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Resumen

El desarrollo es el resultado de la homeostasis entre el crecimiento (proliferacion y
expansion celular) y la diferenciacion celular. Ademas, la raiz de Arabidopsis
thaliana es un sistema modelo para el estudio del desarrollo en plantas, debido a
que es un 6rgano traslicido y con una estructura relativamente simple que permite
identificar diferentes zonas de proliferacion y diferenciacién celular en un eje 4pico-
basal (Pacheco-Escobedo et al., 2016). Es decir, las células se originan en el
meristemo apical de la raiz (RAM), y consecuentemente se expanden hasta adquirir
su estado final de diferenciacion celular (Scheres et al., 2002). Estos programas de
desarrollo se logran por el trabajo conjunto de multiples componentes y de manera
interesante el citoesqueleto (microtibulos y microfilamentos de actina) se ha
implicado en estos procesos (Szymanski, 2009; Liu et al., 2011; Keijzer et al., 2014).
Existen diversos trabajos en donde se han caracterizado mutantes de proteinas que
conforman al citoesqueleto y se han observado fenotipos anémalos en el desarrollo
de laraiz y de los pelos radicales (Gilliland et al., 2002; Nishimura et al., 2003). Sin
embargo, todavia no conocemos la manera en la que el citoesqueleto puede actuar
como integrador de las funciones celulares.

Previo a este trabajo, se realiz6 un estudio en el que se demostrd que el mutante
de actina; act2-5, presenta un fenotipo de crecimiento radicular ondulatorio con
organos aéreos rizados y ademas con un citoesqueleto de actina sumamente
dindmico en el que se observan filamentos cortos (Lanza et al., 2012). Aunado a
esto con la finalidad de conocer otros genes que pudieran involucrarse de forma

conjunta o independiente a la ACT2 en el crecimiento ondulatorio de la raiz, se



realiz6 una segunda mutagénesis sobre act2-5 y fue seleccionado un fenotipo de
ondulacion potenciada con respecto al parental al que llamamos superwavy (Abad-
Vivero, 2009). Este mutante, fue retrocruzado con la planta silvestre y segregaron
dos fenotipos mutantes: por una parte, el mutante act2-5 (como era de esperarse),
y un mutante cuya longitud de raiz es intermedia entre act2-5 y superwavy al que
llamamos medium-size root (mer).

En el presente trabajo confirmamos que el fenotipo superwavy es el resultado
conjunto del mutante act2-5 y mer. Ademas, llevamos a cabo la caracterizacion a
nivel celular del desarrollo de la raiz del mutante mer y observamos que su fenotipo
de raiz corta se debe a una tasa de crecimiento reducida como consecuencia directa
de un proceso incompleto de expansion celular y no a afectaciones en la
proliferacion celular del RAM. Ademas, confirmamos la falta de elongacion de mer
en un sistema modelo; hipocotilos etiolados. Finalmente, el andlisis cualitativo del
citoesqueleto de actina no demostro diferencias robustas de mer en contraste con

el silvestre.



Introduccién

La raiz de Arabidopsis thaliana

Las raices de las plantas estan implicadas en la obtencién de agua, nutrientes,
anclaje al suelo e interaccion con microorganismos (Taiz y Zeiger, 2010).
Particularmente, la raiz de Arabidopsis thaliana (de aqui en adelante Arabidopsis)
se considera un sistema modelo en estudios de crecimiento donde se puede
analizar la homeostasis entre proliferacion y diferenciacion celular (lvanov y
Dubrovsky, 1997). Su estructura relativamente simple y traslicida, permite la
identificacion de los diferentes tejidos que la componen. Aunado a esto, las raices
de Arabidopsis también han sido utilizadas como modelo para estudiar los efectos
de la contaminacion y procesos de remediacién de suelos, reciclaje de nutrientes y

estudios genéticos (Lux y Rost, 2012).

Desarrollo de laraiz en Arabidopsis

El desarrollo de las plantas se puede clasificar en tres etapas diferentes:
embriogénesis, crecimiento vegetal y desarrollo reproductivo. En el caso de
Arabidopsis, durante la embriogénesis el zigoto se polariza y se alarga antes de que
ocurra la primera division, después, esta origina dos células, una apical y una basal.
La célula apical se dividira en un grupo de ocho células seccionadas en dos planos
horizontales denominados: dominio apical, que dara origen al meristemo aéreo, asi
como a los cotiledones y el dominio central que originara el hipocotilo, la raiz y la
mayor parte del meristemo apical radicular, como se muestra mas adelante (Fig. 1).

Por otra parte, la célula basal mas cercana al embrién conocida como hipofisis



formara el resto del meristemo apical de raiz, incluyendo el centro quiescente (QC;

por sus siglas en inglés: Quiescent centre) y la cofia (Taiz y Zeiger, 2010).

Estructura de laraizy patrén de zonacién longitudinal

Cotiledones

. ) Meristemo
Meristemo apical apical aéreo

_|___ Hipocotilo

Célula terminal 5 .
Célula apical

\ Célula central —|___— Raiz embrionaria

| Meristemo radicular

Hipdfisis ]
Centro quiescente
Cofia radicular
Suspensor
/ Célula basal del
i — suspensor
Célula basal
Estadio de dos células Estadio octante Estadio de corazén Estadio de plantula

Figura 1. Origen y organizacion apico-basal de tejidos vegetales y 6rganos establecidos
durante la embriogénesis temprana (Imagen tomada de Taiz y Zeiger, 2010).

La raiz de Arabidopsis tiene una organizacién celular relativamente simple la cual
puede ser descrita de forma apico-basal y radial. En cuanto a la organizacion apico-
basal, lvanov y Dubrovsky (2013) propusieron un patron de zonacion longitudinal
gue se muestra en la figura 2, el cual permite identificar las diferentes zonas de
desarrollo de la misma. Asi, la raiz de Arabidopsis se organiza en tres zonas con
caracteristicas de proliferacién y diferenciacion celular especificas: la zona de
proliferacion que corresponde al meristemo apical de la raiz (RAM; por sus siglas
en inglés: Root Apical Meristem), la zona de elongacion (EZ; Elongation Zone) y la
zona de diferenciacion (DZ; Differentiation Zone). A su vez, el RAM se divide en dos

regiones: el dominio de proliferacion (PD; Proliferation Domain) en el cual existe alta
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probabilidad de que las células se encuentren en mitosis y el dominio de transicion
(TD; Transition Domain) que es la porcion donde disminuye la probabilidad de
division celular y donde las células comienzan a crecer lentamente. El dominio de
transicion principalmente estd definido por un conjunto de células que tienen la
misma tasa de crecimiento relativo que las células del dominio de proliferacién, pero
una menor tasa de division celular (Ilvanov y Dubrovsky, 2013). Por arriba del RAM,
hacia la parte basal de la raiz, se encuentra la zona de elongacion caracterizada por
un rapido alargamiento de las células y finalmente las células adquieren su tamafio
y estado final de diferenciacion en la DZ. Por ejemplo, dependiendo del programa
morfogenético las células del xilema adquieren la pared secundaria y en la
epidermis se desarrollan los pelos radicales en la DZ (Baskin, 2000; Bennett y

Scheres, 2010).

Por otra parte, en el plano transversal de la raiz del centro hacia la periferia se puede

observar el sistema vascular diarco, que consta de dos hileras de xilema y dos de

A C

Endodermis

B
e s e e ¢ _eYa.

Meristemo apical de la raiz

Dominio de proliferacion Dominio de transicién Zona de elongacion

H lLorte'x L o o . codmminela
Figura 2. Raiz de Arabidopsis thaliana. Patron de zonacién longitudinal. La flecha indica el

inicio de la zona de elongacién y el asterisco el borde entre el dominio de proliferacion y
dominio de transicién (Imagen tomada de Ivanov y Dubrovsky, 2013)

diferentes capas celulares, las lineas punteadas muestran las divisiones anticlinales y las
lineas solidas las divisiones periclinales (Imagenes modificadas de: De Smet et al, 2015;
Fisher y Sozzani, 2016).



floema. Dichos tejidos conductores estdn rodeados por una capa de células
denominadas periciclo, a partir de la cual se formarén los primordios de las raices
laterales. A continuacion, se encuentra la endodermis, que constituye una barrera
selectiva de iones, azucares, entre otras moléculas; el cértex, que provee proteccion
mecanica y la epidermis, que rodea a todos los otros tejidos. Ademas, también
contiene el linaje celular de tricoblastos que dan origen a los pelos radicales (Fig. 3;

De Smet et al., 2015).



Meristemo apical de laraiz

Durante la morfogénesis, el desarrollo depende de la regulacion en la dindmica
espaciotemporal tanto de proliferacién como de diferenciacién celular. En la raiz, un
grupo de células en el dominio de proliferacion denominado nicho de células
troncales (SCN; por sus siglas en inglés: Stem-Cell Niche) genera todos los tipos
celulares a partir de divisiones paralelas (periclinales) o perpendiculares
(anticlinales), seguidas de la expansion y diferenciacion celular (Fig 3B; Scheres et
al., 2002). El SCN incluye células iniciales de la cofia (ClI ;Cap Initials), cofia lateral
(LRC; Lateral Root Cap), epidermis (Epi; Epidermis), cértex/endodermis (Cortex-
Endodermis Initial), asi como las iniciales del tejido vascular. En medio del nicho de
células troncales se encuentra el QC el cual esta involucrado en producir y mantener
a las células iniciales indiferenciadas (Fig. 3A, Fisher y Sozzani, 2016). Las células
del SCN pueden identificarse por la orientacién de su plano de divisién. Por ejemplo:
las células iniciales de la cofia s6lo se dividen anticlinalmente, sin embargo, las
iniciales de cortex/endodermis primero tienen una division anticlinal y luego una
periclinal. Por otra parte, la célula inicial de la cofia lateral/epidermis primero se
divide periclinalmente y da origen a dos células hijas: una externa que formara a la
cofia lateral, y una interna que se dividira anticlinalmente para mantener a la célula
inicial y producir las células hijas de la epidermis (Fig. 3B; Fisher y Sozzani, 2016).
Las células iniciales del tejido vascular comprenden células indiferenciadas que
vienen del procambium, como son: las células iniciales del periciclo; que solamente
se dividen anticlinalmente, las células iniciales del xilema; que se dividen
anticlinalmente con una o dos divisiones periclinales subsecuentes, y las células

iniciales del parénquima vascular que se dividen primero de manera periclinal y
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posteriormente anticlinal (Baum et al, 2002).

La regulacion del crecimiento radicular es un proceso complejo que esta controlado
a distintos niveles por la accion conjunta de redes genéticas y fisioldgicas reguladas
por hormonas vegetales (De Smet et al, 2015). Sélo por mencionar un ejemplo, la
especificacion del destino celular estda fuertemente regulada por factores de
transcripcion clave como SHORTROOT (SHR) y SCARECROW (SCR) de la familia
de factores de transcripcion GRAS, cuyos mutantes presentan raiz corta. Ademas,
son necesarios para formar y mantener la identidad de la endodermis durante la
embriogénesis y el desarrollo posterior (Slovak et al.,, 2016; Bennett y Scheres,
2010). De manera interesante SCR es necesario para mantener la expresion de
WUSCHEL-RELATED HOMEBOX 5 (WOX5), el cual también es un factor de
transcripcion clave en el desarrollo radical involucrado en conservar la identidad del
QC y cuyos mutantes inducidos son incapaces de mantener el estado indiferenciado
de las células iniciales de la cofia, aunado a que presentan un QC desarreglado.
Asimismo, en las células de la cofia se secreta CLAVATA3 / EMBRYO
SURROUNDING REGION40 (CLE40), el cual regula positivamente a
ARABIDOPSIS CRINKLY4 (ACR4), que a su vez limita el movimiento de WOX5
evitando que éste se exprese fuera de las células del QC (Francis, 2015; Fisher y

Sozzani, 2016; Slovak et al., 2016).



Expansion celular

Cuando las células cesan de dividirse entran en un proceso de alargamiento, que
en la mayoria de las células vegetales es denominado “crecimiento difuso” (Fig. 4A).
Este proceso comienza en el dominio de transicion, pero tiene su estado critico en
la EZ (Fig. 2). De acuerdo con la teoria 4cida de crecimiento, la expansion celular
ocurre cuando las auxinas en conjunto con AUXIN BINDING PROTEIN (ABPs7) y
ATP activan una ATPasa de membrana que hidroliza a los nucleétidos y a su vez
propicia el flujo de protones hacia la pared celular (Fig. 4B-C; Hager et al., 1971).
Esto genera un incremento en la concentracion de protones y disminuye el pH de la
pared celular que a su vez se activa tres clases de proteinas involucradas en su
reestructuracién: expansinas, xiloglucano - endotransglucosidasas y 1,4-B-D-
endoglucanasas (Fig. 4B; Nicol y Hofte, 1998). Usualmente el espacio intracelular
tiene un potencial osmético mas elevado que la zona extracelular, asi que esta
diferencia de potenciales permite la entrada de agua hacia la célula, lo que trae
como consecuencia un aumento en la presion de turgor; la cual funge como fuerza
principal durante la expansion celular (Fig 4B; McQueen-Mason, 1997). Para que
las células puedan alargarse también se requiere de un aumento en el tamafio de
la vacuola, el cual esta dado en parte por la accién de una acuaporina del tonoplasto,
GAMMA TONOPLAST INTRINSIC PROTEIN (GAMMA-TIP), que se expresa en las
células que comienzan su rapida elongacion y su pérdida de funcion evita ésta
(Ludevid et al., 1992; Petricka et al., 2012). Asi como por la accion de COBRA, una
proteina de la familia glicosil-fofatidil-inositol, que se ancla a proteinas localizadas
en la interface entre la membrana plasmaticay la pared celular y regula la expansion

polar de las células de la raiz (Schindelman et al, 2001).
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La forma final que adquiere una célula es el resultado del equilibrio dindmico entre
las regiones resistentes y las regiones propensas a expandirse que son
determinadas en parte por la estructura del citoesqueleto (Martin et al., 2001). La
orientacién transversal de los microtlibulos corticales controla radialmente la
expansion celular mediante la localizacion especifica de la celulosa sintasa que

produce la deposicion de la celulosa en la pared celular (Petricka et al, 2012; Smyth,

A) C) Sitio a
Crecimiento hacia el borde catalitico H* ATPasa

Crecimiento difuso /\,)
Dominio  gjtio de  ABPs;

INhibitorio acoplamiento D6 IAA
Auxina Pared celular H.0 “*‘«»\\
)
o F & Activa | Elongacion
A \ celular
- Bomba de H* \’\
—
- Expansinas
Celulosa il _
Antes Después

Figura 4. A) El crecimiento hacia un borde se observa solamente en tubos polinicos
y pelos radiculares, esto ocurre por la deposicion de precursores de sintesis de
pared celular transportados por vesiculas a través del citoesqueleto de actina. Por
otra parte, el crecimiento difuso ocure en el resto de las células vegetales B-C) La
acidificaciéon de la pared celular por auxinas estimula la actividad proteinas
remodeladoras de pared celular (Imagenes tomadas de Taiz y Zeiger, 2010)

2016). Esta idea es apoyada por mutantes como boterol (botl) y fragile fiber (fra2),
los cuales muestran defectos en la expansion celular asociados con la

desorientacion de microtubulos corticales y las microfibrillas de celulosa (Bichet et
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al., 2001; Burk et al., 2001).

Por otra parte, también se ha demostrado que el proceso de endorreplicacion
(replicacién de DNA sin las fases G2 y M) es necesario para que las células dejen
de proliferar y se expandan, pues mutantes que tienen un endociclo afectado como
root hairless (rhl2) presentan raices cortas con células pequefias, lo que sugiere
que el incremento de DNA en las células es necesario para la expansion celular

(Sugimoto-Shirasu et al, 2002; Petricka et al., 2012).

Participacidn de las fitohormonas en el crecimiento de la raiz

Distintos procesos como el crecimiento y la morfogénesis dependen de la regulacion
y coordinacioén de distintas sefiales quimicas como las fitohormonas (Taiz y Zeiger,
2010). Las auxinas son un tipo de hormonas vegetales que se sintetizan en todos
los tejidos, pero principalmente en hojas jovenes y cotiledones, estas se encuentran
implicadas en procesos de division, elongacion y diferenciacion celular en toda la
planta. Ademas, se sabe que las auxinas viajan hasta la raiz a través del floema,
mediante un tipo de transporte a larga distancia conocido como transporte pasivo,
el cual es importante para el desarrollo de raices laterales (Garay-Arroyo et al,
2014). Unavez en laraiz, el transporte polar de las auxinas (PAT), también conocido
como transporte de corta distancia, estd dado por proteinas de membrana que
controlan el influjo a la célula (AUX y LAX) y el eflujo (PIN; PIN-FORMED y ABCB;
ATP-BINDING-CASSETE B) de la hormona (De Smet et al, 2015).

A lo largo del RAM, el PAT mantiene un gradiente de concentracion de auxinas con

un pico maximo en el nicho de células troncales. Esta elevada concentracion de las
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auxinas en el nicho de células troncales induce a los genes PLT (PLETHORA) de la
familia de factores de transcripcion AP2, que estan involucrados en mantener la
identidad de las células troncales (Galinha et al, 2007). En el resto del meristemo
se dan los niveles propicios de auxinas para que se lleve a cabo la division celular
en el (PD) y se inhiba la elongacién celular en regiones posteriores.

Las auxinas inducen a su vez a las giberelinas que también estan implicadas en el
control del tamafio del meristemo y el crecimiento de la raiz. Después de la
germinacion los altos niveles de giberelinas en el meristemo apical reprimen a ARR1
y ARR12 (ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATORS), factores transcripcionales
de respuesta a citocininas. Estas Ultimas, estan relacionadas con la diferenciacién
celular y reprimen la sefializacion de las auxinas al promover la expresion de SHY?2
(SHORT HYPOCOTYL 2) un represor de la sefializacion de las auxinas. Por lo tanto,
es importante mantener a SHY2 reprimido en el RAM para que se puedan expresar
los transportadores PIN, lo que aumenta la concentracion de auxinas en el
meristemo. Cinco dias después de la germinacién se reducen los niveles de
giberelinas, causando el incremento de la proteina DELLA (RGA) proteinas
represoras de la sefializacion de giberelinas, lo que permite la activacion de ARR1
y SHY2 por las citocininas en el TD. Asi, se reprime la expresion de transportadores
PIN en la DZ, restringiendo la distribucion de auxinas y propiciando asi la

diferenciacion celular (Fig. 5; Ubeda-Tomas y Bennett, 2010).
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Asi mismo, los brasinoesteroides (BR) también estan involucrados en el control de
crecimiento de la raiz. Se piensa que ayudan a mantener la organizacion e identidad
del SCN regulando la expresion de reguladores como SCR y WOXS5 (Petricka et al,
2012) y también participan regulando la elongacion celular, tanto por la activaciéon
de enzimas involucradas en la degradacién de la pared celular como las XETs
(XYLOGLUCANO - ENDOTRANSGLICOSILASAS); asi como promoviendo la
expresion de la celulosa sintasa (AtCESA) que controla la extension de ésta (De

Smet et al, 2015).

Meristemo apical de la raiz

Dominio de proliferacion Dominio de transiciéon  Zona de elongacion
Citocininas
Giberelinas
DELLA {RGA) ARR12

\ \

ARR1 —  SHY2

Auxina (PINs}) /
Mantenimiento

Division celular = Diferenciacion celular - del meristemo

Figura 5. Sefiales hormonales en la proliferacién—diferenciacioén celular en la raiz. Cinco
dias después de la germinacion, los niveles de giberelinas disminuyen estabilizando a la
proteina RGA e incrementando la expresion de ARR1. ARR1y ARR12 inducen la expresion
de SHY2, causando la represion de PIN y la biosintesis de giberelinas.. Consecuentemente
la division celular se reduce en la EZ a una tasa equivalente a la de la diferenciacion
manteniendo asi el tamafio del meristemo (imagen modificada de Ubeda-Tomas y Bennett,
2010)
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El citoesqueleto en el crecimiento celular

Las hormonas son importantes reguladores del crecimiento, ya sea por division
celular o por procesos de expansion celular, por lo que es importante su
participacion como reguladoras del citoesqueleto en las células (Fuy Yang, 2011).
El citoesqueleto vegetal estd conformado por microtibulos (MT) y microfilamentos
de actina (MFs) y es regulado por las auxinas, los brasinoesteroides, las giberelinas
y el etileno. Los brasinoesteroides promueven la formacién de arreglos
transversales de MTs en células de epicotilos y mutantes implicados en la
biosintesis de brasinoesteroides (bull-1) presentan defectos en la organizacion de
MTs y la organizacion se reestablece al afiadir la hormona (Catterou et al, 2001). La
adicion del acido giberélico (GA) incrementa la proporcion de microtibulos
transversales y aumenta drasticamente la elongacién celular en tallos (Ehrhardt y
Shaw, 2006). Mutantes relacionados en la via de GA como: ga-1 y gai, presentan
fenotipos enanos, mientras que el mutante de respuesta constitutiva a GA, spy,
exhibe un fenotipo alargado en comparacion con la planta silvestre (Fu y Yang,
2011). También se ha demostrado que las auxinas tienen un papel importante en la
regulacion de la estructura de la pared celular, a través de cambios inducidos en la
dinamica de citoesqueleto (Lehman et al, 2017). Por ejemplo, en raices e hipocotilos
etiolados, el incremento enddgeno o exdgeno de los niveles de auxinas propicia que
los microtubulos se dispongan en arreglos longitudinales que a su vez inhiben el
crecimiento (Chen et al, 2016). Asimismo, evidencia reciente demuestra que las
auxinas pueden modular la expresion, organizacion y dinamica de la actina a traves
de las dos distintas vias de sefializacion: por el receptor nuclear AUX/IAA-SCF y por

el receptor situado en la membrana AUXIN-BINDING PROTEIN (ABP1); mientras
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que la interferencia en la organizacion de actina por agentes quimicos o por
mutaciones, tienen un impacto en el transporte activo de auxinas y afectaciones que
varian segun el tipo celular (Zhu y Geisler, 2015).

El citoesqueleto no solo participa en la expansion, sino que también participa en el
crecimiento por division celular. Ademas, los MTs ayudan a organizar el huso
mitotico y los MFs forman distintos arreglos durante el ciclo celular. Por ejemplo, los
MFs del citoplasma forman una estructura parecida a una canasta que sostiene al
nucleo celular y los MFs corticales disminuyen gradualmente la formacion de cables
de actina. Ambos eventos ocurren durante el transcurso de la interfase y se asocian
a una probable funciébn de andamiaje de la maquinaria celular implicada en el
transporte de vesiculas y a una funcién como herramienta auxiliar para que ocurra

la division celular (Liu et al, 2011).

Microtubulos

Los MTs son polimeros formados por hetrodimeros de a- y p-tubulina, que exhiben
una polaridad inherente debido a los distintos ciclos de polimerizacion y
despolimerizacion, es decir, tiene dos extremos con distintas propiedades. El borde
que presenta tasas elevadas de adicion de heterodimeros con GTP (guanosina-5’-
trifosfato) y bajas tasas de destitucion es denominado, “extremo de crecimiento
rapido” o positivo (+), mientras que el extremo con baja tasa de adicion y una
elevada tasa de despolimeracion se denomina, “extremo de crecimiento lento” o
negativo (-). Eventualmente el GTP unido a B-tubulina, es hidrolizado a GDP

(guanosina-5’-difosfato) poco después de la polimerizacion, lo cual debilita la
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afinidad de unién de la tubulina a moléculas adyacentes y favorece la
despolimerizacién (Seagull, 2016). Asimismo, la nucleacion de los MTs comienza
con la participacion de dos complejos protéicos: y-tubulin Small Complex (y-TuSC)
y el y-tubulin-Ring Complex (y-TuRC) (Fig. 6A-B). EI componente nuclear de la
polimerizacion que determina la posicion celular donde comienza el ensamblaje de
los MTs es el y-TuSC mientras que el y-TURC opera como molde para iniciar la
nucleacion de dimeros de a-B-tubulina y se localiza en el extremo de crecimiento

lento (Fig. 6C; Sulimenko et al, 2017).

A B C e
,-TuSC % g o

y-tubulina

y-TURC Extremo
GCP2 GCP3 % positivo z Dimero-GTP
) t Dimero-GDP
yTuSC-like o 9 ¢ B-tubulina

yTusSC 4TusC Mitad de © «-tubulina

Hibrida renovada yTuSC

m y-tubulina
I J

GCP4, GCP5, GCP6

( y-tubulina

Extremo
negativo

] v-TURC

Figura 6. Formacion de MTs A) Nucleacion de los MT mediante la formacion del complejo
y-TuSC que lo componen las proteinas GCP2, GCP3 (entre otras) y dos monémeros de y-
Tubulina B) Formacién del complejo y-TURC C) Polimerizacion longitudinal de los
microtubulos.

De manera interesante los microtdbulos se estructuran en cuatro tipos de arreglos:
tres de ellos participan en la banda preprofasica (PPB), huso mitdtico y el

fragmoplasto, mientras que los microtubulos corticales se encargan de la expansion
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celular (Fig. 7; Keijzer et al, 2014). Ademas, existen diversas proteinas que pueden
interactuar con los MTs pero solo aquellas que intervienen en la dindmica de los
MTS de forma directa son consideradas proteinas asociadas a microtibulos
(MAPs). Estas proteinas pueden clasificarse en dos grupos: proteinas motoras
(kinesinas) y proteinas reguladoras que se caracterizan por intervenir en la
organizacion, polimerizacion o despolimerizacion de MTs (Tabla 1; Hamada, 2014;

Krtkova et al, 2016; Seagull, 2016).
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Figura 7. Distribucion espacial de los microtubulos en células vegetales. A) Microtibulos
en arreglos corticales. B) Banda pre-profasica cuya localizacion coincide con la posicién
del nucleo celular. C) Huso mitético durante la segregacion de cromatidas hermanas. D)
Fragmoplasto, que se forma fuera del remanente del huso y se expande radialmente hacia
la localizacion de la banda pre-profasica (lineas negras) dejando una placa celular
(amarillo). (Imagen tomada de Keijzer et al, 2014)
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Tabla 1. Proteinas asociadas a microtubulos identificadas en plantas (tomada de
Seagull, 2016)
Funcién general
de las MAPS

Proteinas motoras Kinesina

Nombre Funcion especifica

Transporte de organelos, deslizamiento
de MTs antiparalelos
g-tubulina Parte del complejo y-TUuRC

GCPs Parte del complejo y-TuRC
. Limita al y-TuRC a sitios celulares
Augmina e
Nucleacion de especmco_s o L
MTs NEDD1 Ensamblaje del huso mitético/meiotico
Desensamble de la envoltura nuclear y
TPX2
promueve el ensamble de los husos
PPA2 Promueve la nucleacion ramificada
GIP2 Une al y-TURC a MTs existentes
MORZ1 (familia Promueve el crecimiento de MT en todos
MAP215) los tipos de arreglos microtubulares
EB;_(;Cnga Inhibe la nucleacion de MTs
Promueve el equilibrio entre
CLASP polimerizacion y despolimerizacion de
MTs
L . Promueve la reorganizacion o
Dindmica de MTs Augmina reorientacion de MTs
Katanina Propicia el corte de MTs
Promueve el intercambio mejorando la
SPR2 polimerizacién y despolimerizacion de
MTs
TPX2 Retrasa la despolimerizacion de MTs
L Kinesina 13 despolimeriza MTs, kinesina
Kinesina . .
7 despolimeriza MTs en fragmoplastos
Propicia la separacion de MTs recién
P161/P90 formados por y-TURC y estabiliza MTs
WLD3 Empaquetamiento de MTs en CMTs
o MAP65 Posiblemente_ implicada en
Organizacién de empaquetamiento de MTs
MTs Kinesina 5y 12 dividen
Kinesina entrecruzadamente los MTs en el huso y
en el fragmoplasto
TON Regula la nucleacién y organizacion en
CMTsy PPB
. MAP70 Se encuentra en todos los 6rganos
Rl Asociada a CMTs, huso
desconocida AIR9 ’

mitotico/meiotico, fragmoplasto y CDS
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Mutantes en tubulina o en proteinas relacionadas con esta muestran fenotipos con
afectaciones en la expansion celular anisotropica y por consecuencia en los
patrones de crecimiento. leftyl y lefty2; son mutantes de o-tubulina 6 y 4
respectivamente, estos presentan patrones helicoidales orientados hacia la
izquierda tanto eh hipocotilos como en las raices (Fig. 8C; Thitamadee et al, 2002).
spirall y spiral2 (Fig. 8B y D), son otros mutantes cuyos genes pertenecen a la
familia de MAPs especificas de plantas y sus fenotipos también muestran patrones
helicoidales en la epidermis, sin embargo, en estos casos las células estan
orientadas hacia la derecha al igual que el mutante spiral3 que codifica para GCP2,

una proteina que forma parte del complejo y-TURC (Furutani et al., 2000; Nakamura

Figura 8. Fenotipos de mutantes relacionados con MTs A-C) De izquierda a derecha se
muestra el fenotipo radicular, las hileras celulares de la epidermis y la disposicion de los
microtubulos en sprl-1vy leftyl en comparacion con la planta silvestre Ler. D) Se observa
el fenotipo y la inclinacion de las células epidérmicas del mutante spr3 en comparacion
con la planta WT (Nakamura y Hashimoto, 2009; Smyth, 2016).

y Hashimoto, 2009). Estos fenotipos también estan relacionados con la deposicion
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de microfibrillas de celulosa pues se sabe que el complejo protéico que se encarga
de sintetizar la celulosa, se posiciona sobre la red de MTs y si estos Ultimos se
encuentras desarreglados la deposicion de microfibrillas también se ve afectada

(Smyth, 2016).

Microfilamentos

A diferencia de las células animales que utilizan a los MTs como via principal de
transporte, las células vegetales usan cables hechos de microfilamentos de actina
(MFs) (Li et al., 2014). Los MFs acarrean proteinas en vesiculas secretoras hacia la
membrana plasmatica y estan implicadas, entre otras cosas, en el buen
funcionamiento de la maquinaria que lleva a cabo la sintesis de la pared celular, asi
como de la recuperacion por endocitosis de membranas y de proteinas de
membrana (Li et al., 2015). Los cables de actina también impulsan el movimiento

de organelos y posicionan compartimentos adyacentes a las diferentes membranas.

La actina monomérica o globular (actina-G) es una proteina de ~42 kDa que al
asociarse con ATP puede formar un dimero. Este dimero actia como nucleador al
que se le pueden ir afladiendo mas mondmeros (unidos a ATP) en el extremo
positivo (+) del filamento, de forma similar a los microtubulos. Conforme se hidroliza
el ATP a ADP se constituye el extremo negativo (-) del filamento del cual los
monomeros con ADP son removidos (Staiger y Blanchoin, 2006). Se sabe que para
gue un dimero se incorpore al microfilamento en crecimiento se requiere de la
profilina, mientras que para que se despolimerice, requiere del homdlogo de

cofilina/ADF en plantas (Dominguez y Holmes, 2011). Los microfilamentos pueden
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originarse de novo en el citoplasma o bien, pueden crecer lateralmente como
ramificaciones de un filamento preexistente (Henty-Ridilla et al., 2013). Dos
microfilamentos se asocian en antisentido para constituir un cable o hebra con un
giro helicoidal (Staiger y Blanchoin, 2006). Aunado a esto, los microfilamentos
pueden formar estructuras supramoleculares con la ayuda de proteinas de unién a
actina (ABPs; Tabla 2). Se ha demostrado in vitro que la dinAmica de actina esta
regida por un comportamiento estocastico que implica dos componentes: la rapida
union de un conjunto de actinas polimerizables y la despolimerizacién por la
remocion de viejos monomeros en el flamento (Fig. 9; Staiger et al., 2009). Sin

embargo, in vivo, las ABPs regulan de manera robusta este proceso.

Tabla 2. Proteinas de union a actina (Actin Binding Proteins) y sus funciones
conocidas (Seagull, 2016; Meagher et al., 2011).
ABD Funcion
ADF/cofilina Despolimeriza MFs en el borde de crecimiento lento
ARP2/3 Forma un complejo que promueve la polimerizacion de actina
Promueve el intercambio de ATP a ADP en mondémeros de actina

CAP y promueve el corte de MFs en cooperacion con ADF/cofilina
cp Se aﬁaden al borde positivo del MF para prevenir la adicién de
monoémeros
. . Reticula microfilamentos, generando un empaquetamiento
Fimbrina

estrecho entre ellos
Formina Promueve la nucelacion de novo de actina
Gelsolina  Corta filamentos de actina y funge como proteina cap
Miosina VIII Implicada en conectar células vecinas a través de plasmodesmos
Implicada en el movimiento de organelos como la mitocondria o el

Miosina XI aparato de Golgi
Profilina Implicaqa_ en el _man_tenimiento del conjunto de actinas
monomeéricas sin polimerizar
Vilina Une y reticula o empaquetan MFs adyacentes
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Iniciacion del filamento
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Figura 9. llustracion que representa las caracteristicas principales y las moléculas clave
gue regulan la iniciacién, ensamblaje, desensamblaje y organizacion de los filamentos de
actina en células vegetales (Imagen modificada de Li et al., 2015).
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En Arabidopsis existen 10 genes que codifican para la actina y que se expresan de
forma diferencial en los érganos de la planta. A nivel protéico, se ha visto que
algunas actinas se expresan mayoritariamente en tejidos vegetativos como la ACT2,
ACT7 y ACTS8, mientras que la ACT1, ACT3, ACT4 y ACT11l se expresan
principalmente en tejidos reproductivos como el polen maduro, 6vulos y saco

embrionario (Meagher et al., 2011)

Diferentes mutantes en ACT2 tienen afectado el desarrollo de pelos radicales:
deformed root hairs derl-1, derl-2 y derl-3, presentan sustituciones de ALAiss-
VALis3, ARGo7-HIS97 y ARGo7-CY So7, respectivamente. Curiosamente el alelo derl-
1 so6lo muestra el acortamiento de pelos radicales en la primera mitad de la raiz
mientras que el fenotipo de los otros dos alelos se presenta en toda la raiz,
demostrando que ACT2 no sélo es importante en el crecimiento de los pelos
radicales sino también en el posicionamiento del primordio (Ringli et al., 2002). De
manera similar, el alelo mutante semidominante act2-2D tiene una sustitucion de
ARGu49 por CYS149. Esta mutacion en plantas homocigotas genera raices cortas,
onduladas e inhibe el desarrollo de érganos aéreos, ademas las plantas mueren
antes de florecer y en su forma heterocigota las plantas son ligeramente mas
pequefias y desarrollaron menos pelos radicales y mas cortos (Nishimura et al,
2003). Aunado a esto, otro alelo mutante denominado act2-5, tiene la sustitucion de
ARG179-CYSz179. Este mutante tiene un fenotipo de crecimiento radicular ondulatorio
y respuesta constitutiva a brasinoesteroides, con un citoesqueleto altamente
dinamico, es decir la tasa de polimerizacion/despolimerizacion es mayor que en las

plantas silvestres y los microfilamentos son cortos y dificilmente se asocian en
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cables (Lanza et al., 2012). Curiosamente la mayoria de los alelos mutantes en
ACT2 presentan raices y pelos radicales con un patron de crecimiento ondulatorio

(Fig. 10).

WT act2-2D ‘WT der1-1 der1-2 der1-3 WT act2-5

Figura 10. Fenotipos de distintos mutantes de ACT2. A) Mutante homocigoto, act2-2D. B)
Alelos mutantes der. C) Mutante act2-5, con crecimiento ondulatorio. (Imagenes tomadas
de Ringli et al., 2002; Nishimura et al., 2003 y Lanza et al., 2012).

Movimientos durante el crecimiento radical

Las raices de las plantas terrestres desarrollan complejos patrones de crecimiento
y movimientos durante su desarrollo, estos son regulados principalmente por la
percepcion de sefales ambientales que se trasmiten a través de hormonas,
modificando la dindAmica del citoesqueleto y la pared celular (Roy y Bassham, 2014).
Los movimientos vegetales se clasifican en dos tipos: los tropismos y los
movimientos nasticos (Bastien y Meroz, 2016). Los primeros, direccionan el
crecimiento de un érgano en respuesta a una sefial ambiental, ya sea hacia el
estimulo (de manera positiva) o evitandolo (de manera negativa) (Gilroy, 2008). Y

aunque los movimientos nasticos también ocurren en respuesta a un factor externo,
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el crecimiento no es direccionado (Roy y Bassham, 2014). La nutacion,
frecuentemente llamada circumnutacién es un tipo particular de movimiento nastico,
en el cual un érgano vegetal gira alrededor de un eje imaginario, dando como
resultado un aparente movimiento oscilatorio cuando se crece sobre una superficie
(Fig.11 A-D; Bastien y Meroz, 2016). Por ejemplo, la raiz crece de forma helicoidal
generando un movimiento de cirumnutacién (Okada y Shimura, 1990). Cuando las
plantas de Arabidopsis se crecen sobre una superficie inclinada o dura (como el
agar), este crecimiento helicoidal en tres dimensiones se limita a dos dimensiones
dando como resultado un crecimiento ondulatorio denominado “waving” (Fig. 11F;
Oliva y Dunand, 2007). Por otra parte, el “skewing” ocurre cuando la direccién de
crecimiento de una raiz se desvia de la direccion del vector gravitatorio (Fig. 11G;
Schultz et al.,, 2017). De manera interesante, diversos ecotipos de Arabidopsis
presentan esta desviacion de forma natural como Cape Verde Islands (Cvi) y
Landsberg erecta (Ler) (Vaughn y Masson, 2011). A pesar de que estos
movimientos han sido protagonistas de distintas investigaciones aun existe
controversia entre los modelos que permitan explicar las causas de estos
fenémenos. Un modelo propone que el waving y el skewing son resultado conjunto
del tigmotropismo, la gravedad y la circumnutacion. De tal forma, que el
gravitropismo positivo induce a la raiz a crecer hacia abajo y en un medio de cultivo
inclinado e impenetrable causa una respuesta tigmotropica, que en conjunto con la
circumnutacion natural de la planta propicia la desviacion del eje gravitatorio, ya sea
porque alguno de los giros en la raiz es de mayor longitud que otro, o bien por la
formacion de patrones ondulatorios si los giros helicoidales son de frecuencias

iguales (Migliaccio y Piconese, 2001). El segundo modelo postula que este tipo de
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movimientos son resultado de la interaccion fisica entre la punta de la raiz y el medio
de crecimiento (Thompson y Holbrook, 2004; Roy y Bassham, 2014). Durante los
altimos afios, se han realizado andlisis genéticos para encontrar los genes
implicados en el desarrollo de la raiz y sus patrones de crecimiento. Mutantes con
patrones alterados de “skewing” y “waving” en la raiz en diversos tamizados han
sido estudiados (Oliva y Dund, 2007; Roy y Bassham, 2014). Schultz y
colaboradores (2017) identificaron 11 genes candidatos que estan potencialmente
involucrados en el control del desplazamiento de la raiz del eje gravitatorio a partir
de la comparacién de dos perfiles de expresion génica entre dos ecotipos de

Arabidopsis: Columbia-0 (Col-0) y Wassileskija (WS). Muchos de los genes

A B E F
<o G2 - -
c D D v 4 -
QA /4,
N V
NN /4
Zurdo Diestro
Sinistral Dextral
Sentido del reloj  Antisentido del reloj
S 74
Negativo (-) Positivo (+)

involucrados en el skewing estan relacionados con el citoesqueleto de tubulina

Figura 11. A-B) Representacion de los movimientos helicoidales en la raiz. C-D)
distintos nombres que se le han asignado a los giros segun la orientacion de la punta
de la raiz. E) Crecimiento radicular sobre placa vertical. F) Crecimiento ondulatorio
(waving) al inclinar la placa. G) Crecimiento desviado del eje gravitatorio (skewing).
H) Representacion de waving y skewing. (Imagenes obtenidas de Okada y Shimura,
1990; Smyth, 2016; Schultz et al., 2017).
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como leftyl, lefty2 o spiral2 (Furutani et al., 2000; Thitamadee et al., 2002), y
mutantes en actina presentan un fenotipo de crecimiento ondulatorio, como

mencioné en la seccién anterior.

La articulacion de estos patrones de desarrollo ocurre a nivel celular, donde una
multitud de genes integrados en unared, regulan el desarrollo y lo ajustan en funcién
de las condiciones ambientales (Slovak et al.,, 2016). Esta red de regulacién
genética, también se incorpora la complejidad de procesos hormonales. A pesar de
gue en los ultimos afios, diversos analisis han ido dilucidando las posibles funciones
de distintos genes en el desarrollo radicular y en distintos casos la ausencia de
algunos genera tal impacto en el organismo que propicia fenotipos como: la
desorganizacion del nicho de células troncales, menor elongacion celular, anulaciéon
de la formacién de pelos radiculares, inhibicién de crecimiento de raices laterales,
disminucién de la longitud de meristemo, pérdida de la simetria en la divisién celular,
retraso de la duracion de ciclo celular o movimientos errantes durante el crecimiento
(De Smet et al., 2015). Aun es necesario continuar con la blusqueda de nuevos
componentes que nos permitan entender como funcionan estas redes de regulacion

durante el desarrollo radicular.
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Antecedentes

En el laboratorio contamos con un mutante en actina 2 (act2-5), que tiene una
sustitucion de la ARG179 por una CYS. Este mutante presenta un fenotipo de
crecimiento radicular ondulatorio con o6rganos aéreos rizados y enroscados.
Ademas, presenta un citoesqueleto de actina sumamente dinamico con filamentos
cortos, que afecta la polaridad de al menos un trasportador de auxina (PIN2) en la
membrana plasmética y una respuesta potenciada a la sefializacion de las
hormonas brasinoesteroides (Lanza et al., 2012). Asi que para conocer otros genes
que podrian participar de forma conjunta o independiente a la ACT2 en el
crecimiento ondulatorio de la raiz, previo al presente trabajo se realiz6 una segunda
mutagénesis sobre act2-5 y fue seleccionado un mutante con un fenotipo de
ondulacion potenciada con respecto al parental al que llamamos superwavy (Abad-
Vivero, 2009). Este mutante, fue retrocruzado con la planta silvestre y segregaron
dos fenotipos mutantes: por una parte, el mutante act2-5 (como era de esperarse)
y, por otro lado, un mutante de raiz corta al que llamamos medium-size root (mer).
Adicionalmente mer se retrocruzé dos veces mas para limpiar su genotipo de otras
posibles mutaciones (Fig. 12). En este trabajo nos centramos en la caracterizacion
del desarrollo de la raiz de mer R3 (retrocruzado 3 veces), a nivel celular para
determinar si el fenotipo de raiz corta se debe a una afectacion en la proliferacion

y/o en la elongacion celular.
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superwavy mer

Figura 12. Fenotipos de plantas silvestres (WT), act2-5, superwavy Y la tercera retrocruza
de mer. Tomada por Garcia-Ponce B.
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Hipotesis
La proliferacion celular en el mutante medium-size root esta disminuida, lo que hace
que la raiz crezca de forma mas lenta que las plantas silvestres de Arabidopsis

thaliana.

Objetivo general
Caracterizar a nivel celular el desarrollo de la raiz del mutante medium-size root

(mer).

Objetivos particulares

¢ Recuperacion del doble mutante superwavy mediante la cruza de mer por
act2-5.

e Comparacion del crecimiento de la raiz del mutante mer con las plantas
silvestres en placas verticales e inclinadas.

e Cuantificacién de diferentes parametros celulares a lo largo del eje apico-
basal de la raiz principal.

e Analisis de los microfilamentos de actina mediante el marcador ABD::GFP

introducido en mer.
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Materiales y Métodos

Crecimiento de las plantas

Las semillas de plantas silvestres y mutantes se esterilizaron con una solucién de
60% de hipoclorito de sodio y 0.005% de Tween20 durante 5 minutos en agitacion,
seguidos de 3 lavados con agua bidestilada estéril y estratificacion a 4°C durante
tres dias. Posteriormente las semillas fueron sembradas en cajas con medio de
cultivo MS 0.2X (Murashige y Skoog, 1962) con 1% de sacarosa y 1% de agar para
las placas verticales, en las placas inclinadas se utilizé 1.5% de agar. Después se
colocaron en una camara de crecimiento bajo condiciones controladas de
fotoperiodo (16 horas luz y 8 horas oscuridad), temperatura de 22°C, una humedad
relativa de 50% e intensidad luminica de 93.5-139 pE m? S'1. De manera particular
y para observar los hipocotilos etiolados se realizé un proceso similar, sin embargo,
después de sembrar las semillas, estas se expusieron por 2 horas a la luz e
inmediatamente se cubrieron con papel aluminio para evitar el paso de la luz,

dejandolas crecer bajo las condiciones anteriormente mencionadas por 8 dias.

Obtencién del doble mutante superwavy a partir de mer y act2-5

Se emascularon las flores de mer y se fecundaron con el polen de act2-5 y
viceversa. Se comprob6 que las plantas F1 presentaran un fenotipo silvestre,
posteriormente se trasplantaron a tierra para obtener la F2 y finalmente se
sembraron 90 semillas de esta generaciébn para obtener el doble mutante

superwavy.
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Fijacion y aclaramiento de las raices

Las muestras se fijaron en una solucion de etanol 50% y acido acético 10%, durante
12 horas, posteriormente se realizaron 3 lavados con agua destilada y se incubaron
durante 40 minutos a 37°C con una solucion de acido peryodico al 1%. Se realizaron
3 lavados con agua destilada y las raices se dejaron reposar durante 2 horas en
reactivo de Schiff (metabisulfito de sodio [Na2S203] 100 mM, HCI 0.15 N y yoduro
de propidio 100 pg/mL). Finalmente se realiz6é un ultimo lavado con agua destilada
y las muestras se colocaron en portaobjetos con una solucion aclaradora preparada
en glicerol 65% (ac. v/iv), DMSO 2% (v/v), Nal 4.2 My Na2S203 8 mM (Dubrovsky et

al. 2009).

Microscopia Optica

Las raices de plantas de 6 dias post germinacion (dpg), fueron fijadas y aclaradas
como se describio en la seccion previa (Dubrovsky et al., 2009). Posteriormente se
realizd un registro fotografico desde el meristemo hasta la zona de diferenciacion
(el primer primordio de pelo de raiz), en un microscopio Olympus BX60, empleando

la técnica de contraste diferencial de interferencia (DIC Nomarski).

Cuantificaciones celulares de la raiz

Las plantas fueron colectadas a los 6 dpg y tratadas con la técnica de pseudo-Schiff
previamente descrita por Dubrovsky y col., (2009). Una vez preparadas las muestras
para microscopia (con el método descrito previamente) se realizé una construcciéon
fotografica por el plano medio de la raiz siguiendo una sola hilera de células de
cortex, desde la primera célula inicial hasta el primer primordio de pelo radicular. Se

realizé la medicion de manera sucesiva de cada célula correspondiente a la hilera
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de cortex usando la barra de escala para el objetivo 40x en la misma resolucién de
captura de la imagen para obtener el equivalente de pixeles a micrémetros con el
software ImageJ. Los conjuntos de mediciones se procesaron con el algoritmo de
cambio estructural mdultiple MSC (http://www.ibiologia.com.mx/MSC_analysis/;
Pacheco-Escobedo, 2016), el cual realiza la estimacion de la longitud del PD, TD y
EZ, asi como del numero de células presentes en PD y en el TD. El nimero de
células presentes en la EZ se obtuvo calculando la diferencia entre el niumero de
células total desde la primera inicial hasta el primer pelo radical, menos el nimero
de células del RAM obtenido por el programa. La cinética de crecimiento se realizé
graficando los promedios del tamafio celular correspondiente a cada célula desde
la primera inicial de cortex hasta la célula adyacente al primer primordio de pelo
radicular.

Por otra parte, para calcular la tasa de crecimiento (um/h) se marcaron los limites
del tamafo de las raices a los 5 dpg en la placa, después de 24 horas exactas se
realiz6 nuevamente el marcaje, e inmediatamente se llevd a cabo un registro
fotogréfico de las raices con su respectiva escala para su posterior medicién con el
software ImageJ. Se obtuvo la diferencia entre el tamafio de la raiz que tenia a los
6 dpg menos la de 5 dpg y ese tamafio se dividio entre 24 horas.

Finalmente, la cinética de crecimiento de células diferenciadas se realizé desde la
aparicion del primer primordio de pelo radicular hasta la célula nimero 10 y después

contando a partir de la célula nimero 6 a la célula 15.
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Microscopia confocal

Las raices de plantas de 3 dpg se procesaron con la técnica de pseudo-Schiff
previamente descrita y los meristemos se fotografiaron con un microscopio confocal
Olympus FLUOVIEW 1000 con un objetivo de inmersién de 60x en el plano medio.
La visualizaciébn del citoesqueleto de actina, también se realizd6 mediante
microscopia confocal con ayuda del marcador ABD:GFP. En raices sin fijar y a la
altura de la zona de diferenciacién, se hicieron cortes épticos longitudinales cada 5
um desde afuera hacia adentro de la raiz (hasta el plano medio), incluyendo:
epidermis, endodermis y exceptuando el cilindro vascular.; el nUmero de cortes
realizados oscilé entre 9 y 14 en ambas lineas. Finalmente se unieron los cortes en

una sola imagen para observar el citoesqueleto de actina.

Anélisis estadistico

Los datos fueron procesados en el software SigmaPlot 11, el cual primeramente
emplea una prueba de normalidad de datos (Kolmogorov-Smirnov). Posteriormente,
para los datos que presentaron un comportamiento normal se realizaron pruebas de
t-Student de dos colas. En el caso de los datos que no pasaron la prueba de

normalidad se empledé el andlisis de Mann-Whitney.
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Resultados

Recuperacién del doble mutante superwavy mediante la cruza de mer por
act2-5.

Con la finalidad de comprobar que el fenotipo del mutante mer en conjunto con act2-
5 genera el fenotipo superwavy (swav), se realiz6 el cruce: mer x act2-5 y act2-5 x
mer (Fig. 13). Posteriormente se obtuvo la F2 de cada cruce y se observo el fenotipo
swav en ambos cruces, lo cual confirma que dicho fenotipo es el resultado conjunto
de ambos mutantes. Ademas, en la F2 se obtuvieron las frecuencias de segregacion
(Tabla 3) para investigar si existia un efecto materno en el fenotipo. Aunque se
observa variacion entre los fenotipos esperados y los observados, de los cruces

act2-5 x mer y el reciproco mer x act2-5 (donde el primer mutante es la madre), esta

Figura 13. Fenotipos las plantas segregantes en la segunda generacién (F2) del cruce entre
los mutantes mer y act2-5.
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no es mayor al 10% y 5% de la poblacién, respectivamente. Por lo cual la

segregacion de los fenotipos no esté sujeta a un efecto materno.

Tabla 3. Proporciones de fenotipos esperados (esp) y observados (obs),
calculadas para cada poblacién con base en el cuadro de Punnett (cruza dihibrida)
de los cruces act2-5 x mer y el reciproco.

Cruce
act2-5 x mer mer X act2-5
Fenotipo Cruce 1 Cruce 2 Cruce 1 Cruce 2
Clave 3F2 Clave 4F2 Clave 1F2 Clave 6F2
(n=90) (n=90) (n=89) (n=88)

Esp Obs Esp Obs Esp Obs Esp Obs

WT 50 50 50 56 50 48 50 52
act2-5 17 13 17 19 17 17 16 13

mer 17 23 17 11 17 16 16 17
swav 6 4 6 4 5 8 6 5

Comparaciéon del crecimiento de la raiz del mutante mer con las plantas
silvestres

Para caracterizar el fenotipo de crecimiento de la raiz de mer, se observaron las
plantas a una edad temprana de 6 dias post-germinacién (dpg) y posteriormente a
una edad de 9 dpg (Fig. 14A y B). En ambos casos se aprecia que la longitud de la
raiz de mer es cercana a la mitad de la raiz silvestre (Fig. 14C). Obtuvimos la tasa
de crecimiento (um/h) entre los 5y 6 dpg y efectivamente, mer crece menos que las

plantas silvestres (Fig. 14D).
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Figura 14. El mutante mer tiene una raiz mas corta que las plantas silvestres. A y B) plantas
WT y mer de 6 y 9 dpg, respectivamente. C) Tamafio de la raiz de mer a los 6 dpg en
comparacion con la raiz silvestre. D) tasa de crecimiento en plantas de 5-6 dpg, Las barras
indican el error estandar y las diferencias significativas se obtuvieron para C) con la prueba
de Mann-Whitney y para D) t-Student, para ambos casos P < 0.001 (n=24-29).
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Como originalmente se habia observado que la raiz de mer ondulaba y su
crecimiento se desviaba del eje gravitatorio (Fig. 12), decidimos crecer a mer R3
(retrocruzada 3 veces con las plantas silvestres) en placas verticales e inclinadas,
para ver si este fenotipo se presentaba en respuesta al tigmotropismo. La inclinacién
de las placas redujo el crecimiento de las plantas silvestres, asi como del mutante
mer, manteniéndose las proporciones observadas a 90°. Ambas lineas responden
al tigmotropismo de forma similar (Fig. 15), por lo que la mutacién en mer no parece
estar afectando la ondulacién o la desviacién del eje gravitatorio como originalmente
se habia observado (Fig. 12). Es decir que los otros fenotipos observados

anteriormente, se debian a posibles otras mutaciones en el genoma que segregaron

conforme se fue retrocruzando y limpiando el genoma.

mer

Plantas de 7 dpg a 90° Plantas de 7 dpg a 45°

Figura 15. Plantas WT y mer crecidas A) verticalmente a 90° y B) en una inclinacion de 45°,
en donde se aprecia un menor tamafio en la raiz primaria y ondulaciones en ambos
genotipos, con respecto a las placas verticales.
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Cuantificacién celular para determinar el proceso afectado en el desarrollo de

la raiz de mer

Se analiz6 el meristemo apical de la raiz de mer para ver si presentaba alguna
anomalia en su organizacion que pudiera afectar el desarrollo de la raiz. El resultado
cualitativo de las imagenes en microscopio confocal, no mostro diferencias en el
patrén celular de los meristemos ni del SCN en mer con respecto a las plantas
silvestres (Fig. 16A). Asi que para investigar si el proceso de proliferacion podria
afectar el tamafio del meristemo, se realizaron cuantificaciones celulares en el
meristemo apical de la raiz y se encontr6é que la longitud, asi como el nimero de
células presentes en el RAM son estadisticamente similares entre las plantas
silvestres y el mutante (Fig. 16B y C). Indicando que la proliferacion celular no esta

afectada en el mutante.
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Figura 16. La proliferacion celular en mer no esta afectada. A) Los meristemos de plantas
silvestres (WT) y mutantes son estructuralmente similares en plantas de 3 dpg (escala 20
pum). B-C) El meristemo de mer no presenta diferencias significativas en el tamafio y nimero
de células, en comparacion con las plantas WT en plantas de 6 dpg. Se utilizé la prueba
estadistica t-Student y las barras indican el error estandar en ambos casos (n=24-29).
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Si la proliferacién no esta afectada, es l6gico pensar que el proceso afectado en el
mutante es la elongacion celular, puesto que la raiz es mas corta que la raiz
silvestre. Asi que para para tener una vision mas general a partir de qué momento
las células dejan de alargarse como las células de las raices silvestres, se realizaron
las curvas de crecimiento con el promedio de tamafos celulares desde la primera
célula inicial de cértex hasta la primera célula adyacente al primer primordio de pelo
de raiz. El resultado muestra que las curvas de crecimiento celular tienen un
comportamiento inicial similar, sin embargo, conforme avanza la curva de
crecimiento de mer se observa una disminucion gradual de la expansion celular y

por consecuente un menor tamaifo celular promedio (Fig. 17).
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Figura 17. Longitud promedio de las células de cértex, desde el QC hasta la primera célula
adyacente al primer primordio de pelo radical; plantas silvestres (negro) y mer (gris). Se
observa una disminucion en la elongacion celular de mer, lo que propicia un tamafio celular
promedio, menor que en las células silvestres. Las barras indican el error estdndar con
respecto a la media. n=24-26 para las células 1-48, de las células 49 en adelante la n
disminuye gradualmente debido a que el punto donde se alcanza primer primordio de pelo
radical suele variar.
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Consecuentemente y con la finalidad de investigar el punto en el que la expansion
celular comienza a afectarse, se realizaron cuantificaciones celulares de cada uno
de los dominios del meristemo por separado y se encontr6é que tanto el dominio de
proliferacion, como el dominio de transicion no presentan diferencias significativas
en su longitud ni en el nUmero de células entre las raices silvestres y de mer (Fig.18
A-B y D-E), mientras que el tamafio de la EZ es significativamente menor con
respecto a la raiz silvestre (Fig. 18C), sin embargo el numero de células en la EZ no
cambia (Fig. 18F). Lo cual nos indica que el numero de células que transitan desde
el PD hasta la EZ es el mismo, aunque en las células en la zona de elongacion del
mutante mer no pueden crecer de igual manera que las células silvestres. Paralelo

a esto y a pesar de que no se observan diferencias significativas en el nimero de
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Figura 18. Tamafio y numero de las células en los dominios del meristemo y en la zona de
elongacion. El tamafio de ambos dominios (A-B) y el nimero de células (D-E) no presentan
cambios significativos entre los genotipos. C y F) El tamafio de la zona de elongacién (EZ)
es mas pequefio en mer, aunque el nimero de células es similar entre las plantas mutantes
y silvestres. Las barras indican el error estandar y se realizaron pruebas t-Student para
todos los casos (en el caso de C), P < 0.001), excepto para E) donde se realizé prueba de
Mann-Whitney (n=24-29, para todos los casos).
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células, la diferencia en los tamafios celulares nos hizo pensar que probablemente
las células de mer no logran alcanzar la longitud del silvestre. Asi que, para probar
esta hipétesis y tomando en cuenta que en la zona de diferenciacion las células
alcanzan su tamafo final (caracteristica utilizada como referencia para establecer
el inicio de esta zona en la raiz; Baskin, 2000; Bennett y Scheres, 2010). Decidimos
medir el tamafio final de las células, registramos los tamafios de las primeras 10
células del cortex a partir del primer primordio de pelo radical, pero encontramos

que las primeras células de las raices silvestres seguian expandiéndose (Fig. 19A).
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Figura 19. Las células totalmente diferenciadas del mutante mer son significativamente mas
pequefias que las células de las raices silvestres. A) Las 10 células a partir del primer
primordio de pelo radical muestran un ligero, pero constante crecimiento por lo menos en
las primeras 5 células (n = 16-18). B) Las células de la 6-15 han alcanzado el maximo
alargamiento. C) Las fotos muestran (con cabezas de flecha) la diferencia en el tamafio de
las células del cortex, en ambos lados del tejido vascular en plantas de 6 dpg, silvestres y
mer. D) Las células diferenciadas, son significativamente mas pequefias en mer con
respecto al WT, en plantas de 6 dpg. Las barras indican el error estandar y las diferencias
significativas se obtuvieron con la prueba de t-Student P < 0.001. B y D) n=24-29.
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Por lo que se decidio realizar la medicion de diez células del cortex a partir de la
célula 6 después del primer primordio de pelo radical, donde las células estan
totalmente alargadas (Fig. 19B). Asi demostramos que las células diferenciadas de

mer son significativamente mas cortas que las células de las raices silvestres.

Efecto de la mutacion mer en el crecimiento de los hipocotilos

La elongacion de hipocotilos etiolados ha sido un modelo recurrente en el estudio
de la elongacién celular (Collett et al., 2000). Como observamos que el mutante
tiene problemas en la elongacién en las células de la raiz, decidimos analizar el
tamafo de los hipocotilos etiolados del mutante mer comparado con las plantas
silvestres a los 6 dpg (Fig. 20A). Encontramos que los hipocotilos de mer son ligera,
pero significativamente mas cortos que los de las plantas silvestres (Fig. 20B). Por
el contrario, es de llamar la atencion que los peciolos de los cotiledones en mer son
significativamente mas largos que en las plantas silvestres (Fig. 20A 'y C). Asimismo,
observamos que en la obscuridad no existe diferencia en el tamafio de las raices
entre plantas silvestres y mutantes (Fig. 20D). Los resultados indican que existe una
regulacién diferencial en la expansion celular en los diferentes 6rganos de la planta

y que el gen mutado en mer esta participando en este proceso.
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Figura 20. La mutacion de mer afecta diferencialmente la elongacion en hipocotilos. A)
Plantas de 6 dpg crecidas en obscuridad (barra de escala, 1 cm). B) Existe una diferencia
pequefia pero significativa que indica que los hipocotilos de mer son mas cortos. C) Los
peciolos de mer son significativamente mas largos que el WT. D) En obscuridad, las raices
tienen tamafos similares. Las barras indican el error estandar. Se emple6 prueba de
Mann-Whitney en todos los casos (n=18 para cada genotipo).
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Andlisis de los microfilamentos de actina en la raiz de mer

Puesto que al cruzar act2-5 por mer se obtiene un doble mutante con ondulacion
potenciada con respecto a act2-5 y este Ultimo tiene un citoesqueleto de actina mas
dinamico que el de las plantas silvestres, es posible que mer también tuviera
afectado el citoesqueleto de actina. Ademas, el citoesqueleto esta implicado en el
transporte de vesiculas para la sintesis de pared celular durante la elongacion
celular (Li et al., 2014), por lo que la alteracion en su dinamica podria explicar el
fenotipo de mer. Se utiliz6 un reportero de microfilamentos de actina (ABD:GFP)
introducido en mer y se observaron los microfilamentos de las células de epidermis
y cortex por microscopia confocal. El analisis indica que el citoesqueleto de actina
en el mutante mer se comporta de manera similar al de la planta silvestre (Fig. 21).
Asimismo, se logra apreciar que la elongacién y la densidad de los microfilamentos
es similar en ambos genotipos, aunque para confirmar estos resultados seria
apropiado emplear métodos cuantitativos que permitan analizar la dindmica de
citoesqueleto de actina, con ayuda del reportero GFP-fABD2, asi como inhibidores
de polimerizacion y despolimerizacion de MF’s, y mediante la visualizacion in vivo
con microscopia epifluorescente de &ngulo variable (VAEM; por sus siglas en inglés:
Variable Angle Epifluorescence Microscopy) durante cortos periodos para confirmar

estos resultados.
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Figura 21. El citoesqueleto de actina presenta un comportamiento similar en el mutante
mer y las plantas silvestres. Barras de escala: 20 um en cada imagen (n=15-18)
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Discusién

El desarrollo de la raiz de mer esta afectado en la elongacidn celular

El crecimiento de la raiz depende de la proliferacion y la elongacion celular
(Pacheco-Escobedo et al., 2016). Existen muchos mutantes con fenotipo de raiz
corta, entre los cuales estan: ccs52a2 (Vanstraelenet al., 2009), mms21/hpy2 (high
ploidy2; Huang et al., 2009), brx (brevis radix; Mouchel et al., 2004), atx1 (trithorax1;
Napsucialy-Mendivil et al., 2014), xall/agl12 (xaantall; Tapia-Lépez et al., 2008) y
xal2/agl1l4 (xantal2; Garay-Arroyo et al., 2013). Sin embargo, todos ellos presentan
un meristemo con un menor nimero de células con respecto a las plantas silvestres.
En el presente trabajo describimos el fenotipo de un mutante de raiz corta, el cual
es diferente a los mencionados, debido a que no presenta diferencias en el nimero
de células o en la longitud del dominio de proliferacién. Incluso, la organizacion del
SCN permanece similar con respecto a la observada en plantas silvestres, por lo
que podemos concluir que la proliferacién no estd afectada en este mutante. Sin
embargo, las células no logran alargarse lo suficiente en la zona de elongacién y
consecuentemente las células no alcanzan un tamafio silvestre en la zona de
diferenciacion, aunque el nimero de células en el TD y en la EZ es el mismo entre
plantas silvestres y mutantes. Por lo que estos resultados sugieren que el nimero

de células que transitan desde el PD hasta la ZE es el mismo.

En los mutantes de raiz corta como son: atx1 y xall, la menor produccion de células

puede atribuirse a un aumento en la duracion del ciclo celular. Sin embargo, como
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el mutante mer permanece invariable el nimero de células del RAM, el fenotipo del

mutante no puede atribuirse a problemas en el ciclo celular.

Los resultados indican que mer esta afectado especificamente en la elongacion
celular de las células de la raiz y hasta donde sabemos no existe otro mutante con
estas caracteristicas. S6lo se han reportado dos mutantes hypomorficos en la raiz
de Brachypodium distachyon; Bdtar2l"y° (tryptophan aminotransferase of
arabidopsisl-related2-like) y Bdein2l1hro (ethylene insensitive2-likel). Estos no
presentan afectaciones en la actividad y tamafio del meristemo, pero si presentan
un exceso de elongacion celular debido a altos niveles de IAA en la EZ. Ademas,
en el caso del alelo Bdtar2I"ro, se puede mimetizar su fenotipo en plantas silvestres
con la adicibn de un inhibidor de TAAL/TAR (TRYPTOPHAN
AMINOTRANSFERASE OF ARABIDOPSIS1/TAAL-RELATED) como la L-
kinerunina que afecta la sintesis de auxinas (Pacheco-Villalobos et al., 2013;
Pacheco-Villalobos et al., 2016). Por lo cual seria interesante realizar un ensayo

similar en el mutante mer.

A pesar de todo lo anterior, el mutante mer no muestra en la parte aérea enanismo,
por lo que lo hace un mutante muy interesante para estudiar los procesos implicados

en la elongacion celular.
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Posible efecto de la mutacion de mer en la elongacién diferencial de los
organos de las plantas

Existen mutantes afectados en la elongacion celular, en los que se ha caracterizado
el tamafio de los hipocotilos etiolados. etol-1 y eto2-1, (ethylene overproducer) son
mutantes que sobreexpresan etileno y presentan hipocotilos cortos y gruesos (Yuen
et al., 2005; Yu et al.,, 2013), sin embargo, en mer la diferencia de tamafos en
hipocotilos etiolados, es poca y ho muestran un engrosamiento. Asimismo, en etol-
1y eto2-1, el exceso en la produccion de etileno induce una acumulacion de auxinas
propiciando la inhibicion el crecimiento de la raiz (De-Smet et al., 2015). Las células
en el mutante mer, no se expanden de igual forma que las células de las raices
silvestres, pero la raiz no deja de crecer. Asi que, como las auxinas promueven 0
inhiben la elongacién celular en los distintos tejidos vegetales de acuerdo a su
concentracion (Harmer y Brooks, 2018), seria interesante ver si la adicion de estas
hormonas puede restituir la elongacion en la raiz en una concentracion que propicie
la elongaciéon (IAA a 101! M), como lo reportan Evans y col (1994). Ademas, las
auxinas también controlan el desarrollo de la raiz mediante la induccion de las

giberelinas (Fu y Harberd, 2003).

Por otra parte, el crecimiento celular en las plantas también se logra por un fino
cross-talk entre la pared celular, el citoesqueleto y la membrana celular (Guerriero
et al., 2014). Por ejemplo: aunque los microtubulos no tienen un efecto directo en el
crecimiento celular, se encargan de guiar la deposicion de microfibrillas de celulosa
mediante el alineamiento de celulosa sintasas y una mutacion en la proteina

necesaria para el movimiento de la misma a lo largo de los MTs; POM/CSI1
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(CELLULOSE SYNTHASE INTERACTING1), es suficiente para afectar la

elongacion celular (Bringmann et al., 2012; Guerriero et al., 2014).

Otra manera en la que se ha abordado el estudio de la elongacion celular es
mediante perfiles de expresion genética en regiones con elevadas tasas de
crecimiento (Hall y Ellis., 2013). Pacheco-Villalobos y col. (2016), descubrieron
mediante transcriptdmica que la mayoria de los genes que cambian sus niveles de
expresion durante la elongacién celular en la EZ de la raiz de Brachypodium
distachyon, estan implicados en la remodelacion de la pared celular, principalmente

expansinas.

Posibles genes responsables del fenotipo de mer

En el laboratorio contamos con un mutante en ACTINA 2 (act2-5), que presenta un
fenotipo de crecimiento radicular ondulatorio el cual, previamente a este trabajo fue
mutagenizado y se seleccion6 un mutante con fenotipo de ondulacion potenciada
con respecto al parental al que llamamos superwavy (Abad-Vivero, 2009). Este
mutante, fue retrocruzado con plantas silvestres y segregé un mutante de raiz corta
al que llamamos medium-size root (mer) (Garcia-Ponce, comunicacion personal).
Posteriormente, para conocer la identidad del gen responsable del fenotipo de mer,
las plantas se cruzaron con el ecotipo Landsberg erecta para generar una poblacion
polimorfica y se seleccionaron nuevamente plantas con el fenotipo de mer, de las
cuales se extrajo su DNA genomico, el cual se caracteriz6 con secuenciacion

masiva. La mutacion se encuentra en el
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cromosoma 5 de Arabidopsis (Garcia-Ponce, comunicacién personal). Bajo los
supuestos de que: la mutacién sea un cambio no sinbnimo y se encuentre en una

region codificante, se lograron identificar cinco posibles genes (Tabla 4).

Tabla 4. Se enlistan 5 genes candidatos, con sus respectivos cambios en implicaciones
funcionales en Arabidopsis. * Simboliza un codon de paro en la secuencia.

Base en el SNP en la .
. Cambio de
Gen genomade poblacién L Nota
X aminoacido
referencia mapeada
Codifica para la fitoeno
PSY sintasa, enzima que
G A A—-V limitanta la tasa de
AT5G17230 biosintesis
carotenoides.
AT5G17270 G A W o * Protglna de la familia
preniltransferasa
LHP1 Remodelador
C T A-T cromatina y homologo
AT5G17690 de HP1
CAX7 -
G A S F Participa o Ign
AT5G17860 senecencia foliar.
DSc2 G A . Proteina de la familia
AT5G18370 TIR-NBS-LRR.

De los genes candidatos sabemos que Arabidopsis sélo tiene un gen que codifica
para PSY (PHYTOENE SYNTHASE), mismo que se expresa de manera preferente
en la raiz y a pesar de que se reconoce su importancia en la sintesis de fitoeno
(precursor en la biosintesis de carotenoides y de ABA), no se ha demostrado que
los cambios de expresion de PSY influencien los niveles de ABA en la raiz (Ruiz-
Solaetal., 2013; Hui et al., 2014). Solamente se ha demostrado que el estrés salino,

induce la biosintesis de ABA y también activa la via de sintesis de carotenoides
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(Ruiz-Sola et al., 2013). Seria interesante analizar el afecto del fitoeno en la

elongacion celular de la raiz.

Por otra parte, AT5G17270 pertenece a una familia de proteinas denominadas
prenililtransferasas que estan involucradas en la regulacion del ciclo celular y
transporte de vesiculas (Yalovsky et al., 2000). Asimismo, se ha observado que
bajos niveles de prenilacion propician defectos en el desarrollo de meristemos
aéreos y potencian las respuestas reguladas por ABA (Cutler et al., 1996). De
manera analoga también se ha reportado que la adicion de ABA a la raiz primaria
reduce su elongacion (Leung et al., 1997). Por lo que probablemente, la mutacién
en AT5G17270 pueda incrementar la sensibilidad a ABA, reduciendo la elongacién
celular en el mutante mer y explicando su fenotipo. En este caso se podria probar
un inhibidor de la sintesis de ABA u obtener un doble mutante con mer abil (ABA
insensitive), un mutante insensible a la sefalizacion de ABA, para ver si se logra

complementar el fenotipo de la raiz de mer.

El gen AT5G17860 (CAX7) codifica para una proteina perteneciente a una familia
de transportadores de Ca?* y otros iones. En un estudio realizado por Li y
colaboradores (2016) observaron que el transcrito de CAX7 (anteriormente
denominado CCX1) es mas abundante en la raiz en comparacion con otros drganos.
A pesar de esto, en ese estudio se enfocaron en la parte aérea y concluyeron que
el alelo mutante ccx1-1 no presenta diferencias fenotipicas en comparacion con el
silvestre. De manera interesante los iones de Ca?* tiene un papel importante en el

transporte de auxinas, las cuales activan bombas de protones que acidifican la
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pared y facilitan la elongacion celular (Sergey et al., 1997). De tal manera que una
baja concentracion de calcio es necesaria para mantener el crecimiento celular, pero
si se incrementa la concentracion externa de Ca?* se inhibe el crecimiento de la raiz
(Hasenstein y Evans, 1988). El mutante mer presenta una afectacion en la
elongacion celular que muestra cierta especificidad de la raiz, a su vez esto podria

relacionarse con el perfil de expresion de CAX7.

La caracterizacion radicular del mutante en LHP1 no esta reportada, sin embargo,
se conoce que el fenotipo aéreo del mutante inducido por T-DNA genera: hojas
caulinares enroscadas, hojas de roseta de la mitad de tamafio, menor cantidad de
hojas de roseta y floracion temprana sin importar el fotoperiodo (Gaudin et al., 2001),
estos fenotipos no se han observado en mer, pero no podemos descartarlo a priori
ya que la mutacién puntual de mer no tiene que dar el mismo fenotipo que el mutante

reportado.

En plantas se han reportado fenotipos mutantes que presentan muerte celular o
lesiones sintomaticas asociadas a enfermedades en ausencia de patégenos como
camta3 (calmodulin binding transcription activator 3) (Galon et al., 2008). Muchos
de ellos se han relacionado con inmunidad vegetal y se han descrito como
reguladores negativos de la misma (Rodriguez et al., 2016). Tal es el caso de DSC2
(DOMINANT SUPRESSOR OF CAMTA3 NUMBER 2), del cual se ha demostrado
que evita la autoinmunidad recuperando el fenotipo de plantas mutantes como
camta3 (Lolle et al., 2016). En el mismo trabajo s6lo muestran la roseta del mutante

dsc2, por lo cual no es posible comparar la raiz con el mutante mer, ademas, hasta
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donde sabemos no se ha reportado que alguna proteina de la familia TIR-NBS-LRR
esté implicada directamente en el crecimiento de la raiz. Por lo anterior resultaria
interesante secuenciar los presuntos genes y analizar alelos nulos para identificar

si el fenotipo es caracteristico de una mutacién puntual o de un alelo nulo.

Posible interconexién entre mer y act2-5

Actualmente se piensa que la ondulacion observada en la raiz es el resultado de la
interaccién que existe entre el gravitropismo positivo y un tigmotropismo negativo
en una superficie (agar) impenetrable (Roy y Bassham, 2014). Es decir, la
expansion anisotrépica y coordinada de las células en la zona de elongacion ejercen
una fuerza mecénica que empuja a la punta de la raiz hacia el eje de crecimiento
gravitrépico y a su vez la expansién diferencial hace rotar la punta de meristemo
generando un patrén de crecimiento sinusoidal (Okada y Shimura, 1990; Thompson
y Holbrook, 2004). Ahora sabemos que la falta de elongacion celular demostrada en
mer induce que en conjunto con el crecimiento ondulatorio de act2-5, se acentien
las ondulaciones en swav y ademas genera una raiz mas pequefia (Abad, 2009).
Serd interesante conocer en el futuro de qué forma se relaciona la afectacién en

elongacion celular de mer con la ondulacion de act2-5.

Se sabe que el citoesqueleto de actina controla la composicion y contribuye a la
expansion de la pared celular mediante el transporte polar de polisacaridos
diferentes a la celulosa (Li et al.,, 2014). Sin embargo, nosotros no observamos
cambios en la densidad y formacion de MFs en el mutante mer y por lo tanto, es

posible que el transporte de materiales para la deposicion de la pared celular no
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esté afectado. Sin embargo, no podemos descartar que la dinamica del
citoesqueleto de actina esté alterada en el mutante. Por ejemplo, si la mutacion se
encuentra en el gen CAX7, seria interesante analizar el citoesqueleto de actina en
la zona de elongacion en una pelicula, ya que la dindmica de formacién y
desensamble de microfilamentos implica complejos protéicos (profilina-Ca?*-ATP-

actina) cargados con calcio (Staiger y Blanchoin, 2006).
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Conclusiones

El fenotipo de raiz corta de mer, se debe a una tasa de crecimiento reducida
consecuencia de que las células no logran alargarse como las células de las
plantas silvestres.

La mutacion en mer muestra un efecto contrario en el fenotipo de la raiz y en los
peciolos de la plantula.

La proliferacion celular y la organizacion del meristemo no estan afectadas en el
mutante mer.

Los cruces de mer x act2-5 demostraron que el fenotipo observado en
superwavy es resultado de este doble mutante, e indica que la menor elongacién
de mer contribuye a una mayor ondulacion de la raiz junto con act2-5.

La mutacibn en mer no muestra una diferencia estructural robusta en el

citoesqueleto de actina en células de la raiz.

Perspectivas

Realizar la cruza de mer por el reportero de auxinas DR5::GUS con la finalidad
de observar posibles anomalias en la distribucién de auxinas.

Adicionar IAA o giberelinas para ver si se restaura la elongacion de las células
de la raiz en mer.

Obtener el doble mutante mer abil y analizar la elongacion celular.

Realizar la secuenciacién por el método de Sanger de los 5 genes candidatos
para obtener el responsable del fenotipo de mer.

Comparar el fenotipo de mer con algunos alelos nulos y llevar a cabo el analisis

de complementacion del gen mutado.
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¢ Realizar la construccion del gen responsable del fenotipo de mer con el reportero

de B-glucoronidasa (GUS) para analizar su patrén de expresion.
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