueba de ANOVA.

6.6 Analisis de las raices mediante microscopia de luz
Para observar los meristemos radiculares de las plantas, las raices fueron aclaradas con
una solucién de aclaramiento (80% de hidrato del cloral y 10% de glicerol) y se dejaron
crecer por 6 dps. Aquellas que se requerian para la visualizaciéon de diferencias
morfoldgicas en el nicho de células troncales se tifieron con lugol 1% y se dejaron crecer
por 4 dps, pues es una edad en la que el meristemo se encuentra bien organizado en el
ecotipo Col-0. Posteriormente se visualizaron en un microscopio éptico Olympus BX60 a
un aumento de 40X.

Para determinar el tamano del meristemo se contd sélo una fila de células del
cortex a partir del centro quiescente hasta la primera célula que se encontraba en la zona
de elongacién. Las mediciones de la longitud del meristemo y el tamano celular de algunos

ecotipos se realizaron con el software Fiji (Schindelin et al., 2012).

6.7 Analisis de las raices mediante microscopia confocal

Para observar las plantas por microscopia confocal se montaron las raices en medio MSS
con 5pug/ml de yoduro de propidio (IPr). Se usé el microscopio confocal Olympus FV 1000
perteneciente al Conjunto E de la Facultad de Quimica, UNAM, a una longitud de onda de

535 nm con laser de diodo.
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6.8 Pruebas estadisticas y correlaciones

La media, la desviacién y el error estandar se calcularon con Microsoft Excel 2010
(Redmond, Washington: Microsoft).

Los niveles de significancia de los ensayos de cinética de crecimiento y tamafio
meristematico se obtuvieron mediante pruebas de ANOVA (una sola via) con test de
Tukey, usando el software PRISMA (Moher et al., 2009).

La correlacion entre el tamafio total y las condiciones ambientales se realizé mediante la
prueba de Spearman (no paramétrico), usando el software R (R Development Core Team,

2008).

6.9 Extraccion de RNA y RT-PCR

La extraccidon de RNA se realizé a partir de ~100 mg de tejido de raiz. El tejido fue triturado
sin descongelar hasta formar un polvo fino y cada muestra fue resuspendida en 1 ml de
Trizol (Invitrogen) que se dejé incubando a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Después se realizé una extraccion con 0.2 ml de cloroformo centrifugando a 12000 rpm
durante 10 minutos a 4°C. El RNA en solucién fue precipitado con 1ml de isopropanol frio
incubandose durante 30 minutos a -20°C. Posteriormente se centrifugaron las muestras a
12000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Una vez precipitado el RNA se lavé 3 veces con
etanol 70% y se resuspendid en 25ul de H20 miliQ.

Las muestras se cuantificaron en el Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) y para
corroborar su integridad y concentracién se corrieron en un gel semidesnaturalizante de
agarosa-TBE al 1.2%. Para ello las muestras de RNA (150 ng) se diluyeron en 6 ul de buffer
de carga, el cual contiene 9.5% de formamida y 0.025% de SDS. Las muestras se
desnaturalizaron a 70°C durante 10 minutos y posteriormente se corrieron en un gel de
agarosa a 100 V. La integridad de las muestras se determind por la visualizacion de los
RNAs ribosomales (Fig. S 3) y para calibrar las muestras se ajusté la concentracidon por
densitometria.

Las muestras calibradas se utilizaron para realizar la sintesis de DNA
complementario (cDNA) mediante la técnica de RT-PCR, utilizando el kit “FirstStrand cDNA

Synthesis Using SuperScriptTM Il RT” (Invitrogen). La reaccidon se realizé en un volumen
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final de 20 ul y para ello se agregd 0.5 uM de oligonucledtido dT y 0.5 mM de dNTPs Mix
con 1000 ng de RNA. Esta reaccion se incubd a 65°C por 5 minutos. Posteriormente, a cada
muestra se le adicioné 1X de amortiguador First Strand, 10mM de DTT, 40 unidades de
RNAsaout y 200 unidades de la enzima SuperScript Il RT. La sintesis de cDNA se realiz6 a

42°C por 50 minutos y la enzima se inactivé a 70°C por 15 minutos.

6.10 Reacciones en Cadena de la Polimerasa

El cDNA obtenido se utilizd para realizar ensayos de PCR semicuantitativos con el kit
“FirstStrand cDNA Synthesis Using SuperScriptTM Il RT: Basic PCR Protocol” (Invitrogen) en
un volumen final de 15 pl. Para esto se le adiciond a 1 ul de cDNA 1X de amortiguador
para PCR, 1.5 mM de MgCl,, 0.8 mM de dNTPs, 0.4 uM del par de oligonucledtidos que ya
estaban disefiados y disponibles en el laboratorio para cada gen de interés y 0.06
unidades de Tag DNA Polimerasa. La reaccion se llevd a cabo bajo condiciones especificas

para cada par de oligonucledtidos (Tabla 1).

Tabla 1. Oligonucleétidos utilizados para amplificacién de los genes de interés y sus condiciones

de uso.
. e s .. Tamaiio del
Gen Nombre del primer Secuencia5->3 Condiciones de PCR
fragmento
XAL1/AGL12 AGL12 RT-F TGGTCGTGGTTCTTCTTCTGCTAC | 94°C-30""; 58°C-30"; 72 C-45 388pb
AGL12 RT-R TGTCTCCATGACTGCGAAGTTAGC 28 ciclos
XAL2/AGL14 AGL14- F458 GTAGAAAGATATCAAAAGCGAA | 94°C-307;58°C-30"; 72 C-45 458pb
AGL14- R458 GGAGGAAACTTTTTGAAGTGT 28 ciclos
AGL17 AGL17-OEAB154F |CTACTATTGAACGATTCAATACGGCT| 94°C-30""; 66°C- 30"; 72°C- 130" 6000b
AGL17-OEAB157R CTTTGGTTTGCTCTCCGACATG 35ciclos P
AGL19 AGL19-F430 GAGACGAAACATCTGGATTG 94°C-30"; 52°C- 30"; 72°C - 40” 288pb
AGL19-Rnorth ACGTTGATTGTGATGATGC 28 ciclos
ATX1 MP-ATX1pcr-F GGCGGGAGATATGATGATTGAA 94°C-30"; 55°C- 30"; 72°C- 30" 273pb
MP-ATX1pcr-R TCTTCCCATTTAGGGATATGCC 28 ciclos
CLE CLF-PCq-F AACCAAGTGAGGAGAAGGTCAA | 94°C-307;58°C-30"; 72°C-30" 230pb
CLF-PCg-R CTCTTTGGGCAACCGCAGTA 28 ciclos
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7. RESULTADOS.

7.1 Distribucion geografica y ambiental de los ecotipos de A. thaliana.

Los diferentes ecotipos de A. thaliana se han localizado y recolectando en diferentes
partes del mundo, principalmente en el Hemisferio Norte. Para este estudio se utilizaron
los ecotipos Columbia (Col-0), Bayreuth (Bay-0), CIBC10, Cape Verde Islands (Cvi-0),
Frankfurt (FR-2), HR5, Landsberg erecta (Ler), Ovelgoenne (Ove-0), San Eleno (Se-0),
Shakdara (Sha), Tabor (Ta-0) y Wassilewskija (Ws) (Tabla 2), los cuales se eligieron por su
distribucién geografica, que incluye a un ecotipo del continente americano (Columbia,
EUA), de Asia (Pamiro-Alay, Tadjikistan), y algunos representantes de origen Europeo
(Alemania, Reino Unido, Espaia, Republica Checa y Rusia), ademas de un ecotipo cercano

al Ecuador perteneciente a Cabo Verde (Fig. 8).

Tabla 2. Informacidn sobre el sitio de origen de los ecotipos de estudio.

Ecotipo Nombre Stock de NASC Origen geografico Latitud Longitud
Col-0 Columbia Columbia, EUA 38.50 -92.50
Bay-0 Bayreuth N955 Bay, Alemania 49.00 11

CIBC10 CIBC N28146 Ascot/ Berks, Inglaterra 51.41 -0.64
Cvi-0 | Cape Verde Islands N1096 Islas de Cabo Verde 15.11 -23.62
FR-2 Frankfurt N1169 Frankfurt, Alemania 50.00 8.50

HR5 HR N28352 Ascot/ Berks, Inglaterra 51.40 -0.65
Ler Landsberg erecta Landsberg, Alemania 52.80 15.50
Ove-0 Ovelgoenne N1435 Ovelgoenne, Alemania 53.50 8.50
Se-0 San Eleno N1503 San Eleno, Espafia 41.58 2.50
Sha Shakdara N6180 Pamiro-Alay, Tadjikistan 39.00 72.00
Ta-0 Tabor N1548 Tabor, Republica Checa 49.50 14.50
Ws Wassilewskija Wassilewskija, Rusia 52.30 30

36



http://arabidopsis.info/StockInfo?NASC_id=N955
http://arabidopsis.info/StockInfo?NASC_id=N28146
http://arabidopsis.info/StockInfo?NASC_id=1096
http://arabidopsis.info/StockInfo?NASC_id=N1169
http://arabidopsis.info/StockInfo?NASC_id=N28352
http://arabidopsis.info/StockInfo?NASC_id=N1435
http://arabidopsis.info/StockInfo?NASC_id=N1503
http://arabidopsis.info/StockInfo?NASC_id=N6180
http://arabidopsis.info/StockInfo?NASC_id=1548

100°0'0"W 80°0'0"W 60°0'0"W 40°0'0"W 20°0'0"W 0°0'0" 20°0'0"E 40°0'0"E

70°0'0"N

50°0'0"N

30°0'0"N

0 1,200 2,400

————as s asss === N

100°0'0"W 80°0'0"W 60°0'0"W 40°0'0"W 20°0'0"W 0°0'0" 20°0'0"E 40°0'0"E

[PWcotipo  [origen geografico e  Ecotipos
0|Col-0 Columbia, EUA Temperatura Media (°C)
1|/CIBC10 |Ascot/ Berks, GRB - >
2|Cvi-0 Cape Verdi, CVE
3[FR-2 Frankfurt, ALE T <28
4|HR5 Ascot/ Berks, GRB
5/Ove-0 Ovelgoenne, ALE
6|Se-0 San Eleno, ESP
7|Ta-0 Tabor, CHE
8|Bay-0 Bay, ALE
9|Ler Landsberg, ALE

10|Sha Pamiro-Alay, TAD
11|Ws Wassilewskija, RUS

Figura 8. Localizacidn del sitio de origen de los ecotipos de estudio. Aportado por Leonardo Calzada.
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Encontrar estas poblaciones en lugares tan diversos geograficamente implica que las
condiciones ambientales a las que las plantas estdn expuestas también son variables,
como se puede observar en las Figs. 9A y B, en donde se muestra que los ecotipos Cvi-0
(Islas de Cabo Verde) y Sha (Tadjikistan) habitan en zonas de precipitacién y temperaturas
contrastantes. De hecho, Cvi-0 y Sha son las variedades de A. thaliana que residen en
sitios con las temperaturas mas extremas de una base de datos de 58 ecotipos obtenida
de Salk Arabidopsis, 1001 genomes (Alonso et al., 2003), disponible en

http://signal.salk.edu/atg1001/3.0/gebrowser.php. El ecotipo Sha es un caso

particularmente interesante pues las temperaturas a las que puede sobrevivir en verano e
invierno son bajo el punto de congelacidn, y ademads la altitud que alcanza es la mas
elevada, cerca de los 3400 msnm, seguida de Cvi-0 que se encuentra a los 1200 msnm;
ambas son altitudes muy grandes al comparar con el promedio de los ecotipos restantes,

que es de 325 msnm (Fig. 9C).
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Figura 9. Condiciones ambientales del sitio de origen de cada ecotipo. A) Niveles de

precipitacién; B) Temperatura promedio en verano e invierno del lugar de origen de cada ecotipo.

Las flechas rojas sobre el eje Y corresponden a la precipitacién y temperatura promedio en verano

(60.16 mm/m y 13.14°C), y las azules al promedio en invierno (53.40 mm/m y 3.62°C). C) Altitud

del lugar de origen de cada ecotipo. La flecha negra indica la altitud promedio (325 msnm).
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7.2 Variabilidad fenotipica de la roseta en diferentes ecotipos de A.
thaliana.

De los ecotipos arriba descritos, es importante mencionar que el ecotipo Col-0 es el mas
estudiado en diferentes areas de la biologia molecular y genética, y por ende, del cual se
tiene mayor informacion disponible, por lo que en este trabajo representard al grupo
control.

Al analizar el fenotipo aéreo de los ecotipos seleccionados para este estudio se
encontrd variacion en la morfologia de las hojas (Fig.10), principalmente en el tamafio vy la
forma. Por ejemplo, los ecotipos CIBC10 y Ler presentan hojas pequeias con una forma
ovada, mientras que las de Cvi-0 y Sha son lanceoladas y de margen entero; es decir, sus
hojas no presentan ondulaciones; contrario a lo que se observa en algunas hojas de HR5,
Se-0 y Ta-0 que tienen mdrgenes dentados. Ademas observaciones preliminares sugieren
qgue el tiempo de floracidon también es distinto, pues a los 25 dps sdlo los ecotipos Col-0,
FR-2, Bay y Ws presentan escapo con un pequeiio brote floral. Estos resultados
demuestran que los ecotipos de A. thaliana tienen diferencias en distintos caracteres
aéreos; sin embargo, se requiere realizar analisis de cantidad de tricomas, estomas o

ensayos de tiempo de floracién para describir mas sobre la variabilidad en este érgano.
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Figura 10. Variacion morfoldgica en la roseta de los diferentes ecotipos de A. thaliana. Plantas
de 25 dias post-siembra. Muestras de dos ensayos diferentes: el primero abarca desde el ecotipo
Col-0 hasta Ta-0 y el segundo desde Bay-0 hasta WSs. Col-0* es la planta control del segundo

ensayo.
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7.3 Variabilidad fenotipica de la raiz en diferentes ecotipos de A. thaliana.
El andlisis de la variacién natural en la raiz es esencial para comprender los diferentes
mecanismos moleculares y respuestas fenotipicas relacionadas con la adaptacion de las
plantas a diversas condiciones ambientales. Al analizar la longitud de la raiz de los
ecotipos, se encontrd que claramente presentan diferencias en su tamafio (Fig.11A). Para
cuantificar estas diferencias se realizaron mediciones del tamafio total, y se verificé que
son significativamente distintos respecto a Col-0 (Fig. 11B). En estos analisis se percibe
que las raices mads largas fueron las de los ecotipos Col-0 y CIBC10, con tamaios de 6.30
cmy 6.37 cm a los 10 dps, respectivamente, y éstas duplican el tamafio de los ecotipos de

raiz mds corta como Ws y Cvi-0, que tienen un tamafio de 3.66 cm y 3.54 cm,

respectivamente (Fig.11B).
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Figura 11. Tamano radicular de los ecotipos a los 10 dps. A) Fenotipo del tamafio total alcanzado;
B) Tamafio de la raiz en centimetros. Las cajas representan el rango intercuartil (25% y 75%), la
linea gruesa horizontal la mediana (50%), y las lineas punteadas (los bigotes) los valores maximos y
minimos. Los puntos aislados representan datos extremos. La linea horizontal que atraviesa el
grafico muestra el valor promedio de todos los ecotipos (promedio=5.07). Las letras minusculas
distintas indican tamanios significativamente diferentes (ANOVA, p<0.001). Resultado promedio de

4 réplicas biolégicas con n>30 para cada ecotipo.

Los resultados anteriores demuestran que la mayoria de los ecotipos tienen
tamafios de raiz significativamente diferentes a los 10 dps, lo cual puede deberse a
diferencias en los tiempos de protrusién radicular o en la tasa de crecimiento de la raiz.
Para evaluar esto se realizd una cinética de crecimiento radicular (Fig.12), en donde se
observa que la emergencia de la raiz (a simple vista) y el crecimiento radicular inicial es
muy similar en todos los ecotipos, sin embargo a partir del quinto dia de crecimiento
comienza a divergir el tamafio de la raiz entre ecotipos, siendo muy evidentes los ecotipos

con tamafios finales extremos (Col-0, CIBC10 y Cvi-0, Ws) (Fig.12). La tasa de crecimiento
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se definié como la longitud de la raiz sobre hora (mm/hr) y ésta permitié establecer el
comportamiento que siguen los ecotipos por dia, demostrando que la mayoria mantienen
constante su crecimiento, como Col-0 y CIBC10, pues la tasa de crecimiento es
proporcional al tamafio de la raiz con un coeficiente de regresion de R?=0.86 y 0.83 (p
value<2.2x10"°), respectivamente. Y por otra parte, los ecotipos de raiz mas corta, Cvi-0 y
WSs, muestran una desaceleracion en su tasa de crecimiento, exhibiendo un patrén no
lineal entre la tasa de crecimiento y el tamafio radicular R’=0.6236 y 0.5953 (p
value<2.2X10*), respectivamente (Fig. S 1). Sin embargo, el patrén no es igual para estos
dos, pues mientras Cvi-0 crece a una menor tasa desde el cuarto dia con respecto al resto,
Ws tiene un crecimiento similar a los demas, pero éste se reduce en el séptimo dia (Fig. 12

y Fig. S 1).
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Figura 12. Cinética de crecimiento radicular de los diferentes ecotipos de A. thaliana. El cuadro
ampliado muestra que en el quinto dia las diferencias en el crecimiento son mayores. Resultado

promedio de 4 réplicas bioldgicas con n>30 para cada ecotipo.
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7.4 Correlacion entre el tamaiio de la raiz y las condiciones ambientales
del lugar de origen.

La deriva génica y la seleccidon natural son dos fuerzas evolutivas que actian sobre la
variabilidad de los caracteres en las poblaciones. Mientras la primera se da azarosamente,
la segunda depende de las presiones ecoldgicas a las que estan sujetas los individuos,
afectando su adecuacién (Eguiarte, 1986). De esta forma, es probable que la variabilidad
observada en el crecimiento de las raices haya sido moldeada por una presion ambiental,
pues la raiz es un érgano subterrdneo muy pldstico que puede responder a diferentes
concentraciones o tipos de nutrientes, temperatura, humedad, etc. Asi, la acumulacién de
estos cambios a lo largo del tiempo causarian las variaciones que observamos en la
especie.

Con el fin de estudiar la correlaciéon entre alguna variable ambiental, como la
temperatura o la precipitacion y el tamafio de la raiz, se realizdé una prueba de Spearman.
Los resultados obtenidos indican que la correlacidon entre la temperatura y el tamafio
radicular es negativa y muy baja entre ambas variables, del -5.1% para la temperatura en
verano y -6.6% en invierno. Sin embargo, al estudiar la precipitacion, el valor obtenido fue
de 38.5% para la precipitacion en verano y de 40.4% para la precipitacion en invierno. Es
decir, el tamafio de la raiz correlaciona mas fuertemente con la precipitacién que con la
temperatura del lugar de origen, lo cual tiene sentido si se considera que la raiz es un
drgano subterraneo que se encuentra en estrecha relacién con la cantidad de humedad a
su alrededor. Ademas es importante notar que cuando se compara el tamafio contra la
precipitacion en verano (Fig.13A), época en que la cantidad de lluvia es mayor, los
ecotipos con valores ambientales mas extremos tienen un tamafio de raiz opuesto; es
decir, los ecotipos que viven en ambientes con precipitaciones muy elevadas, son aquellos
gue presentan raices largas, como es el caso de Bay-0, Sha y Col-0; mientras que los
ecotipos que habitan en los ambientes mas secos, presentan una raiz mas corta como Cvi-
0 y HR5. En cambio, cuando se busca una relacién con la precipitacién en invierno, el
patréon anteriormente descrito sélo se observa en los ecotipos mas contrastantes, Cvi-0 y

Sha (Fig.13B).
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En cuanto a los ecotipos restantes se puede observar que las condiciones de precipitaciéon
en las que habitan no son extremas y su tamafio de raiz es heterogéneo, como el ecotipo
Ta-0 que presenta un valor de precipitacién intermedio y el tamano radicular de sus
individuos es muy variable, abarcando casi todo el rango de tamafios posibles (Fig.13A).
Estos resultados sugieren que sélo las condiciones de precipitaciéon extremas podrian ser

un factor de presidon ambiental al que algunos ecotipos han respondido evolutivamente.
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Figura 13. Correlacion del tamafio radicular con la precipitacion en A) verano y B) invierno. Cada
punto indica el tamafio radicular de un individuo perteneciente a un ecotipo especifico (n>30 para
cada ecotipo). Las flechas rojas representan el valor promedio del tamafio de cada ecotipo. La
linea negra que atraviesa la grafica muestra el valor promedio del tamafio radicular de todos los

ecotipos (promedio=5.07).
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7.5 Analisis morfométricos de la raiz.

Al observar los distintos patrones de crecimiento radicular que presentaban las
poblaciones de A. thaliana fue muy evidente que éstas no variaban sélo en el tamafio
total sino también en la forma que adquirian en el espacio (Fig.17). Para establecer la
variacion morfométrica que presentaban los ecotipos y facilitar la inspeccidn grafica, se
llevaron a cabo analisis de morfometria geométrica a través del software Morphol
(Klingenberg, 2011). De los doce ecotipos de estudio se seleccionaron cinco
representativos y se realizaron los anadlisis completos en estos grupos. Es importante
indicar que el ecotipo HR5 desde un inicio se descartd de estos analisis pues carecia casi
por completo de raices laterales o éstas eran muy pequeiias (Fig.17).

Mediante el analisis de componentes principales (PCA) (ver materiales y métodos)
se identificaron los caracteres en la raiz que estan creando la mayor varianza entre los
grupos. En este analisis se concluyé que los componentes 1, 2 y 3 explican en conjunto el
72.99% de la varianza total entre los ecotipos (Fig. 14A y B). Las medidas mds importantes
se identificaron por sobrepasar el valor absoluto 0.3 en los eigenvalores (Catena et al.,
2003) y corresponden a los landmarks 3 y 6 para el componente principal 1, que
determinan la distancia que existe de la raiz lateral derecha hacia la raiz principal y la
inclinacién de la raiz principal. Para el componente principal 2 los landmarks que explican
la mayor varianza son el 3 y el 4, los cuales reflejan la distancia que existe de ambas raices
laterales hacia la principal (Fig. 14A); y para el componente principal 3 el landmark 4 que

refleja la orientacién de la raiz lateral izquierda con respecto a la principal (Fig. 14B).
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Fig. 14. Analisis de componentes principales para la morfologia de la raiz. A) Componente
principal 1 vs. Componente principal 2; B) Componente principal 1 vs. Componente principal 3. Los
circulos rodean las formas promedio de cada ecotipo. Las figuras en azul marino adyacentes a cada
eje representan las formas que pueden tomar las raices mas opuestas de los componentes
principales correspondientes. Las raices en azul claro representan la forma promedio. En rojo se
muestran los landmarks que causan la mayor variacidon para cada componente. Ensayo con una

n=30 para cada ecotipo. ANOVA, P<0.05.
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Después de identificar los caracteres que crean la mayor varianza entre los grupos se
realizé un analisis de variables candnicas con el fin de comprobar el patrén morfométrico
que presenta cada grupo establecido a priori (i.e. ecotipos), y de esta forma observar sus
similitudes y diferencias en el espacio multivariado. El analisis de variantes candnicas
identifico los individuos que pertenecen a cada ecotipo y los agrupd de forma tal que se
maximizaran las diferencias entre grupos y se minimizaran dentro de cada uno. En la
Fig.15 se observa que casi todos los ecotipos presentan formas muy similares a la
promedio, pues la mayoria de la nube de puntos-individuos se distribuye cerca de las
coordenadas [0,0]; excepto Cvi-0, que es el grupo mds alejado del promedio y del grupo
control. Ademas la mayoria de los ecotipos tiende a presentar una apertura grande de las
raices laterales con respecto a la principal, lo cual se demuestra en la mayor proporcién de
datos-individuos por debajo del valor 0 en el eje Y de la gréfica de variables candnicas (Fig.
15). Resultados similares se observan en la variabilidad morfométrica (Fig.16Cy D).
Adicionalmente se puede observar que el grupo mas restringido es Col-0, pues sus
individuos son muy similares entre si (Fig.15) y ademads su poblacién se distribuye muy
cercanamente a la forma promedio (Fig.16B). FR-2 es el grupo mas parecido a Col-0,
seguido de Sha; sin embargo, en este ultimo es evidente que la extensién de las raices
laterales es mayor, aunque también simétrica (Fig. 16D). Por otra parte Ws es un grupo
gue presenta una gama muy amplia de formas entre sus individuos, incluyendo casi todas
las existentes en el espacio (Fig.15); su forma promedio es muy similar a la de Cvi-0 que se
caracteriza por tener la raiz lateral izquierda muy alejada de la principal y el eje que
conecta el landmark 2 con el 5 (raiz principal de donde emergen las laterales) estd muy
inclinado respecto a Col-0 (Fig. 16D). Esto puede deberse a la inclinacion que tienen
ambos ecotipos de la raiz principal durante el desarrollo (Fig. 17), lo cual se discutira mas

adelante.
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Figura 15. Espacio de formas obtenido mediante andlisis de variantes candnicas. Los circulos

rodean las formas promedio de cada ecotipo. Las figuras en azul marino adyacentes a cada eje

representan las formas que pueden tomar las raices mas opuestas de los componentes principales

correspondientes. Las raices en azul claro representan la forma promedio. Ensayo con n=30 para

cada ecotipo, P<0.05
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Figura 16. Variabilidad morfométrica en los ecotipos de A. thaliana. A) Conexiones entre

0.110

landmarks para crear el poligono que representa la forma de la raiz; B) Forma promedio de la raiz;
C) Variacién total de la posicién de los landmarks. Cada punto indica la posicion del landmark
respecto al promedio (puntos grandes azules). D) Comparaciones pareadas entre la forma
promedio de cada uno de los ecotipos. Los niumeros indican la distancia de procrusters entre los

grupos. Ensayo con una n=30 para cada ecotipo. ANOVA, P<0.001.
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Col-0 Cvi-0 FR-2 Sha Ws HR5

Figura 17. Morfologia radicular de los ecotipos. Nétese la inclinacién durante el desarrollo de los

ecotipos Cvi-0 y Ws; y el corto tamafio de las raices laterales de HR5.

7.6 Relacion entre el tamaiio de la raiz y la longitud del meristemo.

El crecimiento de la raiz estda determinado esencialmente por un equilibrio entre la
proliferaciéon y la expansion celular, dos procesos correlacionados que determinan el
tamafio final de la raiz. La proliferacién se lleva a cabo en el meristemo, y cuando se
producen mas células en un tiempo determinado, entonces una mayor cantidad de ellas
pueden pasar a la zona de elongacion y expandirse, haciendo que la tasa de crecimiento
de la raiz sea mas rdpida (Baskin, 2013). Por lo tanto, para evaluar si las diferencias
encontradas en el tamafio total de la raiz de los ecotipos se deben a tasas diferenciales de
proliferaciéon en el RAM, se midié el tamafio del meristemo y se hicieron conteos del
numero de células que conformaban dicha zona.

Para definir la longitud del meristemo se realizaron mediciones desde el centro
quiescente hasta la primera célula de la zona de elongacidn, y se encontré que sélo tres
ecotipos son significativamente diferentes a Col-0: Bay-0 y Ta-0, que presentan un tamafio
mayor al control, y Ws que tiene un meristemo mdas pequeio respecto a Col-0 (Fig.18).
Posteriormente, para determinar si las diferencias en el tamafio meristematico se deben a
una cantidad de células diferencial entre ecotipos, se procedid con el conteo de las células

del cortex presentes en el meristemo radicular. Mediante estos analisis se encontré que
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seis ecotipos muestran diferencias significativas respecto a Col-0 en el nimero de células
que conforman al RAM (Fig.18). Entre ellos se encuentran CIBC10, Ler y Ta-0 con una
cantidad de células mayor que el control, y Cvi-0, Ove-0 y Ws con una cantidad menor que
Col-0.

Lo anterior muestra que soélo en Ta-0 y Ws la longitud del meristemo y la cantidad
de células van en el mismo sentido, de forma significativa (Fig. 18). Sin embargo, lo
observado en los ecotipos restantes también es muy interesante, pues a pesar de que
existe una correlacion del 69% entre el nimero de células y la longitud del meristemo,
existen casos en los que estas dos variables son opuestas. Por ejemplo, aunque el ecotipo
Bay-0 tiene un meristemo mas grande respecto a Col-0 (una diferencia de 47 um), el
numero de células es similar entre ellos (44.07 + 4.54); contrario es el caso de Ler, que
tiene significativamente mayor nimero de células meristematicas (una diferencia de 9
células) pero su longitud del meristemo es similar (327.19 um * 40.93) (Fig.18). Esto se
puede explicar por el tiempo en que las células alcanzan el dominio de transicién, que es
la zona en que las células dejan de dividirse e incrementan su tamafio lentamente. Al
respecto, el dominio de transicién en el ecotipo de Bay-0 se observa en la célula con
posicion 30, mientras que el dominio de transicion en Col-0 se da hasta la célula 35
(Fig.19). Por lo tanto, aunque su meristemo tiene un numero celular no significativamente
distinto al de Col-0, el tamafio en micrémetros es mayor porque varias de ellas estan
dejando de dividirse antes que en el control y son células mas alargadas. Mientras que Ler
presenta el patrén contrario, porque a pesar de que su meristemo tiene un tamafio muy
similar al de Col-0, estd compuesto por un nimero mayor de células que se siguen
dividiendo y se muestran muy pequeiias incluso en el dominio de transicion (Figs. 19 y 20).
Otros casos interesantes son los de Cvi-0 y WSs, dos ecotipos que presentan el mismo
numero de células meristematicas (37.67 = 3.16) pero su RAM difiere por 33 um, asi como
los casos de Ta-0 y Ler o Sha y Se-0 que contienen mas o menos 51.62 + 6.88 y 40.73 +
4.53 células corticales, pero su RAM difiere por 44 y 71 um, respectivamente (Fig.18).
Estas diferencias en la longitud del RAM son debidas a la variacion en el tamafio de las

células que estan préximas a elongarse, como se muestra en Cvi-0, Ta-0 y Sha que tienen
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células mas grandes que Ws, Ler y Se-0 (Fig. 19). Por lo tanto, estos datos sugieren que en
algunos casos el nimero celular no determina el tamafo del meristemo, pues el tamafio
de las células y el tiempo en que éstas alcanzan el dominio de transicidén son diferentes

entre los ecotipos (Fig.20).
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Figura 18. Tamafio promedio del meristemo radicular de los ecotipos a los 6 dps. Las barras
grises muestran la longitud promedio del meristemo en micrémetros y las lineas negras el numero
de células del cértex que conforman al RAM. Las barras sobre cada grafico representan el error
estandar. Resultado promedio de 3 réplicas bioldgicas con n=30 para cada ecotipo. ANOVA,
P<0.001 (***), P<0.01 (**) y P<0.05 (*) respecto a Col-0. Los asteriscos grises indican la

significancia de la longitud (um) y los negros del nimero celular.
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Figura 19. Tamafio de las células respecto a su posicidn en el RAM. Los nimeros en el eje X indican la posicion de las células comenzando desde

la célula inicial (posicion 1) hasta las primeras células que se empiezan a elongar. Las flechas de color azul y rojo sefialan el inicio del dominio de

transicion en Bay-0 y Col-0, respectivamente. Plantas de 6 dps. Resultados con n=3 para cada ecotipo.
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Figura 20. Fenotipos del RAM de plantas a los 6 dps por microscopia confocal (20X). La linea

vertical amarilla representa la longitud del meristemo, la linea horizontal azul donde comienzan el
dominio de transicion y los circulos encierran una zona del dominio de transicién para comparar el
tamanio celular entre Cvi-0 y Ws. Notese que en Ler no se puede definir el dominio de transicion

pues es muy difuso.

Por otra parte, la asociacidn entre el tamaio del RAM vy la longitud total de la raiz
fue especifica para cada ecotipo. Por ejemplo, se encontré que la longitud del RAM
medido a través del nimero de células que lo conforman, estaba directamente
relacionado con el tamafio radicular en los ecotipos Cvi-0, Ove-0 y Ws pues un meristemo
pequefio generaba una raiz mas corta respecto al control (Fig. 21); mientras que CIBC10,
Ler y Ta-0 presentaron un RAM mads grande que Col-0, pero la longitud total de la raiz no
es significativamente diferente. En contraparte, tamafios pequenos de raiz como Bay-0,
FR-2, HR5 y Se-0 presentaron un tamafio de meristemo similar al de Col-0 (Fig.21), que es
el ecotipo de raiz mas larga (Fig. 11). De acuerdo con estos resultados, la longitud del RAM
no siempre determina el tamafio radicular, por lo que es muy probable que el tamafio
radicular de algunos ecotipos esté siendo influenciado por eventos que suceden en la zona

de elongacidn y/o diferenciacién de la raiz.
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Figura 21. Asociacion entre el numero de células que conforman el meristemo y el tamafio total
de la raiz. Las barras representan el error estdndar. Resultado promedio de 3 réplicas bioldgicas
con n=30 para cada ecotipo. ANOVA, P<0.001 (***), P<0.01 (**) y P<0.05 (*) respecto a Col-0. Los

asteriscos grises indican la significancia del tamafio total de raiz y los negros del nimero celular.

7.7 Variacion en la organizacion del QC y las células iniciales de RAM
entre ecotipos.

A través de analisis de microscopia, se encontré que los ecotipos Cvi-0, HR5 y Sha
presentaban disimilitudes entre sus individuos con respecto a Col-0. A los 4 dias post-
siembra el ecotipo Col-O tiene bien definidas sus células del centro quiescente y en
general, una sola capa de células iniciales de la columela. Por debajo de ésta se
encuentran las células diferenciadas de la columela que son capaces de almacenar
almiddn y tefirse de morado con la aplicacién de lugol.

Sin embargo, no todos los ecotipos se comportan de igual manera, pues algunos
individuos de Cvi-0 y HR5 presentan dos filas de células iniciales de la columela. Ademas,
el meristemo del ecotipo Cvi-0 es mas ancho que el resto, debido a un alargamiento
evidente de las células iniciales. Asimismo, en el ecotipo Sha no es posible delimitar

adecuadamente el nicho de células troncales pues las células tefidas con lugol aparecen
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justo debajo de donde deberia encontrarse el CQ y se pierde la delimitacion de las células
iniciales de la columela. Estos datos muestran la diversidad que existe en la morfologia del
meristemo entre los ecotipos, pero se requieren estudios mas detallados para realizar

analisis estadisticos y comprender las implicaciones bioldgicas que esto conlleva.

Col-0

Figura 22. Variabilidad en la morfologia del nicho de células troncales de algunos ecotipos de A.
thaliana. En rojo se muestra el QC (centro quiescente), en verde las células iniciales del
cortex/endodermis y en morado las células iniciales de la columela. Se observan en morado los
granulos de almidén de la columela que se tifien con el lugol. En Sha no se puede delimitar
adecuadamente el nicho de células troncales. Plantas de 4 dps. Raices representativas de un

tamafio de muestra=20 para cada ecotipo.
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7.8 Expresion in silico de los genes MADS-box y factores epigenéticos en la
parte aérea de los ecotipos de A. thaliana.

Los estudios anteriores demuestran que existe una gran variacién morfoldgica en los
ecotipos, tanto en la parte aérea (Fig. 10) como en la raiz, que se estudid a nivel de la
arquitectura radicular y meristematico. Por lo tanto, conocer los mecanismos moleculares
gue estdn interviniendo es esencial para el estudio integral de la variabilidad.

Como una primera aproximacién se decidié realizar un analisis de expresion
génica, pues se ha demostrado que los cambios regulatorios de genes a menudo
contribuyen a las adaptaciones de las especies, asi como a la variacidon entre las
poblaciones en fenotipos complejos (Pai et al., 2015). La base de datos del portal “The
Arabidopsis Information Resource” (TAIR) contiene informacién de transcriptomas donde
se pueden explorar los niveles de expresidon, aunque sélo estdn disponibles los datos para

la parte aérea de plantulas de 4 dias de algunos ecotipos (http://bbc.botany.utoronto.ca).

Por consiguiente, se realizé el analisis in silico de la expresiéon de diversos genes que
codifican para factores transcripcionales y factores epigenéticos de los complejos TrxG y
PcG.

Se ha descrito que un adecuado desarrollo radicular requiere de la presencia de
algunos factores transcripcionales, y los genes MADS-box han sido caracterizados como
reguladores del desarrollo en diversos tejidos de Arabidopsis. Los genes XAL1/AGL12,
XAL2/AGL14, AGL17 y AGL19 se expresan principalmente en la raiz en Col-0, y
recientemente se ha demostrado su importancia en el desarrollo de este 6rgano (Burgeff
et al., 2002; Tapia-Lopez et al., 2008; Garay-Arroyo et al., 2013). Por otra parte, estudios
recientes sugieren que los complejos epigenéticos PcG y TrxG estdn involucrados en la
identidad celular pues actuan para mantener el equilibrio entre la proliferacién y la
diferenciaciéon en raiz, mediante su capacidad de reprimir o activar la transcripcion,
respectivamente (Aichinger et al., 2011; Napsucialy-Mendivil et al., 2014). Ademas
resultados de nuestro laboratorio sugieren que estos complejos son reguladores de la
expresion de los genes MADS-box que participan en el desarrollo radicular (Petrone, 2015;

Vega et al., datos no publicados).
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Los resultados obtenidos de los analisis in silico muestran que todos los genes se expresan
de manera diferencial en cada ecotipo, en mayor o menor medida. Por ejemplo, de los
factores transcripcionales, XAL1/AGL12 es el que presenta mayor expresion en casi todos
los ecotipos si se compara contra los demas genes MADS-box (Fig. 23A). En el ecotipo FR-2
se encontrd la mayor expresion de XAL1/AGL12 (4.5 veces mayor que Col-0), aunque se
vieron niveles muy bajos de los MADS-box restantes. El ejemplo contrario se observa en el
ecotipo Ove-0 que tiene una expresion 3.2 veces mayor que Col-0 del gen XAL2/AGL14 y
una expresion muy baja de XAL1/AGL12 (Fig. 23A). Por otra parte, los ecotipos también
presentan diferencias en la expresiéon de los factores epigenéticos, tanto en los genes que
codifican para las metiltransferasas como en los complejos restantes (COMPASS-like y
PRC2) que conforman los complejos PcG y TrxG. Dentro de los factores del grupo TrxG, las
metiltransferasas muestran patrones de expresién similares a las del complejo COMPASS-
like (Fig. 23C). De los factores del grupo PcG también la expresidén de las metiltransferasas
y de los componentes de PRC2 es homogénea; sin embargo, es muy evidente la elevada
expresion que presenta MEA en Cvi-1 (Fig. 23D).

Como los patrones de expresion mas altos dentro de los complejos COMPASS-like y
PRC2 pueden estar enmascarando las diferencias que encontramos en las
metiltransferasas, se realizé un grafico que incluye sélo a ATX-1 y CLF (Fig. 23B), pues
ademas son los genes que mas adelante se analizaron por RT-PCR en la raiz. En estos se
encontré que todos los ecotipos presentan diferente expresién de ambos factores
epigenéticos y en la mayoria su expresidon es muy contrastante, excepto en HR5 que es
similar (Fig. 23B).

A pesar de que esta informacion solo estd disponible en la parte aérea de los
ecotipos, es una primera aproximacién al comportamiento de los genes en las variedades
naturales de la especie y con estos datos disponibles se logré6 comparar la expresion

obtenida en la raiz de los genes de interés.
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Figura 23. Expresion relativa de los genes MADS-box y factores epigenéticos en la parte aérea de
los ecotipos. A) Factores transcripcionales MADS-box tipo Il; B) ATX-1 y CLF, las metiltransferasas

mas representativas de los factores epigenéticos TrxG y PcG, respectivamente; C) Componentes
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del grupo TrxG, a la izquierda se muestran las enzimas metiltransferasas y a la derecha los
complejos restantes; y D) Componentes del grupo PcG, a la izquierda se muestran las enzimas
metiltransferasas y a la derecha las proteinas del complejo PRC2. Plantas de 4 dias de crecimiento.
Los datos de expresidon se muestran en porcentaje respecto a Col-0 (100%) y estos valores se
representan en colores degradados como se indica en cada panel. Los ecotipos encerrados en
cuadros de color rojo son los que se eligieron para los analisis de expresion en la raiz. Datos

obtenidos de Winter et al. (2007).

7.9 Expresion de genes MADS-box y factores epigenéticos en la raiz de los
ecotipos de A. thaliana.

Después de comprobar que existen diferencias en la expresiéon de esos genes en la parte
aérea de las plantas, se procedid a realizar ensayos de RT-PCR semicuantitativo en ocho
ecotipos a los 6 dps, usando Unicamente tejido de raiz. Esto con la finalidad de explorar la
variaciéon en genes esenciales que dirigen la morfologia de este drgano.

Los resultados visualizados mediante electroforesis demuestran que los ecotipos
presentan diferencias en la expresion de todos los MADS-box (Fig. 24A). El ecotipo Col-0
(grupo control) presenta una alta expresion de XAL1/AGL12, |la cual se mantiene en Ta-0y
disminuye sdélo un poco en los ecotipos restantes; no obstante, es muy evidente una
disminucion de expresion en el ecotipo Cvi-0 y una ligera disminucién en HR5. Por otra
parte, el gen XAL2/AGL14 se expresa en niveles muy altos en Ove-0 y Cvi-0, y su expresion
es casi nula en HR5, asimismo muestra una disminucion en CIBC10. Entre todos los
ecotipos, FR-2 es muy interesante pues tiene niveles de expresién muy elevadas de todos
los genes MADS-box, siendo la mayor en AG17, un gen que mantiene su alta expresion en
Ove-0 y disminuye mucho en el ecotipo Cvi-0 y Ta-0 (aunque Ta-0 se debe tomar con
precaucién porque los resultados no han sido consistentes en todas las réplicas bioldgicas
realizadas). Ademads, es interesante notar que el patréon de expresion de XAL1/AGL12 y
AGL17 es muy similar en casi todos los ecotipos (excepto en Ta-0); por lo que son dos
genes que se co-expresan. Finalmente para el gen AGL19 se muestran expresiones bajas

en general, pues sélo los ecotipos FR-2 y Ove-0 tienen una expresion elevada (Fig. 24A).
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También se realizé dicho andlisis en las dos principales metiltransferasas clave en el
desarrollo radicular de las plantas y que conforman los complejos epigenéticos TrxG y PcG,
como son ATX1 y CLF, respectivamente. En la Fig.24B se observa que la expresién de las
metiltransferasas ATX-1 y CLF también es diferente entre los ecotipos. Sin embargo, cada
ecotipo tiene niveles muy similares de ambos genes; mientras que FR-2 y Ove-0 son los
ecotipos que presentan la mayor expresién de los factores epigenéticos, la expresion mas
baja la presenta Cvi-0, HR-5 y Se-0. Es interesante observar que el patrén de expresion de
estos factores es casi igual al presente en AGL19 (excepto en Ta-0), por lo que es posible

que haya alguna regulacidn entre estos.
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Figura 24. Expresion de los genes de interés en cada ecotipo a los 6 dps. A) Genes MADS-box:
XAL1/AGL12, XAL2/AGL14, AGL17 y AGL19; B) Factores epigenéticos ATX-1 Y CLF. Geles

representativos de 3 réplicas bioldgicas.
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7.10 Analisis comparativo de la expresion génica de los MADS-box y
factores epigenéticos en raiz y en parte aérea.

Para lograr comparar la expresion obtenida mediante RT-PCR de la raiz y la expresion de la
parte aérea mediante analisis in silico, con los datos obtenidos se determind el porcentaje
de expresién de cada ecotipo normalizado con la expresidon en Col-0, que representa el
100% (Fig.25). Los resultados obtenidos sugieren que la expresién en ambos érganos es
distinta y ademas para algunos ecotipos es mayor en la parte aérea, contrario al
conocimiento de que los genes MADS-box XAL1/AGL12, XAL2/AGL14, AGL17 y AGL19 se
expresaban mas en la raiz, debido a que la mayoria de las investigaciones se realizan sélo
en el ecotipo Col-0. Como se puede observar en la Fig.25, la mayoria de los ecotipos
presentan una mayor expresion de XAL1/AGL12 en la parte area (destaca este patron en
FR-2), excepto Ove-0 y Se-0. Por el contrario el gen XAL2/AGL14 esta mayoritariamente
expresado en raiz en casi todos los ecotipos, excepto Ove-0. En cuanto a los genes AGL17
y AGL19, la expresidn es muy variable de acuerdo con el ecotipo. Por otra parte, en los
factores epigenéticos ATX1 y CLF se observa que la expresion en la raiz y en la parte aérea
es muy similar, lo cual puede deberse a que estos factores se requieren continuamente en

ambos drganos para la regulacion génica durante el desarrollo de la planta.
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Figura 25. Comparacion de los niveles de expresidn en parte aérea y raiz. A) XAL1/AGL12; B)
XAL2/AGL14; C) AGL17; D) AGL19; E) ATX-1; F) CLF. El nivel de expresidn se midié a través de la
densidad integrada, que refleja la intensidad de la banda en los geles de agarosa. Los resultados
son respecto a Col-0 (100%) para homogenizar los datos. Las barras representan el nivel de
expresion en la raiz obtenido mediante RT-PCR (datos de la figura 24) y la linea indica el nivel de

expresion en parte aérea obtenido in silico (datos de la figura 23).
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8. DISCUSION

La variacién natural es un tépico que ha atraido especial atencién en el campo de la
biologia desde hace décadas pues se considera la fuente principal para el cambio
evolutivo y para la posible adaptacion de las poblaciones a diferentes condiciones
ambientales (Eguiarte, 1986). En este proyecto, los ecotipos fueron crecidos bajo las
mismas condiciones de luz y temperatura; y sin embargo, presentaron diferencias notorias
en el fenotipo y la expresion de algunos genes, lo que refleja la variaciéon genética y/o
epigenéticamente estable que existe entre ellos y que ha sido descrita en diversos
estudios (Koornneef et al., 2004; Nordborg et al., 2005; Johannes et al., 2009). Los
resultados obtenidos fueron analizados de acuerdo a las distribuciones geograficas y
ambientales de origen de cada ecotipo bajo el supuesto de una alta estabilidad fenotipica;
sin embargo, es importante considerar que la morfologia y/o expresion de genes puede
ser distinta en su habitat natural ante condiciones ambientales determinadas (Weigel,

2012).

8.1 Influencia del origen geografico y sus condiciones ambientales en las
variaciones morfologicas de la raiz de los ecotipos de A. thaliana.

Numerosos analisis de genética de poblaciones, han demostrado que si hay una relacién
entre el origen geografico y la distancia genética de los ecotipos de Arabidopsis (Nordborg
et al., 2005; Schmid et al., 2006; Pico et al., 2008; Brennan et al., 2014), y en este trabajo
nuestros resultados siguieren que hay una correlacién estrecha entre el tamafio radicular
especifico de cada ecotipo y las condiciones ambientales de los sitios de origen, como se
observd con la precipitacion, la cual tiene una correlacion positiva con el tamano de la
raiz. Un caso muy parecido se encontré en las poblaciones naturales de Plantago
coronopus, una planta anual perenne que también se distribuye principalmente en
Europa, para la cual se determind que la precipitacion estaba positivamente
correlacionada con el tamafio de la planta (Villellas et al., 2014). Diversos estudios han
determinado que la sequia tiene un efecto importante en la arquitectura de la raiz, pues

ésta incrementa de tamafo y disminuye la produccién de raices laterales en respuesta a
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este tipo de estrés (Smith & De Smet, 2012). Sin embargo, los resultados aqui presentes
sugieren un patrén contrario: los ecotipos que habitaban en las zonas con menor
precipitacion, presentaron la raiz mdas corta y los que residen en zonas con altas
precipitaciones, mostraron la raiz mas larga. Este es un resultado inesperado, pero al
integrar la informacién morfométrica se descubrié que Cvi-0, el ecotipo con
precipitaciones menos abundantes, exhibe la mayor extensién de raices laterales, lo que
puede servir como un mecanismo compensatorio ante una raiz principal tan corta.
Ademas, se deben realizar andlisis adicionales sobre la abundancia de raices laterales y
pelos radiculares presentes en los ecotipos. Sin embargo, también es probable que otros
factores estén influyendo mas sobre el tamafio radicular, como puede ser la salinidad, y/o
presencia y cantidad de nutrientes especificos (Smith & De Smet, 2012).

Asimismo es interesante notar el caso del ecotipo Ta-0, que abarca un rango de
tamafios radiculares muy extenso y que posiblemente esté asociado a condiciones
ambientales mds cambiantes de su lugar de origen, lo cual se puede apreciar en las
precipitaciones y temperaturas contrastantes de invierno y verano en su sitio de
recoleccion. Es decir, las poblaciones de Ta-0 podrian presentar un rango de respuestas
mas grande (mayor plasticidad) que los otros ecotipos y por lo tanto, bajo condiciones de
laboratorio, ligeros cambios que suceden y que no son controlables por el investigador
podrian haber ocasionado fenotipos tan distintos en este ecotipo.

Las diferencias encontradas en el tamafio radicular podrian ser de especial interés
para comprender la capacidad de adaptacidon natural de las plantas a un ambiente
determinado. Por ejemplo, se ha demostrado que aunque el tamafio en el sistema
radicular no afecta la obtenciéon de macronutrientes modviles, como el nitrato, si es de
importancia para los macronutrientes inmoviles, como el fosfato, pues la exploracién mas
extensa del volumen de suelo puede ser ventajoso, sobre todo en situaciones de
competencia (Pacheco-Villalobos & Hardtke, 2012).

A pesar de que diversos factores ambientales pueden ejercer presiones de
seleccion importantes para la historia evolutiva de la especie, esto no siempre debe darse

por sentado pues a veces la estocasticidad (i.e. deriva génica) u otras procesos como la
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migracion, flujo génico y/o restricciones del desarrollo pueden estar causando los
fendmenos que observamos. Para comprobar la accién de la seleccion natural sobre la
variacion de diversos caracteres se deben realizar ensayos que logren medir la adecuacién

de las poblaciones en condiciones ambientales controlables por el investigador.

8.2 Variaciones morfoldgicas de la raiz entre ecotipos de A. thaliana.

La raiz es un érgano muy plastico que se encuentra en constante cambio a través del
ajuste en su tasa y direccion de crecimiento; sin embargo, algunas caracteristicas de la raiz
pueden fijarse y conservarse a través de las generaciones e incluso frente a diferentes
condiciones ambientales. Los analisis morfoldgicos realizados en este trabajo indicaron
que las raices de las diferentes poblaciones de A. thaliana no varian sélo en tamafio sino
también en la forma adquirida en el espacio. Por lo tanto, para corroborar una relacién
alométrica entre el tamaio y la forma se realizé una regresion lineal y se obtuvo que ésta
es muy débil, pues sélo el 7.26% de la variacién en la forma se explica por el tamafio
(P<0.0001) en todos los ecotipos donde se realizaron analisis morfométricos. Por ejemplo,
aunque el ecotipo FR-2 es de raiz corta, su forma es muy similar a Col-0, que es la raiz mas
larga; sin embargo, los casos de los ecotipos Cvi-0 y Ws que son los de raiz mas pequefia
es interesante pues también muestran la forma mas contrastante respecto a Col-0. Las
causas de la variacion en la forma son diversas, pero la inclinacién en el crecimiento de las
raices principales de estos individuos puede ser la respuesta a las formas que
encontramos en estos ecotipos, pues éstas presentan un angulo de alrededor de 45°;
como si tuvieran defectos en el gravitropismo, lo cual obliga a las raices laterales (sobre
todo a las laterales que estan en la misma orientacion del crecimiento de la raiz principal)
a crecer verticalmente y asi, presentar esa forma tan particular en los andlisis
morfométricos.

Asimismo, la longitud de la raiz estd influenciada por la tasa de division de las
células troncales, la tasa de proliferaciéon y diferenciacion de las células del meristemo, asi
como por la longitud que adquieren las células diferenciadas (Ivanov & Dubrovsky, 2013).
Al analizar el meristemo radicular en las diferentes poblaciones de A. thaliana, se observd

gue el numero de células del meristemo no siempre es determinante para la longitud del
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mismo, pues a pesar de que algunos ecotipos tenian menor nimero de células, éstas
detenian su division prematuramente respecto al control y al ser mas grandes (pues estan
proximas a elongarse), el tamafio del meristemo fue mayor. Esto es importante de
considerar para estudios futuros con diferentes ecotipos, pues hay numerosas
publicaciones que se basan en los datos obtenidos en el ecotipo Col-0, en donde hay una
correlacién directa entre nimero de células del cortex y tamafio del meristemo (Shishkova
et al., 2008). Pero mas importante aun es la conclusion sobre la relacion entre el tamaiio
meristematico y el tamafio total de la raiz, pues se encontrd que en la mayoria de los
ecotipos estas dos variables no van en el mismo sentido, pues una raiz corta no
necesariamente implica que el meristemo sea significativamente menor a Col-0, y lo
mismo sucede para tamafos mayores. Lo anterior podria explicarse por fendmenos que
estan ocurriendo en la zona de elongacién o de diferenciacién, y no en el meristemo, y
que probablemente esta asociado a diferentes gradientes de hormonas (Liu et al., 2014)
entre ecotipos o expresion diferencial de genes esenciales en el crecimiento radicular
como BREVIS RADIX (BRX), el cual ya se ha estudiado en diversas variedades naturales, y
se sabe que explica el 80% de la varianza observada en el tamafio de la raiz (Mouchel et
al., 2004); sin embargo, se requieren mas estudios para definir los factores moleculares
qgue influyen en las diferencias morfoldgicas observadas entre ecotipos.

Asimismo se observd que los ecotipos presentan diferencias en la organizacion y
morfologia del nicho de células troncales en el meristemo. En el ecotipo Sha la identidad
del QC no es claro, por lo que estudiar la expresion del gen Wuschel-Related Homeobox 5
(WOX5), un marcador del QC, seria importante pues es un regulador esencial de su
identidad (Forzani et al., 2014). Por su parte, los ecotipos Cvi-0 y HR5 presentan doble fila
de células iniciales de la columela, a diferencia del ecotipo control que sdlo tiene una; sin
embargo, para definir la identidad de éstas es esencial el uso de un marcador molecular
con el cual se pueda definir de qué tipo celular se trata con exactitud. Sin embargo, las
implicaciones que todos estos cambios morfoldgicos del meristemo conllevan de forma

natural sigue siendo una incégnita.
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8.3 Variabilidad morfoldgica de la raiz y expresion génica de los MADS-
box y factores epigenéticos.

La expresion diferencial de los genes ha sido asociada a la variabilidad de caracteres
simples y complejos en diversos organismos como A. thaliana (Kliebenstein et al., 2006).
En este modelo bioldgico, el estudio de las variedades naturales (i.e. ecotipos) permite
observar interacciones génicas que soélo suceden en fondos genéticos especificos, como la
actividad sinérgica de los genes FRI'y FLC que confieren la floracién tardia de invierno, y en
los cuales se ha observado que las diferencias en su expresién ocasionan regulaciones
distintas en el tiempo de floracién de algunos ecotipos (Michaels et al.,, 2003). La
morfologia de la raiz depende de la accién de diversos factores transcripcionales y de
algunos factores epigenéticos como las metiltransferasas ATX1 y CLF. Los genes
XAL1/AGL12 y XAL2/AGL14 son factores transcripcionales tipo MADS-box, cuya funcién es
necesaria para una adecuada morfologia del nicho de células troncales, asi como para el
crecimiento radicular, tal y como se ha demostrado por mutantes de pérdida de funciéon
(Tapia-Lopez et al., 2008; Garay-Arroyo et al., 2013). Asimismo, algunos factores
epigenéticos que ayudan en la activacion o en la represién transcripcional como CLF y
ATX1 también se han visto implicados en el adecuado desarrollo de la raiz (Aichinger et al.,
2011; Napsucialy-Mendivil et al., 2014; Petrone, 2015; Vega et al., datos no publicados).
Por lo tanto, conocer las diferencias en la expresidon de genes involucrados en el desarrollo
de la raiz como son los factores transcripcionales MADS-box y factores epigenéticos ATX1
y CLF es de gran utilidad para lograr inferir en estudios futuros los mecanismos que estan
creando y manteniendo esa variacién natural.

Con los ensayos de RT-PCR semicuantitativos se demostré que los genes
estudiados presentan una expresion muy variable en cada ecotipo, y son muy interesantes
los casos en los que ésta es muy baja con respecto al control, pues las plantas presentan
algunas caracteristicas morfoldgicas de las mutantes de pérdida de funcion para los genes
correspondientes. Por ejemplo, el ecotipo de raiz mas corta (Cvi-0), presenta una cantidad
muy reducida del gen XAL1/AGL12, el cual se ha caracterizado como un promotor del

crecimiento de la raiz pues su mutante tiene la mitad de tamafio radicular que el control
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(Tapia-Lopez et al., 2008). Asimismo, HR5 tiene una expresion casi nula de XAL2/AGL14,
un gen que su mutante presenta raiz corta (Garay-Arroyo et al., 2013), caracteristica que
se pueden observar en este ecotipo. Si bien el fenotipo no es idéntico a las mutantes en
todos los caracteres estudiados, es probable que estos genes estén jugando un papel
importante en la morfologia radicular de dichos ecotipos.

Sin embargo, hay algunos resultados inconsistentes en la morfologia observada y la
funcién de los genes de estudio, como el ecotipo FR-2 que es de raiz corta y presenta una
expresion muy elevada de XAL1/AGL12 y XAL2/AGL14. Esto indica que existen otros genes
involucrados en mayor medida para la determinacién de la morfologia radicular de los
ecotipos, lo cual se esperaba pues es bien conocido que la mayoria de los caracteres
complejos son el resultado de interacciones multigénicas (Koornneef et al., 2004). Para
identificar los posibles candidatos genéticos que juegan un papel importante en la
morfologia radicular seria conveniente realizar andlisis masivos de microarreglos para
comparar el transcriptoma de los ecotipos.

Los estudios genéticos usando los ecotipos de A. thaliana amplian nuestro
concepto actual de la funcién de los genes, que se basa principalmente en la
caracterizacion de un alelo tipo WT, pues al trabajar con diferentes alelos naturales en un
contexto genotipo-medio ambiente y a una escala temporal evolutiva especifica nos
permite visualizar una perspectiva mas realista y dinamica de la funcidn de los genes
(Alonso-Blanco et al., 2005). Un ejemplo aplicado a los resultados de este proyecto es el
estudio del gen AGL19 usando los ecotipos FR-2 y Ove-0 que presentaron niveles muy
elevados de este gen, del cual se desconoce su funcidn en la raiz, y que seria util comparar
con el resto de los ecotipos que muestran una expresion mucho menor.

A pesar de que no existe en la literatura informacién sobre alguna interaccién
entre XAL1/AGL12 y AGL17, el hecho de que ambos se expresen de forma muy similar en
cada ecotipo y ademas su mayor actividad sea en la cofia lateral (Han et al., 2008),
sugeriria que probablemente se encuentran bajo la misma red de regulacidon o estan
siendo regulados por los mismos mecanismos (e.g. epigenéticos), lo cual tendria que

evaluarse con mutantes de pérdida y/o ganancia de funcion.
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Al encontrar diferencias en la expresiéon de los genes MADS-box se abre la interrogante
sobre los mecanismos causantes de dicha variacién, ya sea a través de la busqueda de
polimorfismos y/o de la actividad de factores epigenéticos que estén actuando para
modificar la expresidon de los genes en la raiz. Debido a que en estudios anteriores se
demostrd la influencia de las metiltransferasas de activaciéon (ATX1) y represiéon (CLF)
sobre los genes MADS-box (Petrone, 2015; Vega et al., datos no publicados) se decidié
realizar también ensayos de expresidn en estos factores antagdnicos. Los resultados
indicaron que si hay diferencias en la expresidon de estos genes entre ecotipos, lo cual
tiene implicaciones mas grandes que sélo su influencia sobre los genes MADS-box, pues
estas enzimas se encargan de trimetilar diversos genes blanco en todo el genoma de
Arabidopsis (Alvarez-Venegas, 2010). De hecho se sabe que la capacidad de generar
variacion epigenética puede acelerar el proceso de alcanzar un “pico adaptativo”, pues
aunque algunos individuos tengan un genotipo con baja adecuacidn (éxito reproductivo),
aun podrian poseer un fenotipo con alta adecuacidn y que puede ser heredable. De esta
forma, procesos como la asimilacidn genética podrian actuar y estabilizar genéticamente
al nuevo fenotipo (Richards et al., 2012). Por lo tanto, esas variaciones en las enzimas
encargadas de colocar las marcas epigenéticas de activacién o represién transcripcional
podrian estar involucradas en la generaciéon de variabilidad de la raiz, posiblemente bajo
un supuesto adaptativo, pues se ha descrito que los complejos PcG y TrxG se encargan de
sensar el medio ambiente para dar una respuesta molecular y originar cambios en el
fenotipo (Song et al., 2012).

En los resultados de la RT-PCR se observa que el gen ATX1 se expresa en
cantidades ligeramente mayores que CLF en todos los ecotipos, lo cual ya se tenia
reportado para Col-0 (Schmid et al., 2005); sin embargo, la tendencia es muy similar para
ambos genes por ecotipo; es decir, hay poco transcrito de ambos en Cvi-0, HR5 y Se-0 y
por otra parte, la expresion es muy alta en FR2, Ove-0 y Ta-0. Estos genes son
componentes de dos complejos antagdnicos que muestran fenotipos radiculares muy
distintos en las mutantes de pérdida de funcién, pero al ser enzimas que regulan una

cantidad tan grande de genes blanco (Alvarez-Venegas, 2010) que deben tener un estado
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transcripcional distinto en cada ecotipo (como es el caso de FLC) (Song et al., 2012), su
expresion tan similar puede deberse a la homeostasis particular de cada uno. Ademas es
importante considerar que segln los resultados de expresion tejido-especifico en el
ecotipo Col-0 (Winter et al., 2007), ATX1 y CLF presentan ligeros cambios de expresion en
cada tejido de la raiz, por lo que su contribucién podria ser diferente en la zona de
proliferaciéon y de elongacidn o diferenciacién pero las extracciones totales de la raiz no
permiten observar este fendmeno. Para tener resultados mas concluyentes, seria
necesario realizar microdisecciones de la raiz (Limpens et al., 2013) y realizar PCR
cuantitativas para evidenciar cambios tan ligeros de expresion.

Sin embargo, aun hay que resolver por qué hay diferencias tan evidentes de
expresion entre ecotipos, si todo el transcrito que se produce (por ejemplo en FR-2) es
traducido a proteina, o si la cantidad del mismo se relaciona con un aumento en la
actividad sobre los genes blanco, entre otras interrogantes. Ademds es necesario realizar
analisis de las modificaciones postraduccionales de histonas que generan estas enzimas a
través de inmunoprecipitaciones de cromatina para definir su funcion en la variabilidad
radicular de las poblaciones de A. thaliana.

Para lograr una comparacién robusta se requeriria realizar ensayos de expresiéon
en hoja y raiz mediante un solo método, por ejemplo, microarreglo o PCR cuantitativa; sin
embargo, se intenté comparar los resultados disponibles a través de la normalizacién con
el ecotipo Col-0 como una primera aproximacion, y se observd que entre la parte aérea
(datos in silico) y radicular de los ecotipos (RT-PCR) los genes MADS-box XAL1/AGL12,
XAL2/AGL14, AGL17 y AGL19 se expresan mas en la parte aérea dependiendo del ecotipo
de estudio, y anteriormente sélo se conocia su expresion superior en la raiz al trabajar
Unicamente con Col-0. Ejemplos como éste advierten la importancia de estudiar al menos
dos ecotipos para todo tipo de analisis, pues en las investigaciones cientificas se tiende a
extrapolar a otras especies los resultados obtenidos en el modelo de estudio A. thaliana,
especificamente del ecotipo usado por excelencia: Col-0; sin considerar que incluso dentro
de la misma especie existen grandes diferencias y se pueden obtener datos diferentes y

muy relevantes usando distintas variedades naturales.
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Como se pudo observar en los resultados de cinética de crecimiento, morfometria,
tamafio y morfologia de meristemo, y también en expresiéon génica, Cvi-0 es el ecotipo
gue presenta mayores diferencias respecto al control e incluso, a todos los demas
ecotipos. Esto lo distingue como un buen candidato para estudios de diversas indoles y
abre la interrogante sobre su historia evolutiva y cdmo ha divergido en tantos caracteres.
Una posibilidad es que al estar tan apartado en una isla pequefa exista aislamiento
genético por distancia, esto aunado al bajo flujo de genes por tratarse de una especie
mayoritariamente autopolinizante (Nordborg et al., 2005).

En conclusion, este trabajo contribuye al conocimiento de la variabilidad fenotipica
y su posible correlacion con la expresion génica, ademas de aportar informacion util sobre
el modelo de estudio mas usado en la investigacién con plantas; sin embargo, es necesario
lograr combinar mayor cantidad de informaciéon genética, epigenética, fenotipica y
ecolégica para definir patrones y causas de la variacién que se observa en la especie vy
responder las preguntas: équé genes y cudles son los mecanismos que dirigen y
mantienen dicha variacién? y ¢existe algun valor adaptativo en las diferencias que

observamos de la raiz?.
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9. CONCLUSIONES

e Existe una amplia variacion en la longitud radicular entre ecotipos y ésta
correlaciona positivamente sélo con las precipitaciones extremas de los sitios de
origen.

e Las diferencias morfométricas de la raiz entre ecotipos son debido principalmente
a la distancia que existe de las raices laterales mas largas hacia la principal, y el
ecotipo Cvi-0 es el que presenta la forma mds distinta respecto al control.

e Entre ecotipos el tamafio de la raiz no siempre es una consecuencia directa de la
longitud del meristemo, ya que también esta siendo influenciado por eventos que
suceden en la zona de elongacién y/o diferenciacién.

e Existe variabilidad en la organizacién del nicho de células troncales en los ecotipos
Cvi-0, HR5 y Sha con respecto al control.

e Los cambios de expresion en los genes MADS-box XAL1/AGL12, XAL2/AGL14,
AGL17 y AGL19 y de los factores epigenéticos ATX1 y CLF entre ecotipos sugieren
una influencia en la variabilidad morfolégica de la raiz.

e Lavariacién del patron de expresion de los genes MADS-box entre el tejido aéreoy
la raiz de los ecotipos advierte la importancia de no generalizar patrones de
expresion en la especie.

e Se requiere una busqueda mas extensa de genes candidatos involucrados en la
generacion de variabilidad y estudios mas detallados de las condiciones

ambientales (e.g. suelo).
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10. GLOSARIO DE SIGLAS Y ABREVIATURAS

DNA
cDNA
RNA
SNP
ADP
QTL

TF
NASC
Medio MS
SDS
PCR
RT-PCR

Qc
SAM
RAM

Deoxyribonucleic Acid <<Acido desoxirribonucleico>>
Complementary DNA <<ADN complementario>>

Ribonucleic Acid <<Acido ribonucleico>>

Single Nucleotide Polymorphism <<Polimorfimos de un solo nucleétido>>
Adenosine Diphosphate <<Adenosin difosfato>>

Quantitative Trait Locus «Locus de un Cardcter Cuantitativo»
Transcriptional Factor <<Factor de transcripcion>>

Nottingham Arabidopsis Stock Centre

Murashige and Skoog medium

Sodium Dodecyl Sulfate <<dodecilsulfato sédico>>

Polymerase Chain Reaction <<Reaccion en cadena de la polimerasa>>

Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction <<Reaccidn en cadena de
la polimerasa con transcriptasa inversa>>

Quiescent Center <<Centro quiescente>>
Shoot Apical Meristem <<Meristemo apical de tallo>>

Root Apical Meristem <<Meristemo apical de raiz>>
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12. ANEXO
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Figura suplementaria 1. Patrones en la tasa de crecimiento de los ecotipos con tamafio opuesto.
Cada punto refleja un individuo perteneciente a un ecotipo especifico. Resultado promedio de 4
réplicas bioldgicas con n>30 para cada ecotipo. P value <2.2x107"°.

Bay-0 CIBC10 Col-0 Cvi-0 FR-2 Ler Qve-0 Se-0 Sha Ta-0 Ws

Bay-0 0
ClBC10 012 0

Col-0 0.08 0.09 0

Cvi-0 024 0.29 023 0

FR-2 0.08 0.11 005! 0.21 0

Ler 0.16 0.21 0.15 0.10 013 0

Ove-0 0.09 0.14 0.1 0.30 012 0.23 0

Se-0 0.08! 006! 005! 0.26 0.07 0.17 0.11 0

Sha 0.08! 0.14 0.08 0.21 0.09 0.14 0.10 0.1 0

Ta-0 0.08! 0.16 0.09 0.26 0.10 0.19 0.07! 0.1 0.08 0

Ws 013 0.23 0.15 0.15 0.15 0.12 0.18 0.19 0.11 0.14 0

Figura suplementaria 2. Distancia de Procrustes en los analisis morfométricos.
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Figura suplementaria 3. Geles del RNA usado para los ensayos de RT-PCR. Las bandas gruesas
indican los RNA ribosomales 28 y 18S.
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