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Resumen

XAANTALL (XAL1/AGL12) es un miembro de la familia de factores transcripcionales
MADS-box. Las plantas mutantes en este gen tienen un fenotipo de raiz corta
comparado con las silvestres al crecerlas in vitro en medio solido en placas
verticales. Sin embargo, al crecerlas en un sistema hidropdnico, la raiz incrementa
su tamafio casi al doble con respecto a lo que se observa en placa, aunque siguen
creciendo menos gue las plantas silvestres. Resultados previos también indican que
la ausencia del impedimento fisico es la causa de que el mutante xall-2 pueda
crecer mas en hidroponia.

Para confirmar que el impedimento mecénico contribuye al fenotipo de raiz corta del
mutante xall-2, en este trabajo se disefid un sistema para crecer las plantas en
frascos con diferentes concentraciones de agar, que iban desde 0.6% a 0%, y se
compard con el crecimiento de las plantas silvestres. Los resultados muestran que
las raices de ambas lineas en el sistema de frascos, crecen mas conforme se
disminuye la concentracion del agar. También se vio que el tamafio de la raiz de las
plantas silvestres es menor en todas las concentraciones de agar al crecerlas en
frascos en comparacion con su crecimiento en placas con medio sélido, mientras
que la longitud de la raiz de xal1-2 es mayor en medio con tan solo 0.2% de agar,
asi como sin agar, con respecto a su crecimiento en cajas petri.

Para determinar si era la proliferacion, la elongacién, o ambos procesos los
responsables del crecimiento al disminuir el impedimento mecénico, se llevé a cabo
el andlisis celular de las raices de las plantas silvestres y mutantes. Encontramos
que el crecimiento en ambas lineas se debe a un incremento en el nUmero de
células del meristemo apical de la raiz, especificamente del dominio de proliferacion.
En xall-2, el incremento de este dominio es mas evidente, puesto que casi alcanz6
la longitud de las raices silvestres en medio liquido. Estos resultados indican que el
impedimento fisico afecta la proliferacién y la elongacion celular. Sin embargo, no
se logré detectar diferencias en la expresion del marcador de divisién celular,
CYCB1,1:GUS.

Las auxinas son hormonas vegetales implicadas directamente en la proliferacion y
elongacion celular, por lo que en este trabajo se analiz6 la respuesta a estas
hormonas utilizando el marcador DR5 fusionado a GUS. Los datos obtenidos
muestran que xall-2 no incrementa la expresion de DR5:GUS al crecerlo en medio
liquido, de forma que explique un aumento en el tamafio del a raiz de xall-2. Por lo
tanto el fenotipo observado es al menos parcialmente independiente de la respuesta
a auxinas.

También se encontrd que la poca oxigenacion del medio afecta en mayor medida el
crecimiento de las raices de las plantas silvestres, mientras que xall-2 es resistente.



Los resultados de este trabajo, en conjunto con los anteriormente establecidos,
sugieren que XAL1 es un regulador importante en el crecimiento de la raiz en
relacion al tipo de suelo en que se encuentre la planta y que apagar su expresion,
puede permitir la activacion de otras vias de crecimiento, posiblemente afectadas
por la oxigenacion del medio.

Introduccion

El desarrollo es una serie de cambios progresivos en el tamafo, forma y funcion de
un organismo, de modo que el genotipo se expresa dando lugar a un fenotipo visible
(Waddington, 2016). Para que se dé el desarrollo se requiere de tres procesos que
son: 1) el crecimiento, resultado tanto del incremento en el nimero de células como
del tamafio de estas; 2) la morfogénesis, que se refiere al proceso por el que las
partes de un organismo llegan a tener una forma definida para ocupar un lugar
especifico; y 3) la diferenciacién, que es el proceso con el que las células, que

originalmente son iguales, dan lugar a distintos tipos de tejidos (Waddington, 2016).

El desarrollo, aunque resulta ser un proceso que dificilmente se ve alterado en cada
especie, permite la plasticidad y la capacidad de adaptacion de un organismo a su
entorno y por lo tanto es moldeable. Un desarrollo anormal puede significar una
menor talla para el organismo, incapacidad de responder a ciertos estimulos o
incluso su muerte (Waddington, 2016). Existe un interés especial por estudiar los
procesos del desarrollo en humanos para saber cOmo curar o prevenir ciertas
enfermedades, mientras que en organismos domesticados, como es el caso del
ganado y las plantas domeésticas, su conocimiento podria llevar a una mayor

produccion de alimentos.

Debido a que las plantas son sésiles, para poder responder a un estimulo o evitar
un estrés ambiental, son capaces de cambiar sus patrones de desarrollo. Esto
implica una gran plasticidad de los meristemos de los cuales se van a desarrollar
todos los 6rganos de las plantas después de la germinacion (Scheres y Wolkenfelt,
1998). Méas aun, ya que muchos genes implicados en el desarrollo estan

conservados entre los eucariontes, el estudio del desarrollo de los meristemos de



plantas puede ayudar a entender el desarrollo de las células troncales de otros seres

VIVOS.

Mucho de lo que se conoce actualmente acerca del desarrollo en plantas es por
estudios que se han hecho utilizando la raiz de Arabidopsis thaliana. Por ello, a
continuacion se hablara sobre esta planta, y los aspectos que la hacen un buen

modelo de estudio.

Arabidopsis thaliana (L.) como planta modelo

Arabidopsis thaliana es una planta perteneciente a la familia Brassicaceae que
presenta numerosos ecotipos distribuidos en Norteamérica, Europa y Asia (National
Plant Germplasm System https://npgsweb.ars-
grin.gov/gringlobal/taxonomydetail.aspx?id=3769). Su uso como modelo de estudio
de las angiospermas ha sido muy amplio desde la década de los 80 para fines de

investigacién, particularmente para analisis genéticos (Meinke et al, 1998).

Algunas de las caracteristicas que facilitan el trabajo experimental con esta planta
incluyen que cuenta con un ciclo de vida que desde el momento en que germina
hasta que produce semillas maduras dura seis semanas aproximadamente, lo que
significa que se pueden observar varias generaciones en un tiempo relativamente
corto. Es una planta de tamafo pequefio, lo que facilita su manejo y permite
mantener muchas plantas en un espacio reducido. Cada planta puede producir
alrededor de 5000 semillas, las cuales se pueden almacenar, de modo que no existe
la necesidad de tener plantas vivas todo el tiempo. Se puede crecer facilmente en
cajas Petri o en tierra y su reproduccién es cleistbgama, lo que facilita el
mantenimiento de lineas genéticas puras (Meyerowitz, 1989; Meinke et al, 1998).
Estas caractertisticas en conjunto ayudan a que realizar estudios genéticos y

poblacionales.

Su genoma resulta ser uno de los mas pequefos en plantas, aunque tiene un gran
namero de genes (entre 28000 y 30000) distribuidos en 5 cromosomas (Swarbreck
et al, 2007). Lo mas relevante es que este genoma esta completamente anotado,



por lo que es posible saber la identidad de cada gen, utilizando la base de datos:
The Arabidopsis Information Resource (TAIR;
https://www.arabidopsis.org/index.jsp). También es importante sefialar que existen
colecciones extensas de mutantes en bancos de semillas disponibles para toda la
academia, gracias a la facilidad con la que se puede transformar via Agrobacterium
tumefaciens (Meinke et al, 1998) y que al ser una planta tan estudiada por cientificos

de mas de 30 paises alrededor del mundo, hay mucha informacion disponible.

La raiz de Arabidopsis thaliana también se ha adoptado como modelo de estudio
del desarrollo porque, entre muchas cosas, los tipos celulares de cada tejido son
facilmente identificables por sus caracteristicas morfolégicas, incluso en los tejidos
inmaduros del meristemo. Hay una aportacion constante de células del meristemo
a los tejidos maduros y se pueden aplicar diversas técnicas como la destruccién de

células individuales con laser (Scheres y Wolkenfelt, 1998).

Estructura de la raiz de Arabidopsis thaliana

La raiz principal, junto con las raices secundarias, constituye el sistema radicular de
las plantas con el que captan agua y nutrientes, se producen metabolitos y algunas
hormonas que se transportan al resto de la planta, ademas de que confieren un
medio de anclaje de las plantas terrestres al sustrato (Bengough et al, 2005; Erb et
al, 2009). La radicula se origina en la fase embrionaria del ciclo de vida de las
plantas, pero la mayor parte del desarrollo de la raiz principal se lleva a cabo
después de la germinacion. Las raices secundarias, por su parte, se generan a partir

de las células del periciclo que rodean el haz vascular (Dolan et al, 1993).

La raiz de Arabidopsis (como se le llamara de aqui en adelante) tiene una estructura
simple y transltcida en la que el cértex, asi como la endodermis y la epidermis, se
conforman por una sola capa de células, lo que facilita su estudio (Fig. 1B). Pero
mas importante aun, en este érgano podemos distinguir los diferentes procesos de
desarrollo por los que transitan las células que la constituyen, desde las células

proliferativas hasta las células diferenciadas (Meinke, et al, 1998). Asi, la raiz



principal se divide en tres zonas: el meristemo apical (RAM), la zona de elongacion
(Fig. 1A) y la zona de diferenciacion. En la parte mas distal se encuentra el RAM
gue se subdivide en el dominio de proliferacion, en el que las células estan en
constante division y su tamafio se mantiene uniforme, y el dominio de transicion,
donde las células raramente llegan a dividirse y empiezan a elongarse (Fig. 1A;

Ivanov y Dubrovsky, 2013).

En la base del dominio de proliferacién, hacia la punta, se encuentra el nicho de
células troncales o iniciales de las que se originan las células de todos los tejidos y
se encuentran organizadas en tres tipos: la protodermis, que da origen a las células
de la epidermis y la cofia; la peridermis de la cual se desarrollan la endodermis y el
cortex, y el pleroma que da lugar al cilindro vascular (Fig. 1C). En el centro del nicho
de células troncales se encuentra el centro quiescente (QC), formado por cuatro
células que raramente se dividen y mantienen la organizacién del meristemo (Dolan
et al, 1993). La capacidad de formacion de nuevas células de la raiz después de la

germinacion se debe al nicho de células troncales.

Hacia la base de la raiz, una vez que las células salen de la zona meristematica,
transitan a la zona de elongacion, en donde las células se alargan rapidamente, y
posteriormente, a la zona de diferenciacion, donde alcanzan su tamafio maximo y
adquieren su forma definitiva (lvanov y Dubrovsky, 2013). Un marcador morfolégico
del inicio de esta ultima zona es la formacién de primordios de pelos radiculares en

algunas células epidérmicas (Dolan et al, 1993).



El papel de las hormonas en el desarrollo de la raiz

Las hormonas vegetales, o fitohormonas, son muy importantes en el desarrollo de
las plantas durante todo su ciclo de vida. Las auxinas, las citocininas, las giberelinas,
los brasinoesteroides, el acido absicico y el etileno, entre otras, se sintetizan en
diferentes zonas de la planta y pueden hacer su funcion en el mismo lugar, o ser

transportadas a otra parte (Garay-Arroyo et al, 2014).

Figura 1. Organizacion de

la raiz. A) Se muestra una

raiz de  Arabidopsis
B C dividida en el dominio de
proliferacion (rojo),
dominio de transicion
(amarillo)) y zona de
elongacién (azul)
(modificado de Ivanov y
Dubrovsky, 2013). B)
Representacion de un
corte longitudinal de la
raiz de Arabidopsis donde
se aprecian los distintos
tejidos que la conforman.
C) Acercamiento al centro

Zona de elongacién

Dominio de transicién

de células iniciales que se
encuentran en embriones
maduros (modificado de
Dolan et al, 1993).

: i ~ | Endodermis .

g il Sl = quiescente (blanco) y el
; [ Columnela B Periciclo nicho de células troncales.
3 ] Epidermis B Procambium Los nGmeros
E [ cortex ] centro quiescente corresponden al numero
0

N

Dominio de proliferacién

Las auxinas regulan procesos de division, de elongacién y de diferenciacién celular,
ademas de estar implicadas en la polaridad de las células y de los 6rganos de las
plantas. También estan involucradas en diferentes respuestas tropicas como el
gravitropismo (Friml, 2003). La respuesta de una célula, o tejido, a las auxinas

depende de su gradiente de concentracion, generado tanto por su sintesis, como



por su transporte mediado por los transportadores PIN, AUX1 o LAX que se
localizan polarmente en la membrana celular (Garay-Arroyo et al, 2014). El
gradiente de auxinas da como resultado un gradiente de desarrollo, lo que se ha
estudiado tanto en el cambium de los arboles como en la raiz de diferentes plantas
(Uggla et al, 1996; Sabatini et al, 1999).

En Arabidopsis se ha demostrado que, al alterar el gradiente de auxinas, ya sea por
un estimulo externo o una mutacién, cambian las caracteristicas morfolégicas de la
zona afectada al modificarse los programas de desarrollo de las células. Esto
depende tanto de la cantidad de auxinas presente, como de la respuesta que se
genere en el tejido a dicha concentracién; de este modo, la misma cantidad de
auxinas puede tener respuestas diferentes en distintos tejidos (Bhalerao y Bennett,
2003). En la raiz, el gradiente de auxinas contribuye al establecimiento del nicho de
células troncales y determina la zonacién de ésta (Garay-Arrollo et al, 2013). En el
meristemo, el pico mas alto de concentracién se encuentra en el QC, donde las
células casi no se dividen. En el dominio de proliferacién hay una alta concentracion
de auxinas suficiente para promover la division celular, pero esta disminuye al
alejarse del QC, dando paso a la diferenciacion celular. Por su parte, en la zona de
diferenciacion, las citocininas, que son otro tipo de hormonas, activan a SHORT
HYPOCOTYL 2 (SHY2), el cual a su vez reprime la expresion de algunos
transportadores de auxinas, PIN, de modo que cambia la distribucion de dichas
hormonas y se promueve la elongacion y la maduracion de las células (Bhalerao y
Bennett, 2003; Su et al, 2011; Blilou et al, 2005).

El gen MADS-box XAANTALZ2 (XAL2/AGL14), cuyo mutante xal2-2 presenta una
raiz corta, tiene una menor produccion celular y las células son de menor tamafo,
es regulado positivamente por auxinas, y a su vez regula positivamente a PIN1 y
PIN4. Por ello, el mutante xal2-2 presenta una distribucion mas amplia de auxinas
y una mayor cantidad de estas en la raiz, parecida a lo que se observa en mutantes
de PIN4 (Garay-Arrollo et al, 2013).

Otras hormonas importantes para el desarrollo de la raiz son las citocininas, que

son necesarias para procesos como la formacion y el mantenimiento de los



meristemos, la germinacion, la senescenciay la respuesta a patdgenos, entre otras.
Son reguladores importantes de la duracion del ciclo celular (Su et al, 2011). Se ha
visto que la disminucion de estas hormonas provoca un retraso en el desarrollo de
la parte aérea de la planta, asi como la reduccion del tamafio del meristemo aéreo
(Werner et al, 2003). En contraste, las raices crecen mas en ausencia de citocininas,
e incluso se forman mas raices laterales, y el meristemo se hace mas grande al
aumentar el nUmero de células en mitosis (loio et al, 2007; Werner et al, 2003). Esto
sugiere que las citocininas tienen funciones opuestas en la parte aérea y
subterrdnea de la planta; mientras que en el meristemo apical aéreo inducen la
proliferacion celular y el mantenimiento de las células indiferenciadas, en la raiz
inducen la diferenciacion celular (Su et al, 2011). Sin embargo, en ambos casos, la
interaccién entre las citocininas y las auxinas es antagonica (loio et al, 2007; Yanai
et al, 2005).

Otras hormonas que son importantes para el desarrollo de la raiz son las
giberelinas, las cuales inducen el crecimiento por proliferacion y elongacion celular.
Su funcion depende en parte de la presencia de auxinas transportadas desde la

parte aérea (Fu y Harberd, 2003).

El etileno participa en la maduracion de los frutos, la senescencia de las hojas y la
respuesta al estrés por patdgenos (Wen, 2014). Se ha demostrado que en presencia
de etileno las raices crecen menos, lo cual se debe a una disminucién del tamafio
de las células totalmente elongadas y no a alteraciones en la proliferacién celular
(Razicka et al, 2007). También se ha visto que puede disminuir la respuesta

gravitrépica, aunque no se conoce el mecanismo por el que lo hace (Ruzicka et al,
2007).

Regulacion molecular del meristemo apical de la raiz

La acumulacion de auxinas en el QC y el nicho de células troncales activa la
transcripcion de PLETHORAL (PLT1) y PLT2 (Aida et al, 2004). Estos genes actian

redundantemente en la raiz para mantener la identidad de las células troncales y el
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centro quiescente, asi como en mantener la correcta division de las células de la
columela. En los dobles mutantes de estos genes, se reduce drasticamente el
namero de células meristematicas y el tamafio de la raiz, precisamente debido a
defectos en el QC y las células troncales (Aida et al, 2004). Se sabe, ademas, que
PLT1 y PLT2 actian en paralelo conlos factores de transcripcion SCARECROW
(SCR) y SHORT ROOT (SHR), los cuales también son necesarios para mantener
la identidad del CQ y el nicho de células troncales y definir su posicion en la raiz,
asi como mantener el patrén radial de las células (Sabatini et al, 2003). De hecho,
SHR se acumula en el tejido provascular del embrién y regula positivamente a SCR.
Posteriormente, ambos actdan en conjunto para cumplir su funcién (Helariutta et al,
2000).

El gen RETINOBLASTOMA-RELATED (RBR), es homélogo al que se encuentra en
humanos, que fue descrito por primera vez como un supresor de tumores en la retina
(Wildwater et al, 2005), y se ha asociado con la restricciéon del nimero de células
troncales en la raiz. Su sobreexpresién causa que disminuya el nimero de células
troncales y también se arresta la mitosis de las células en division del meristemo
(Wildwater et al, 2005). Por otra parte, la disminucion de su expresion hace que
haya mas células troncales al retrasar la diferenciacion celular (Wildwater et al,
2005; Desvoyes et al, 2006). También se sabe que en el mutante de pérdida de
funcibn RBR se regulan positivamente los genes MADS-box SUPRESSOR OF
CONSTANS 1 (SOC1), AGAMOUS-LIKE 19 (AGL19) y XAANTAL2 (XAL2), y
negativamente XAL1 (Zluhan-Martinez, 2017).

Por su parte, XAL2 participa en el mantenimiento del patron espacial del QC, las
células troncales y las células de la columela; sin embargo, no actia en la
determinacién de la identidad del CQ, ya que los genes PLT1, SCR y WOX se
expresan normalmente en el mutante (Garay-Arrollo et al, 2013).
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Efecto del impedimento mecénico sobre el crecimiento de la raiz

Existen muchos factores ambientales que afectan el crecimiento de la raiz, tales
como la salinidad, la cantidad de agua, los nutrientes, la luz, el pH y la aeracién
(Versules et al, 2006; Silva-Navas et al, 2015; Armstrong, 1989). Un factor
importante del que se conoce relativamente poco es el impedimento mecanico que

imponen los componentes de los diferentes tipos de suelo.

Se han hecho diversos experimentos en los que se mide la resistencia que ofrecen
distintos tipos de suelo al crecimiento de la raiz, por ejemplo: compactando el
sustrato, o incrementando la cantidad del agua para aumentar la tensién del suelo
(Stolzy y Barley, 1968; Bengough y Mullins, 1990). Estos métodos, sin embargo,
hacen que disminuya la porosidad y/o aeracion del sustrato al colapsar, o llenar con
agua los espacios existentes entre las particulas del suelo, por lo que los efectos
observados en las raices podrian no deberse exclusivamente al impedimento

mecénico, sino a la hipoxia a la que se someten (Bengough y Mullins, 1990).

Debido a eso, se han probado otros sistemas con el fin de descartar que sean otros
factores los que estan afectando el crecimiento de la raiz. Por ejemplo, se introdujo
la raiz de plantas de maiz en una celda con perlitas de vidrio en un medio liquido
con buena aeracion, y se ejercio presion desde afuera con una membrana de hule
para que las perlas de vidrio se compactaran alrededor de la raiz (Fig. 2). Se
encontroé que, en presencia de impedimento mecénico, la raiz se hacia méas corta,
lo cual era aiin mas evidente si ademas se disminuia la concentracién de oxigeno
(Gill y Miller, 1956). También, gracias a este sistema, se encontré que cuando la
raiz se somete a un obstaculo que le ofrece resistencia, la proliferacion celular
disminuye dando como resultado un menor crecimiento de la raiz de plantas de

cebada, su ensanchamiento y que la punta se vuelva mas roma (Wilson et al, 1977).
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Figura 2. Sistema de crecimiento de plantas en una celda con bolitas de vidrio
(Ballotini) suspendidas en medio liquido. EI medio esta en constante movimiento,
por lo que hay una buena oxigenacion. Se ejerce presion con la membrana de hule,
compactando las bolitas de vidrio alrededor de la raiz (modificado de Bengough y
Mullins, 1990).

En otro experimento, se crecieron plantas de Arabidopsis en cajas de Petri con agar
colocadas horizontalmente y se us6 una membrana de diélisis sobre el medio para
impedir que la raiz lo penetrara. Esto provoco que la punta de la raiz estuviera en
constante estrés mecdanico al intentar doblarse hacia abajo (por el eje gravitatorio)
y se observé una disminucion en la zona de elongacion considerable, por lo que la
longitud total de la raiz fue menor que las raices crecidas sin tal estrés en placas
verticales (Fig. 3A). Asi mismo, los primordios de pelos radiculares aparecian mas
cerca de la punta de la raiz, pero el tamafio del meristemo no se vio afectado
(Okamoto et al, 2008). Es decir, que a diferencia del experimento realizado por
Wilson et al (1977) con cebada, en este caso se afecto la elongacion celular y no la
proliferacion. En el mismo sistema, usando las construcciones DR5:GUS vy
ASB1.GUS para analizar la respuesta de las plantas a auxinas y a etileno,
respectivamente, se encontrd que las raices expuestas al impedimento mecanico

tienen una respuesta mayor a ambas hormonas (Fig. 3B; Okamoto et al, 2008).
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Con anterioridad, se habia implicado al etileno en la respuesta al impedimento
mecanico, ya que el fenotipo de las raices tratadas con esta hormona, como el
engrosamiento radial, la reduccion en la tasa de elongacion de la raiz y una mayor
cantidad de pelos radiculares, es similar al observado por la presencia del
impedimento mecénico (Smith y Robertson, 1971). También se demostré que al
agregar el i6n plata Ag* (un inhibidor de la sintesis de etileno) a plantas de
Arabidopsis crecidas horizontalmente, éstas recuperaban su crecimiento normal
(Okamoto et al, 2008). Asi mismo, al utilizar el mutante ein2-1, resistente al etileno,
se determind que este es insensible al impedimento mecanico. Lo mismo ocurre con
aux1-7, el cual es resistente tanto al etileno como a las auxinas. En contraste, axr4-
2, resistente so6lo a auxinas, se comporta como las plantas silvestres al crecerlo en
presencia de impedimento mecanico (Okamoto et al, 2008). Esto sugiere que a
pesar de que ambas hormonas se inducen al crecer las plantas horizontalmente,
s6lo el etileno esta implicado en el fenotipo observado.
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Figura 3. El impedimento mecénico afecta la elongaciéon celular en la raiz de
Arabidopsis. A) La longitud de las raices y el tamafio de las células es menor en
plantas crecidas en placas horizontales (negro), mientras que el diametro de la raiz
se incrementa con mayor impedimento mecanico, que las crecidas verticalmente
(blanco). B) La expresion de DR5:GUS (reportero de la respuesta a auxinas) y
ASB1.GUS (reportero de la respuesta a etileno) aumenta cuando se crecen
horizontalmente, en comparacion con las plantas crecidas de forma vertical
(modificado de Okamoto, et al, 2008).
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Recientemente, Yan y colaboradores (2017) crecieron plantas de Arabidopsis en las
que las raices intentaban penetrar 2 60 3 fases de medio con diferentes
concentraciones de phytagel, que iban de 0.6% a 2%. Demostraron que existe una
relacion inversamente lineal entre la longitud relativa de la raiz y la concentracién
de phytagel, probablemente debida a que la fuerza que ejerce la raiz para penetrar
el medio es mayor cuanto mas phytagel tiene éste, lo que hace que la planta se

estrese y no pueda crecer normalmente (Yan et al, 2017).

En un estudio hecho con plantas de chicharo (Pisum sativum) crecidas en tierra, se
vio que las células de la punta de la raiz ajustan su potencial osmotico
disminuyéndolo hasta un 70% en presencia de un impedimento mecanico, como un
efecto compensatorio de la presion que ejerce el sustrato desde afuera de la raiz,
lo que hace que disminuya la elongacion (Greacen y Oh, 1972). También se sabe,
por experimentos hechos con plantas de maiz crecidas en sustrato compactado,
que la cofia de la raiz es importante para el crecimiento, ya que en las plantas a las
que se les quito la cofia, la raiz crecié la mitad de lo que lo hizo en plantas sin tratar.
Mientras que, en suelo sin compactar, las raices sin cofia crecieron igual que los
controles (Bengough y McKenzie, 1997). Se piensa que dicho fenémeno se debe a
gue la cofiay el mucilago facilitan la penetracion de la raiz en el sustrato al disminuir
la fricciobn (Bengough et al, 2005). Asi mismo, se han crecido diferentes plantas en
sistemas hidroponicos para eliminar cualquier impedimento mecénico, incluida
Arabidopsis, de la que se ha reportado que su raiz crece mas en hidroponia que en

medio solido con agar (Toda et al, 1999).

Aunque todavia existe poca informacién sobre los mecanismos moleculares que
participan en el crecimiento de la raiz en respuesta al impedimento mecéanico, a

continuacion, se describe lo que se conoce.

Genes implicados en la respuesta al impedimento mecéanico

Los genes TOUCH-INDUCED (TCH) codifican proteinas de diferentes tipos y se

descubrieron después de hacer un tamizado para detectar diferentes mRNA cuya
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expresion se induce al rociar las plantas de Arabidopsis con agua (Braam y Davis,
1990). Estos genes son regulados positivamente en Arabidopsis por estimulos
como el roce con un objeto, el viento, el contacto con el agua, la obscuridad y los

cambios drasticos de temperatura (Braam y Davis, 1990).

Algunos de ellos también son regulados por auxinas y brasinoesteroides y su
induccién estd mediada por fluctuaciones en los niveles de Ca?* citoplasmatico en
respuesta a diferentes estimulos. TCH1, por ejemplo, codifica una calmodulina
(CAM) que actlla como receptor del Ca?* (Braam et al, 1996). Se sabe que los
factores que inducen la expresion de los genes TCH, como la estimulacion
mecanica y el choque por frio o calor, también estimulan el incremento de Ca?* en
la célula. Sin mencionar que al agregar un quelante del i6n calcio como el EGTA o
BAPTA, se inhibe la expresion de estos genes (Polisensky y Braam 1996).

Los alelos mutantes en TCH2 o CALMODULIN-LIKE24 (CML24), cml24-2 y cml24-
4, presentan raices cortas con desviacion del crecimiento a la derecha o izquierda,
respectivamente. En ambos mutantes se encontrd0 que esto se debe a cierta
inclinacién en la orientacion de los microtibulos que repercute en alteraciones en la
rotacion de las filas de células epidérmicas (CFR), cuando se crecen las plantas en
placas verticales con medio sélido. Sin embargo, al crecer los mutantes en medio
liquido, se vio que se suprimian todos los fenotipos; las raices crecian igual que las
silvestres y los defectos en CFR desaparecian (Wang et al, 2011). Es interesante
que la raiz de estas plantas mutantes es incapaz de responder correctamente ante
una barrera fisica, como la presencia de un vidrio. Todo esto sugiere, por lo tanto,
que CML24 tiene un papel en la regulacién de la orientacion de los microtibulos del
citoesqueleto en respuesta a la friccion y/o al impedimento mecénico (Wang et al,
2011).

Por otra parte, TCH4, es una endotransglucosidasa del xiloglucano (XET). El
xiloglucano es un componente de la pared celular que afecta su estructura
modificando la flexibilidad, la fuerza e integridad (Braam et al, 1996). TCH4 es
regulado positivamente por la estimulacion mecanica en la raiz de Arabidopsis y su

induccion provoca un decremento en la elongacion celular (Braam y Davis, 1990).
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Mas tarde también se descubrié que TCH4 es regulado positivamente por auxinas
y brasinoesteroides y que se expresa principalmente en regiones de la planta en las
gue ocurre expansion celular, lo cual parece contradecir lo que ya se sabia, pero
podria indicar que actia de forma diferente dependiendo de las circunstancias;
haciendo que la pared celular se haga mas rigida en respuesta a un estimulo fisico,

o volviéndola mas flexible en células en elongacion (Braam et al, 1996).

De lo que se sabe se puede intuir entonces que la respuesta al impedimento
mecanico incluye proteinas relacionadas con el citoesqueleto y la estructura de la
pared celular, que estas repercuten en la elongacion celular y que su regulacion
estd mediada por el Ca?* intracelular y algunas hormonas, como las auxinas y los

brasinoesteroides que, a su vez, se sabe que participan en este proceso.

Antecedentes

XAANTAL1 (XAL1/AGL12) es un gen perteneciente a la familia de factores
transcripcionales MADS-box presentes tanto en animales como en plantas
(Smaczniak et al, 2012). Este tipo de factores transcripcionales participan en
muchos procesos de desarrollo. En animales se sabe que son importantes para la
diferenciacion de las células del masculo esquelético y de las células neuronales,
asi como en el correcto desarrollo del sistema vascular, por citar algunos ejemplos
(Yu etal, 1992; Lin et al, 1998; Ikeshimaa et al, 1995). En el caso de las plantas son
importantes a lo largo de su ciclo de vida en procesos como el desarrollo de la raiz,
la transicion a la floracion y la identidad de los érganos florales (Alvarez-Buylla et al,
2010; Smaczniak et al, 2012).

XAL1 se expresa predominantemente en el floema de la raiz. Mutantes no
funcionales en este gen presentan un fenotipo de raiz corta comparado con las
plantas silvestres, cuando se crecen en placas con medio sélido, debido a una
menor proliferacion celular y una mayor duracion del ciclo celular (Tapia-Lopez et
al, 2008; Garcia-Cruz et al, 2016). En contraste, la linea sobreexpresora de XAL1,

tiene un meristemo mas grande que el de las plantas silvestres y los pelos
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radiculares aparecen mas alejados de la punta de la raiz (Garcia-Cruz et al, 2016).
Ademas, las células completamente elongadas de xall-2 son de menor tamafio que
las silvestres, debido a que transitan a las zonas de elongacion y diferenciacion mas
rapidamente. En cuanto a las células totalmente diferenciadas, que normalmente
presentan ploidias mayores a las inmaduras, se pensararia que su ploidia
aumentaria aun mas al entrar prematuramente al ciclo de endorreplicacién en el
mutante; sin embargo, su ploidia se vio disminuida en xall-2, lo cual sugiere que
XAL1 también es necesario para el mantenimiento de ploidias altas en las células
de la raiz (Garcia-Cruz et al, 2016).

Asi mismo, se comprobo que en xall-2, la expresion de diversos componentes del
ciclo celular, como CYCD3, CDKB1 y CYCB1 se encuentra disminuida; sin
embargo, otros componentes como CYCA2 y CDKA no estéan afectados. Por otra
parte, la expresion de RBR, el cual inhibe la acumulacion del mensajero de XAL1,
es mayor en el mutante xall-2 (Zluhan-Martinez, 2017). Por lo que es posible que
la regulacién de algunos componentes del ciclo celular por XAL1 sea la razon de

una menor proliferacion celular en el mutante (Garcia-Cruz et al, 2016).

Las auxinas inducen la expresién de XAL1 y este, a su vez, es un regulador positivo
de PLT1, lo que indica que XAL1 podria ser un mediador entre la regulacién de las
auxinas y la proliferacién celular en la raiz de Arabidopsis (Tapia-Lépez et al, 2008;
Garcia-Cruz et al, 2016).

Generalmente, Arabidopsis se crece in vitro bajo condiciones estandar que son
aceptadas internacionalmente. Sin embargo, estas condiciones tienen diferencias
importantes con las naturales. Los medios que normalmente se utilizan son ricos en
nutrientes, se les adiciona sacarosa y las raices estan expuestas a la luz, ademas
de que se crecen sobre superficies solidas homogéneas. Es importante hacer notar
gue, aunque estos sistemas han sido de gran ayuda en el avance del conocimiento
sobre el desarrollo de las plantas, no necesariamente afectan de igual forma a una
planta silvestre que a un mutante. Por lo tanto, para conocer la plasticidad de las

plantas y el papel de los genes bajo estudio, se tendrian que utilizar diferentes
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condiciones de crecimiento a las que comunmente se utilizan (Martinez-Salazar,
2016).

Asi, se encontré que cuando se crece el mutante xall-2 en medio liquido, la raiz es
capaz de crecer casi el doble de lo que crece en placas verticales (Fig. 4A) y que,
mientras en medio solido (1% de agar) el RAM de xall-2 tiene un 61% del tamafio
del RAM de las raices silvestres, en hidroponia puede alcanzar un 90.9%. Asi
mismo, se observé un incremento en el nimero de células que lo conforman (Fig.
4B; Martinez-Salazar, 2016). En el mismo trabajo (Martinez-Salazar, 2016), se
concluyo que el cambio de un medio sélido a uno liquido era el factor determinante,
puesto que no se observaron diferencias significativas al variar la luz y/o la

sacarosa.

Aln guedan otras alternativas y preguntas por resolver, ya que los sistemas
comparados son muy diferentes en cuanto a la oxigenacion y las rosetas de las
plantas crecen mucho mas en hidroponia que en placa, lo que podria estar
influenciando en el tamafio de las raices, ya sea mediante el transporte de

carbohidratos o de auxinas desde la parte aérea (Martinez-Salazar, 2016).
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Figura 4. La longitud de la raiz y el tamafio del meristemo aumentan en plantas xall-
2 crecidas en medio liquido. A) Fotografia de plantas silvestres y xall-2 crecidas en
medio sélido en placa y en pozos con medio liquido en agitacion a 5 dias post-
germinacion (dpg). B) La grafica de la izquierda muestra el tamafio que tiene el RAM
de las raices silvestres (azul obscuro) y xall-2 (azul claro) a los 5 dpg, crecidas en
el sistema de hidroponia (SH) y en el sistema de crecimiento en placa (SCP), y la
grafica de la derecha muestra el numero de células presentes en el meristemo de
las mismas plantas (Martinez-Salazar 2016).
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Hipotesis
En ausencia de impedimento mecanico, la raiz del mutante xall-2 recupera

parcialmente su crecimiento al aumentar la proliferacion celular y su respuesta a las

auxinas en el meristemo.

Objetivo general

Analizar el efecto del impedimento mecanico en la proliferacion y elongacion celular

en plantas silvestres y xall-2.

Objetivos particulares

e Desarrollar un sistema que permita alterar la resistencia del medio a la
penetracion de la raiz sin modificar otros factores.

e Comparar la longitud de las raices de las plantas silvestres y xall-2 creciéndolas
en diferentes concentraciones de agar.

e Comparar el tamafio del RAM y la zona de elongacion de las raices crecidas en
las distintas concentraciones de agar entre las plantas silvestres y xall-2.

e Establecer si el incremento en el tamafio de las raices crecidas en medio liquido
se debe a un aumento en la respuesta a las auxinas.

e Analizar la proliferacion celular mediante el marcador CYCB1:GUS en medio
sélido y liquido.

e Expresar la proteina fluorescente mCherry en plantas xall-2 para poder
visualizar el crecimiento de su raiz en tierra utilizando un sistema de microscopia

de fluoresencia.
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Materiales y métodos

Lineas de plantas

Las plantas silvestres y el mutante xall-2 (Tapia-Lopez et al, 2008) se encuentran
en el fondo Columbia-0 (Col-0). Para analizar la respuesta a las auxinas se utilizaron
las lineas DR5:GUS (Ulmasov et al, 1997) y DR5:GUS/xall-2 (Tapia-Lopez et al,
2008) y como marcador de mitosis se utilizaron las lineas CYCB1:GUS (Col6n-
Carmona et al, 1999) y CYCB1:GUS/xall-2 (Garcia-Cruz et al, 2016). Ademas, en

este trabajo se generd la linea mCherry/xall-2 como mas adelante se describira.

Medios de cultivo y crecimiento de las plantas

Para todos los experimentos, las semillas se desinfectaron lavandolas en una
solucion de hipoclorito de sodio al 60% y Tween 20 al 0.005% durante 5 minutos en
agitacion y 3 lavados con agua bidestilada estéril. Posteriormente, se les agregé
agarosa liquida al 0.3% estéril y se estratificaron a 4°C durante 3 dias.

Una vez desinfectadas y estratificadas, las semillas se sembraron en medio
Murashige-Skooge (MS; Murashige y Skoog, 1962) al 0.2X con sacarosa al 1% y
pH 5.6 (ajustado con KOH 1N).

Las plantas se crecieron en una camara de cultivo (Percival) a 22°C con un
fotoperiodo de dia largo (16 h luz:8 h oscuridad). Para el cultivo de plantas sobre
medio sélido se utilizaron cajas de Petri (12 x 12 x 1 cm) con 80 mL de medio MS
0.2X, sacarosa al 1% y agar al 1% (Fig. 5). Se sembraron 12 semillas por placa,

generalmente poniendo 1 placa por cada genotipo.
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Figura 5. Sistema de cultivo en cajas de Petri en las que se utilizé el agar a una
concentracion del 1%.

Para el analisis de las raices en medio liquido con agitacién, las semillas se
colocaron en 3 mL de medio MS al 0.2X, ya sea sin agar o con agar al 0.2%, en
cajas de cultivo de 6 pozos (Fig. 6). En cada pozo se sembraron de 1 a 3 semillas,
dependiendo del experimento, y las cajas se pusieron en un agitador orbital a 450

rpm.
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Figura 6. Sistema de cultivo in vitro en medio MS 0.2X liquido con agitacion.

Estandarizacion de un sistema de crecimiento con diferentes concentraciones de

agar

Se probaron tres sistemas diferentes para sembrar las plantas en diferentes
concentraciones de agar que iban del 0% al 1%. Primero se probaron tubos de vidrio
(0.5 cm de didmetro) y tubos de ensayo (1 cm de diametro) rellenos con medio MS
0.2X y agar. Sin embargo, se descarté este método porque no crecieron bien las
plantas. Entonces se utilizaron frascos de cultivo in vitro (de 200 ml) con 100 mL de
MS 0.2X a los que se agregaron 5 concentraciones diferentes de agar: 0.8, 0.6, 0.4,
0.2 y 0%.

En el caso del medio con agar al 0.8%, 0.6% y 0.4% fue necesario cortar el medio
primeramente en cubos de 5 x 5 x 5 mm (usando una cuadricula bajo una caja de
Petri como guia), ya que la raiz de Arabidopsis era incapaz de penetrarlo y un
namero importante de plantas moria. Ademas, esto permitia una mayor oxigenaciéon
de las raices. Aun asi, la mayoria de las plantas crecidas en el medio con 0.8% de
agar murieron a los pocos dias de sembradas, por lo que se descartd esta

concentracion y, por lo mismo, tampoco se probo el sistema con 1% de agar.

En general se sembraron de tres a cinco semillas en la pared del recipiente,

aproximadamente 5 mm por encima del medio, usando la misma agarosa en la que
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se estratificaron las semillas; esto para evitar que se hundieran en el medio liquido.
Las que de todas formas se hundieron fueron descartadas y no se tomaron en
cuenta para las mediciones. En cada réplica biologica se comparo el crecimiento de
15 plantas silvestres y 15 xall-2 de cada una de las concentraciones de agar, con
12 plantas de ambos genotipos sembradas con medio MS 0.2X y agar al 1%. Se

hicieron 3 réplicas biolégicas por cada concentracion.

Tincién de pseudo-Schiff

Para visualizar mejor las células del RAM para posteriores analisis al microscopio,
las raices se tifieron con el método de pseudo-Schiff (Pickett-Heaps, 1968;

Dubrovsky et al., 2009) como se describe a continuacion.

Las raices se fijaron en una solucién de etanol al 50% y acido acético al 10% por 12
horas. Al dia siguiente, se les hicieron tres lavados con agua bidestilada antes de
sumergirlas en acido peryodico al 1%, a 37 °C, por 40 min. Se hizo otro lavado con
agua y se dejaron en el reactivo de Schiff (metabisulfito de sodio 100 mM, &cido
clorhidrico 0.15 N y yoduro de propidio 100 pg/mL) por aproximadamente 2 h. Una
vez tefiidas las raices, se enjuagaron y se aclararon con una solucién de glicerol al
30% y dimetil sulfoxido (DMSO) al 2%. Al cabo de 24 — 36 h, las plantas se colocaron

en un portaobjetos con una solucion de yoduro de sodio 2.4 mM en glicerol al 65%.

Cuantificacion celular de las raices

Para determinar el tamafio de las raices, las plantas crecidas en los frascos o en
medio liquido se colocaron en placas con medio sélido y, en conjunto con las
crecidas directamente en placa, se escanearon. Luego se utilizé el programa

ImageJ para medir cada una de las raices.

Para determinar el tamafio del meristemo, sus dos dominios y la zona de
elongacion, se obtuvieron imagenes consecutivas de las raices tefiidas con la

técnica de pseudo-Schift usando un microscopio oOptico Olympus BX6, con
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iluminacién de Nomarski (Nomarski, 1955). Se midié cada célula del cértex a partir
del QC hasta el primer primordio de pelo radicular de abajo hacia arriba y los datos
se procesaron con el programa Multiple Structural Change Algorithm for analysis of

cell length profiles in roots (Pacheco-Escobedo et al, 2016).

Asi mismo, para conocer el tamafo final de las células en la zona de diferenciacion,
se obtuvieron imagenes de las raices de plantas silvestres y mutantes, crecidas en
placa y en frascos con medio sin agar, desde el primer primordio de pelo radicular
hasta 15 células del cértex hacia la base de la raiz. Las primeras cinco células no
se tomaron en cuenta, ya que sus tamafos eran muy variables, y el promedio de la
longitud de las células diferenciadas se obtuvo de las siguientes diez células en

cada planta.

Los datos obtenidos se analizaron usando un ANOVA de dos vias y la prueba de

comparaciones multiples de Tuckey con el programa GraphPad Prism 7.

Analisis de expresion de DR5:GUS y CYCBL1;1:GUS mediante la reaccion de 3-
glucoronidasa

Las plantas silvestres y mutantes xall-2 con los marcadores DR5:GUS se
sembraron en medio liquido con agitacion y en placa con agar al 1%, mientras que
las que llevaban CYCB1;1:GUS se crecieron en placay en frascos con medio liquido
sin agar. Posteriormente, las plantas se sumergieron en acetona y se dejaron media
hora a -20°C. Luego, se cambiaron a la solucién | de prelavado [amortiguador de
fosfatos 50 mM, pH 7.2, ferri-(KsFe(CN)es) y ferrocianuro potasico (KsFe(CN)s),
ambos a 0.5 mM], por 15 min en hielo. Se pasaron a la solucién Il (solucién | més
EDTA 2 mM) y se aplicé vacio por 25 min. Después, se colocaron en la solucion |l
adicionada con x-Gluc 1 mM y Tritdn X-100 al 0.5%. Para el caso de DR5:GUS, las
plantas se mantuvieron a temperatura ambiente y la reaccion de detuvo a los 45-60
min. Para CYCB1;1:GUS las pantas también se mantuvieron a temperatura
ambiente y la reaccién de detuvo a las 23 h. Para detener la reaccién las plantas se

dejaron en una solucién de glicerol al 30% con DMSO al 2% por alrededor de 36 h.
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Las raices se aclararon con Nal 2.4 mM més glicerol al 65% antes de ser analizadas

bajo el microscopio.

Generacion de la linea mCherry/xall

Para obtener el doble homocigoto mCherry/xall, se cruzaron plantas de xall-2 con
la linea mCherry, que expresa la proteina mCherry bajo el promotor 35S, y es
luminiscente con luz UV (Rellan-Alvarez et al, 2015). Las plantas de xall-2 se
emascularon y se fecundaron con el polen de las plantas mCherry y las semillas F1
se sembraron en placay se observé que su fenotipo fuera silvestre. Se trasplantaron
a tierra 'y se obtuvieron las semillas F2; se sembraron 50 de estas y las plantulas se
observaron al microscopio usando la ldmpara de fluorescencia y el filtro rojo PI. Se
seleccionaron solo aquellas plantas que presentaban tanto fenotipo de raiz corta
como fluorescencia. Luego se sembraron 20 semillas de cada una de las lineas F3
y se vio si todas las hijas presentaban raiz corta y fluorescencia, pero esta ultima
seguia segregando. Se repitid la seleccién con algunas plantas de la F4 vy
finalmente, se obtuvieron 5 lineas de xall-2 (2.1.1; 2.1.2; 2.1.5; 2.1.6 y 2.1.7) 100%

luminiscentes.

Resultados

El tamafio de las raices de las plantas silvestres y de xall-2 se incrementa al

disminuir la concentracion del agar

Como ya se menciond, el mutante xall-2 crece mas lentamente que las plantas
silvestres cuando se siembra en placas verticales (Tapia-Lopez et al, 2008). Sin
embargo, cuando se crece en medio liquido, recupera parcialmente su crecimiento
(Martinez-Salazar, 2016). Aunque este resultado es claro, la diferencia entre los
sistemas implica cambios en diferentes factores, tales como la capacidad de
absorcion de la raiz, que puede ser diferente entre el medio solido y el liquido, o el
tamafio de la parte aérea de la planta, que es menor en medio liquido con agitacion

en comparacion con las plantas en placa. La aeracion del medio resulta fundamental
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cuando las plantas crecen en liquido, ya que las hojas se sumergen continuamente
y, ademas, el transporte de auxinas y el gravitropismo se ven afectados cuando las
plantas se ponen en agitacion. Por todo esto, se decidio establecer un sistema que
permitiera demostrar que efectivamente es el impedimento mecanico lo que afecta

diferencialmente el crecimiento de las raices silvestres y del mutante xall-2.

Después de probar varios sistemas de crecimiento para Arabidopsis (ver materiales
y métodos), se opto por el cultivo de las plantas en frascos de cultivo in vitro para
asi comparar el efecto del impedimento mecanico. Originalmente se planted utilizar
diferentes concentraciones de agar, desde 0% hasta 1%, ya que en las placas con
medio solido el agar esta al 1%; sin embargo, al 0.8% de agar las plantulas morian
poco después de germinar. Debido a esto, no se utilizaron concentraciones mayores
a 0.6% de agar, concentracion a la cual aun se detenia el crecimiento de las raices,
por lo que se decidié cortar el medio, tanto en agar al 0.6% como al 0.4%, en
pequefios cubos de forma que se generaran intersticios por donde pudiera pasar el
aire y las raices. De esta forma, se crecieron las plantas silvestres y de xall-2 en
0.6%, 0.4%, 0.2% y 0.0% de agar (Fig. 7) y se compard su crecimiento con las

plantas crecidas simultaneamente en placas verticales con agar al 1% (Fig. 5).

Agar 0.6% Agar 0.4% Agar 0.2% Agar 0%

Figura 7. Frascos con medio MS 0.2X a diferentes concentraciones de agar.

En el sistema de crecimiento en frascos se observé que conforme disminuye la

concentracion del agar, tanto las plantas silvestres como las xall-2 presentaron una
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mayor longitud de la raiz. También se encontré que la longitud de la raiz de las
plantas silvestres disminuye considerablemente al crecerlas en agar al 0.6%, con
respecto a su longitud en placa, y que se recupera parcialmente al bajar la
concentracion de agar (Fig. 8). En xall-2 también se ve una disminucién en el
tamafio de la raiz de las plantas crecidas en 0.6 y 0.4% de agar, pero al crecerlas
en agar al 0.2% o 0.0%, su longitud aumenta significativamente y llega a ser incluso
mayor a la que tienen en placa (Fig. 8), aunque nunca llega a alcanzar la longitud

de las plantas silvestres.

Cabe resaltar que, aunque los datos obtenidos en el sistema de frascos no son
totalmente comparables con los de placa, debido a que son sistemas diferentes y
por lo tanto hay condiciones, como la luz y la oxigenacién, que varian entre ellos,
es importante hacer esta comparacion para darnos una idea de cémo es el
crecimiento de ambos genotipos en el sistema de frascos con respecto a las

condiciones utilizadas normalmente.

En la Tabla 1 se muestran los porcentajes del tamafio de las raices de ambos
genotipos con respecto a si mismos en placa. Como se puede ver, a las plantas
silvestres les afecta en mayor medida el crecer dentro del medio que a las plantas
xall-2, mientras que estas Ultimas son resistentes a esta condicion, especialmente

cuando se quita el agar y llegan a crecer mas de lo que crecen en placa.
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A
WT xall-2 WT xall-2 WT xall-2 WT xal1-2 WT xall-2

Agar 1% Agar 0.6% Agar 0.4% Agar 0.2% Agar 0%
Placa Frascos

w oA 0
S T 9

Longitud de la raiz principal (mm)
N
o

Agar1% Agar06% Agar0.4% Agar0.2% Agar 0%

Placa Frascos

Figura 8. Crecimiento de plantas WT y mutantes en diferentes concentraciones de
agar A) Plantas WT y xall-2 a los 5 dias post-germinacion (dpg) B) Longitud de las
raices de las plantas en A. Las letras diferentes indican una diferencia significativa
con una p<0.001 y letras iguales indican que no hay diferencia entre las medias
después de utilizar la prueba estadistica de Tuckey, y se hicieron de 2 a 3 réplicas
biolégicas para cada concentracion. Para cada columna se muestra el promedio y
la n utilizada. Las barras corresponden al error estandar.
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Tabla 1. Porcentaje del tamafio de la raiz de las plantas silvestres y xall en
diferentes concentraciones de agar crecidas en frascos con respecto al tamafio de
si mismos en placa, que se consideré como el 100%.

Placa Agar1% | Agar 0.6% Agar 0.4% Agar 0.2% Agar 0%

100% 40.62% 54.26% 71.01% 78.42%
xall-2 100% 65.15% 86.53% 120.30% 127.02%

El tamafio del meristemo apical de la raiz se incrementa al disminuir la

concentracion del agar

Una vez corroborado que la raiz del mutante efectivamente crecia mas en medio
liquido y con agar al 0.2% en comparacion con el medio sdlido de placa, se decidi6
investigar a qué se debia el incremento en la longitud de la raiz. Primero se analizé
el tamafio del meristemo debido a que en un estudio previo se establece que el
meristemo de las raices de xall-2 crecidas en hidroponia es mas grande que el de
las cultivadas en placa (Martinez-Salazar, 2016). Para ello se utilizaron las mismas
raices de las plantas crecidas en los frascos con distintas concentraciones de agar
y se tifieron con el método de pseudo-Schiff para asi cuantificar las células de su
meristemo. Es importante sefialar que no se observaron alteraciones morfoldgicas
obvias en la raiz de las plantas crecidas en el sistema de frascos, en ninguna de las

concentraciones de agar (Fig. 9A).

Cuando se midid la longitud total del meristemo, que abarca desde el QC hasta el
inicio de la zona de elongacion (Fig. 1), se encontré que el tamafio del meristemo
de las plantas silvestres disminuye drasticamente en el sistema de frascos con agar
al 0.6%, 0.4% y 0.2% en comparacion con el meristemo de estas plantas crecidas
en placa. De manera contrastante, el meristemo de las raices del mutante xall-2 no
se vio afectado significativamente bajo estas condiciones. Asi mismo, si se compara
el tamafio del meristemo de las plantas mutantes y silvestres, al crecerlas en dichas
condiciones, no existen diferencias significativas entre ellas. Por otro lado, en medio
con agar al 0.0% ambas tienen un meristemo mas grande en comparacion con las
otras concentraciones, y el de xall-2 incluso llega a ser significativamente mas

grande que en placa (Fig. 9Ay B).
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Al cuantificar el namero de células del meristemo, se observo un incremento
significativo en el promedio del nimero de células presentes en el meristemo apical
de la raiz en ambos genotipos conforme se disminuye la concentracion de agar en
el sistema de frascos (Fig. 9C). El genotipo silvestre incluso llega a tener
aproximadamente el mismo numero de células en el meristemo al crecerlo en medio
sin agar que el que presenta en placa. Asi mismo, cabe resaltar que el nimero de
células del meristemo de xall-2 en 0.2% y 0.0% de agar rebasa considerablemente
al de las plantas crecidas en placa, llegando a ser casi el mismo que el de las plantas
silvestres (Fig. 9C), lo que sugiere que la ausencia del impedimento fisico promueve
una mayor proliferacion celular en xall-2, pero que estas células son de menor
tamafio, de modo que el tamafio del meristemo se mantiene relativamente

constante.
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Placa Frascos
Agar 1% Agar 0.6% Agar 0.4% Agar 0.2% Agar 0%
xall-2 xall-2 WT xal1-2 xal1-2
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B xall-2
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Agar1% Agar0.6% Agar04% Agar02% Agar0% Agar1% Agar06% Agar04% Agar02% Agar0%
Placa Frascos Placa Frascos

Figura 9. Longitud y nimero de células en el meristemo de plantas WT (naranja) y
xall-2 (azul) de 5 dpg A) Imagenes del meristemo de plantas sembradas en distintas
concentraciones de agar. Las flechas negras indican donde termina el meristemo.
B) Longitud del RAM en um. C) Numero de células del RAM. Se utilizé una prueba

de Tuckey y una p<0.001, y se hicieron de 2 a 3 réplicas biolégicas para cada
concentracion.

Cuando se midi6 por separado el tamafio de los dos dominios que componen el
meristemo (Fig.1; Ivanov y Dubrovsky, 2013), se encontré que la longitud del
dominio de proliferacién de las plantas silvestres es significativamente menor en el
sistema de frascos que en placa, y no varia significativamente entre las distintas
concentraciones de agar; solo se incrementa en ausencia completa de éste. En

cuanto al dominio de transicién, su numero de células se mantiene sin diferencias
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significativas en ambos genotipos en todas las concentraciones de agar, pero en las
plantas silvestres su longitud disminuye en el sistema de frascos con respecto a lo

gue presenta en placa, y no se recupera ni en agar al 0.0% (Fig. 10C y D).

Es importante resaltar que las plantas silvestres alcanzan a tener el mismo nimero
de células en el dominio de proliferacion al crecerlas en el medio sin agar que en
placa, indicando que la disminucion en el crecimiento de la raiz que se aprecia en
la Figura 8 no se debe a una menor produccion de células, sino, al menos en parte,
a la disminucién observada en la longitud del dominio de transicion, la cual es debida

a una menor elongacion celular, ya que el nimero de células no cambia.

Por otro lado, en xall-2 hay un aumento significativo en la longitud y el nimero de
células del dominio de proliferacion a partir de 0.4% de agar conforme se disminuye
la concentracion de agar (Fig. 10A y B), de forma que el mutante llega a tener casi
la misma cantidad de células en el dominio de proliferacion que las plantas silvestres
al crecerlas sin agar, lo que explica el aumento observado en la longitud de su raiz

en ausencia de impedimento mecanico (Fig. 8B).

Estos resultados sugieren que la proliferacion en xall-2 se incrementa al quitar el

impedimento mecénico.
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Figura 10. Longitud y numero de células de los dominios de proliferacion y transicion
celular de plantas WT (naranja) y mutantes (azul) de 5 dpg A) Tamafio del dominio
de proliferacion en um. B) Numero de células del dominio de proliferacién C)
Longitud del dominio de transicidon en um y D) Numero de células del dominio de
transicion. Se utilizé una prueba de Tuckey y una p<0.001, y se hicieron de 2 a 3
réplicas biolégicas para cada concentracion.

La elongacioén celular no presenta un incremento proporcional a la disminucion del

impedimento mecénico

Existe evidencia de que el impedimento fisico afecta la elongacion celular (Okamoto,
et al, 2008), por lo que es posible que al disminuir el agar en el medio se
incrementara la elongaciéon, ademas de la proliferacion celular, en xall-2. Sin
embargo, cuando se midio la zona de elongacion de la raiz, se encontré que su
longitud es significativamente menor en plantas de ambos genotipos, aunque la
diferencia es mas marcada en las plantas silvestres, crecidas en frascos con
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respecto a las de placa (Fig. 11). Pero resulta interesante que a 0.6%, 0.4% y 0.2%
de agar no se encontraron diferencias significativas entre las raices silvestres y xall-
2. En las plantas silvestres, en agar al 0%, la zona de elongacién es mas grande,
pero presenta un tamafio menor con respecto a si mismo en placas. En cambio, en
el mutante, a 0.0% de agar, tiene un tamafio similar al de las plantas crecidas en

placas.

Estos resultados apoyan lo datos antes descritos (Figs. 9 y 10) que muestran que
el aumento en la longitud de la raiz de xall-2 a 0.2 y 0.0% de agar se debe a un
incremento en la proliferacion celular, el cual parece ser suficiente para compensar
la disminucion que presenta en la longitud de su zona de elongacion (Fig. 11). Por
otra parte, la disminucion de la longitud de la raiz de plantas silvestres en todas las
concentraciones se debe principalmente a una menor elongacién celular, aunque

también existe una disminucién en la proliferacion en 0.6%, 0.4% y 0.2% de agar.
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Agar 1% Agar 0.6% Agar 0.4% Agar0.2% Agar 0%
Placa Frascos

Figura 11. Longitud de la a zona de elongacion (EZ) en um en ambos genotipos (5
dpg). El tamafio de la zona de elongacion del WT (naranja) y xall-2 (azul)
sembradas en los frascos con diferentes concentraciones de agar es similar entre
si, a diferencia de la EZ de las plantas silvestres crecidas en placa. Se utilizé una
prueba de Tuckey y una p<0.001, y se hicieron de 2 a 3 réplicas biologicas para
cada concentracion.
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De igual manera se midieron las células totalmente elongadas de plantas silvestres
y mutantes sembradas en placa y en frascos con medio sin agar. Como se observa
en la Fig. 12, el tamafio de las células totalmente elongadas del silvestre es
significativamente menor en agar 0% que en placa, mientras que xall-2 se mantiene
igual en ambos sistemas, confirmando una vez mas que lo que hace mayor la
longitud de las raices de xall-2 crecidas en medio liquido es esencialmente la

proliferacion celular.
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Figura 12. Longitud de las células totalmente elongadas de plantas WT (haranja) y
xall-2 (azul) de 5 dpg. Las células de xall-2 tienen el mismo tamafio en placa que
en los frascos con liquido, mientras que las células WT tienen un tamafo
significativamente menor al crecer en frascos con respecto a placa. Se utilizé una
prueba de Tuckey y una p<0.001, y se hicieron 2 réplicas biolégicas para cada
concentracion.

La expresion de CYCB1;1:GUS se mantiene igual en medio liquido

CYCB1;1:GUS es un marcador de division celular, que tiene el promotor de la ciclina
B1, asi como su caja de destruccién, fusionados al gen de la R-glucorinadasa.
CYCB1 se expresa en la transicibn G2/M del ciclo celular y se degrada al terminar
la mitosis (Col6n-Carmona et al, 1999). En este trabajo se analiz6 la expresion de
este marcador en las plantas silvestres y en mutantes xall-2 crecidas en frascos,

en medio sin agar, y se comparo con la expresion en las crecidas en placa.
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Como se puede ver en la Fig. 13, tanto en plantas silvestres como mutantes, el
namero de células que expresan CYCB1;1::GUS parece mantenerse igual en medio
sin agar con respecto a la placa, aunque su coloracion fue menos intensa y su
distribucion fue mas amplia. Este resultado no refleja lo observado a partir de las
cuantificaciones celulares, ya que se esperaba que hubiera mas células de xall-2
gue expresaran el marcador en las raices de las plantas crecidas en liquido en
comparacion con las de placa. Sin embargo, es posible que, como las raices crecen
embebidas en el medio, se reprima en cierta medida la expresion de CYCB1 debido

a otros factores, como la oxigenacion.
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Figura 13. Expresion de CYCB1;1::GUS en las plantas silvestres y en xall-2. La
expresion observada es similar en placa y en medio liquido consigo mismas, aunque

en ambas condiciones xall-2 tiene una menor expresion que las plantas WT.
Plantas de 5 dpg en todos los casos.
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Las auxinas no son responsables del aumento observado en la longitud de la raiz

de xall-2 al crecerlas en liquido

Las auxinas son hormonas que regulan procesos de division, elongacion y
diferenciacion celular (Friml, 2003). También se sabe que en el dominio de
proliferacion hay una alta concentracién de auxinas, suficiente para promover la
divisién celular (Blilou et al, 2005). Puesto que se observd un aumento en el tamafio
del dominio de proliferacion de las raices de xall-2 crecidas en medio liquido, se
decidio probar si la respuesta a auxinas estaba aumentada bajo esta condicién con

respecto a las plantas crecidas en placa.

Se compararon las plantas silvestres y xall-2 transformadas con la construccién
DR5::GUS, crecidas en medio liquido con agitacion y en placa con agar al 1%. Se
utilizaron estos sistemas debido a que son los mas contrastantes y se esperaba que
se viera una mayor diferencia en la expresion de DR5::GUS. Debido a que las
plantas en liquido se desarrollan mas rapido que en placa, el analisis se hizo en
plantas de 4 dpg en liquido y de 5 dpg en placa, de forma que las plantas silvestres
se encontraran en el mismo estadio de desarrollo (el tamafio de su raiz fuera similar)
y las diferencias en el crecimiento de xall-2 se debieran Unicamente a la ausencia

del impedimento fisico.

Las plantas silvestres crecidas en ambos sistemas tuvieron aproximadamente la
misma longitud, mientras que las mutantes crecieron alrededor de 7 mm mas en
medio liquido que en solido. La reaccion de 3-glucoronidasa se mantuvo por 45 6
60 min, pero no se lograron detectar diferencias significativas en la expresion de
DR5:GUS entre genotipos ni entre condiciones de crecimiento (Fig. 14); sélo se
observo una distribucion radialmente mas amplia en la expresion de DR5:GUS en
la punta de las raices en el medio liquido, posiblemente por la afectacion en el

gravitropismo de estas plantas al estar en continua agitacion.

Este resultado sugiere que el aumento en el crecimiento de la raiz de xall-2 en el
medio liquido no se debe al incremento en la respuesta a las auxinas, o la cantidad

de estas en la raiz del mutante.
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Figura 14. Expresion de DR5::GUS en plantas WT y mutantes. La expresion en
plantas crecidas en medio liquido con agitacién (4 dpg) es radialmente mas amplia
que las plantas crecidas en medio sélido (5 dpg), pero no encontramos una mayor

expresion de DR5::GUS en xall-2 a lo largo del meristemo cuando son crecidas en
liquido.

El impedimento fisico restringe el crecimiento de xall-2 en mayor medida, mientras

que la hipoxia afecta mas a las plantas silvestres

Se sabe que las raices de las plantas silvestres crecen bien, incluso mas rapido, en
medio liquido con agitacion que en placa vertical (Martinez-Salazar 2016), por lo
que el resultado anterior (Fig. 8) donde se observd que las raices de las plantas

silvestres crecen menos en los frascos nos llevo a pensar que era la falta de oxigeno
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lo que limitaba su crecimiento, y que este tiene un efecto diferencial en las plantas

silvestres y en las xall-2, siendo mas fuerte sobre las primeras.

Se llev6 a cabo un experimento sembrando plantas de ambos genotipos en medio
con agar al 0.2% en el sistema de placas multipozo con agitacion. Como se observa
en la Fig. 15, la longitud de las raices silvestres es igual a la obtenida en placa
cuando se agita el medio, mientras que xall-2 sigue creciendo mas en medio con
agar al 0.2% que en placa, y no cambia su longitud a pesar de tener una mayor

oxigenacion.

Por lo tanto, estos resultados indican que el factor limitante para el crecimiento de

xall es el impedimento mecénico, mientras que para las plantas silvestres, es la

oxigenacion.

A B

WT  xall-2 WT xall-2 WT xall-2 WT
50+ o xalt-2

A
37.8

N w &
o o o
L 1 1
w
o«
~

-
o
1

Longitud de la raiz principal (mm)

o
I

s Pozos en agitacion ; -
APIaclay Frascos g Placa Frascos Pozos en agitacién
L
gar 1% Agar 0.2% Agar 1% Agar 0.2%

Figura 15. Longitud de las raices de plantas crecidas en medio sélido y en agar al
0.2% con y sin agitacion. A) Plantas WT y xall1-2 de 5 dpg se crecieron en placa con
agar al 1%, en frascos con agar al 0.2% sin agitacion y en el sistema de cajas
multipozo con agar al 0.2% con agitacion. B) Longitud de las raices WT (nharanja) y
xall-2 (azul), donde se ve que las raices WT recuperan su tamafio al de placa
cuando se crecen en agar 0.2% con agitacion y las plantas xall-2 crecen mejor en
medio con agar al 0.2% que en agar al 1%, independientemente de la agitacion. Se
utilizé una prueba de Tuckey y una p<0.001.
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Obtencién de una linea luminiscente de xall-2

Con la idea de observar el crecimiento de las raices de xall-2 en tierra, se generé
una linea luminiscente del mutante. Se obtuvieron seis lineas homocigotas de xall-
2 que expresan la proteina mCherry (Fig. 16). Sin embargo, no fue posible observar
la raiz de xall-2 a través de la tierra debido a que todavia no se tiene listo el sistema

que permitiria que permitiria hacerlo. Pero servird para experimentos futuros.

El sistema a utilizarse en cuestion consistiria de 4 partes: 1) contenedores para el
crecimiento de las raices en tierra y la obtencion de imagenes, 2) la planta con el
gen reportero luminicente, 3) GLO1 (Growth and Luminescence Observatory 1), un
sistema diseflado para capturar imagenes de la raiz automéaticamente, y 4) un
programa de analisis de imagenes que cuantifica las imagenes obtenidas y genera

una reconstruccion 3D del sistema radicular (Rellan-Alvares et al, 2015).

Figura 16. Raiz de una planta homocigota mCherry/xall a los 5 dpg observada en
el microscopio de epifluorescencia.

Discusién

El sistema de cultivo in vitro cominmente utilizado para crecer Arabidopsis, que es
en placa vertical con agar, conlleva implicitamente la friccion que tiene la raiz con el
medio sélido a medida que crece. Sin embargo, este modelo de crecimiento no

necesariamente es parecido a lo que sucede en el suelo. En el sistema de frascos

con medio solido, especialmente el que contiene agar al 0.4% y 0.6%, las raices
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enfrentan el impedimento mecanico y tienen que modular la orientacién de su
crecimiento, ya que tienen que abrirse paso entre los bloques de medio. La
absorcion de los nutrientes tampoco resulta sencilla, como tampoco lo es en la
tierra. De esta forma, no es de extraiar que las plantas silvestres y mutantes xall-
2 crecieran mas lentamente en los frascos con 0.4 y 0.6% de agar, en comparacion
con las plantas crecidas con mayor cantidad de agar (1%) en placa. Con este
sistema de crecimiento se logré confirmar que xall-2 puede recuperar parcialmente
su crecimiento en ausencia del impedimento fisico, que era el objetivo principal de
este trabajo y, aunque es un sistema que todavia presenta algunas limitaciones,
permitié analizar el efecto que tienen diferentes concentraciones de agar y el que
tiene la hipoxia, en las plantas silvestres y mutantes, como mas adelante se

discutira.

Efecto del impedimento mecanico en las raices

En este trabajo se observo, al comparar el crecimiento de las raices de las plantas
silvestres y las de xall-2 en el sistema de frascos, que ambos genotipos crecieron
menos en agar al 0.4-0.6% y mas a 0.0-0.2% de agar (Fig. 8), lo cual coincide con
lo que ya se sabia acerca del impedimento mecanico, pues este afecta
negativamente la longitud de las raices de manera inversamente proporcional a su
fuerza (Yan et al, 2017). Sin embargo, la razén por la que esto sucede varia
dependiendo del sistema. Por ejemplo, se ha visto que en el sistema de cultivo
horizontal sélo se afecta la zona de elongacion (Okamoto et al, 2008), mientras que
el en sistema de compresion con perlitas de vidrio disminuye la proliferacién celular
(Wilson et al, 1977). En este trabajo se observd que hay un aumento en el nimero
de células del RAM y del dominio de proliferacion conforme se disminuye la
concentracion del agar, siendo mas drastico en xall-2 (Figs. 9 y 10), lo que apoya
la hipotesis de que el impedimento fisico afecta la proliferacion celular. También se
observé que la presencia de agar, hasta en su concentracion mas baja, afecta tanto

el tamanfo de las células en proliferacion (comparar Figs. 9 y 10) como las células
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de la zona de elongacién (Fig. 12) en comparacion con el medio sin agar, pero esto

es mas evidente en las plantas silvestres que a las mutantes.

El mecanismo por el que se produce esta disminucion en el tamafio de las raices
en presencia de un impedimento mecanico aun se desconoce, pero es probable que
tenga que ver con una sefializacion de respuesta a estrés, probablemente
relacionada con el etileno, como se encontré en estudios previos (He et al, 1996;
Ruazicka et al, 2007; Okamoto et al, 2008). Como se menciona mas adelante, la
hipoxia, o la produccion de etileno en respuesta a esta, podrian afectar también la
elongacion celular (Okamoto et al, 2008). De hecho, las células totalmente
elongadas de las plantas silvestres son de menor tamafio en el sistema de frascos
con agar 0.0% que en placa (Fig. 12), lo que explica, al menos en parte, por qué

tienen un menor tamano en dicho sistema.

También es posible que exista una compensacion entre la presion osmatica interna
y externa de la raiz. Al presentarse un obstaculo, se genera un estrés en la pared
celular provocado por la friccion, lo que haria que la raiz intentara ajustar su
potencial osmatico, lo que contribuiria a la disminucion de la tasa de elongacion

celular (Bengough y Mullins, 1990).

El crecimiento del mutante xall-2 en ausencia de impedimento mecanico

Al analizar los datos de las plantas crecidas en diferentes concentraciones de agar,
se logré demostrar que, al disminuir la concentracion de agar, la raiz del mutante
xall-2 llega a crecer mas en medio virtualmente libre de impedimento mecanico
(agar 0.2% y 0%) que en placa, mientras que las plantas silvestres tienen un tamafo
significativamente menor en estos dos medios, aunque si se incrementa comparado
con el que tienen en medio con agar al 0.4% y 0.6%. Estos datos sugieren dos
cosas: que la longitud de las raices de las plantas silvestres en este sistema esta
siendo afectada por otro factor, independiente de la concentracion de agar, y que
hay algo capaz de suprimir parcialmente el fenotipo de raiz corta de xall-2 al

disminuir el estrés producido por el impedimento mecanico. Los datos obtenidos
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también indican que incluso cantidades pequefas de fuerza fisica, como la friccion
ocasionada durante el crecimiento de la raiz sobre la superficie dura de las placas
verticales, genera suficiente “presion” sobre xall-2 como para afectar el tamafio de

su raiz.

Es importante notar que el meristemo, especialmente el dominio de proliferacion de
xall-2, aumenta al disminuir la concentracion del agar (Figs. 9 y 10), llegando a ser
mas grande que en placa, mientras que las células totalmente diferenciadas tienen
el mismo tamafio en placa y en ausencia de agar (Fig. 12). Esto indica que el
incremento en el tamafo de las raices del mutante tiene que ver principalmente con

un aumento en la proliferacion celular.

Sin embargo, al utilizar el marcador de proliferacion celular CYCB1;1::GUS para
corroborar los resultados obtenidos, no se encontraron diferencias en cuanto a la
cantidad de células que lo expresaban en las plantas xall-2 crecidas en frascos con
medio sin agar con respecto a placa. Con base en lo que se obtuvo de las
cuantificaciones celulares, es poco probable que esto se deba a que no haya una
mayor proliferacion celular en las plantas que se sembraron en medio liquido con
respecto a las de placa. Lo que puede estar pasando es que algun otro factor esté
inhibiendo la expresion de CYCB1;1:GUS en este sistema, como la hipoxia, ya que
se sabe que su expresion disminuye ante ciertos tipos de etrés, como el salino
(Burssens et al, 2000). Para comprobarlo, sin embargo, haria falta analizar la
expresion de otros genes de proliferacion celular, como lo son CYCD3, CDKB1 o
CYCA2.

A continuacion se expondran algunas posibles explicaciones de cémo podria
estarse activando el crecimiento de las raices de xall-2 en medio liquido. Por
ejemplo, se sabe que los genes TCH son importantes en la respuesta a estimulos
mecanicos y que aumenta su transcripcion tras recibir un estimulo de este tipo en
la planta. Los mutantes de TCH2 (CML24), cml24-2 y cml24-4, tienen un fenotipo
de raiz corta, pero al crecerlos en medio liquido, su raiz aumenta de tamafio (Wang
et al, 2011). Asi mismo, en medio solido los mutantes presentan desarreglos en la

orientacion de los microtubulos que se corrigen parcialmente en medio liquido, lo
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que podria afectar el grado de rigidez de la pared celular (Wang et al, 2011). Aunque
este fendbmeno se ha relacionado mas con la elongacién celular, es posible que
XAL1 regule positivamente la transcripcion de CML24, o de otro gen similar, ya sea
directa o indirectamente, cuando crece en placa y en su ausencia, la expresion de
este se vea disminuida, generando un fenotipo similar al de los mutantes de dicho
gen. Cuando se crece en liquido no se requiere de la funcion de CML24, por lo que
xall-2 puede recuperar su crecimiento. Seria importante ver si el mutante xall-2
presenta alteraciones en el citoesqueleto y en la expresion de CML24 y los otros
genes TCH para probar esta hipotesis.

Otra posibilidad es que la activacion del ciclo celular sea condicional al grado de
friccidn al que estan expuestas las raices en el ambiente. Se sabe que XAL1 es un
regulador positivo de algunos componentes del ciclo celular (Garcia-Cruz et al,
2016). Seria interesante conocer, entonces, si la expresion de algunos de estos
componentes cambia en xall-2 en medio liquido con respecto a si mismo crecido

en placa.

También es posible que, en plantas silvestres, XAL1 funcione reprimiendo a uno o
mas represores de la proliferaciéon celular, como lo es RBR (Desvoyes et al, 2006;
Zluhan-Martinez, 2017), el cual se podria estar inhibiendo en el mutante por otra
via, independiente de XAL1, en ausencia de impedimento mecénico.

Lo que puede asegurarse es que el efecto ocasionado por el impedimento fisico no
es un efecto general sobre todos los mutantes de crecimiento lento que presentan
una raiz mas corta que las plantas silvestres, ya que otros mutantes, como act2-5 o
xal2-2, no crecen mas en el medio liquido en comparacién con la placa (sin
publicar). Por lo tanto, es posible que la “via alterna” por la cual se puede activar la
proliferacion en el meristemo al crecer las plantas en medio liquido, requiere de la

falta de actividad del factor transcripcional XAL1.
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El aumento en el tamafio de la raiz de xall-2 en medio liquido no est4 relacionado

con la regulacion dada por las auxinas

Las auxinas tienen un papel fundamental en el desarrollo de las plantas, incluido el
desarrollo de la raiz. Participan en procesos como la division celular y el
establecimiento del nicho de células troncales en el meristemo; la zonacion apico-
basal a todo lo largo de la raiz y diferentes respuestas trépicas como el
gravitropismo (Bhalerao y Bennett, 2003; Garay-Arroyo et al, 2014). Por lo que una
posibilidad es que un incremento en la sensibilidad o cantidad de estas hormonas
en xall-2 cuando se crece sin impedimento mecanico pudieran inducir el incremento
observado en la proliferacion celular. Sin embargo, no se observé un aumento en la
expresion del marcador DR5:GUS en las raices de plantas crecidas en medio liquido
en agitacion comparadas con las de medio sélido (Fig. 15). Por lo que al parecer no
hay un aumento en la cantidad o respuesta a las auxinas que explicara el por qué
las raices de xall-2 son mas largas en este medio que en placa. Tampoco se
observo que la expresion de DR5::GUS cambiara significativamente en las plantas

silvestres.

Por otro lado, se observé que en medio liquido se expande la zona de expresion de
DR5:GUS, lo cual posiblemente se deba a que la agitacién del medio no permite
que las raices censen la gravedad y, por lo tanto, el transporte de auxinas se ve

afectado.

Se concluye entonces que debe haber otro tipo de sefializacién, que en ausencia
de XAL1 permita la proliferacién celular cuando las plantas crecen en medio liquido;
tal vez podria ser otra hormona, como las giberelinas, las citocininas o los
brasinoesteroides, que se ha demostrado que interfieren en la regulacion de la
proliferacion celular en el meristemo de la raiz (Achard et al, 2009; Gonzalez-Garcia
et al, 2011). O bien, podria ser un mecanismo independiente de la regulacién
hormonal. Por ejemplo, TARGET OF RAMPAMICIN (ArTOR), se sabe que se
expresa en los meristemos, participa en la transicion de la fase G1 a la S, es
importante tanto para la proliferacion como la elongacion celular y es independiente
de la sefializacion por auxinas (Xiong et al, 2013; Barrada et al, 2015). Esta proteina
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es inducible por sacarosa y otros fotosintantos, y se piensa que participa en una via
que puede censar el estado metabdlico de la planta, lo que repercute en su
crecimiento (Barrada et al, 2015). Como las plantas crecidas en medio liquido tienen
rosetas mas pequefias, pero su raiz estd completamente sumergida en medio con
sacarosa, puede ser que esto esté alterando la actividad y/o expresion de ArTOR,
especialmente en el mutante xall-2. De ser asi, es posible que en medio liquido
ArTOR se indujera por una via alterna al mismo tiempo que la planta cense que la

proliferacion dada por XAL1 esta apagada.

De manera similar, se sabe que la sintesis de folipoliglutamato es importante para
la elongacion y la division celular, el mantenimiento del centro quiescente, el
correcto transporte de auxinas y la formacién de cables de actina (Srivastava et al,
2011). Por lo tanto, es factible pensar que en medio liquido en ausencia de XAL1,
se podria estar regulando positivamente algin componente de la via de sintesis de

folipoliglutamato, lo cual a su vez estaria activando la proliferacion celular.

Efecto de la oxigenacion en las raices silvestres y xall-2

En este trabajo se encontré de forma sorpresiva que las raices de las plantas
silvestres crecen menos en el sistema de frascos, aun en ausencia del agar.
También se demostro que el factor limitante del crecimiento de las plantas silvestres
es el oxigeno, ya que, cuando se agitaron las placas multipozo que contenian medio
con 0.2% de agar, recuperaban el tamafio de la raiz parecido al que tienen cuando
se crecen en placa, en donde la raiz esta en contacto con el aire todo el tiempo (Fig
15). Sin embargo, resulta interesante que el mutante xall-2 sea resistente a la
hipoxia, ya que crece igual en medio liquido con o sin agitacion, y mas con respecto

a su crecimiento en placa.

Las explicaciones que se le pueden dar a este fendbmeno son variables; puede ser
que en ausencia de XAL1 se esté activando una via de respuesta a estrés que le
permita a la raiz crecer con poco oxigeno, como la glucdlisis o la fermentacion

alcohdlica (Ellis et al, 1999). También es posible que, al crecer mas lento, xall-2
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necesite menos oxigeno para mantener la misma tasa de proliferacién y elongacion
celular, por lo que la poca aeracion que hay en el sistema de frascos le es mas que
suficiente; en otras palabras, xall-2 no sufre de hipoxia en medio liquido sin
agitacion. Por otro lado, las plantas silvestres crecen mas rapido, por lo que
requieren de mas energia y, por lo tanto, su demanda de oxigeno es mayor. Como
es logico, al haber menos aeracion en las raices embebidas, se estresan y crecen
menos, pero al agitar el liquido recibe mas oxigeno y es capaz de crecer
normalmente. Adicionalmente, se podria estar generando mas etileno por hipoxia,
en las plantas silvestres y no asi en xall-2, lo que repercutiria en una menor

elongacion celular (proporcionalmente) en las plantas silvestres, que en el mutante.

Lo cierto es que se sabe que XAL1 es un regulador positivo del crecimiento de las
raices y de la proliferacion celular, pero es posible que XAL1 actie como un “switch”
gue permita el crecimiento de la raiz en condiciones Optimas, pero deba apagarse
para que ésta pueda crecer en presencia del impedimento mecénico y/u otros
factores. Esto se apoya al saber que el mutante de arroz en MADS26 (el homdlogo
de XAL1), es resistente a la desecacion, pudiendo crecer mejor que las plantas

silvestres en dichas condiciones (Khong et al, 2015).

Aunque todavia no es posible dar una explicacion completa a los fenotipos
observados de xall-2 al crecerlo en presencia o ausencia del impedimento
mecanico, con este trabajo y el de Martinez-Salazar (2016) se establece que el
impedimento mecanico es un factor que limita el crecimiento de las raices.Asi
mismo, se empieza a dilucidar el mecanismo por el que las raices lo detectan y por
primera vez se establece la relevancia de un factor transcripcional, en este caso el
MADS-box XAANTAL1, como un switch que dependiendo de si esta prendido o
apagado puede regular el crecimiento de la raiz ante estimulos ambientales como

el impedimento fisico.
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Conclusiones

Con este trabajo se demuestra que el impedimento mecanico afecta negativamente
la proliferacion celular, particularmente en la raiz del mutante xall-2. Asi mismo, el
impedimento mecéanico también disminuye la elongacion celular y su efecto es mas

fuerte en las raices silvestres.

También se determind que la hipoxia inhibe en mayor medida el crecimiento de las
raices de las plantas silvestres que las de xall-2, las cuales parecen ser resistentes

a esta condicion.

El aumento en la proliferacion celular de la raiz de xall-2 en ausencia del
impedimento mecanico es un proceso al menos parcialmente independiente de las

auxinas.

Los resultados obtenidos junto con los anteriormente publicados (Martinez-Salazar,
2016) indican que XAL1 actia como un inductor del crecimiento tanto cuando esta

prendido como apagado, dependiendo del medio en que crezca la planta.

Perspectivas

1. Comparar el tamafio de las raices de plantas sobrexpresoras de XAL1 en medio
liguido con respecto a placa, esperando que crezcan igual 0 menos en el
primero.

2. Analizar la expresion de otros genes que participan en divisién celular como
CYCD3, CDKB1, ,RBR y TOR en plantas silvestres y xall-2 crecidas en medio
liquido vs placa.

3. Establecer si hay diferencias en la duracién del ciclo celular en las raices de
plantas silvestres y mutantes crecidas en diferentes concentraciones de agar.

4. Analizar la expresion de los genes TCH en el mutante de xall-2, tanto en placa
como en medio sin agar.

5. Analizar si hay cambios en la estructura del citoesqueleto de actina y tubulina de

xall-2 en plantas crecidas tanto en placa como en medio liquido, para ver si
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existen alteraciones en el citoesqueleto del mutante y si estas se corrigen en
ausencia del impedimento mecanico.

6. Crecer las plantas xall-2 que llevan el marcador mCherry para poder observar
el crecimiento de su raiz en suelos con diferente nivel de compactacion. Esto
permitiria un mayor acercamiento a las condiciones en las que crecen las plantas

en la naturaleza.
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