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Iv. RESUMEN

Las raices, ademas de proporcionar soporte estructural a la parte aérea de la planta, absorben
el agua, adquieren nutrientes, producen hormonas e interactdian con una gran cantidad de
organismos en la rizosfera, por lo que es importante conocer su desarrollo. El crecimiento de
la raiz estd dado por el incremento en el nimero de células, resultado de las divisiones
mitoticas en la zona de proliferacion del meristemo, y por el aumento en el tamafio de las
células preexistentes, derivado del proceso de elongacion celular. Este Gltimo se observa,
primordialmente, en el dominio de transicion y la zona de elongacion de la raiz. La regulacion
del proceso de elongacion celular es compleja y es controlado a distintos niveles por la accion
conjunta de redes genéticas, estructurales y fisioldgicas.

Anteriormente se identificod un mutante de Arabidopsis thaliana con una raiz que crece
aproximadamente la mitad de lo que crece en una planta silvestre de la misma edad, a la que
se le llamo6 medium-size root (mer). El anélisis celular de este mutante mostro que el fenotipo
era debido, principalmente, a que las celulas completamente elongadas son de un tamafio
menor con respecto a células de las plantas silvestres.

En el presente trabajo se analizé el fenotipo de cinco mutantes en genes posiblemente
responsables del fenotipo de mer, y se encontré que la insercion de T-DNA en un gen que
codifica para una proteina miembro de la superfamilia de las prenilil-transferasas (PRT1;
AT5G17270) posee un fenotipo igual al de mer. Mediante una prueba de alelismo se
comprobd que, ya sea la mutacién puntual, o la insercion de T-DNA, PRT1 es responsable
de dicho fenotipo.

La caracterizacion a nivel celular del alelo prtl-1 confirmé los resultados obtenidos en
mer, por lo que en este trabajo se concluy6 que la proteina PRT1 participa en el proceso de

elongacion celular durante el desarrollo de la raiz primaria de Arabidopsis thaliana.
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1. INTRODUCCION

1.1 La raiz de Arabidopsis thaliana: desarrollo y estructura

Las raices son 6rganos de las plantas que suelen encontrarse debajo de la superficie del suelo,
donde responden a una gran variedad de estimulos que repercuten de manera directa en el
desarrollo del organismo. Ademas de proporcionar soporte estructural a la parte aérea de la
planta, las raices absorben el agua, adquieren nutrientes, producen hormonas e interactdan
con una gran cantidad de organismos en la rizosfera (Petricka, et al., 2012). Por lo tanto, es
importante conocer el desarrollo de la raiz. De manera general, la raiz de Arabidopsis
thaliana genera sus linajes celulares a través de la division sucesiva de células troncales.
Posteriormente, son sometidas a procesos de expansion y diferenciacion celular. Una
particularidad importante es que, por su tipo de crecimiento, siempre estan presentes todos

los estadios de desarrollo.

1.1.1 Origen embrionario de la raiz

Durante el desarrollo embrionario de A. thaliana se establecen los meristemos apicales en los
extremos de un eje apico-basal en el que el meristemo aéreo se encuentra entre los cotiledones
y el meristemo de la raiz primaria en la region basal (Mansfield y Briarty, 1991). En un inicio,
el cigoto se divide de forma asimétrica y produce una célula apical mas pequefia, que se
divide de forma anticlinal y da origen al proembrion (figura 1A). Por otra parte, la segunda
célula se divide periclinalmente y produce el suspensor, que es la conexién entre el embrion
y el tejido materno (figura 2B). La célula suspensoria superior se especifica y da origen a la
célula hipofisiaria, que se divide asimétricamente de forma que la célula superior genera el
centro quiescente (QC) y la célula inferior deriva en las células iniciales de la columela
(figura 3C y D). A partir de estos linajes celulares se generaran los tejidos post-germinacion
de laraiz (figura 1E) (Scheres et al., 1994 y 1995; Bayer, et al., 2016; Horn, et al., 2018).
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Meristemo Apical
Aéreo

Meristemo apical

Apical

Central

Basal
Suspensor

Hipocotilo

Meristemo Apical
de la Raiz

Figura 1. Patrones de division y destinos celulares durante la embriogénesis de A.
thaliana. A. Estadio de dos células y establecimiento del eje apico-basal. B. En el estadio
octante se distinguen las principales regiones a lo largo del eje embrionario. La célula
mas grande genera el suspensor por divisiones anticlinales. C. Durante el estadio
globular, es posible establecer la region del meristemo apical, hipocotilo y el meristemo
de la raiz. La célula suspensoria superior (basal) origina a la celula hipofisiaria (*). D.
En el estadio de corazon, se reconocen los meristemos apicales. La célula hipofisiaria se
divide asimétricamente y se genera el QC, asi como las células iniciales de la columela.
E. Plantula después de la germinacion donde se muestran los tejidos derivados del
desarrollo embrionario. Modificada de Bayer, 2016.

1.1.2 Estructura de la raiz

La raiz de A. thaliana tiene una estructura relativamente simple que comprende un nimero
reducido de células troncales en la punta de la raiz, a partir de las cuales se generan todos los
linajes celulares a través de divisiones sucesivas, seguidas de procesos de expansion y
diferenciacion celular. Su crecimiento es continuo e indeterminado, por lo que todos los
estadios de desarrollo estan presentes todo el tiempo. Debido a esto, se ha convertido en un
modelo de estudio del desarrollo (Scheres, et al., 2002; Taiz, et al., 2010).

A lo largo de la raiz se pueden distinguir tres zonas: la zona de proliferacion (PZ;
proliferation zone), que corresponde al meristemo apical (RAM; root apical meristem) y se
puede subdividir en dos dominios: el dominio de proliferacion (PD; proliferation domain),
donde la tasa de division mitotica es elevada y el dominio de transicién (TD; transition
domain), donde la tasa de division disminuye con respecto al primero, pero se conserva la

tasa de crecimiento relativo (Ivanov y Dubrovsky, 2013). La siguiente zona, vista desde la
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punta de la raiz a la base, es la zona de elongacién (EZ; elongation zone), donde las células
se alargan rapidamente por un proceso que se ha denominado crecimiento difuso, hasta casi
alcanzar su tamarfio final (Cosgrove, 2018). Por ultimo, las células adquieren su tamafio y
estado final en la zona de diferenciacion (DZ), que sigue de la EZ (figura 2) (Ivanov y
Dubrovsky, 2013).

Zona de
diferenciacion

Figura 2. Linajes celulares y
estructura de la raiz primaria
de A. thaliana. A la izquierda
se observa la estructura

Zona de
elongacion

|
\
— P :l Rogeo longitudinal de la raiz, donde
8 (S
: i transicion se muestran las zonas de
) B Foces crecimiento y los diferentes
3 © Procambium . .
7 B Metaxilema tipos celulares organizados en
Dominio de W Estcle B Protoxilema hileras alrededor del cilindro
proliferacion B pericilo
2 Endodermis ¥ Bandasdecaspari  Vascular. A la derecha, se
: é"ff" ‘ muestra un corte transversal de
pidermis . .y,
la zona de diferenciacion,
B Células iniciales del cortex y la endodermis donde es evidente 1a formacion
B Centro quiescente . .
B Columela de pelos radicales (Modificada
¥ Cofia lateral de De Smet, 2015).

Radialmente y de fuera al centro, la raiz se conforma de los siguientes tejidos: la cofia
lateral de la raiz, la epidermis, el cortex, la endodermis, periciclo y el cilindro vascular,
conformado por xilema y floema (figura 2). Todos los tejidos son originados a partir de las
células iniciales, que se dividen de forma anticlinal, para mantener la misma capa celular, o
periclinal, cuando se genera una segunda fila de células a partir de la primera (De Smet, et
al., 2015). Existen cuatro tipos de células troncales: las iniciales epidérmicas y de la cofia
lateral de la raiz; las células iniciales de la columela; las células iniciales del cortex y la
endodermis, y las células iniciales del tejido vascular y periciclo. En el centro de las células
troncales hay cuatro células que mantienen una baja tasa de division y conforman el centro
quiescente (QC), a partir del cual se originan todas las células iniciales. Asi pues, el QC junto
con las células iniciales conforman el nicho de células troncales (Dolan, et al., 1993; Taiz y
Zeiger, 2010).
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La regulacion del crecimiento de la raiz es un proceso complejo que esta controlado
a distintos niveles por la accion conjunta de redes genéticas y fisioldgicas que responden a
estimulos externos y que son reguladas por hormonas vegetales (Garay-Arroyo et al., 2014;
De Smet, et al., 2015).

1.1.3 Control genético y hormonal

El desarrollo de la raiz comprende la participacion de las fitohormonas (figura 3). De estas
se destacan las auxinas como claves en la division, elongacién y diferenciacion celular
(Ubeda, et al., 2012; Pacifici, et al., 2015; Hejatko, et al., 2018), y las citoquininas (CKs),
que cobran mayor relevancia durante la diferenciacion.

Las hormonas tienen relaciones interdependientes que subyacen en los distintos
procesos de desarrollo en el que participan (Garay-Arroyo, et al., 2012). Una interaccion
importante para que las células transiten de la zona de proliferacion a la de elongacion, y para
que se de la diferenciacion celular durante el crecimiento de la raiz, es la relacion entre
auxinas y CKs. Cuando hay maés auxinas en relacién con las CKs se mantiene el tamafio del
meristemo, mientras que las CKs juegan un papel balanceador frente a las auxinas
controlando el nimero de células en division, e inhibiendo el crecimiento de las raices al
promover la diferenciacion en el TD (Miyawaki, et al., 2004; loio, et al., 2008). Esta relacion
antagonica se explica porque las CKs regulan positivamente a SHORT HYPOCOTYL 2
(SHY2), un miembro de la familia de represores IAA, que afecta negativamente la
sefializacion de las auxinas y, por tanto, la expresion de los transportadores PIN1, PIN3 y
PIN7 en el tejido vascular y la EZ, promoviendo la disminucion en la acumulacién neta de
auxinas en esa region (Moubayidin, et al., 2010). La preponderancia de las CKs sobre las
auxinas induce la diferenciacion de las células en la raiz (loio, et al., 2008).

Para fines de este trabajo se comentara mas sobre las auxinas y las giberelinas (GAS), asi

como su papel en el proceso de la elongacion celular.

Auxinas.
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La forma bioactiva de mayor eficiencia de estas hormonas es el acido-3-indolacético (IAA)
(Garay-Arroyo, et al.,, 2012) y puede sintetizarse a partir de triptéfano o de forma
independiente a partir del indol-3-glicerolfosfato (Woodward, et al., 2005). La concentracion
de las auxinas es diferencial en toda la planta y dentro de cada tejido (Scheres, 2002). En la
raiz de A. thaliana la distribucion se asocia con patrones de division celular y proliferacion a
lo largo del eje &pico-basal. En el QC se encuentran los niveles de concentracion mas
elevados y hay una tasa baja de actividad mit6tica, mientras que niveles intermedios, hallados
en el nicho de células troncales, favorecen una mayor actividad con respecto al QC (Brady,
et al., 2007; Stepanova, et al., 2008). En el resto del RAM, un nivel alto de auxinas con
respecto al de CKs permite una tasa elevada de proliferacion celular. Por otro lado, en tejidos
con niveles bajos de esta hormona y alta concentracion de CKs, se observa un arresto de la
proliferacion, pero se promueve la elongacion y diferenciacion celular (Muraro, et al., 2011;
Garay-Arroyo, et al., 2012; Garay-Arroyo, et al., 2014).

Las auxinas se sintetizan principalmente en la parte aérea de la planta y se transportan
por el floema hasta la punta de la raiz, de donde fluyen polarmente hacia la parte basal
mediante transportadores de influjo celular, como AUXy LAXy de eflujo, como PIN y ATP-
BINDING-CASSETE B (ABCB) (Galweiler, et al., 1998; Blilou, et al., 2005; De Smet,
2015). Asimismo, la localizacion diferencial de transportadores PIN es crucial para la
distribucion de la hormona, la generacion de gradientes de concentracion en la raiz y el
mantenimiento del meristemo (Blilou, et al., 2005; Grieneisen, et al., 2007).

El gradiente de auxinas regula a los factores transcripcionales de la familia
PLETHORA (PLT), que se expresan diferencialmente y mantienen el RAM (Aida, et al.,
2004; Garay-Arroyo, et al., 2012). Ademas de esta familia de genes, existen otros como
SCARECROW (SCR) y SHORTROOT (SHR) de la familia GRAS, que participan en la
especificidad del QC y la endodermis (Bennett, T. y Scheres, B., 2010; Goh, et al., 2016).
Las plantas mutantes shr no presentan la capa de células endodérmicas y no pueden mantener
la actividad meristematica, por lo que solo producen raices cortas con RAM y EZ reducidas
(Benfey, et al., 1993; Helariutta, et al., 2000). WUSCHEL-RELATED HOMEBOX 5 (WOX
5), se expresa en el QC y esta involucrado en dar identidad y mantener el estado
indiferenciado de este y las células iniciales (Ding, et al., 2010). Todos ellos son regulados

por las auxinas.
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Giberelinas

Las hormonas GAs son fitohormonas derivadas del geranilgeranil difosfato (GGDP) y estan
involucradas en todo el desarrollo de la planta, desde la germinacién de la semilla, expansion
de las hojas, el tamafio del RAM y la elongacion de la raiz. Ademas, promueven la division
celular en la PZ, pero no tienen efecto sobre la actividad de las células troncales (Ubeda, et
al., 2009; Takehara, et al., 2018).

Se ha postulado que el crecimiento de la raiz es parcialmente regulado por estas
hormonas a través de su accion sobre células en proceso de elongacion. Sin embargo, eso
solo se ha demostrado en células de la epidermis (Ubeda, et al., 2008). Adicionalmente, se
sabe que las raices de mutantes en la biosintesis, o sefializacion de GAs, resulta en plantas
con raices cortas y meristemos pequefios (Fu, et al., 2003; Ubeda, et al., 2008; Ubeda, et al.,
2009).

La sefializacion por GAs estd mediada por el receptor nuclear GA-INSENSITIVE
DWARF1 (GID1), que se une con SLEEPY1/GID2, una proteina F-box, y a las proteinas
DELLA, una subfamilia de los factores transcripcionales GRAS, represoras de la
sefializacion por GAs (Pysh, et al., 1999), a las que marca para su degradacion en presencia
de la fitohormona (Fu y Harberd, 2003; Feng, et al., 2008).

Existe una relacion positiva entre auxinas y GAs durante la elongacion de la raiz y en
la diferenciacion de tejidos. Las auxinas son necesarias para la degradacion de las proteinas
DELLA (RGA y GAl), inducidas por GAs, lo que media el alargamiento de la raiz (Fu y
Harberd, 2003). Asimismo, estudios de Greenboim-Wainberg, et al. (2005) y Moubayidin,
et al. (2010), indican que las GAs suprimen la inhibicion del crecimiento radicular mediado
por CKs. Asi pues, las GAs estan involucradas en la regulacion del tamafio del meristemo y
la elongacién celular por su efecto tanto en el balance de auxinas y CKs, como en el ciclo
celular (Achard, y Genschik, 2009; Vanstraelen y Benkova, 2012).

Aunado a ello, la sintesis de brasinoesteroides (BRs) puede ser inducida por auxinas,
y son capaces de actuar en conjunto para promover la elongacién celular; también se sabe
que los BRs estimulan la produccion de etileno en las raices, que actda como una sefial de
retroalimentacidn negativa entre estas hormonas (Benkova, y Hejatko, 2009; Garay-Arroyo,
et al., 2012).
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Figura 3. Expresion diferencial de las hormonas en la raiz de Arabidopsis. En rojo se
muestran los tejidos de predominancia para cada una. De izquierda a derecha, las GAs se
encuentran primordialmente en la endodermis, controlando el alargamiento y la division
celular. Las auxinas se dirigen a las células epidérmicas durante la respuesta gravitropica y
también regulan la division celular en el meristemo y las células del RAM. Las CKs
promueven la diferenciacion vascular en el TD y antagonizan el efecto de las auxinas en la
division celular. Los BRs se encuentran en las células epidérmicas del meristemo, mientras
que el &cido abscisico actua en el QC y el RAM para regular el tamafio del meristemo de
la raiz. Finalmente, el etileno regula la division celular en QC y la biosintesis de auxinas

en células de la columela. Traducida de Ubeda, et al., 2012.

1.2 Expansion celular

El crecimiento de la raiz se da por la proliferacion del RAM y la elongacion de estas células.
El proceso de elongacion celular es multifactorial y se observa primordialmente en el TD y

la EZ de la raiz. Los procesos responsables de la expansion celular se describen a

continuacion:
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1.2.1 El efecto de las auxinas en la expansion celular

Las células de las plantas estan limitadas por paredes polipeptidicas rigidas, razon por la que
es necesario distender esta estructura para que la célula pueda expandirse; este es el primer
paso para iniciar el crecimiento (Chebli y Geitmann, 2017). La sefializacion de las auxinas y
la homeostasis del pH apopléastico regulan el proceso de la expansion celular (Barbez, et al.,
2017).

La teoria &cida del crecimiento (Rayle, et al., 1970; Cleland, et al., 1971) postula que
las auxinas son captadas por el receptor AUXIN BINDING PROTEIN, lo que genera la
activacion de la ATPasa de protones (H*/ATPasa) de la membrana plasmatica, provocando
la acidificacion del apoplasto (espacio entre la membrana plasmatica y la pared celular). La
reduccion de pH apoplastico activa a las enzimas expansinas (McQueen-Mason, et al., 1992),
las endotransglicosil-hidrolasas (XTHs) (Nishitani y Vissenberg, 2006) y las pectin-metil-
esterasas (PMESs) (Hocq, et al., 2017), que distienden la pared celular. El potencial osmotico,
por su parte, se vuelve mayor en la regién intracelular, permitiendo la entrada de agua a la
célula e incrementando la presion de turgencia, al tiempo que la secrecién y sintesis de la

pared celular modulan el grosor final (figura 4) (Hager, et al.,2003; Chebli y Geitmann, 2017;

Pared celular M0 '\
e

A

Szymanski y Staiger, 2018).
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Figura 4. Modelo de accion auxina-H*/ATPasas de acuerdo con la teoria acida del
crecimiento. La sefializacion por auxinas genera la activacion de bombas de protones
que modifican el pH apoplastico, activando enzimas que distienden la pared celular.
Tomada de Taiz y Zeiger, 2010.
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Asimismo, el volumen vacuolar se relaciona positivamente con el tamafio de las
células (Dunser, et al., 2019). EIl aumento en el tamafio esta dado por una acuaporina del
tonoplasto, GAMMA TONOPLAST INTRINSIC PROTEIN (GAMMA-TIP), cuya perdida
esta relacionada con problemas de elongacion celular (Petricka, et al., 2012), aunque el solo
incremento de la vacuola no es suficiente para promoverla (Du, et al., 2020).

1.2.2 La participacion del citoesqueleto en el crecimiento de la raiz

La organizacion de la pared celular también esté influenciada por la distribucion de las fibras
de celulosa (Fayant, et al., 2010; Yanagisawa, et al., 2015). Por lo tanto, para entender de
forma mecanistica el control del crecimiento, se requiere conocer como se modela la pared
celular y como el citoesqueleto y la pared celular se retroalimentan entre si a lo largo del
tiempo. Las redes de microtdbulos (MTs) y microfilamentos (MFs) trabajan de manera
cooperativa para mantener las propiedades mecanicas de la pared celular y contribuyen a que
la expansion sea irreversible (Yanagisawa et al., 2015). La orientacion transversal de MTs
corticales controla la expansion lateral y la deposicion espacio-especifica de la celulosa en la
pared; mientras que los MFs de actina ayudan a la elongacion de la célula (Petricka, et al.,
2012).

Para que el crecimiento de las plantas se dé con normalidad y las células adquieran su
forma final, las redes de F-actina deben someterse a rondas de remodelacion dinamica.
Iméagenes de fluorescencia en células vivas han demostrado que el rapido movimiento de los
MFs de actina es una parte importante en el proceso de division, elongacion y diferenciacion
celular (Higaki, et al., 2007). El proceso mediante el cual se remodela esta estructura esta
regulado por proteinas de unién a actina (Actin Binding Proteins; ABPs) (Liu, et al., 2011).

Es importante mencionar que el citoesqueleto de actina controla la composicion y
contribuye a la expansién de la pared celular mediante el transporte polar de polisacaridos
diferentes a la celulosa (L1, et al., 2014). En consecuencia, esta directamente involucrado con
el crecimiento direccional (Orr, et al., 2020).

Por su parte, los MTs se pueden encontrar en cuatro tipos de arreglos, tres de los
cuales estan implicados en la banda preprofasica, huso mitético y fragmoplasto. El arreglo

cortical, es el que estd implicado en la expansion celular (De Keijzer, et al., 2014). Durante
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el crecimiento de la raiz, las células que pasan del TD a la EZ se estan preparando para un
crecimiento rapido y la reorganizacion de la red de MTs es importante para ello: los MTs
corticales estan tipicamente orientados de manera desordenada en las células de la zona
meristematica y el TD (Sedbrook y Kaloriti, 2008).

Sin embargo, cuando las células salen del TD, los MTs se orientan principalmente de
forma transversal al eje de crecimiento (Sugimoto, et al., 2000; Verbelen, et al., 2006). Como
los MTs corticales guian la sintesis de la pared celular, esta reorientacion es importante para
el crecimiento celular dirigido (Landrein, et al., 2013). En particular, los MTs guian a la
proteina CELLULOSE SYNTHASE INTERACTING1 (CSI1/POM?2), la cual participaen la
deposicion de celulosa (Hauser, et al., 1995; Bringmann, et al., 2012). De esta forma, los
MTs organizados transversalmente restringiran la expansion celular radial al dirigir la
deposicion de microfibrillas de celulosa en las paredes laterales de la célula (Bringmann, et
al., 2012).

Otra proteina que podria estar involucrada en la conexion de MTs y la orientacion de
microfibrillas de celulosa es COBRA (COB) (Roudier, et al., 2005). COB se identificé como
el responsable del fenotipo de raiz corta de un mutante afectado en la expansion celular
(Benfey, et al., 1993). El alargamiento celular reducido se correlaciond6 con una
desorganizacion de la alineacion de microfibrillas de celulosa, lo que resultd en una
expansion celular parcialmente isotropica (Roudier, et al., 2005).

Asi mismo, en las células de la raiz mutante del gen BOTERO 1 (BOT1), que codifica
para una proteina encargada de la orientacion de los MTs corticales durante la interfase, los
MTs no tienen una organizacion definida, lo que resulta en un crecimiento celular
anisotrépico defectuoso (Bichet, et al., 2001). Ademas, el contenido de celulosa en botl es
reducido, una caracteristica que comparte con el mutante procuste 1 (prcl; Fagard, et al.,
2000). Las plantas prcl desarrollan raices mas cortas que las silvestres y tienen células
hinchadas en la EZ, lo que sugiere un defecto en el alargamiento celular (Desnos, et al., 1996).

Vale la pena mencionar que el citoesqueleto de actina y tubulina no son sistemas
aislados. Se han identificado proteinas como CONDITIONAL LOSS OF GROWTH
(CL0G1), involucradas en la despolimerizacion de los MTs y que se localiza en zonas de
superposicién con MFs, sobre todo en las puntas (Ding, et al., 2018). De manera similar, se

ha encontrado que algunas ABPs, como las forminas, interactdan con los MTs (Li. et al.,
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2010; Zhang, et al., 2011). Esto deja abierta la posibilidad de que los MTs orquesten la
organizacion de MFs ayudando a la agrupacion de vesiculas ricas en nucleadores de F-actina
(Orr, et al., 2020).

En lo que se refiere a la intervencién hormonal, se sabe que las GAs, BRs, y el etileno
inducen la reorganizacion del citoesqueleto y alteran los procesos de elongacion y
diferenciacion: las GAs son capaces de alinear los MTs transversalmente a la direccion de
alargamiento de las células en crecimiento (Fujino, et al.,1995, Wenzel y Wasteneys, 2000),
pero también son promotoras de la elongacién y expansion celular. Por su parte, en mutantes
en BRs, como boulel (bull-1), dwarf7-4 (dwf7-3) y sterol1-4 (tel-4), existen afecciones en
la expresion de a-tubulina y la organizacion cortical (Catterou, et al., 2001a, Catterou, et al.,
2001b).

1.2.3 El ciclo celular durante la proliferacion y elongacion celular de la
raiz

El ciclo celular esta altamente regulado en los organismos multicelulares. El ciclo mitético
tiene una progresion G1-S-G2-M, al cabo del cual se generan dos células (Zielke; et al., 2013;
Shu, et al., 2018). En la fase G1, la célula se prepara para la duplicacion del material genético,
posteriormente el DNA se sintetiza en la fase S. En G2, se prepara para la mitosis y finaliza
con la separacion y distribucion cromosomica en la fase M (De Veylder, et al., 2011). La
progresion del ciclo celular se controla mediante quinasas dependientes de ciclinas (CDKS)
que se asocian a las ciclinas CYCA y CYCB. Los complejos de tipo CDK-CYCA favorecen
la transicion a la fase S gracias a la fosforilacion de la proteina RETINOBLASTOMA-
RELATED 1 (RBR1), que libera a los factores de transcripcion tipo E2F para la expresion
de genes propios de esta fase. Mientras que los complejos de tipo CDKs-CYCB impulsan el
avance mitético (De Veylder, et al., 2011).

El ciclo mitético esta relacionado con la proliferacién celular; sin embargo, las células
que estan en proceso de diferenciacion, o que ya pasaron por este, experimentan un ciclo
celular en que la fase G2 y la citocinesis son omitidas. A este tipo de ciclo celular se le llama
endorreplicacion o endociclo (Sugimoto-Shirasu, et al., 2002), y resulta en un incremento de
material genético en el nucleo celular, que a menudo coincide con el inicio de la expansién

y la diferenciacion (Breuer, et al., 2010; Shu, et al., 2018). Este proceso es mas comin en
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plantas que en animales y juega un papel crucial en el desarrollo y mantenimiento de las
funciones celulares (Shu, et al., 2018). En A. thaliana se han encontrado células poliploides
en la epidermis de las hojas, raiz e hipocotilo (Galbraith, et al., 1991). Asimismo, en muchas
especies de plantas se han reportado fuertes correlaciones entre un nivel de ploidia elevado
con un mayor tamafo celular (Breuer, et al., 2010).

Existen dos mecanismos por los cuales se puede iniciar la endorreplicacion: el
primero es la represién transcripcional de las ciclinas de tipo A2 (CYCA2) por medio de
INCREASED LEVELS OF PLOIDY (ILP2) (Yoshizumi, et al., 2006). Por otra parte,
durante el ciclo mitético, el complejo CDKB1-CY CA2 promueve la division celular e inhibe
la endorreplicacion, por lo que la inhibicion de la actividad de la CDKBL1, especifica de las
fases G2 y M, propicia el comienzo del endociclo (Boudolf, et al., 2004). Al disminuir el
complejo CDKB1-CYCAZ2, no pueden activarse los factores de transcripcion tipo MYB
(MYB3R), que controlan la transcripcion de genes presentes en G2-M, como las CYCB
(Araki, et al., 2004).
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Figura 5. Participacién de los complejos CDK-ciclinas en los ciclos mitoticos y de
endorreplicacion. A. Ciclo mitdtico. Durante el inicio de G1, la actividad de CDK es
baja e incrementa hasta ser suficiente para inactivar Rb (o sus homologos) y
desencadenar la fase S. Durante G2, la transcripcion de las ciclinas de la fase M
aumenta hasta formar complejos de CDK-ciclina activa y comienza la fase M. En la
mitad de la fase M las ciclinas mitdticas son marcadas para degradacién por APC/C
y los niveles de CDKs decaen. B. Ciclo de endorreplicacion. Los niveles de CDK de
G1y S se mantienen en niveles similares a los de la fase G1, con ligeros incrementos
que desencadenen la fase S. Los complejos CDK-ciclina que permiten la mitosis no
se forman o su actividad se suprime, inactivando como consecuencia la fase M.
Traducida de De Veylder, L., etal., 2011.

El mecanismo por el que se producen ciclos de replicacion del DNA (figura 5) es muy
similar entre todos los organismo. Se conduce por alteraciones en la actividad de CDKs,
mediante la destruccion de inhibidores de CDKs (CKIs) de tipo KIP y ciclinas (Kamura, et
al., 2003; Lee, et al., 2009). El proceso de supresion de la mitosis requiere del complejo
promotor de la anafase/ciclosoma (APC/C) para reprimir las fases G2-M.

Para que el complejo APC/C sea activo en plantas es necesaria la regulacion positiva
de las proteinas CELL CYCLE SWITCH 52 (CCS52), que son homologas a APC/C activator
protein CDH1 (CDH1) y FIZZY-RELATED PROTEIN (FZR) en mamiferos y D.
melanogaster, respectivamente (Cebolla, et al., 1999; Larson-Rabin, et al., 2009). CCS52
interactla fisicamente con CYCA y B y se ha demostrado que CCS52A1 regula
negativamente el nivel de los complejos CDKB1-CYCA2 al inducir la ubiquitinacion y
degradacion de CYCA2 por activacion de CKls de la familia SIAMESE (SIM) / SIAMESE-
RELATED (SMR) (Walker, et al., 2000; Boudolf, et al., 2009), que es regulado
transcripcionalmente por GLABRA 3 (GL3) (figura 6; Morohashi, et al., 2007). La
participacién de SIM se comprobd en los tricomas de mutantes sim, donde se observo

represion del endociclo y divisiones mitoticas continuas (Walker, et al., 2000).

En A. thaliana hay tres genes CCS52: CCS52A1, CCS52A2 y CCS52B1. Estudios con
mutantes de pérdida de funcién demostraron que CCS52A1 regula positivamente la entrada
al endociclo en la EZ de la raiz, mientras que CCS52A2 inhibe la divisidn celular en el nicho
de células troncales, manteniendo la identidad del centro quiescente y la organizacion del

meristemo (Vanstraelen, et al., 2009; Kasili, et al., 2010).
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Figura 6. Regulacion del endociclo en plantas. Los complejos de fase G2 y M
CYCA/CDK y CYCB/CDK vy la ligasa de SUMO, HPY2, promueven los ciclos
mitoticos y reprimen la entrada al endociclo. CCS52 regula la abundancia de los
complejos CYC/CDK al activar a APC/C, mientras que SIM reprime la transcripcion
de CYCB a través de mecanismos indirectos, lo que permite la progresion sucesiva
del endociclo. Por su parte, GTL1 regula negativamente algunos de los componentes
que impide la endorreplicacion (Breuer, et al., 2010).

En plantas atn no es claro el papel de las hormonas durante la transicion al endociclo.
No obstante, se ha sugerido que el gradiente de auxinas a lo largo de la raiz esta implicado
ya que mutaciones en la biosintesis, transporte o sefializacion promueven la aparicion
prematura de endociclos (Ishida, et al., 2010). De forma opuesta, mutaciones en la biosintesis
de CKsretrasan la entrada al endociclo, lo que apoya el papel antagonista de ambas hormonas
en la proliferacion y diferenciacion celular ( loio, etal., 2007; Ishida, et al., 2010). Asimismo,
se ha demostrado que la E3 ligasa de SUMO, HIGH PLOIDY 2 (HPY?2), que funciona por
debajo de las vias de sefializacion dependientes de PLT, se expresa primordialmente en
células proliferativas, y su pérdida redita en la aparicion de endociclos en el meristemo, lo
que ha sugerido que se requiere de la sumorilacion mediada por HPY?2 para la represion de
endociclos en el RAM (figura 6) (Ishida et al., 2009).
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En resumen, la elongacion celular es un proceso en el que interviene la expansion de
la pared celular mediada por el citoesqueleto, algunas hormonas, en particular las auxinas y
la giberelinas, que son relevantes para inducir las enzimas que degradan la pared celular, y
el cambio de un ciclo celular mitético a la replicaciéon del ADN sin divisién celular, a lo que
se Ilama endorreplicacion o endociclo (figura 7).
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Figura 7. Resumen de las sefiales necesarias para el proceso de elongacion celular. La
elongacion es regulada por el conjunto de sefiales quimicas, como las fitohormonas,
modificaciones en la composicion de la pared celular y cambios en el citoesqueleto de
actina y tubulina, asi como la transicion del ciclo mitético al endociclo (modificado de
Somssich, et al., 2016).

2. ANTECEDENTES

Una herramienta poderosa para conocer la funcion de los genes es generar mutaciones
puntuales mediante mutagénesis al azar, lo que genera fenotipos que son seleccionados en
una condicién de crecimiento especifica. Asi se descubrio el mutante en ACTINA2 (act2-5)
de A. thaliana, que tiene un fenotipo de raiz ondulada constitutiva al crecer en cajas petri
verticales (Lanza et al., 2012). Posteriormente, se realiz6 una segunda mutagénesis de act2-

5 para identificar mutantes que tuvieran un fenotipo incrementado o que suprimieran el
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fenotipo de act2-5 y se encontré un mutante con ondulacion potenciada en la raiz, al que se
le llamé superwavy (swav; Abad, 2009).

El mutante swav fue retrocruzado para separar la mutacion de act2-5 del nuevo
mutante y se recuperd una planta que, después de limpiar el genoma mediante retro cruzas,
exhibid un fenotipo de raiz que crece menos que las plantas silvestres, pero que tampoco se
puede considerar que es una raiz corta, al que se le Ilamé medium-size root (mer). El analisis
celular de este mutante mostré que el fenotipo era debido a que las células se elongan menos
que las células silvestres en la EZ de la raiz y, por lo tanto, también las células completamente
elongadas de la DZ son de menor tamafio. Asimismo, no se encontr6 diferencia en el tamafio
del meristemo entre las plantas silvestres y mer (figura 8). Por lo tanto, la raiz de menor
tamafo en mer se debe, principalmente, a problemas en la elongacion celular; sin embargo,

no se encontraron cambios aparentes en el citoesqueleto de actina de mer (Dimas, 2018).
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Figura 8. Analisis celular de la raiz de mer. A. No se encontraron diferencias significativas
en el RAM entre las plantas silvestres (WT) y mer. B. El tamafio de la EZ en mer es
significativamente mas pequefio que en el WT. C. Las células totalmente diferenciadas de
la DZ son mas pequefias que la células WT. Plantas de 6 dpg (Dimas, 2018).

Por lo tanto, es posible que, al ser mas pequefias las células en la EZ en mer, las ondas
que se generan en la raiz del doble mutante mer act2-5, swav, sean mas compactas con
respecto a act2-5.

Con intencion de conocer la identidad del gen responsable del fenotipo de mer y dado
que se encuentra en fondo Columbia (Col), se cruzd con el ecotipo Landsberg erecta (Ler)

silvestre para generar una poblacion polimorfica. Se seleccionaron plantas que exhibieron
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raices medianas, se les extrajo el DNA gendmico y se analizd por secuenciacion masiva. Se
encontrd una region responsable del fenotipo en el brazo superior del cromosoma cinco, pero
no se logroé obtener un solo gen mutado. Bajo el supuesto de que la mutacion diera un cambio
no sindnimo que se encontrara en una region codificante, se seleccionaron cinco genes
candidatos que corresponden a: LIKE HETEROCHROMATIN PROTEIN 1 (LHP1),
DOMINANT SUPPRESSOR OF CAMTA3 NUMBER 2 (DSC2 / TIR-NBS-LRR), FITOENO
SINTASA (PSY), PRENILIL TRANSFERASA (PRT1) Y CALCIUM INTERCHANGE 7
(CAXT) (Garcia-Ponce, comunicacién personal).

En este proyecto se analiz6 el fenotipo de mutantes por insercion de T-DNA en los cinco
posibles genes responsables y se demostrd la identidad del gen cuya mutacion genera el
fenotipo de mer. Ademas, se confirmo su funcién en el proceso de elongacion celular en un

alelo mutante de A. thaliana.

3. HIPOTESIS

Si el fenotipo de medium-size root (mer) es causado por la mutacion de un solo gen, una

mutacion nula en el mismo gen dara un fenotipo similar.

4. OBJETIVO GENERAL

Determinar el gen responsable del fenotipo del mutante medium-size root (mer) y confirmar

su funcion en el proceso de elongacion celular en un alelo mutante de A. thaliana

4.1  Objetivos particulares

+ Confirmar las mutaciones puntuales en los cinco posibles genes responsables del
fenotipo de mer.

# Conocer la identidad del gen mutado en mer mediante analisis de complementacion
con los cinco mutantes candidatos.

+ Confirmar que el fenotipo del mutante seleccionado tenga afectada la elongacion
celular de forma similar a mer.

+ Establecer si la mutacion por insercion de T-DNA es de expresion nula.
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+ Evaluar el efecto de la adicion de giberelinas en el crecimiento de la raiz de mer y el

alelo mutante.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Material biologico

Todas las plantas utilizadas en este trabajo pertenecen a la especie Arabidopsis thaliana,
ecotipo Columbia (Col-0). Todas las plantas, con excepcion de prtl-1, son homocigotas. El
mutante mer tiene una mutacion puntual; y los mutantes por insercion de T-DNA (anexo 1;
http://signal.salk.edu/) fueron los siguientes:

1. like heterochromatin protein 1 (Ilhp1-6; SALK_011762)

2. dominant suppressor of CAMTA3 number 2 (dsc2 / tir-nbs-Irr; SALK_200331C)

3. fitoeno sintasa (psy; SALK_054288C)

4. prenilil transferasa 1 (prtl-1; SALKseq_088634)

5. calcium interchange 7 (cax7; SALK 143741.56.00)

5.2  Esterilizacion de semillas y condiciones de crecimiento

Todas las semillas de plantas silvestres y mutantes se esterilizaron con una solucién de
hipoclorito de sodio, 60 % o0 20 %, y polisorbato 20 (Tween 20) 0.005 %, manteniéndose en
agitacion durante cinco o 15 minutos, respectivamente (la concentracion mas baja de
hipoclorito de sodio se utilizé en semillas que tuvieran una antigtiedad mayor a un afio o que
se hubieran sometido a situaciones que pudieran causar estrés, como fue el caso de las lineas
mutantes por insercion de T-DNA). Posteriormente se realizaron tres lavados con agua
bidestilada estéril y se estratificaron con agarosa estéril 0.2 % a 4 °C por tres dias.

La siembra de las semillas se realiz6 en cajas estériles (12 x 12 x 1 cm) con 80 ml de
medio de cultivo Murashige-Skoog (MS) 0.2X comercial (MP Biomedicals; Murashige y
Skoog, 1962), adicionado con MES monohidratado 0.05 %, 1 % de sacarosa y 1 % de agar,
ajustado a pH 5.6 con KOH 1 M.
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Las placas se colocaron verticalmente en una cdmara de crecimiento Percival-
Scientific 1-37LL, con un fotoperiodo de dia largo (16 horas de luz y ocho de oscuridad), a
una temperatura de 22°C e intensidad luminica de 6500 luxes.

Para trasplantar se usd tierra esterilizada Sunshine-Mix 1, y se crecieron en cuartos

controlados con las mismas condiciones descritas.

5.3 Extraccion de DNA genémico

La extraccion de DNA se realizd macerando tres hojas de cada planta hasta obtener un polvo
fino (se utilizd nitrégeno liquido para mantener el material congelado), al cual se agregaron
700 pl de amortiguador de extraccion (Tris-HCL 1 M ph 7.5, NaCl 5 M, EDTA 0.5 M pH
5.8, SDS 10%) y se mantuvo a temperatura ambiente por 10 minutos; posteriormente, se
agrego un volumen de fenol-cloroformo-isoamilico en proporcién 25:24:1 y se centrifugé a
13,000 rpm durante 15 min. Se tomo el sobrenadante y se transfirio a un tubo con un volumen
de isopropanol, dejandose por 20 min. a -20°C; después se centrifugd a 13,000 rpm durante
15 min. Finalmente, la pastilla se lavo con etanol 70% y se centrifugd a 13000 rpm durante
5 min. Se dejo secar y se re suspendid en agua grado molecular con 1ul de RNAasa (10

pa/ul). Las muestras se conservaron a -20°C.

5.4  Corroboracion de las mutaciones del genoma de mer mediante PCR y

secuenciacion

A partir de la secuenciacion masiva de mer, se detectaron cinco secuencias de genes cercanos
con mutaciones en su region codificante. Con la finalidad de corroborar la existencia de
dichas mutaciones, se amplificaron especificamente estas cinco secuencias. Para ello, se
realizaron ensayos de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de punto final, con la
enzima Phusion Flash High-Fidelity PCR master mix (ThermoFisher) y 250 ng de material
genético. Los cebadores y condiciones utilizados se encuentran en la tabla 1. Los fragmentos
obtenidos de la PCR se extrajeron del gel con el kit One Step PCR inhibitor removal

(ThermoFisher) y posteriormente fueron secuenciados. Las secuencias obtenidas se alinearon
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con los genes silvestres del genoma de A. thaliana mediante el programa BLAST, y se

comprobo la presencia de las mutaciones (https://www.arabidopsis.org/Blast/index.jsp).

Tabla 1. Cebadores y condiciones de PCR utilizados para la amplificacion de los posibles genes mutados

Gen Cebador Secuencia Programa PCR Cantidades y
concentraciones utilizadas
por muestra (ul)
CALCIUMEXCHANGER | CAX (BG)}-F | TCATTACAGCGGGTCACAAAG
7 Agua 12.7
(CAX7)
CAX (BG)}-R GCTATCTGAGCACCATCGTTG
a 5 v
z PSY (BG)-F TACTCAGAGACGTAGGCGAAG SR e
= FITOENO SINTASA
=2 (PST)
T‘=’| PSY (BG)-R CAAGTCCTCGGGGTTAAAATC
8 98°C/10 segundos Buffer 10X sin 2
$ 98°C/01 segundos
§ DOMINAN SUPPRESSOR | LRR (BG)-F CAGTTTGGACGTTAACCATGGC 62°C/05 se&uudos Mg
:,ﬂ OF CAMT;;C{\ZDMER 2 72°C/15 segundos
': ( 2) LRR (BG)-R TCATCCTATCAAACACCGTTTC 72°C/02 minutos
= . dNTPs 10mM 1.5
- § s . . 30 ciclos
2 PRENILIL PRT (BG)-F TGGTGGTACCCTTAGTCTGTTC
i TRANSFERASA 1 :
5 (PRT1) PRT (BG)-R ATTGTATGCGCTGCGAGCAAG Oligo F 10pM 1
LIXE JFS-LHP1secF3 | GITATAAACTCGGTTGTGAAAGG Oligo R M 1
HETEROCHROMATIN
PROTEIN I
(LHPI-6) LHP1-PCRg-R | CGCAAGTTCGTTTGATTGACAA Taq 0.2

5.5 Genotipificacion de prtl-1

El mutante en PRENILIL TRANSFERASA 1, prtl-1 (SALKseq_088634) se encontraba en

heterocigosis, por lo que se genotipifico para obtener plantas homocigotas. Para ello se

sembraron 40 plantas del NASC stock center, se colectaron hojas individualmente y se

extrajo el DNA de cada una de las plantas. Debido a que esta linea se obtuvo por

secuenciacion masiva, se amplificd la insercion en ambas direcciones, utilizando el cebador

Mutante Cebador Secuencia Programa PCR
- 94°C/30 segundos
E PRT (CC)-F2 GCTCGATGGAACTCAATCCG 04°C/30 sequndos
e 58°C/30 segundos
= 72°C/30 segundos
@ 72°C/07 minutos
E PRT (CC)-R2 CAGTAGCACGAAGAGAGTAC -
:§ 35 ciclos
< .
é Prenilil transferasa 1 - TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG
E (prt 1-1) 94°C/30 segundos
E SALKseq 088634 24"(';" 588“11305
2 £ PRT (CC)-F2 GCTCGATGGAACTCAATCCG 38°C/30 segundos
© ] 72°C/30 segundos
-~ 72°C/07 mmnutos
=
PRT (CC)-R2 CAGTAGCACGAAGAGAGTAC 35 ciclos
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LBal y dos cebadores que flanquean en sentido o antisentido. Para determinar aquellas
plantas que fueran homocigotas se utilizaron dos cebadores que flanquean la insercion en el
gen (tabla 2). Las amplificaciones se realizaron por PCR (agua grado molecular, buffer B 1X;
MgCl, 1.5 mM; dNTPs 0.2 mM; cebador-F 0.25 pM; cebador-R 0.25 puM; polimerasa Taq
1U; este procedimiento se realizd con la ayuda de Eduardo Torres Flores) y 250 ng de ADN.

5.6 Pruebas de complementariedad o alelismo

Con la intencion de conocer cudl de las mutaciones en el genoma de mer era responsable de
su fenotipo, se cruzaron plantas mer contra los mutantes homocigotos por insercion de T-
DNA de cada uno de los genes candidatos. Los cruces se hicieron emasculando las flores de
las plantas mer que aportarian la parte femenina y fecundandolas con polen de la contra parte;
para generar las siguientes lineas: mer x Ihp1-6; mer x dsc2; mer x psy; mer X prtl-1y mer
X cax’.

Se evaluo el fenotipo de la filial 1 (F1), ya que se esperaba una generacion homogénea
de raices largas si y solo si el mutante por insercion de T-DNA contra el que se habia cruzado
se encontraba en un alelo distinto a mer, complementandolo. En los ensayos donde la F1 no
se recupero el fenotipo WT de la raiz, se comprobo el éxito del cruce (es decir que no fuera

una autopolinizacion), amplificando la insercion de T-DNA de esas plantas.

5.7 Analisis celular de las raices

5.7.1 Fijacion y aclaramiento de raices

Para poder realizar cuantificaciones celulares se fijaron raices de plantas de seis dias post-
germinacion (dpg) en una solucion de etanol 50% 4&cido acético 10% durante 15 h.
Posteriormente, se realizaron tres lavados con agua destilada, se agreg6 acido peryodico 1%
y se incubaron a 37°C por 40 min. Pasado ese tiempo, se enjuagaron nuevamente con agua
destilada y se afiadié reactivo de Schiff (metabisulfito de sodio [Na2S203] 100 mM, HCI 0.15
N y yoduro de propidio 100ug/mL) donde reposaron por dos horas. Finalmente, se realizé

un altimo lavado con agua destilada y las raices se montaron en una solucion de glicerol 65%
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ac. viv, DMSO 2% v/v, Nal 4.2 M y Na;S>;03 8 mM, esto permiti6 terminar de aclarar las
raices (Dubrovsky, et al., 2009).

5.7.2 Cuantificaciones celulares

A partir de fotografias tomadas con el objetivo 40x y contraste diferencial de interferencia
(DCI Normaski) en el microscopio Olympus BX60, se realizaron reconstrucciones de las
raices aclaradas por el plano medio, siguiendo unasola hilera de las células del cortex, desde
la primera célula inicial hasta el primer primordio de pelo radicular.

Se midio sucesivamente cada una de las células del cortex en la misma resolucién que
la captura de la imagen para obtener el equivalente de pixeles a micrometros con el software
Fiji®.

El conjunto de las medidas para cada raiz (15 de cada tipo: raices silvestres y del
mutante de insercion seleccionado) se procesé con el algoritmo de cambio estructural
multiple (MSC) (Pacheco-Escobedo, et al., 2016) y se estimo el tamafio del RAM y la EZ,
asi como el numero de células del PD y TD. El nimero de células en la EZ se obtuvo
calculando la diferencia entre el nimero total de células desde la primera inicial hasta el
primer primordio de pelo, menos el nimero de células de RAM que fueron obtenidas en el
programa. Adicionalmente, para conocer el tamafio de las células diferenciadas, se
fotografiaron 15 células a partir de la aparicion del primer primordio de pelo (células

diferenciadas) y se midieron las células desde la seis hasta la 15, de 15 plantas.

5.7.3 Cinética de crecimiento

Para obtener la tasa de crecimiento (um/h) de las raices de plantas crecidas en placa (15
plantas silvestres y 15 plantas del mutante), se marcé el limite de crecimiento a los 5 dpg y
24 h exactas después, a los 6 dpg. Inmediato al segundo marcaje se tomé registro fotografico
y fueron medidas con Fiji®. La diferencia entre el tamafio total de la raiz y el de un dia
después, dividido entre 24 horas correspondio al crecimiento por hora (um/h).

De manera paralela, se hizo una cinética de crecimiento marcando cada 24 h durante

13 dias, partiendo del primer dia post-germinacién. Con ello se obtuvo la longitud total
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alcanzada y pudo compararse contra el crecimiento silvestre. Posteriormente se utilizo el
software Fiji® para medir el crecimiento diario de las raices y se estimo el promedio y error

estandar de 28 plantas WT y 22 prtl-1, para cada punto de la cinética.

5.7.4 Analisis estadistico

Los datos fueron analizados con el software GraphPad Prism version 8.0.1 para Windows®;
primero se emple6 una prueba de normalidad (Kolmogorov-Smirnov). Posteriormente, para
datos normales se realizaron pruebas de t-Student de dos vias y ANOVA de una via. Para
datos que no pasaron la prueba de normalidad se utiliz6 Mann-Whitney.

5.8 Ensayos hormonales

Se realizaron ensayos de crecimiento con la adicion de la hormona giberelina (GA3) para
indagar si podia complementarse el fenotipo de la raiz de la mutante seleccionada. Se
utilizaron tres concentraciones diferentes: 50, 75 y 100 uM, segln lo reportado para ver
cambios en el tamafio de hipocotilos (Frankland, et al. 1960; Cowling, et al. 1998 y Collet,
et al. 2000), que se afiadieron a placas de medio MS 0.2X previa esterilizacion. Los cambios

se cuantificaron a los 5 dpg.

5.9 Analisis de expresion por RT-PCR semicuantitativa

Se colectaron 60 raices de plantas silvestres y de la mutante por insercion de T-DNA,
respectivamente, a los 5 dpg. El material se congel6 en nitrgeno liquido y se extrajo el RNA
con el kit de ZYMO Research® segun el protocolo del proveedor. EI RNA se recuperd en
agua miliQ esterilizada.

La sintesis de DNA complementario (cDNA) se realizd a partir de 2 ug de RNA
mediante la enzima reverso-transcriptasa SuperScript 11 (Invitrogen) y 1 pl del cebador dT-
adapt (GGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTTTTTTTTTTTTT) 10 uM, con el

protocolo del proveedor, y se amplifico por PCR de punto final utilizando los mismos
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reactivos que para la genotipificacion. Los cebadores y condiciones de PCR se muestran en
la tabla 3.

Gen Cebador Secuencia Programa PCR
© 94°C/02 minutos
= - TubF CTCAAGAGGTTCTCAGCAGTA 94°C/30 segundos
£ E 62°C/30 segundos
g _—g' Tubulina 72°C/30 segundos
== 72°C/07 minutos
E‘ TubR TCACCTTCTTCATCCGCAGTT
< 25 ciclos

94°C/02 minutos
. = ) PRTI (CC)-F2 GCTCGATGGAACTCAATCCG 94°C/30 segundos
= .8 | PRENILIL TRANSFERASAI (PRT 62°C/45 segundos
i g 1-1) 72°C/02 minutos
g = SALKseq 088634 72°C/07 minutos
23 PRT (BG)-R ATTGTATGCGCTGCGAGCAAG
25 ciclos

5.10 Analisis filogenéticos

Con la intencién de conocer la relacion y funcion del gen seleccionado como responsable del
fenotipo de los mutantes, se realizaron analisis de similitud de la secuencia aminoacidica con
la herramienta de BLAST del Instituto Bioinformatico Europeo (EMBL-EBI;
https://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/ncbiblast/), los resultados fueron analizados con el
programa de alineamiento de secuencias multiples (MAFFT,;
https://mafft.cbrc.jp/alignment/software/), cuyos resultados fueron reconstruidos en FigTree
v.1.4.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

La busqueda de dominios proteicos y sitios funcionales se realizd con ayuda del
software en linea PROSITE (https://prosite.expasy.org) y se analiz0 la estructura secundaria
en Jpred (http://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred/) (Drozdetskiy, et al.,, 2015) y la
estructura  terciaria  predicha  (Universidad  de Basel, BIOZENTRUM,
https://swissmodel.expasy.org/repository/uniprot/Q9FF14)

Finalmente, el andlisis de similitud entre AT5G17270 y AT5G37130 fue realizado
con la herramienta EMBOSS Neddle (https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/).
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6. RESULTADOS

6.1 Secuenciacion de los posibles genes responsables del fenotipo de mer

Cuando se secuencio el genoma de mer para obtener el locus responsable del fenotipo de raiz
mediana, no se pudo obtener un sélo gen, sino que se encontraron mutaciones en cinco genes
cercanos (Garcia-Ponce, comunicacion personal). Para corroborar la existencia de dichos
cambios, se amplificaron los fragmentos de DNA del mutante mer que contuviera las
mutaciones (figura 9) y fueron secuenciados individualmente (ver anexo 2). Con ello, se
comprobo la existencia de las mutaciones, aunque en algunos casos no estaban exactamente

en el lugar predicho por la secuenciacién masiva (tabla 4).

LHPI-6 DSC 2 PRTI PSY CAX 7

512 pb 394 pb 388 pb 445 pb 338 pb

Figura 9. Amplificacion de los cinco fragmentos de los posibles genes responsables del
fenotipo de mer. Debajo de cada uno se encuentra el tamafio de la banda.

Tabla 4. Descripcion de los cambios encontrados en los posibles genes responsables del fenotipo de mer

Gen Base WT Cambio en Sito de la Codon WT Codon Numero del
mer base (aminoacido) mutante aminoacido
(aminoacido)  en la proteina
CAX7 C T 1385 TCT (serna) TTT 452
AT5G17860 (fenilalanina)
PSY c T 1863 ACC (treonina) ~ GTC (valina) 342
AT5G17230
DSC2 C T 1929 ACT (treonina) ATT 588
AT5G18370 (isoleucina)
PRT G A 3526 TGG TGA (término) 549
AT5G17270 (triptofano)
LHPI-6 G A 965 GCC (alanina)  ACC (treonina) 136
AT5g17690

Por lo tanto, los cinco genes fueron considerados como posibles responsables del fenotipo.

6.1  Evaluacion del fenotipo de las lineas mutantes por insercion de T-DNA

Una vez que se corrobord que las mutaciones estaban presentes en mer, se trabajé con

mutantes de insercion de T-DNA en dichos genes para evaluar si alguno de ellos presentaba
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un fenotipo similar a mer. Cuatro de los mutantes utilizados eran homocigotos y todos
presentaron un fenotipo de raiz larga: psy y Ihp1-6 crecen de forma similar a la raiz silvestre,
mientras que cax7 y dsc2 tienen una raiz un poco mas larga (anexo 3). Cabe decir que no
necesariamente tendrian que coincidir los fenotipos, ya que con excepcion de PRT1 en mer,
donde la mutacion produce un coddn de término, todas las demés producen cambios del
aminoacido y se compar6 con mutantes de T-DNA, que se esperaba que no fueran
funcionales. ElI mutante prtl-1 era el Unico en estado de heterocigosis, por lo que se

genotipificé una poblacion de 40 plantas para obtener la linea homocigota (figura 10).
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Figura 10. Genotipificacion de prtl-1. A. modelo del gen donde se muestra el sitio de la
insercion (triangulos negro y blanco), orientacion del cebador LBal (flecha verde) y los
oligonucledtidos que la flanquean (rosa). B. Se muestra la genotipificacion de las cuatro
plantas seleccionada de la linea SALKseq_088634. Arriba se muestra la amplificacién de
la insercion del T-DNA en ambos sentidos y abajo la amplificacion del gen enddgeno, que
s6lo fue evidente en las plantas silvestres, demostrando que las plantas seleccionadas son
homocigotas. Para el resto de los experimentos se utilizd la planta 36.
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Se obtuvieron cuatro plantas homocigotas (10, 23, 28 y 36), para la linea prt1-1
(SALKseq_088634) que, al parecer, tienen dos inserciones: una en sentido y otra en
antisentido (figura 10), ya que se obtuvieron amplificaciones en ambas direcciones
(exceptuando la planta 28) para las inserciones del T-DNA. Esto no es de extrafar en este
tipo de lineas de mutantes. En ninguna de las cuatro plantas amplificé el gen enddgeno, lo
que confirma que estas se encuentran en estado de homocigosis.

Todas las plantas F3, hijas de la planta 36, presentaron un fenotipo de raiz de tamafio
mediano y no mostraron afectaciones evidentes en la parte aérea. Mas importante ain, este
fenotipo es idéntico al de mer (figura 11).

WT mer pri1-1

Figura 11. Comparacion de los mutantes mer y prtl-1 con las plantas silvestres (WT).

Plantas de cinco dpg.
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6.1.1 Analisis de complementariedad

Para establecer que la mutacion en PRT1 es el responsable del fenotipo de raiz corta,
observado tanto en mer como en la linea de T-DNA, se realizaron pruebas de
complementariedad. En estos ensayos se espera que, si las mutaciones son alélicas, el
fenotipo de la F1 no cambie, pero si estan en genes diferentes y son mutaciones recesivas,
entonces la planta en su estado heterocigoto F1 recuperard la raiz a un tamafio silvestre.

En el caso de mer x prtl-1 (T-DNA), la F1 present6 raices ligeramente mas largas con
respecto a los parentales, pero mas cortas que las plantas silvestres (figura 12). Esto podria
indicar que las mutaciones son alélicas, pero que ambos parentales producen cierta cantidad
de proteina que permite su funcién parcial. Otra posibilidad, es que existan otras mutaciones
ligadas al fenotipo en cualquiera de los alelos que se supriman con el cruce, o que las plantas
F1 presentaron una mayor vigorosidad y se desarrollaron mas rapidamente que los mutantes

independientes.
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Figura 12. Comparacion de los mutantes mer, prtl-1 y mer x prtl-1 con las plantas

silvestres (WT). Plantas de cinco dpg.
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Para corroborar que alguna de las otras mutaciones en mer no aportara al fenotipo se
realizaron los cruces de mer con cax 7, psy, dsc2 y Ihpl-6. En todos los casos, la raiz de las
plantas F1 mostraron un fenotipo méas parecido al mutante por insercién de T-DNA, que a
mer (figura 13). Un caso interesante fue la F1 de mer x cax7, donde las raices fueron un poco
mas largas que cax7, el cual, a su vez, tiene una raiz mas larga que las plantas silvestres.

WT mer cax7 mer x cax7 WT mer sy mer x psy

WT mer Ihpl-6  mer xIhpl-6 WT mer dsc2 mer x dsc2

Figura 13. Analisis del fenotipo de las F1 al cruzar mer con psy, cax7, dsc2 y lhpl-6
respecto a los parentales.

6.2 Cuantificacion celular de la raiz de prtl-1

Dado el fenotipo macroscépico de la raiz observado en el mutante prtl-1y el resultado de
las cruzas con mer, se considero que PRT1 es el gen responsable de los fenotipos en ambos
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alelos (figuras 11 y 12). Sin embargo, era importante establecer que la causa del fenotipo de

laraiz en prtl-1 es debido a afectaciones en la elongacion celular, al igual que sucede en mer.

Para esto, primero se realizé el andlisis del crecimiento de la raiz de prt1-1.

Como se observa en la figura 14, la longitud total de la raiz (figura 14A), la tasa de

crecimiento por hora (figura 14B) y la cinética de crecimiento a partir del dia uno post-

germinacién (figura 14C), indican que las raices de prtl-1 son significativamente mas

pequefias y crecen mas lentamente durante su desarrollo con respecto a las plantas silvestres.
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Figura 14. Descripcion del crecimiento
de prtl-1. A. Longitud de la raiz de
prtl-1 en comparacion con plantas
silvestres (WT) a 6 dpg. B. Tasa de
crecimiento en plantas de 5-6 dpg. C.
Cinética de crecimiento WT vs prt.
Los datos representan la media + error
estdndar (n =15). **** representa
diferencias significativas con una p <
0.0001 con las pruebas de Tukey y
ANOVA de una via. A-B: n=15. C: n
WT = 28; n prt = 22 por cada punto.

Posteriormente se realizaron las cuantificaciones celulares de los distintos dominios

de la raiz. La zona meristematica (RAM), considerando PD y TD no mostraron diferencias

significativas en el tamafio (figura 15A, By C), ni en el nimero de células (figura 15D, E y

F) entre las plantas silvestres y prtl-1.
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Figura 15. La zona meristematica de la raiz prt1-1 es igual al de las plantas silvestres. EI tamafio
(A, By C)y el numero de células (D, E y F) del RAM, el PD y TD respectivamente, no cambia
significativamente entre plantas silvestres y plantas prtl-1 en plantas de 6 dpg. Los datos
representan la media + error estandar (n =15). **** representa diferencias significativas con
una p < 0.0001 con las pruebas de Tukey y ANOVA de una via.

Esto demuestra que el proceso de proliferacion celular no esta afectado en la mutante
prtl-1, tal como observo Dimas (2018) en las raices de mer.

Sin embargo, al analizar el tamafio de la EZ en el mutante se encontré que esta
reducida con respecto al WT (figura 16A), mientras que el nimero de células permanece sin

diferencias significativas (figura 16B), lo que sugiere que esta mutacion Unicamente esta
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afectando el proceso de elongacion celular y no el tiempo que tardan en transitar las células

de una zona a otra.

A B
500 - 70 1
43387
N 60 T
— 400 25
§_ 'c—: 50
‘N" 27433 5}
(] 300 ok & 40 4
K= I E
3] B
= i
© 200 - =2 30
15 E
£ T 20
S £
100 Z . 730 773
WT prii-1 WT prtl-1

Figura 16. Las células de la EZ de prt1-1 son mas pequefias que las de las plantas silvestres. (A)
El tamafio de la EZ es menor en prtl-1 vs el WT, aunque el nimero de células (B) es similar en
ambos en plantas de 6 dpg. Los datos representan la media £ error estandar (n =15). ****
representa diferencias significativas con una p < 0.0001 con las pruebas de Tukey y ANOVA de
una via.

Asimismo, se observo que la longitud de las células del cortex completamente alargadas de

la zona de diferenciacion es de menor tamafio con respecto a las silvestres (figura 17).
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Figura 17. Las células del cértex completamente elongadas son significativamente méas
pequefias en prtl-1. A. Células de la zona de diferenciacion del WT (izquierda) y prtl-1
(derecha). En ambos casos las puntas de flecha sefialan los limites de una célula. B. Longitud
de las células diferenciadas en plantas de 6 dpg. Los datos representan la media + error
estandar (n =15). **** representa diferencias significativas con una p < 0.0001 con las
pruebas de Tukey y ANOVA de una via.

En conjunto, la descripcion de la raiz y el analisis celular permiten inferir que el
tamario reducido de la raiz de prt1-1 se debe a que las células no se elongan como las células

silvestres; consecuentemente, se ve afectado el tamaro final de las células diferenciadas.
6.3 Analisis de acumulacion del mensajero de PRT1 en el mutante prtl-1

PRT1 es un mensajero muy grande, de 2970 pb. El T-DNA de la linea prtl-1
(SALKseq_088634) se encuentra en el primer exon. Para el analisis de la acumulacion del
mensajero se utilizaron los cebadores de la tabla 3, que se encuentran en el primer y doceavo
exon, respectivamente.

El mensajero de PRT1 se acumula poco en las raices silvestres y, aunque es evidente
su disminucion en el mutante, no llega a ser nulo (figura 18). Sin embargo, puesto que el
fenotipo del mutante prtl-1 es igual al de mer, que tiene una codon de término, es factible

que la proteina que se llega a sintetizar en ambos mutantes no sea funcional.

WT prtl-1

1700 pb

e ————— T ————

Figura 18. La acumulacion de PRT1 se encuentra disminuida en prtl-1 con respecto a la
planta WT. Analisis por RT-PCR en raices de 7 dpg en donde se utiliz6 la tubulina 2 como
control de carga.

PRTI

TUB2
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6.4 Efecto de la adicion de giberelinas al mutante prtl-1

La elongacion celular es un proceso multifactorial en el que las hormonas tienen un papel de
regulacion importante. Con intencion de conocer si las GAs complementaban, al menos
parcialmente, el fenotipo del mutante prtl-1, y para comenzar a indagar la funcién celular de
PRT se adicion6 esta hormona.

Se realizaron ensayos de crecimiento de las plantas silvestres y mutantes en medio
MS 0.2X adicionando diferentes concentraciones de GAg, las cuales, se ha demostrado que
inducen la elongacion celular en hipocotilos (Frankland et al.,1960; Cowling, et al., 1998;
Collet, et al., 2000) y en las celulas de la epidermis de la raiz (Ubeda, et al., 2008; Ubeda, et
al., 2009).

El tamafio de los hipocotilos de las plantas silvestres y mutantes se incremento desde
la concentracion mas baja utilizada (50 uM) de GAs (figura 19A), lo que demostro su efecto
en la elongacion. Sin embargo, ninguna de las concentraciones utilizadas de GAsz indujeron
el crecimiento de la raiz en plantas silvestres 0 mutantes, ni se complementd el crecimiento
de las raices de prtl1-1 (figura 19B).

Esto indica que el fenotipo de la raiz del mutante prtl-1, no se debe a que tenga una

menor cantidad de GAs.
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Figura 19. La adicion de giberelinas no complementa el crecimiento de la raiz de prtl-
1. A. Tres concentraciones de GAsz (50, 75y 100 uM) promovieron un aumento en la
longitud de los hipocétilos, en plantas WT y el mutante. B. Las adicion de GAs no tuvo
efecto en la longitud de las raices de ambos genotipos, en plantas de 6 dpg. Los datos
representan la media + error estandar y las diferencias estadisticas significativas
obtenidas con las pruebas Tukey y ANOVA de una via, a una p < 0.0001 se denotan con
letras (n =10-12 plantas para los tratamientos y 32 para los controles). .

6.5 Analisis de similitud de la proteina PRT1

El gen PRT1 (AT5G17270) de A. thalina codifica para una proteina perteneciente a la
superfamilia de la prenilil-transferasas, segin como esta anotado en la base de datos del TAIR
(https://www.arabidopsis.org/index.jsp). Esta familia de proteinas se subdivide en tres
grandes grupos: las geranil-geranil transferasas tipo I, las geranil-geranil transferasas tipo 11
0 Rab y las farnesil-transferasas (Maurer-Stroh, et al., 2003). Ya que era de interés conocer
a qué subgrupo pertenecia, se realizaron alineamientos de secuencia aminoacidica con el
programa de BLAST, pero no se encontrd similitud con alguno de estos subgrupos.
Sorpresivamente, como puede observarse en la figura 20A, la proteina PRT pertenece
a un clado hermano de la superfamilia de proteinas con el dominio tetratricopéptido 27

(tetratricopeptide repeat-like superfamily protein; TRP) en diferentes organismos, como:
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Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces sp., Dictyostelium sp., Caenorhabditis
elegans, Gallus, Mus musculus, Bos Taurus, Homo sapiens y Pongo abelii, pero no se
encontraron similitudes con otros miembros de A. thaliana, con excepcion de una proteina
homéloga anotada con el identificador AT5G37130, que codifica para una proteina de
funcién desconocida y con la que tiene una similitud de 88.4%. Aunado a ello, no se
encontraron dominios de prenilacion en la proteina, sino solo los correspondientes a

repeticiones del tipo TPR (figura 20B) contenidas en un dominio de la proteina.
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Figura 20. Analisis filogenético y dominios de la secuencia aminoacidica de PRT1. A. Arbol
filogenético de PRT1 (AT5G17270 PRT_ARAB), obtenido mediante el programa
BLAST/MAFFT. En rosa se muestra el clado de TPR 27 de diferentes especies y en amarillo
se resalta la proteina de interés (AT5G17270 PRT_ARAB) y su proteina homdloga en
Arabidopsis (AT5G37130 PRTH_ARAB). B. Dominio de la proteina que contiene las
repeticiones de tetratricopéptidos a partir del aminoacido en la posicién 560. EI codén de
término en mer se localiza en el aminoacido 549, por lo que la poteina truncada que se genera
no contiene dicho dominio.
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El andlisis de la secuencia aminoacidica predice una estructura secundaria de
repeticiones de a-hélices (figura 21A), que coincide con lo descrito para las repeticiones en
tdndem de TPR (Sikorski, et al., 1990; Cortajarena'y Regan, 2006; Sharma y Pandey; 2016).
Igualmente, se pudo obtener un modelo tridimensional (figura 21B) con base en 5udl.1, una
proteina inducida por interferdn con repeticiones tetratricopeptidicas (Universidad de Basel,
BIOZENTRUM, https://swissmodel.expasy.org/repository/uniprot/Q9FFI4).

En este momento no es posible descartar que las proteinas codificadas por estos loci
tengan, adicionalmente, la actividad de prenilil-transferasa. Si ese es el caso, constituirian
una nueva familia diferente a las descritas hasta el momento. Otra posibilidad, es que se
encuentre mal anotada en las bases de datos.
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Figura 21. Prediccion de la estructura de PRT1. A. Estructura secundaria, donde destacan
las repeticiones de a-hélices (barras rojas), que coincide con lo descrito para las repeticiones
en tdndem de TPR (Sikorski, et al., 1990; Cortajarena y Regan, 2006; Sharma y Pandey;
2016). Se muestra unicamente un fragmento, del aminoacido 549 al 599; Analisis realizado
con Jpred4. B. Estructura tridimensional para PRT1. Con un punto rosa se sefiala la posicién
aminoacidica 549, que corresponde al sitio de la mutacién en mer.

7. DISCUSION

7.1 PRT1 pertenece al grupo de los tetratricopéptidos
Con base en los resultados obtenidos en este trabajo, se considera que el locus
AT5G17270 corresponde al gen responsable del fenotipo observado en mer, asi como en el

alelo por insercion de T-DNA que se denomind prtl-1 (SALK 088634). Segun lo anotado
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en la base de datos del TAIR, este gen codifica para un miembro de la superfamilia de
proteinas PRENILIL-TRANSFERASA (PRT). La prenilacion de las proteinas involucra la
unién de un isoprenoide farnesil (C15) o geranil-geranil (C20) a un residuo de cisteina en el
extremo C-terminal de una proteina mediante un enlace tioéter (Clarke, 1992; Zhang y Casey,
1996). Esta modificacién postraduccional promueve la interaccion proteina-membrana y
muchas veces la interaccion proteina-proteina (Johnson, et al., 2005).

Se conocen tres tipos de proteinas preniltransferasas (PTs) que catalizan la
prenilacion proteica en plantas: 1) las farnesil-transferasas (PFT) heterodimérica, que
consiste en una subunidad o y una B y transfiere un grupo farnesil desde un farnesil-
pirofosfato a proteinas con un motivo C-terminal CaaX (donde “C” corresponde a una
cisteina; “a” es cualquier aminoacido alifatico y “X” es una metionina, alanina, glutamina,
serina o cisteina); 2) las proteinas geranilgeranil-transferasa heterodimérica tipo | (PGGT1),
que solo se diferencia de PFT en la subunidad B, transfiere un grupo geranilgeranil desde un
geranilgeranil-pirofosfato a proteinas con motivo CaaX, donde “X” siempre es una leucina,
y 3) las proteina geranilgeranil-transferasa heterotrimérica tipo Il (PGGT2), cuyas
subunidades a y B son distintasa PGGT1y PFT y ademas necesitan de una proteina accesoria
Rab. PGGT?2 transfiere un grupo geranilgeranil desde GGPP a los substratos de la proteina
Rab (Casey y Seabra, 1996).

En el andlisis filogenético y de dominios que realizamos no fue posible encontrar
dominios que agruparan a PRT como parte de las preniltransferasas. Sin embargo, se
encontré un dominio tetratricopéptido, el cual consiste en repeticiones degeneradas en
tandem, comunmente encontradas en proteinas de diversas familias en A. thaliana y otros
organismos (D'Andrea y Regan, 2003). lgualmente, los datos de la estructura proteica
inferida con la secuencia aminoacidica apoyan que se trata de un miembro de esta familia.

Una razon por la cual PRT puede aparecer como una prenil-transferasa es que,
efectivamente, las subunidades a de las prenil transferasas consisten en repeticiones de
tetratricopéptidos (Blatch, et al.,1999; Maurer-Stroh, et al., 2003), pero estos resultados
indican una mayor similitud con una proteina del grupo TRP 27 en Dictyostelium discoideum
(aunque no hay mas informacion disponible), seguida de otras especies de organismos, donde

solo se incluye a su homologo AT5G37130 en A. thaliana.
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Las repeticiones TPR estan presentes en proteinas de todas las especies y se
caracterizan por mediar interacciones proteicas. En plantas se han relacionado con la
respuesta al estrés y la sefializacion hormonal, entre otros aspectos (D'Andrea y Regan, 2003;
Sharma y Pandey, 2016). El motivo consta de aproximadamente 34 aminoacidos y se
encuentra en diferente nimero de repeticiones en tandem, desde tres hasta 16 (Lamb et al.
1995; D'Andrea y Regan 2003).

Dos ejemplos de proteinas con dominios TPR en Arabidopsis son: ETHYLENE-
OVERPRODUCERL1 (ETO1), que acttia como regulador negativo de la biosintesis de etileno
al inhibir a la enzima ACC sintasa (ACS5). ETO contiene un dominio TPR que se une a
ACSS5 para dirigirla a degradacion por el proteosoma (Yoshida, et al., 2005); y SPINDLY
(SPY), una proteina que actta como un regulador negativo de la sefializacion de giberelinas
que es independiente de las proteinas DELLA y que, a su vez, actia como regulador positivo
de la sefializacion de citoquininas, siendo importante en la interlocucion entre estas hormonas
(Sharma, et al., 2016). SPY también lleva a cabo sus funciones a través de su dominio TPR,
aunque no se conoce exactamente el mecanismo de accion (Greenboim-Wainberg, et al.,
2005).

Se puede decir, entonces, que la proteina codificada por el locus AT5G17270 es de
tipo TPR y esta involucrada en la elongacion de las células de la raiz, aunque no es posible
descartar que participe en otros procesos. Por ejemplo, durante un mapeo para la busqueda
de microsatélites (SSRs, por sus siglas en inglés) en Brassica juncea realizaron un ensayo de
correspondencia con identificadores de Arabidopsis thaliana, donde identificaron cuatro
genes de funcion desconocida, entre ellos el locus AT5G17270, que se asocid con regulacién
y desarrollo floral (Dhaka, et al, 2017).

7.2 El mutante prtl-1 tiene afectaciones en el proceso de elongacion celular

El crecimiento de la raiz es producto de la constante division mitdtica en el RAM
(proliferacion) y del aumento en el tamafio de las células (expansion) que llegan ala EZ y el

inicio de la DZ.
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Existen muchos mutantes que exhiben raiz corta, pero esa diferencia en la longitud
muchas veces involucra cambios en la produccion de células meristematicas, lo que afecta la
elongacion celular posiblemente por una diferenciacién temprana, como sucede en el mutante
short root (shr) (Benfey, et al., 1993; Helariutta, et al., 2000), la adenilato quinasa 6 (aak6)
(Slovak, et al., 2020) y los mutantes en MADS-box xaantall y 2 (xall y xal2) (Tapia-Lopez,
et al., 2008; Garay-Arroyo, et al., 2013).

También se han encontrado mutantes afectados en la EZ y DZ, en donde la diferencia
en el tamafio celular es debida por afectaciones en el citoesqueleto, lo que repercute en la
organizacion de las microfibrillas de celulosa, generando crecimiento celular isotropico.
Ejemplos de estos son: bull-1 (Catterou, et al., 2001), botl (Bichet, et al., 2001) y cob
(Benfey et al., 1993; Roudier, et al., 2005). Igualmente, prcl desarrolla una raiz méas corta
con células hinchadas en la EZ, lo que sugiere un defecto en el alargamiento celular (Desnos,
et al., 1996).

Asimismo, las hormonas repercuten en la expansion celular al modular al
citoesqueleto, al menos en parte. Mutantes en BRs como bul 1-1, dwf 7-3, stel-4, son
defectuosos en la expresion de a-tubulinay la organizacion cortical, por lo que generan raices
con crecimiento deformado y patrén isotropico (Catterou, et al., 2001a, Catterou, et al.,
2001b). Por otra parte, es interesante que mutantes en la sintesis o sefializacion de las
giberelinas como ga-1 y gai, respectivamente, son plantas enanas sélo en la parte aérea,
mientras que mutantes de respuesta constitutiva como spy exhiben fenotipos elongados, lo
que también esta relacionado a la organizacion de los MTs en las células de la epidermis
(Fujino, et al., 1995, Wenzel y Wasteneys, 2000). Por lo tanto, es posible que la regulacion
del citoesqueleto de tubulina sea tejido especifico y que las hormonas actien de forma
diferencial en la regulacion de la expansion celular en hojas e hipocotilos, con respecto a la
raiz.

Por otro lado, defectos en la distencion de la membrana promovida por auxinas
también puede generar problemas en la elongacion celular, aunque resulta dificil separar este
efecto del que tienen sobre la proliferacion (De Smet, et al., 2015).

En este trabajo se confirmd, mediante cuantificaciones celulares que la raiz de prtl-
1, con un fenotipo de raiz mas corta que las plantas silvestres, es casi idéntico al de mer. Cabe

decir que, en este caso, ambos alelos son comparables ya que tanto mer como prtl-1 generan,
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en principio, proteinas no funcionales: en mer se genera un codon de término y en prtl-1 se
tiene una insercion de T-DNA en el primer exdn.

Después del andlisis celular que se llevo a cabo, se puede decir que la diferencia en
el tamafio de la raiz de mer y de prtl-1 se debe a la falta de una completa elongacion de las
células en la EZ que repercute en el tamafio final de las células en la DZ. Sin embargo, no
parece haber similitud entre prtl-1 y los mutantes antes descritos, dado que en todos esos
casos se observa una reduccion en el tamafio del meristemo, aun cuando la afectacion es
debida a problemas con el arreglo de las microfibrillas de celulosa.

Asimismo, en todas las raices analizadas se observd crecimiento anisotrépico en la
EZ y DZ. En mer se analiz6 el citoesqueleto de actina, pero no se encontraron diferencias
con respecto al de las plantas silvestres (Dimas, 2018). En este caso, sera necesario analizar
el arreglo de los MTs en prtl-1 para establecer si tiene alguna participacion en el fenotipo.

En lo referente a la sefializacion hormonal, el ensayo con GAs no complemento el
fenotipo de prtl-1, pero si mostré efecto en la parte aérea. Esto permite concluir que el
mutante si responde a la hormonay que el problema de la elongacion de la raiz no es debido
a la falta de las GAs, ni a su sefializacion, ya que los hipocétilos lograron alargarse de igual
forma que los de las plantas silvestres. De hecho, mutaciones en GAs exhiben fenotipos de
RAM reducido y enanismo en la parte aérea (Fu y Harberd, 2003; Ubeda, et al., 2008; Ubeda,
et al., 2009), que no se observaron en nuestros mutantes. Aun asi, existe la posibilidad de que
otras hormonas que también participan en la elongacién celular, como las auxinas, estén
afectadas en estos mutantes e, igualmente, se tendrian que realizar ensayos adicionandolas
para poder responder a esta hipdtesis.

Dado que no hay evidencia de otros mutantes con dafio exclusivo de la EZ (con
excepcion de cob, cuyo fenotipo es debido al crecimiento isotrdpico), otra posibilidad es que
los mutantes mer y prtl-1 puedan tener afectado el endociclo de las células de la zona de
elongacion y diferenciacion. Las plantas mutantes en endociclo generalmente exhiben una
disminucion en la ploidia y reduccion en el tamafio de los 6rganos. Las plantas FIZZY-
RELATED1/2 (fzr2-1 y fzr2-2) tienen un fenotipo aparentemente silvestre en A. thaliana,
pero desarrollan tricomas mas cortos y una reduccion de dos veces la ploidia con respecto al
WT (Larson-Rabin, et al., 2009). Asimismo, Larson-Rabin, et al. (2009) hallaron que la

superficie adaxial de las hojas también disminuyé y mostraron menor porcentaje de
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endorreplicacion en fzr 2-1. Concordantemente, la sobreexpresion de FZR2 gener0 raices
deformes, més gruesas que las plantas silvestres y el incremento en el tamafio de la raiz se
correlacion6 con el aumento en el tamafio nuclear (Larson-Rabin, et al., 2009). Plantas
mutantes de los ortdlogos de FZR (Drosophila), CCS5A y CSS52AB mostraron,
endorreplicacion reducida en Mendicago trucatula (Cebolla, et al., 1999). Dado que es
posible que el tamafio de las células en la EZ y DZ en mer y prtl-1 se deba a problemas en
el ciclo celular, seria necesario utilizar un marcador que evidencie este proceso para
corroborar esta hipétesis.

Finalmente, acerca del fenotipo de mer, es importante mencionar que las cruzas con
prtl-1 complementaron parcialmente el fenotipo, por lo que existe la posibilidad de que los
mutantes tengan cierta cantidad de proteina funcional, o bien, que alguna de las otras
mutaciones en los genes aledafios de mer esté contribuyendo con el fenotipo la raiz corta.
Esto ultimo significaria que prt1-1 también tiene otras mutaciones, puesto que su fenotipo es
idéntico al de mer, lo cual resulta poco probable.

Con este trabajo, se concluye la primera etapa de una larga linea de investigacion en el
que finalmente se determind la identidad de un gen que ahora sabemos participa en la
elongacion celular de la raiz de A. thaliana; y permite el inicio de una nueva etapa, en el que

se intentara establecer cual es su funcion.

8. CONCLUSIONES

+4 Con este trabajo se demostré que el gen anotado como una PRENILIL
TRANSFERASA (AT5G17270) es el gen responsable del fenotipo observado
en laraiz de mery prtl1l-1.

4 El mutante prtl-1 tiene afectado el proceso de elongacion celular
especificamente en la raiz de la planta y éste no se debe a la falta de GAs, ni
a su sefalizacion.

« La proteina PRT1 podria tener como funcién la dimerizacion con otras

proteinas, debido a la presencia de un dominio de tetratricopéptidos.
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9. PERSPECTIVAS

4 Conocer la funcién de la proteina como prenil-transferasa o su participacion
en la union con otras proteinas implicadas en el desarrollo de la raiz.

4 Probar si las auxinas o el citoesqueleto de tubulina se encuentran alterados en
los alelos mer y prtl-1.

4 Conocer el patrén de expresion de CCS52A1:GFP en mer y prtl-1 como
marcador de endorreplicacién en la zona de elongacion de la raiz.

4 Complementar al mutante prtl-1 con la expresion del gen silvestre para
asegurar que esta es la Unica proteina implicada en el fenotipo de su raiz.

4 Genotipificar y analizar la raiz del mutante en el gen homélogo AT5G37130
(prt2) de A. thaliana.
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11. ANEXOS

11.1 Anexo 1. Modelo de los genes mutados por insercion de T-DNA en las

lineas de plantas utilizadas

Esquema de los cinco genes candidatos en donde el triangulo indica el sitio de insercion del
T-DNA, la flecha muestra la direccion de la secuencia flanqueante al cebador LB. La barra

representa 100 pb.

1. like-Heterochromatin Protein 1 (Ihp1-6; SALK 011762)

-

v

W

2. dominant suppressor of CAMTA3 number 2 (dsc2 / tir-nbs-Irr; SALK_200331C)
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3. fitoeno sintasa (psy; SALK_054288C)

-

h 4

Tl

4. prenilil transferasa 1 (prtl-1; SALKseq_088634)

v _
A AR AR ARE

5. calcium interchange 7 (cax7; SALK 143741.56.00)

-

h 4

11.2 Anexo 2. Fragmentos secuenciados de los posibles genes candidatos
causales de las mutaciones de mer.

En amarillo, se muestran los cebadores utilizados y en verde, el cambio de base encontrado.

Las letras azules indican intrones, mientras que las negras, exones.

1. Calcium exchanger 7 (AT5G17860).
TCATTACAGCGGGTCACAAAGAAACCTAATCTTGTACATAATATCCGGATCTATCGGGCTAAT
CGTCGGTATCTTAGCTTACTTGACGACAGAAAAATCACATCCGCCGAAGAAATTCTCATTAGT
TTGGCTTCTAGGAGGCTTCACGATGAGTGTGACATGGACATACATGATAGCACAAGAGCTAGT
CTCATTGTTAATATCCTTAGGTAATATCTTTGGTATAAGCCCATCCGTGCTAGGACTAACCGT
CCTAGCTTGGGGAAATTITCTAGGCGATCTTATCGCGAATGTGACCGTGGCGTTTCACGGAGG
CAACGATGGTGCTCAGATAGC

2. Fitoeno sintasa (AT5G17230).
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TACTCAGAGACGTAGGCGAAGAgtgagtctttttatatattttaaatagagctttggtttctt
gatttcacatatctcacttaaaccggtttcttgatttcacatgcttcttttaaaccggtttct
tgattcacatatctctcttaaattggttttgttctcactatcagTGCGAGAAGAGGAAGGGTT
TATCTGCCTCAGGATGAATTGGCTCAGGCTGGTCTTTCAGATGAAGACATATTCGICGGAAAA
GTAACTGATAAATGGAGAAACTTCATGAAAATGCAGCTTAAACGAGCAAGAATGTTCTTCGAC
GAAGCTGAGAAAGGCGTCACCGAGCTCAGTGCCGCTAGCAGATGGCCTgtaagtgtectctaaa
acactcttcagccgcaagtttaccgtttacttatttcttttggatcgattttaaccccgagga
cttg

. Dominant suppressor of CAMTA 3 (AT5G18370).
CAGTTTGGACGTTAACCATGGCTTTGAAGTCTTGAGCAATAAGTCTCTCATATCTACAGATATG
GGACTCGTACGGATGCATTCTTTGCTTCAACAACTAGGTGTTGACATTGTCCGTAAACAATCTA
TTGGAGAGCCTGAAAAACGTCAGTTTTTAGTTGACGTTAATGAGATTTCTGATGTTATCACCGA
CAATACAgtaagtatatttacagttgtctctttcctttctaatattgtttgtctattaactaaa
tcataattaataactcttgatattttcttgctttggacataccttagGGCAlTGGGACTATTCT
AGGCATAATGCTTCATGTCTCTAAGATCGAGGATGTATTAGTTATAGAAGAAACGGTGTTTGAT
AGGATGA

. Like-Heterochromatin protein 1 (AT5g17690).

gttataaactcggttgtgaaagGCGCGGATGGCCTGAAACT.CCAACACATGGGAGCCTTTAGA
GAATCTCCAGTCTATTGCTGATGTTATAGATGCCTTTGAGGGAAGgtaagtaaatggaatctta
tataaaagttttgtgatacttttgaattgattgtttcatggattttcttggtttaatgtatgga
tttgctttcttgtttcatatgtttcaaagTTTGAAGCCAGGAAAGCCTGGTAGGAAACGGAAGC
GCAAATATGCAGGTCCTCATTCTCAGATGAAGAAGAAGCAACGTTTAACATCTACATCACATGA
TGCTACTGAGAAATCTGACTCTTCTACGTCTCTCAACAACTCTAGCCTTCCTGACATTCCTGAT
CCACTAGACCTAAGCGGTTCGAGTCTATTAAATAGAGATGTGGAAGCGAAGAATGCTTATGTAT
CCAACCAAGTTGAAGCCAACAGTGGGAGTGTTGGGATGGCCCGACAAGTTCGTTTGATTGACAA

. Prenilil-transferasa 1 (AT5G17270).

tggtggtacccttagtctgttcttttctgttgtttatatcttaattaataaatcactgtgaagt
gccataattatctgctgtgaacgtacgcttaatcttattataagcagatatttctttaagettt
gtatatacgagagaaagttattatggtatccgatcgttaaattaaatgtgatgataaatattgg
tttcangGTTCACTTGGTGATGTTACTATAAATGATTCCTGTTATGAAAAAGCCCTGGAAGTT
TCAAATGATAAGTCAGTTCGTGCTAAGgtagtttgagacagaaaactgaaaaatcttttatgtt
cttctctcttagtccatgctctaattatcttcatecttgcagCGCGCTCTTGCTCGCAGCGCATA
CAAT
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11.3 Anexo 3. Fenotipo de cuatro de las lineas mutantes utilizadas

WT mer cax7 WT mer psy

WT mer Ihpl-6 WT mer dsc2

Fenotipo de las lineas mutantes cax7, psy, dsc2, Ihp1-6 en comparacion con mer y las plantas
silvestres. Se muestran plantulas de 5 dpg.
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