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RESUMEN

Los genes MADS-box codifican para proteinas que actian como factores de
transcripcion. Esta familia de proteinas se encuentra altamente diversificada en plantas,
aunque también han sido encontradas en menor nimero en animales y hongos. Los
genes MADS han sido ampliamente estudiados en la parte aérea de las plantas,
principalmente en procesos implicados en la transicion a la floracion y el desarrollo floral
en donde se ha descrito que diferentes complejos de proteinas MADS dan lugar a
organos florales especificos. Sin embargo, hasta ahora son pocos los estudios sobre el
papel de estos genes en el desarrollo de la raiz. Recientemente en el laboratorio se
caracterizaron las proteinas XAL1 y XAL2, en dénde se ha visto su papel regulador en
el desarrollo de la raiz primaria. En el caso de XAL2, se ha reportado que la linea de
pérdida de funcion de este gen xal2-2, presenta un fenotipo de raiz corta debido a
cambios en el transporte de las auxinas. Por otro lado, en analisis de doble hibrido, se
ha visto que XALZ2 interactia con otras dos proteinas MADS, SOC1 y AGL24, las cuales
promueven la transicion a la floracion junto con XAL2 en Arabidopsis. Ademas de esto
se ha reportado que las lineas sobreexpresoras y de pérdida de funcién de AGL24,
SOC1 y XAL2 comparten un fenotipo muy similar de transicion a la floracién. De
acuerdo con bases de datos recabados en repositorios publicos y ensayos de RT-PCR
se ha reportado la expresion de AGL24 y SOCL1 en la raiz primaria de Arabidopsis, asi
como cambios en la expresion de los genes XAL2 y AGL24 en raiz cuando las plantas
son sometidas a condiciones de estrés osmotico y auxinas. Finalmente, también se ha
visto que las auxinas pueden ayudar a contender el efecto del estrés osmotico en el
tamafio de la raiz. Por todas estas razones, consideramos muy interesante estudiar el
papel de estos tres genes en conjunto con las auxinas para determinar el desarrollo de
la raiz primaria en condiciones de estrés osmotico. Mediante cinéticas de crecimiento
de lineas mutantes de pérdida de funcion y sobreexpresoras de estos genes, hemos
podido concluir que AGL24 y SOC1, actian como represores del crecimiento de la raiz
primaria en una via alterna a la de XAL2. La sobreexpresion de AGL24 y SOCL1, puede
ayudar a contender el efecto del estrés osmatico bajo y moderado en el tamafio de la
raiz, mientras que XAL2 actla como un represor del crecimiento de la raiz primaria en
condiciones de estrés osmotico severo. Los ensayos de cinéticas de crecimiento con
estrés osmatico y auxinas, mostraron que XAL2 y SOC1 ayudan a contender el efecto
de las auxinas en la disminucion del tamafio de la raiz primaria cuando las plantas se
encuentran en condiciones de estrés osmaético. Mientras que los ensayos de RT-PCR
indicaron que la regulacion transcripcional entre XAL2, SOC1 y AGL24 es diferente a
lo que ocurre en parte aérea. Y finalmente estos mismos ensayos de RT-PCR, nos
ayudaron a enteneder mejor la regulacion de los genes en la raiz y explicar los fenotipos
de las lineas de pérdida de funcion.



INTRODUCCION

Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana (de aqui en adelante Arabidopsis) es una planta herbacea
perteneciente a la familia Brassicaceae. Su ciclo de vida se completa en 8-9
semanas aproximadamente, es una planta pequefia que se autopoliniza y puede
cultivarse facilmente en condiciones de laboratorio. Sus flores se componen de
afuera hacia adentro por cuatro sépalos verdes, cuatro pétalos blancos, seis
estambres con polen y un gineceo central. Las plantas pueden llegar a medir hasta
20 cm de altura y producen una gran cantidad de semillas (Meinke et al.,1998).
Arabidopsis es considerada un organismo modelo ya que presenta caracteristicas
gue la hacen facil de estudiar como un ciclo de vida corto, tamafio pequefio,
produccion prolifica de semillas por medio de autopolinizacion (Koornneef & Meinke,
2010), facilidad para realizar cruzas, rapido tiempo de floracion ademas de la
posibilidad de hacer mutagénesis, ya que es posible transformarla facilmente con
ADN exdgeno (Meyerowitz, 2001) y se tienen disponibles un gran namero de
semillas de tipo silvestre y mutantes, asi como clones de ADNc especificos
(Meyerowitz, 2001). Por muchas de estas razones, Laibachen en 1943 la propone
como un organismo modelo. Arabidopsis fue la primera planta completamente
secuenciada y se liberd la secuencia de su genoma en el afio 2000 (Arabidopsis
Genome Initiative, 2000); hoy sabemos que presenta un genoma pequefio en
comparacion con otras plantas. Finalmente, se cuenta con una base de datos
publica de secuencias en Internet “TAIR” y “BAR Toronto” donde se puede consultar
una gran cantidad de informacion publica de todos los 25,498 genes codificados por
esta planta (Arabidopsis Genome Initiative, 2000).

Aunque Arabidopsis es utilizada principalmente en estudios genéticos, su variacion
natural es muy grande ya que tiene una gran cantidad de accesiones (Columbia y
Landsberg han sido las mas estudiadas) las cuales han sido recolectadas de sus
poblaciones naturales principalmente en Europa, Asia y América del Norte. Esta

variacion natural, brinda la oportunidad de estudiar caracteristicas importantes de la



ecologia evolutiva a nivel molecular (Koornneef & Meinke, 2010). El uso de
Arabidopsis como organismo modelo ha permitido integrar el estudio de la genética
y la fisiologia con los procesos moleculares y de desarrollo, como por ejemplo el
desarrollo de flores, frutos y la raiz, la induccion floral, el desarrollo embrionario y la

respuesta a estrés entre otros (Meyerowitz, 2001).

La raiz de Arabidopsis funciona como un excelente modelo de estudio para conocer
los procesos de diferenciacion y proliferacion celular, in vivo, debido a que presenta
una organizacion celular simple, es hialina, se encuentra formada por pocas células
cuya posicidén en tiempo y en espacio se tienen bien caracterizadas, por lo que es
posible estudiar cualitativa y cuantitativamente los procesos de division y
alaragamiento celular en este 6rgano in vivo, asi como cambios en el desarrollo
debido a alteraciones genéticas o ambientales (Pacheco-Escobedo et al.,
2016;Petricka et al., 2012). Sumado a esto, el estudio de la raiz de Arabidopsis
como sistema modelo durante mas de 25 afos, ha permitido tener informacion con
gran detalle de su morfologia y desarrollo en comparacion con otros 6rganos
(Petricka et al., 2012).

En el eje longitudinal de la raiz de Arabidopsis encontramos tres zonas que se
pueden distinguir facilmente: el meristemo apical de raiz 0 RAM (por sus siglas en
inglés; Root Apical Meristem) donde las células se mantienen en constante division,
una Zona de Alargamiento (ZE) en la cual las células pierden su capacidad para
dividirse e incrementan su longitud y finalmente una zona de diferenciacién celular
(ZD), donde las células adquieren sus caracteristicas y funciones especificas finales
(Figura 2A) (Pacheco-Escobedo et al., 2016;Petricka et al., 2012; Ivanov &
Dubrovsky, 2013). Asimismo, a lo ancho de la raiz, encontramos cilindros
conceéntricos alrededor del haz vascular, iniciando por la parte radial mas externa
encontramos la cofia lateral de la raiz (Unicamente en el meristemo), la epidermis,
el cortex, la endodermis, el periciclo y el estele o haz vascular (Lee et al., 2013).
Por otro lado, el meristemo apical de la raiz o RAM se encuentra conformado por
dos partes: un dominio de proliferacién celular (DP) y un dominio de transicién (DT)

(lvanov y Dubrovsky, 2013). ElI DP contiene el nicho de células troncales (NCT por



sus siglas en inglés Stem Cell Niche) formado por el centro quiescente (CQ) que a
Su vez se encuentra rodeado por los cuatro diferentes tipos de células iniciales:
columela, epidermis/cofia lateral, cértex/endodermis y cilindro vascular (Figura 1B)
(Dolan et al., 1993; Lee Y. et al., 2013; Pacheco-Escobedo et al., 2016). En el DP
las células estan en constante division celular, mientras que en el dominio de
transicion (DT) hay menos células dividiendose, aunque lo hacen a la misma tasa
qgue en el DP. La ZE es donde células de diferentes tejidos simultdneamente
comienzan una alargamiento rapida a tasas mucho mas altas que en el RAM vy,
finalmente, en la ZD, el alargamiento de las células termina y adquieren sus
caracteristicas finales como son la presencia de pelos radiculares en las células

epidérmicas (Pacheco-Escobedo et al. 2016).

Esquema de la raiz de Arabidopsis
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Figura 1. A) Seccion longitudinal de la raiz de Arabidopsis donde se observan el RAM (Root Apical
Meristem) conformado por los dominios de proliferacion celular y de transicidn, ademas de la zona
de alargamiento. B) Ampliacién de la punta de la raiz de Arabidopsis en (A) El area delineada con
rojo constituye el NCT Nicho de células troncales, donde se observa el centro quiescente (CQ)
rodeado por las células iniciales de columela (IC), epidermis/cofia lateral (I/ICLR), cértex/endodermis
(I C/E) y del estele o cilindro vascular (IE) (Modificado de Lee Y.,2012).



Se ha visto que durante el desarrollo de la raiz primaria en Arabidopsis se requiere
de una compleja interaccion entre distintas hormonas vegetales entre las que se
incluyen las auxinas, el etileno, las citocininas y los brasinoestroides (Liu, et al,
2010; Rowe et al, 2016; Mussig, C, 2003). El IAA (acido indol-3-acético) es la
principal auxina biolégica en plantas superiores (Bartel, 1997) y se ha demostrado
gue su presencia en las células es muy importante para un correcto desarrollo y
crecimiento de las plantas. Las auxinas tienen un papel muy relevante en el
desarrollo de la raiz primaria debido a que estas, junto con las citocininas, regulan
la actividad meristematica en la raiz de Arabidopsis. Esto lo llevan a cabo por medio
de papeles antagonicos, ya que se ha reportado que las auxinas en bajas
concentraciones incrementan el tamafio del meristemo y promueven su crecimiento
a diferencia de las citocininas que lo reducen e incrementan la diferenciacion celular
(loio et al., 2008). Ademas, se ha visto que los gradientes de concentracion de
auxinas en los diferentes tejidos tiene un efecto en los procesos morfogenéticos
(Ikeda et al., 2009) como son la division, la expansion y la diferenciacion celular
(Pagnussat et al., 2002b). La biosintesis de auxinas se lleva a cabo tanto en la parte
aérea de la planta asi como en las raices (Gomes G., Scortecci., 2021). En raices
las auxinas se sintetizan predominantemente en la zona meristematica de la punta

de la raiz primaria y raices laterales (Ljung, K., et al., 2005).

Ademas de dar sostén a las plantas, las raices son de gran importancia para la
absorcion de agua y nutrientes. El desarrollo y crecimiento de las raices, no solo
esta determinado por la genética, sino que también esta influenciado por diferentes
variables ambientales, entre las que se encuentran la disponibilidad de agua y
nutrientes. De manera interesante se ha demostrado que las raices pueden detectar
cambios en factores abidticos como el estado del agua del suelo (Comstock, 2002)
y reprogramar su desarrollo para adaptarse al medio ambiente en el cual se esta
desarrollando la planta. Especificamente, en condiciones estrés osmotico, se ha
visto que la arquitectura del sistema de raices, asi como la distribucion de las
mismas, son determinantes clave de la capacidad de una planta para absorber agua

en condiciones de sequia (Yu et al., 2013).



Como mencioné anteriormente la secuenciacion de Arabidopsis thaliana se logré en
el afio 2000, lo cual ha brindado la oportunidad de estudiarla mejor a nivel genético
y molecular. Con lo que se ha podido determinar que aproximadamente, el 5-10%
de los genes de esta planta, mas de 1500, codifican para factores de transcripcion
(Riechmann J., 2002). Genes que son fundamentales para la regulacion de la
expresion génica y que intervienen en muchos procesos a lo largo del ciclo de vida
de las plantas como el desarrollo y la respuesta a estrés (Riechmann et al. 2000;
Singh., 2002). Una de las familias de factores de transcripcion que han sido

ampliamente estudiadas en plantas es la familia de genes MADS.

Genes MADS-box

En un inicio los estudios se centraron en investigar el papel de estos genes en los
procesos del desarrollo de las flores (Rounsley et al., 1995) pero conforme
aumentaron las investigaciones, se ha visto que esta familia de factores de
transcripcion desempefian muchas otras funciones en casi todos los procesos de
desarrollo de las plantas (Smaczniak et al., 2012). Las proteinas MADS han sido de
particular interés en el estudio de la evolucion de las plantas ya que, durante la
aparicion y evolucién de las plantas terrestres, estos genes incrementaron
notablemente en nimero y diversidad ademéas de que han habido cambios en la
estructura, expresion y funcién de estas proteinas, teniendo un impacto muy grande
en las innovaciones del desarrollo reproductivo durante la evolucion de las plantas
tales como el origen de las semillas, las flores y los frutos (Gunter Theissen et al.,
2000; Kaufmann et al., 2005).

La palabra MADS, proviene del acronimo derivado de la primera letra de los
miembros fundadores de la familia: Mini Chromosome Maintenance 1 (MCM1)
presente en la levadura (Saccharomyces cerevisiae)), AGAMOUS (AG) de
Arabidopsis (Arabidopsis thaliana), DEFICIENS (DEF) de Antirrhinum majus y
Serum Response Factor (SRF) de humanos (Homo sapiens). En plantas hay



muchos genes de esta familia (mas de 100) respecto a los que se presentan en
animales y hongos; en la levadura Saccharomyces cerevisiae se han identificado 4
genes MADS-box MCM1, Arg80, RIm1l y Smpl, mientras que en animales se han
encontrado 5 genes MADS-box, un SRF y 4 de tipo MEF2 que son mef2A, mef2B,
mef2C y mef2D, que participan en la diferenciacion y proliferacion celular muscular.
Por otro lado, en Drosophila melanogaster y Caenorhabditis elegans Unicamente se
ha encontrado el gen mef2D (Messenguy F., 2003).

Resulta muy interesante que esta familia de factores de transcripcidn esta presente
en plantas con y sin semillas: algas, briofitas, licofitas y helechos, (Theissen et al.,
2000; Thangavel, G. y Nayar, S. 2018). El genoma de Arabidopsis codifica para
108 genes MADS y se ha demostrado la participacion de estos durante todo el ciclo
de vida en Arabidopsis thaliana: en la homeostasis del meristemo aéreo y de la raiz,
el desarrollo de las hojas, el desarrollo de la raiz, la dehiscencia de los frutos y el
tiempo de floracién, entre otros (Parenicova et al., 2003).

Con base en analisis filogenéticos, los genes MADS han sido divididos en dos
grandes grupos, los genes de tipo | y tipo Il, los cuales se separaron después de
gue ocurrié una duplicacién en un gen ancestral antes de la divergencia de animales
y plantas. Los MADS de tipo Il tienen més de cinco, usualmente seis u ocho exones
y Se caracterizan por presentar una estructura proteica que ha sido denominada
MIKC, la cual es exclusiva de plantas y les permite tener complejas interacciones
con otras proteinas. La estructura prtoteica MIKC tienen cuatro dominios: el dominio
MADS (M), el cual es requerido para la unién a la caja CarG (CC[A/T]6GG) del ADN
y la dimerizacién de proteinas, el dominio intermedio () el cual ayuda a la formacion
selectiva de dimeros de union a ADN. El siguiente dominio llamado (K) contribuye
a la dimerizacion de proteinas y la formacion de complejos multiméricos.
Finalmente, el ultimo dominio se encuentra en el carboxilo terminal (C) y es el
dominio mas variable que intervine tanto en la actividad transcripcional como en las
interacciones proteicas ya que es un potenciador y estabilizador de las interacciones
mediadas por el dominio K. Con base en la diversidad de los dominios | y K, con
respecto a secuencia y estructura, las proteinas MADS de tipo Il se subdividen en

las de tipo MIKC €y el tipo MIKC *. Las MIKC * son proteinas que presentan largos



dominios | y dominios K menos conservados que las MIKC ¢ (Smaczniak et al.,
2012). Los genes MADS-box tipo Il forman un grupo monofilético con los MADS de
tipo MEF2 de animales y se ha visto que participan en procesos de desarrollo como
la identidad meristematica, tiempo de floracion y desarrollo de flor, semillas, frutos
y raiz (Zhang and Forde, 1998; Ng and Yanofsky, 2001; Giovannoni, 2004; Whipple
et al., 2004; L. Colombo et al., 2008; Liu et al., 2009; Masiero et al., 2011).

Por otro lado, los genes MADS-box tipo | de plantas carecen del dominio K y del
dominio | y forman un grupo con los genes MADS-box de tipo SRF de animales y
hongos. Los genes MADS tipo | han sido subdivididos en los grupos Ma, MB y My
con base en diferencias en la secuencia del dominio MADS y siempre presentan
uno o dos exones (Alvarez-Buylla et al., 2000). Aunque este grupo ha sido menos
estudiado en plantas que los genes MADS-box tipo I, se ha visto que dos de las
proteinas con dominio MADS de tipo I, AGL8O0 y la proteina DIANA (DIA; AGL61),
participan en la diferenciacién de la célula central durante la gametogénesis y el
desarrollo de las semillas (Smaczniak et al., 2012) y se ha visto que algunos MADS-
box tipo | pueden constituir un circuito regulador que vincula mecanismos
epigenéticos con la regulacién de los genes expresados durante el desarrollo
temprano del endospermo y el tamafio de la semilla (Zhang, S. et al., 2018)

Las proteinas MADS se unen a la caja CArG del ADN como homodimeros o
heterodimeros y activan la transcripcion en tetrameros (Shore and Sharrocks, 1995;
Kaufmann et al., 2005; Zobell et al., 2010; Lee et al., 2008, de Folter et al., 2005),
aunque actualmente también se sabe que estas proteinas pueden funcionar como
parte de complejos de factores de transcripcion alternos que implican proteinas que
no son del dominio MADS (Kaufmann et al., 2005). Por otro lado, genes
pertenecientes a la familia MADS-box tipo Il codifican para cuatro de los cinco genes
homedticos del modelo ABC vy participan en la formacion de todos los 6rganos
florales: sépalos, pétalos, estambres y carpelos (Theifl3en, et al., 2016). Finalmente,
hay estudios que comprueban la participacion de los genes MIKC en el desarrollo
de la raiz. Especificamente, en nuestro laboratorio se demostré la participacion de
dos proteinas con dominio MADS como promotores del crecimiento de la raiz
primaria: XAANTAL1 AGL12/XAL1 (Tapia-Lopez et al., 2008; Zluhan Martinez,



2017) y XAANTAL2 XAL2/AGL14 en Arabidopsis thaliana. (Garay-Arroyo et al.,
2013)

XANTAL 2/ AGL14

El estudio de XAANTAL2 o AGL14 (Agamous-like 14) inicia poco antes de 1995,
cuando (Rounsley et al., 1995) aislan y comienzan la caracterizacién de 6 nuevos
genes MADS-box tipo Il. Lo mas novedoso de su estudio fue que ellos encontraron
que 3 de los genes MADS aislados (AGL14, AGL17 y AGL12) se expresan
preferentemente en tejidos de la raiz; estos fueron los primeros genes MADS-box
en los que se reportd su expresion en este tejido. Ya que previo a este estudio, los
genes MADS-box, inicamente se habian reportado en procesos de desarrollo floral.
A partir de este andlisis de expresion, se quiso investigar si estos factores de
transcripcion también pudieran intervenir en otros procesos de desarrollo en
diferentes tejidos de las plantas, ademas del desarrollo de los érganos florales. Casi
una década después, (Zimmermann et al., 2004) reportan de igual forma una alta
expresion de XAL2 en raices laterales y radicula, mientras que (Gan, et al., 2005)
observaron que los niveles de expresién de este gen, son regulados por la
concentracion de nitrégeno. Asimismo (Nawy et al., 2005) y en nuestro laboratorio
(Garay-Arroyo et al., 2013), se reportd, que AGL14 renombrado como XAANTAL2
0 XAL2, se expresa en la cofia lateral de la raiz, la epidermis y la endodermis en la
region meristemastica, en la columela, en el cilindro vascular de la raiz primaria y
en los primordios de raices laterales. En nuestro laboratorio se realizd la
caracterizacion funcional de XAL2 en la raiz de Arabidopsis, y se observé que este
gen es necesario para la organizacion espacial del nicho de células troncales, asi
como para mantener la homeostasis del meristemo. Esto se concluyé ya que
mutantes de pérdida de funcion de XAL2 (xal2-2), presentan una disminucion en la
longitud de la raiz primaria de Arabidopsis debido a varios factores: alteraciones en
el nicho de células troncales, un menor nimero de células meristematicas con una
baja tasa de proliferacion celular y una zona de alargamiento mas corta respecto a
la WT (Figura 2).
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Figura 2. Fenotipo de la raiz primaria de mutantes de pérdida de funcion de XAL2. A) Se observa el
fenotipo de raiz corta de dos mutantes de pérdida de funcién de XAL2 (xal2-1 y xal2-2). B) La
mutante xal2-2 presenta una desorganizacion del CQ y de las células iniciales. C) Se observa que
las mutantes xal2-2 presentan un meristemo méas pequefio respecto a la WT. D y F) Las mutantes
xal2-2 presentan una menor tasa de proliferacion celular, asi como células completamente alargadas

mas pequefias respecto a la WT. Tomado y editado de (Garay-Arroyo et al., 2013).

Ademas, se vio que la concentracion de las auxinas estaba alterada en la mutante
xal2-2, hormonas muy importantes tanto en el mantenimiento del nicho de células
troncales como en diferentes procesos de desarrollo de la raiz primaria. Para
entender porque estaba alterada la concentracion de las auxinas en la mutante de
XAL2, se midi6 la expresion de varios transportadores de auxinas y se encontro
gque XAL2 regula positivamente la expresion tanto de PIN1 como de PIN4
(transportadores de eflujo de auxinas) causando acumulacion de esta hormona en
el centro quiescente; sin embargo, la pérdida de funcion de PIN1 y PIN4 no es
suficiente para explicar el fenotipo de raiz primaria corta de la linea xal2-2 (Garay-
Arroyo et al., 2013). Finalmente, también se reportd en nuestro laboratorio que XAL2



es necesario para la transicion a la floracion y el mantenimiento y determinacion del
meristemo floral (Pérez-Ruiz et al., 2015), al igual que los genes AGL24 (Agamous-
like 24) y SOC1 (SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1), los
cuales también pertenecen a la familia de genes MADS-box. Por otro lado, en
ensayos de doble hibrido en levadura, se ha reportado que la proteina XAL2
interactia con SOC1y AGL24.

SOCly AGL24

Estas dos proteinas, AGL24 y SOC1, han sido estudiadas a profundidad en la parte
aérea de Arabidopsis, en donde se ha visto que junto con XAL2, promueven la
transicion a la floraciéon (Pérez-Ruiz et al., 2015)(Figura3), ya que las lineas que
sobreexpresan XAL2 presentan fenotipos de floracion temprana similares a los de
sobreexpresion de AGL24 y SOC1 (Figura 3 B, Cy D)y por el contrario, lineas de
perdida de funcion de estos genes presentan un fenotipo de floracion tardia (Liu et
al., 2008; Immink et al., 2012; Pérez-Ruiz et al., 2015). Al analizar el papel de XAL2
en la transicién a la floracion, por medio de RT-PCR cuantitativa, se observé que
SOC1yAGL24 estaban regulados a la baja en xal2-2, lo que indica que XAL2 regula
positivamente ambos genes. Mientras que la sobreexpresion de XAL2 reprimio
drasticamente SOC1 y AGL24. De igual forma se observd que XAL2 estaba
fuertemente reprimida sélo en la linea de sobreexpresion de SOC1 (Pérez-Ruiz et
al., 2015).
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Figura 3 A) Regulacion de la expresion de los genes XAL2, SOC1 y AGL24, durante el desarrollo de
la flor en Arabidopsis (modificado de Pérez-Ruiz et al., 2015), B) Plantas xal2-2, se observa que son
de floracion tardia mientras que la linea de sobreexpresion 35S::XAL2 es de floracion temprana
(Pérez-Ruiz et al., 2015), C) Plantas sobreexpresoras de AGL24, donde se observa un fenotipo de
floracion temprana (Liu et al., 2008). D) Plantas sobreexpresoras de SOC1, donde se observa un

fenotipo de floracién temprana (Immink et al., 2012).

Especificamente, se ha reportado que SOC1, controla la transicion a la floracion
(Kimura et al., 2015) e integra sefiales del fotoperiodo, de la vernalizacién y de las
vias de induccion floral autbnomas que regulan la expresion de los genes
homéoticos B y C para promover la transicion a la floracion en Arabidopsis (Lee et
al., 2000; Michaels et al., 2003; Liu et al., 2008 ; Kimura et al., 2015). Asimismo,
junto con AGL24, media los efectos de las fitohormonas giberelinas en la floracién
en condiciones de dia corto, y regula la expresion de LEAFY (LFY) (Gregis et al.,
2009).

Por otro lado, se ha demostrado en ensayos de doble hibrido en levadura, que
AGL24 y SOC1 interactuan proteina-proteina (de Folter et al.,, 2005) y en
protoplastos de Arabidopsis se ha visto que es necesaria la formacion de un



heterodimero entre SOC1 y AGL24 para que SOCL1 pueda translocarse al nacleo
(Lee et al., 2008). Sin embargo, no hay estudios acerca de la funcién de estos dos
factores de transcripcion (AGL24 y SOC1) en el desarrollo de la raiz; a pesar de
gue se ha demostrado que SOC1 y AGL24 se expresan en este 6rgano (Gan et al.,
2005)(Yu et al., 2002)(Schmid et al., 2005).

De acuerdo con bases de datos recabados en repositorios publicos y ensayos de
RT-PCR ,se ha reportado la expresion de los genes MADS box XAL2 y AGL24 en
la raiz de Arabidopsis. (Figura 4 y 5). Ademas de que se ha visto que XAL2 y AGL24
presentan persentan DREB’s (Elementos de respuesta a la deshidracion) en su
sencuencia reguladora, de tipo ARF, GTCGAC, sitios de unién a los que se unen
los factores de transcripcion de tipo DREB, los cuales desempefian un papel crucial
en el crecimiento, el desarrollo y las respuestas al estrés de las plantas. Sumado
esto, se tiene datos reportados en Gen Investigator de que la expresion de XAL2 y
AGL24 en la raiz se incrementa en condiciones de estrés osmaotico y auxinas

exogenas (Figura 5).
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Figura 4 A) Andlisis de expresion de SOC1 en diferentes organos de Arabidopsis: Semillas (S), Hojas
(H), Apice (A), Inflorescencia (I), Tallo (T) y Raiz (R), tomado y modificado de (Lee H. et al., 2000) B)



Andlisis de expresion de AGL24 en diferentes organos de Arabidopsis: Silicuas (Si), Meristemo de
la inflorescencia (M), Flores abiertas (F), Raices (R) y Hojas (H), tomado y modificado de (Michaels
S., etal.,, 2002), C) Analisis de expresion de XAL2 en diferentes organos de Arabidopsis: Flores (F),
Meristemo de la inflorescencia (1), Tallo (T), Hojas caulinares (HC), Hojas de la roseta (HR), y Raiz
(R) Tomado y modificado de (Garay-Arroyo et al., 2013).
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Figura 5 A) Cambio en la expresion relativa de los genes XAL2, AGL24 y SOC1, en la raiz primaria
de Arabidopsis thaliana, en condiciones de estrés osmético inducido con manitol 300mM, en

plantulas de 8 dias. Datos obtenidos de la pagina de Gen Investigator (https://genevestigator.com/).

B) Cambio en la expresion relativa de los genes XAL2, AGL24 y SOC1, en la raiz primaria de
Arabidopsis thaliana, al afadir auxinas exdégenas 1nM al medio en plantulas de 8 dias. Datos

obtenidos de la pagina de Gen Investigator (https://genevestigator.com/).

Genes MADS-box y estrés

Como mencioné anteriormente los factores de transcripcidn tienen un papel muy
importante en la regulacion de la expresion de genes en respuesta a condiciones
de estrés como son la salinidad, la sequia, las temperaturas extremas, el estrés
oxidativo y el ataque de patdégenos, entre otros tipos de estrés (Chen et al, 2019).
Algunas de las familias de factores de transcripcion que se sabe regulan la
respuesta a estrés osmotico a nivel transcripcional son: DREBs (dehydration
responsive element binding), AP2 (APETALA2) EREBP (ethylene-responsive
element binding proteins), basic-domain leucine zipper (bZIP), ethylene response

factor (ERF), NAC, WRKY, y MYB, los cuales se ha demostrado que participan en
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la respuesta a una condicion de estrés (Lata et al 2011, Chen et al., 2019). Sin
embargo, en estudios recientes también se ha reportado la participacion de algunos
genes MADS-box en la regulacién de diferentes genes en respuesta a estrés
abidtico como la salinidad, la sequia y el estrés por frio (Lata et al., 2011; Castelan-
Mufioz et al., 2019). Por otro lado, se ha demostrado la participacion funcional de
proteinas con dominio MADS en la respuesta a diferentes condiciones de estrés
ademas de que se ha demostrado su regulacién transcripcional (ver Tabla 1). Por
ejemplo, se ha reportado que la sobre expresion del gen CaMADS de la pimienta
(que se induce con NaCl y manitol) aumenta significativamente el peso fresco de
las plantas cuando estas son sembradas en condiciones de estrés osmaético y salino
(150mM de NaCly 200mM manitol). Ademas, se ha visto en arroz que el gen MADS-
box, OsMADS26 que se induce por manitol, regula negativamente la respuesta a
estrés ya que mutantes de este gen presentaron un mayor contenido de agua
relativa después de dos semanas en sequia, en comparaciéon con la linea WT. Por
otro lado, las lineas de plantas que sobre expresan este gen, tienen un mayor
namero de hojas marchitas y completamente secas. Finalmente, se vio que este
factor de transcripcion también afecta la expresién de un gran nimero de genes que

participan en respuesta a estrés (Khong et al., 2015).

Tabla 1. Genes MADS-box en plantas que cambian su expresién en

condiciones de estrés.

Gen Organismo Regulacion transcripcional | Autor
por estrés.
AGL91 Arabidopsis Es regulado por estrés por frio | (Lee, Byeong-h.,
inducido por ICEL. 2005)
OsMADS18 Arroz Aumenta su expresion en | (Aroraetal., 2007)
OsMADS22 semillas cuando se exponen a

estrés salino.
OsMADS26/AGL12 | Arroz Aumenta su expresion en | (Aroraetal., 2007)

semillas por estrés por frio,

deshidratacion y salinidad.




OsMADS27 Arroz Aumenta su expresion en | (Aroraetal., 2007)
semillas por estrés por frio y
salinidad.

OsMADS2 Arroz Disminuye su expresion en | (Aroraetal., 2007)
semillas por estrés por frio,
deshidratacion y salinidad.

OsMADS30 Arroz Disminuye su expresion en | (Aroraetal., 2007)
semillas por estrés por frio y
deshidratacion.

OsMADS55 Arroz Disminuye su expresion en | (Aroraetal., 2007)
semillas  por  estrés  por
deshidratacién y salinidad.

ZMM7-L/ AGL2 Trigo Aumenta su expresidn enraizen | (Zhang et al.,
condiciones de estrés osmotico | 2012)

SIMBP11/ AGL15 Tomate El silenciamiento de SIMBP11 | (Guo et al., 2016)

aumenta la sensibilidad del
crecimiento de las plantulas al

estrés salino.

BrMADS11, 12, 14,
20, 23, 24, 36, 38,
39 40, 44, 103 y
127

Brassica rapa

La expresion de todos se regula
por estrés por frio, 8 de estos
cambian su expresion en
condiciones de estrés osmotico

y 6 por estrés salino.

(Saha et al., 2015)

CaMADS Pimienta Es muy importante para la | (Chenetal., 2019)
tolerancia a estrés por frio,
salinidad y osmaotico.

LCMADSL1, Leymus chinensis | Aumenta siginificativamente su | Jia et al., 2018)

LCMADS2, expresion en estrés inducido con

LCMADS3 y manitol 300 mM.

LCMADS9

AGL15 Arabidopsis Se induce rapidamente por | (Chenetal., 2019)

thaliana estrés abidtico como salinidad,

deshidratacion y heridas.




Debido a que las plantas son organismos sésiles, necesitan de estrategias que les
ayuden a lidiar con cambios en el ambiente. Uno de los factores ambientales que
mas impactan en el desarrollo y crecimiento de las plantas es el estrés hidrico, que
puede ser provocado por la sequia, la salinidad y el congelamiento. (Royer M.,
2016). Estos tres tipos de estrés modifican el potencial del agua o estado de energia
libre de las moléculas de agua y generan un estrés osmotico, afectando las
actividades celulares y en ocasiones, causando la muerte de la planta.
Afortunadamente las plantas han desarrollado mecanismos para lidiar con una baja
disponibilidad de agua, presentando una gran cantidad de respuestas a nivel
molecular, celular, fisiolégico, bioquimico y morfolégico. A nivel fisiologico, se
aumenta la absorcion del agua por el sistema radicular y se cierran las estomas
para minimizar la pérdida de agua (Yu et al., 2008). A nivel celular se ha visto que
la presion de turgencia de las células disminuye muy rapidamente lo que ocasiona
gue se detenga el crecimiento y, ademas, la arquitectura de las raices cambia
(Royer M., 2016). Por otro lado, en una condicion de estrés osmotico, hay cambios
en el ciclo de vida, ya que se retrasa el crecimiento de los brotes, ocurre un ajuste
en el transporte de iones, asi como sintesis de osmolitos compatibles. Se presentan
cambios en las concentraciones de fitohormonas que participan en esta respuesta
a estrés como son el acido abscisico (ABA) y el etileno que, a su vez, regulan la
expresion de una gran cantidad de genes que le ayudan a las plantas a contender
con este tipo de estrés (Royer M., 2016). Finalmente, también se ha reportado que
las auxinas pueden ayudar a contender con un estrés osmaotico moderado sin

afectar tanto el desarrollo de la raiz primaria (Rowe et al., 2016).

Ademas del acido abscisico y el etileno, se ha visto que las auxinas son
fitohormonas importantes en la respuesta al estrés hidrico, ya que plantas que
crecen en estrés osmotico o salino presentan una menor concentracion de auxinas,
respecto a las de condiciones normales (W. Liu et al., 2015; Zolla, et al., 2010). Por
otro lado, se ha reportado que lineas mutantes que sobre expresan genes de
biosintesis de auxinas o que fueron tratadas con auxinas exodgenas, presentan una

mayor resistencia al estrés osmotico, respecto a sus controles (Shi et al., 2014).



De manera interesante también se ha visto que al inducir un estrés osmético o
salino, se inhibe el crecimiento de la raiz primaria en Arabidopsis y bajan los niveles
de IAA, debido a una expresion alterada de los transportadores de auxinas, (Zola et
al., 2010; W. Liu et al., 2015; Rowe et al., 2016). De igual forma ha sido reportado
gue el estrés osmotico afecta la expresion de PIN1 (transportador de eflujo de
auxinas) y su localizacion intracelular en meristemos apicales de brotes de tomate
(Nakayama et al., 2012) y que aumenta la internalizacion de las proteinas PIN1 y
PIN2 en Arabidopsis, cuando las plantas se encuentran en estrés osmatico
(Zwiewka, et al., 2015). Por otro lado, en estudios donde se trabaja con estrés salino
en Arabidopsis, se reporta una menor concentracion de auxinas en estas
condiciones de estrés, lo cual se debe a una alteracion en la expresion de los
transportadores de salida de auxinas PIN1, PIN3 y PIN7 (W. Liu et al., 2015).
Finalmente, se ha visto que plantas de Arabidopsis tratadas con auxinas exégenas
0 que sobre expresan genes participantes en la biosintesis de auxinas, tienen una
mejor resistencia al estrés osmaotico salino (Shi et al., 2014).

En condiciones de estrés osmoético inducido con PEG, se ha reportado que
disminuye la longitud de la raiz primaria de Arabidopsis (Rowe et al., 2016) debido
a una reduccion en el tamafio tanto del meristemo como del nimero de células del
mismo. Los autores plantean que una posible explicacion de esto es que al estar las
plantas de Arabidopsis en condiciones de estrés osmdético, se produce un aumento
en la concentracién de etileno y una baja en la concentracion de auxinas en la raiz,
lo cual se debe a que la expresion de tanto de PIN1 y PIN4 (transportadores de
salida de auxinas) como de AUXL1 (transportador de entrada) disminuye, mientras
gue la de PIN2 aumenta. Ellos no reportan incrementos en la concentracion de
citocininas por lo que asumen que la reduccién del meristemo se debe a una
alteracion en la concentracion de auxinas. En este estudio (Rowe et al., 2016) logran
aminorar significativamente el efecto del estrés osmotico moderado -0.37Mpa
inducido con PEG, en la longitud de la raiz primaria al afiadir 1 nM de 1AA, ya que
plantas cultivadas en estrés osmotico a las cuales se les aplicé auxinas exdgenas
presentan raices significativamente mas largas respecto a las que no se les afiadié
IAA.



PREGUNTA BIOLOGICA
¢La regulacién genética entre los genes MADS-box XAL2, AGL24 y SOCL1 afecta
el crecimiento de la raiz primaria de Arabidopsis en condiciones de estrés osmotico

y auxinas?

HIPOTESIS
Los genes MADS-box SOC1 y AGL24 promueven el crecimiento de la raiz primaria
de Arabidopsis thaliana al igual que XAL2 vy estos tres regulan el desarrollo de la

raiz primaria junto con las auxinas en condiciones de estrés osmdético.

OBJETIVO GENERAL
Determinar si los genes MADS-box XAL2, AGL24 y SOC1 determinan la longitud
de la raiz primaria de Arabidopsis junto con las auxinas en condiciones de estrés

osmaotico.

OBJETIVOS PARTICULARES

1) Determinar los niveles de expresion relativa de AGL24 y SOC1 en la raiz
primaria de Arabidopsis.

2) Estudiar la expresion y localizacién de la proteina AGL24 en la raiz de
Arabidopsis en condiciones control y de estrés osmotico.

3) Determinar si los factores de transcripcion SOC1 y AGL24 promueven el
desarrollo de la raiz primaria de Arabidopsis, y estudiar si participan en la
regulacion del tamafio de la raiz primaria en condiciones de estrés osmotico
bajo, moderado, y severo junto con XAL2, mediante el uso de lineas
mutantes sencillas, dobles y triples.

4) Estudiar silos genes SOC1, AGL24 y XAL2 participan en la via de las auxinas
regulando el crecimiento de la raiz primaria en condiciones de estrés

osmaotico.



5) Determinar si los niveles de expresion relativa de los genes AGL24, SOC1ly
XAL2 se ven alterados en sus lineas de pérdida de funcion y sobreexpresoras
en laraiz de Arabidopsis y observar si los niveles de expresién se comportan

igual a los reportados en la parte aérea.

MATERIALES Y METODOS

Lineas mutantes

Todas las lineas con las que se trabajé estan en la accesion Columbia (Col-0). Se
utilizaron las mutantes de pérdida de funcién socl-6 (SALK 138131; Wang et al.,
2009), agl24-4 (GK674F05.03/N385337), xal2-2 (Garay-Arroyo et al., 2012) y las
lineas sobreexpresoras 35S::AGL24 ( Yu et al., 2004), soc1-101D (Lee, 2000).

Las dobles y triples mutantes fueron realizadas y genotipificadas previamente en
nuestro laboratorio y durante este trabajo se obtuvieron las lineas dobles mutantes

de pérdida de funcion y sobreexpresoras socl-6 agl24-4 y 35S::AGL24 soc1-101D.

Genotipificacion de la linea soc1-6 agl24-4

La genotipificacion de esta linea se llevd a cabo por PCR y por resistencia a
sulfadiazina (Figura 7). En todos los casos se muestra la secuencia de los oligos en

la direccién 5°- 3.

e Seleccién de la mutante agl24-4

Para seleccionar la mutante de agl24-4, se sembraron las plantas de la generacién
filial 2 en medio MS 0.2X, suplementado con sulfadiazina 0.35mg/L, se
seleccionaron las que presentaban la resistencia a sulfadiazina: 1.3,1.9,1.12,1.13,
1.19 y 4.10. Posteriormente se genotipificaron por PCR usando los oligos
AGL24RKim (GTCTTCATGCAAGTAACATCAAC) y GKTDNA
(CCATTTGGACGTGAATGTAGACAC) para genotipificar la insercion de tDNA en el



gen AGL24 vy los oligos AGL24FKim (GATCCAGCAGAGTTGACTTCGATGGA) y
AGL24RKim (GTCTTCATGCAAGTAACATCAAC) para genotipificar el ADN

enddgeno y seleccionar las lineas homocigotas (Figura 7).

e Seleccidn de la mutante soc1-6

Para genotipificar la mutante socl-6 se usaron los oligos Ibbl
(TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG) y SALK 138131
R (AAGCAGAGAGAGAAGAGACGAGTG) con los cuales se genotipifico la
insercibon de tADN en el gen SOC1 y los oligos SALK 138131 F
(TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG) y SALK 138131 R
(AAGCAGAGAGAGAAGAGACGAGTG) para amplificar el ADN enddgeno y

seleccionar las plantas homocigotas (Figura 7).

Genotipificacion de las linea 35S::AGL24 SOC1101D.

Para genotipificar la doble mutante 35SAGL24 y socl-101D se seleccionaron por
resistencia a kanamicina 50 ug/L las lineas homocigotas de la mutante 35SAGL24
y por resistencia a BASTA 6 mg/L, la linea socl-101D. Para llevar a cabo la
seleccion, se sembro la generacion filial 2 en cajas con kanamicina 50 ug/L y las
plantas resistentes de la generacion filial 3 se sembraron en cajas con medio MS
0.2X para ambos tratamientos BASTA 6 mg/L y kanamicina 50 ug/L por separado,
la planta 1.16.7 fue homocigota para ambos genes 35SAGL24 y socl-101D.

Cinética de crecimiento en condiciones control, estrés osmoético y auxinas.

Para llevar a cabo las cinéticas de crecimiento usamos semillas que tuviesen un
tiempo de colecta lo mas reciente posible y que todas fueran de una colecta menor
a un afio. Las semillas fueron esterilizadas con una solucion de cloro comercial al
60% y tween 0.02% por 5 minutos y estratificadas a 4° C durante 2 dias. Después

de dos dias en estratificacion, las semillas se sembraron en medio MS 0.2X



(sacarosa 1%, MES 0.005%, MS 0.2% y agar 1%) al cual se le ajusto6 el pH a 5.6
con KOH. Estas cajas se colocaron verticalmente en una camara de cultivo con un
fotoperiodo de 16 horas de luz/ 8 oscuridad a 22-24°c. El dia 5 después de la
siembra, 40 plantulas de cada linea fueron trasplantadas a los tratamientos de la
tabla2. A fin de poder comparar la longitud de la raiz primaria para todas las lineas,
se marco la punta de la raiz durante el dia 5 al 7 a la misma hora y las cajas fueron
rotadas todos los dias a fin de igualar las condiciones de crecimiento, empleando
una n de 40 plantas. Las longitudes de las raices fueron medidas usando el
programa ImageJ para cada dia. Finalmente se realizé una prueba de normalidad,
un ANOVA por cada tratamiento y una prueba de Tukey en los casos en que el

ANOVA indicaba diferencias entre las lineas.

Tabla 2. Tratamientos y lineas empleadas en las cinéticas de crecimiento.

Tratamientos MS 0.2X (Control)

MS 0.2X + Manitol 200mM
MS 0.2X + Manitol 200mM
MS 0.2X + Manitol 300mM
Lineas WT Col-0

agl24-4

socl-6

xal2-2

socl-101D
35S::AGL24

xal2-2 socl-6

xal2-2 agl24-4

socl-6 agl24-4

xal2-2 socl-6 agl24-4
35S::AGL24 soc1-101D

- Tratamiento con auxinas y estrés



Las semillas de las lineas socl-6, agl24-4, xal2-2, xal2-2/agl24-4 y xal2-2/soc1-6
fueron esterilizadas con una solucion de cloro comercial y tween 0.02% por 5
minutos y estratificadas a 4° C durante 3-5 dias. Posteriormente, se sembraron en
medio MS 0.2X (sacarosa 1%, MES, MS 0.2% y agar 1%) al cual se le ajusto el ph
a 5.6 con KOH. Estas cajas se pusieron verticalmente en camaras de cultivo con un
fotoperiodo de 16 horas de luz/ 8 oscuridad a 22-24°c. El dia cinco después de la
siembra (ds) se trasplantaron 10 plantas de cada linea a cuatro tratamientos
distintos (MS 0.2X, MS 0.2X suplementado con tres diferentes tratamientos: auxinas
(acido indolacético; IAA) 1nM, con Manitol 150mm y con Manitol 150mm e IAA 1nM).
A fin de poder comparar la longitud de raiz primaria para todas las lineas, se marco
la punta de la raiz durante 5 a 7 dias a la misma hora y las cajas fueron rotadas
todos los dias a fin de igualar las condiciones de crecimiento. El IAA fue diluido en
etanol 100%, y, para las posteriores diluciones, se uso agua bidestilada hasta que
se llegd a la concentracién final 1nM en el medio antes de la gelificacion. Las
longitudes de las raices fueron medidas usando el programa ImageJ y cada
experimento constd de 30 plantulas. Finalmente se realiz6 una prueba de
normalidad, un ANOVA por cada tratamiento y una prueba de Tukey en los casos

en que el ANOVA indicaba diferencias entre las lineas.

Tabla. 3 Tratamientos y lineas empleadas.

Tratamientos MS 0.2X (Control)

MS 0.2X + Manitol 150mM

MS 0.2X + |IAA 1nM

MS 0.2X + Manitol 150mM+ IAA 1nM
Lineas WT Col-0

agl24-4

socl-6

xal2-2
xal2-2/agl24-4
xal2-2/soc1-6




Extraccion de ARN

Para determinar la expresion relativa de los genes AGL24, SOC1 y XAL2 en la raiz
de Arabidopsis, se utilizaron raices de todas las lineas empleadas en la tabla 2, en
un estado de desarrollo de 7 dias después de la siembra. Se empleo una n de 30
raices por cada placa y tres repeticiones. Las raices fueron recolectadas y
congeladas inmediatamente en nitrégeno liquido y almacenadas a -80°C. La
extraccion de ARN se realiz6 utilizando el kit Quick-ARN Miniprep (Zymo Research),
y se transcribieron inversamente 2 ug de ARN total con transcriptasa inversa

SuperScript Il (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del proveedor.

Analisis de expresion por medio de RT-PCR tiempo real en raiz primaria.

Las reacciones de gPCR se realizaron utilizando 5 yl de Maxima SYBR Green qPCR
Master Mix (Thermo Scientific), oligos directos e inversos (Tabla 4) a una
concentracion final de 0,2 uM y 10 ng de cADN molde en un volumen de reaccion
total de 10 yl. Los controles sin plantilla (NTC) y las muestras se analizaron por
triplicado. Todas las reacciones de gPCR se realizaron en un Instrumento StepOne
de Applied Biosystems. El programa utilizado fue: 2 min a 50°C, 10 min a 95°C; 40
ciclos de 95°C durante 15 segundos y 60°C durante 30 segundos; seguido de una
curva de fusion (60°C-95°C). La eficiencia de amplificacion por PCR (%) de cada
gen se calculo en funcion de la pendiente de las curvas estandar (200 a 0,32 ng de
diluciones en serie de 5 veces de ADNc de tipo silvestre) utilizando el software
StepOne de Applied Biosystems. La expresion relativa de ARNm se cuantificd de
acuerdo con el método comparativo AACt, utilizando ARNH, PDF2 y UPL7 como

genes de control de mantenimiento, y Col-0 (WT) como linea de control.

Tabla 4. Oligos empleados en el RT-PCR

Gene Primer name Direction  Primer sequence

RNAH_Y gF forward 5 -CCATTCTACTTTTTGGCGGCT-3
RNAH RNAH_Y_gR reverse 5 -TCAATGGTAACTGATCCACTCTGATG-3’
PDF2 PDF2-F1_TR_RC forward 5-TAACGTGGCCAAAATGATGC-3’




PDF2-R1_TR_RC reverse 5-GTTCTCCACAACCGCTTGGT-3"
UPL7-F1_TR_RC forward 5 -TTCAAATACTTGCAGCCAACCTT-3"

VPL? UPL7-R1_TR_RC reverse  5-CCCAAAGAGAGGTATCACAAGAGACT-3’
XAL2-Q-F2 forward 5-GATAATTCACAGCAATCGAAGG-3’

XAL2 XAL2-Q-R2 reverse 5"-GGTTCTCCAATTGTTGTAACTC -3
SOC1_SQ gF2 forward  5-CTCTCTGAAAAGTGGGGATC-3

soct SOC1_SQ_gR2 reverse 5"-AGAACTTGGGCTACTCTCTTC-3"
AGL24-Real-Time-F forward 5-GAGGCTTTGGAGACAGAGTCGGTGA-3’

AcL2A AGL24-Real-time-R  reverse 5-AGATGGAAGCCCAAGCTTCAGGGAA-3’
QRT_SHRF forward 5"-GCCAACGTAAAGGGTTGTTTT-3

SHR QRT_SHRR reverse 5-TCAATCTCAAAGCCCATCATC-3
QRT_SCRF forward ~ 5-CTTGGACGCCTCGTTCTTAG-3

SCR QRT_SCRR reverse 5"-CCACCAATCAGGTAGCCAAT-3’
QRT_PLT1F forward  5-CAAACCCTGGTGGTGTTTTC-3’

PLT QRT_PLT1R reverse 5’-CTACCAAAAGGCCCCCTCTA-3’
QRT_PLT2F forward 5"-ATCCAGGAGGTGTTTTCACG-3’

PLTZ QRT_PLT2R reverse 5"-AGAAGACTCCAGCCGATCCT-3’

Localizacién de la proteina AGL24 en laraiz primaria en condiciones control

y estrés osmoético moderado (100mM de manitol).

Para identificar la localizacion de la proteina AGL24 en la raiz de Arabidopsis, se
usé la construccion pAGL24:AGL24:RFP (Gregis V. et al., 2009). Con la ayuda de
un microscopio confocal, se observo la localizacion de la proteina AGL24 en la raiz
primaria de plantulas de 8 dias cultivadas en medio MS y manitol 200mM usando

una n de 30.



RESULTADOS Y DISCUSION

Expresion de AGL24 y SOC1 en laraiz de Arabidopsis.

De acuerdo con bases de datos recabados en repositorios publicos y ensayos de
RT-PCR (Figura 4 y 5), esperabamos que al igual que XAL2, los genes MADS-box
AGL24 y SOC1 se expresaran en la raiz primaria de Arabidopsis. Conforme a lo
reportado pudimos ver en los ensayos de RT- PCR, realizados en el laboratorio por
la doctora Arrizubieta M., que estos genes se expresan en la raiz primaria de
Arabidopsis (Anexo, Figura 6) y sorprendentemente se observd una expresion
relativa muy alta de SOC1 en la raiz, esto nos llamo la atencion ya que en ensayos
anteriores de RT-PCR en raiz se habia reportado una muy baja expresion de SOC1
en laraiz, (Lee H. et al., 2000). Esta diferencia en la expresion puede deberse a que
las muestras no se tomaron en el mismo dia y conforme a lo reportado, la expresiéon
de SOC1 es variable de acuerdo con los dias que tenga la planta de germinada (Lee
H. et al., 2000). Para asegurar que las muestras fueron tomadas correctamente,
también se midio la expresion relativa en las hojas de Arabidopsis y conforme a lo
reportado la expresion de SOCL1 fue muy alta en las hojas (Lee H. et al., 2000) y
significativamente mayor a la de XAL2 y AGL24 (Figura 4). Contrario a SOC1 la

expresion relativa de AGL24, fue muy baja en la raiz.

Obtencidn de las lineas homocigotas agl24-4 soc1-6

Debido a que la linea agl24-4 presenta resistencia a sulfadiazina, la generacion filial
2, se sembr6é en medio MS 0.5X suplementado con sulfadiazina 0.7uL/ml, donde
se determiné que las plantas F2. 1. 3, 1.9, 1.12, 1.13 y F2 4.10 presentaron

resistencia a la sulfadiazina.

Posteriormente estas plantas fueron genotipificadas por PCR para corroborar que
se encontrara la insercion de tDNA en el gen AGL24. Se amplificé la insercidon de
tADN en el gen AGL24 (Figura 7C) y el ADN enddgeno de AGL24 (Figura 7B), para



deteminar si las plantas eran homocigotas conforme a los fragmentos de DNA

esperados (Figura 5A).
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Figura 7. Genotipificacion por PCR de la linea soc1-6 agl24-4. A) Inserciones de tADN en los genes
AGL24 y SOC1. Se muestran las pares de bases esperadas al amplificar la insercion y el ADN
gendmico de estos genes. B) Amplificacion del DNA gendmico de AGL24, C) Amplificacion de la
insercién de tADN en el gen AGL24, todas las plantulas a excepcion de la 1.19, presentaron la
insercién de ADN en el gen AGL24 y fueron homocigotas. D) Amplificacion del DNA gendémico de
SOCL1, F) Amplificacion de la insercion de tADN en el gen SOC1, Solo las plantulas 1.9, 1.12y 4.10

fueron homocigotas.

Como podemos observar en los geles (Figura 7 B y C), todas las plantulas que
presentaron resistencia a sulfadiazina tenian la insercion de tDNA en el gen AGL24
(Figura 7B) y las plantulas 1.3, 1.9, 1.12,1.13 y 4.10 fueron homocigotas para la
insercion de tDNA en el gen AGL24 (Figura 7C).



Las plantas homocigotas agl24-4, fueron nuevamente genotipificadas para
seleccionar las homocigotas con la insercion de tDNA en el gen SOC1. Como se
observa en los geles (Figura 7 D) sélo las plantas 1.9, 1.12 y 4.10 fueron
homocigotas soc1-6.

A partir de esto, la planta 1.9 que fue homocigota agl24-4 y socl-6, fue la que

continuamos usando para los ensayos posteriores.

Localizacion de la proteina AGL24 en la raiz primaria de

Arabidopsis.

En un inicio el objetivo fue observar la localizacién de las proteinas SOC1, AGL24
y XAL2 en la raiz de Arabidopsis. Debido a falta de tiempo para terminar las
construcciones, Unicamente se logrd observar la expresion de AGL24, usando la
construccién pAGL24:AGL24:RFP (Gregis V. et al., 2009), con la cual pudimos
determinar que la proteina AGL24 se localiza entre el centro quiescente y la
columela de la raiz primaria (Figura 12) y que su expresion es muy baja. Lo cual
hace sentido, ya que la expresion relativa de AGL24 fue muy baja en raiz (Figura
6), y ademas se ha reportado que esta proteina se degrada muy rapidamente en las
hojas (Huang et.al., 2020).

Finalmente plantulas de Arabidopsis con la construccion pAGL24:AGL24:RFP
(Gregis V. et al.,, 2009), fueron sembradas en condiciones de estrés osmoético
moderado inducido con manitol 100mM, con el objetivo de observar si habia
cambios en la localizacion y concentracion de la proteina en las raices, ya que como
habia mencionado anteriormente esta proteina es importante para regular el
crecimiento de la raiz primaria en condiciones de estrés osmotico, sin embargo no
observamos cambios en la concentracion ni en la localizacion (Figura 13). Por lo

gue seria importante probarlo en un estrés mas severo.



Figura 13. Localizacién de la proteina AGL24 en la raiz primaria de Arabidopsis thaliana, usando la
construccion pAGL24:AGL24:RFP a los 5 dias de germinada. (Gregis V. et al., 2009)

Cinética de crecimiento en medio MS

Se realizé una cinética del crecimiento de la raiz primaria de Arabidopsis con las
lineas de pérdida y sobreexpesoras de los genes SOC1 y AGL24, en medio MS
0.2X a fin de comprobar si los genes con dominio MADS AGL24 y SOC1 patrticipan
en el desarrollo de la raiz primaria de Arabidopsis.

Nuestra hipétesis inicial fue que AGL24 y SOC1, ayudaban a promover el
crecimiento de la raiz primaria al igual que XAL2, ya que en parte aérea se ha
reportado un fenotipo similar en las lineas de sobreexpresién y pérdida de funcién
de estos tres genes (Liu et al., 2008; Immink et al., 2012; Pérez-Ruiz et al., 2015).
En estudios previos en nuestro laboratorio se ha visto que XAL2 es un promotor del
crecimiento de la raiz primaria en Arabidopsis, debido a que lineas de pérdida de
funcidn de este gen (xal2-2), tienen raices significativamente mas cortas respecto a
la WT (Garay-Arroyo,et al., 2013). Por el contrario, los resultados obtenidos en las
cinéticas de crecimiento en MS (Figura 8), mostraron que las lineas de pérdida de
funcién de AGL24 y SOC1, presentan una raiz un poco mas larga que la WT pero
no estadisticamente diferente. Pero de manera interesante pudimos ver que la linea

socl-6 agl24-4, presentdé una raiz significativamente mas larga que la WT y



estadisticamente diferente tanto a la WT como a las lineas soc1-6 y agl24-4. Lo que
sugiere que estos genes en conjunto reprimen el crecimiento de la raiz primaria
probablemente de forma redundante, es decir al no expresarse AGL24, SOC1
cumple el papel de ambas proteinas, y de igual forma al no estar SOC1, AGL24
puede ejercer el papel de ambas en la represion, sin embargo al no expresarse
SOC1 y AGL24, es cuando se tiene un efecto en el fenotipo, presentando raices
significativamente mas largas que la WT.

La linea sobreexpresora de SOC1, present6 un fenotipo de raiz muy similar al de la
WT, mientras que la linea sobreexpresora de AGL24, presentd una raiz
significativamente mas larga a la WT, lo que nos indica que el nivel de expresion de
AGL24 es muy importante en la determinacion de la longitud de la raiz primaria. Por
lo qgue consideramos importante medir los nievels de expresion relativa en esta
mutante.

De forma contaria, la linea 35SAGL24 SOC1101D, presentd una raiz
significativamente mas corta que la WT (figura 8), lo que reafirma el papel de SOC1

y AGL24 como represores del crecimiento de la raiz primaria.
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Figura 8. Cinética de crecimiento de la raiz primaria en medio MS 0.2x, de las lineas agl24-4, socl-
6, socl-6 agl24-4, 35SAGL24, SOC1101D y 35SAGL24 SOC1101D. Las letras representan las
diferencias significativas al realizar una pueba de Tukey, post Hoc al ANOVA. En plantulas de 7

dias después del trasplante a los tratamientos.



Posteriormente se realizé una cinética de crecimiento de las lineas xal2-2 soc1-6,
xal2-2 agl24-4 y xal2-2 agl24-4 socl-6, donde se observé que todas estas lineas
presentaban una raiz significativamente mas corta que la WT (Figura9).

Las lineas xal2-2 agl24-4 y xal2-2 soc1-6 presentaron raices significativamente mas
largas que la linea xal2-2 y mas cortas que las lineas agl24-4 y soc1-6, lo que nos
indica que XAL2 participa en una via independiente a SOC1 y AGL24 en la
determinacion del tamafo de la raiz. Finalmente la linea xal2-2 agl24-4 socl-6
presentd raices significativamente mas largas que xal2-2 y mas cortas que la linea
socl-6 agl24-4, lo que indica que XAL2 actia como promotor en el crecimiento final
de la raiz en la linea socl-6 agl24-4 y que SOC1 y AGL24 funcionan como

represores en el crecimiento final en la linea xal2-2.

Longitud raiz primaria (cm)

Figura 9. Cinética de crecimiento de la raiz primaria en medio MS 0.2x, de las lineas agl24-4, socl-
6, xal2-2, xal2-2 agl24-4, xal2-2 socl-6, socl-6 agl24-4 y xal2-2 agl24-4 socl-6. Las letras
representan las diferencias significativas al realizar una pueba de Tukey, post Hoc al ANOVA de

tres factores. En plantulas de 7 dias después del trasplante a los tratamientos.



Cinéticas de crecimiento en condiciones de estrés osmaético.

Con el objetivo de comprobar si la expresion de los genes MADS XAL2, SOC1y
AGL24, determinan el crecimiento de la raiz primaria en condiciones de estrés
osmatico, se realizaron cinéticas de crecimiento en condiciones de estrés inducido
con manitol a diferentes concentraciones 100mM (estrés bajo), manitol 200mM
(estrés moderado) y manitol 300mM (estrés severo) empleando las diferentes lineas
(Tabla 2).

Conforme a lo reportado (Rowe et al., 2016), observamos que el estrés osmaético
causo una disminucion significativa en la longitud de la raiz primaria (Figura 10). Y

gue a mayor concentracion de manitol menor era la longitud de la raiz.
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Figura 10. Porcentaje de crecimiento del ecotipo Columbia, en manitol 100mM, (estrés bajo), manitol
200mM (estrés moderado) y manitol 300mM (estrés severo). Las letras representan las diferencias
significativas al realizar una prueba de Tukey, post Hoc al ANOVA, en plantulas de 7 dias después
del trasplante a los tratamientos.

En el caso del estrés osmotico bajo (Figura 11), se observd que sobreexpresar los
genes SOC1yAGL24, ayuda a contender el efecto del estrés osmotico en el tamafio
de la raiz primaria. Ya que la linea sobreexpresora 35SAGL24 SOC1101D, tuvo un
mayor porcentaje de crecimiento respecto a su control en MS, al compararlo con
todas las otras lineas y la WT (Figura 11). Resulta interesante que la sobreexpresion
unica de AGL24 6 SOC1 en las lineas 35SAGL24 y SOC1101D, no es suficiente

para contender el efecto del estrés osmatico en el tamafio de la raiz, ya que como



respecto a la WT.
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Figura 11. Porcentaje de crecimiento de las lineas xal2-2, agl24-4, , soc1-6, xal2-2 agl24-4, xal2-2
socl-6, socl-6 agl24-4, xal2-2 agl24-4 socl-6, 35SAGL24, SOC1101D y 35SAGL24 SOC1101D,
en manitol 100mM, respecto a su control en MS. Las letras representan las diferencias significativas
al realizar una prueba de Tukey, post Hoc al ANOVA, en plantulas de 7 dias después del trasplante

a los tratamientos.

Las cinéticas de crecimiento en condiciones de estrés moderado inducido con
manitol 200mM, mostraron que de igual forma, la linea 35SAGL24 SOC1101D,
presentd un porcentaje de crecimiento significativamente mayor respecto a su
control en MS, al compararlo con todas las otras lineas y la WT, igual a lo que ocurre
en manitol 100mM. Por el contrario se observdé que la linea sobreexpresora
SOC101D, presentd un menor porcentaje de crecimiento de la raiz primaria
respecto a su control en MS al compararlo con la WT, pero no estadisticamnte
diferente a la linea sobreexpresora de AGL24, lo que sugiere que para que se pueda
ayudar a contender el efecto del estrés osmoético moderado en el tamafio de la raiz

primaria es necesaria la sobreexpresion de SOC1 y AGL24 igual a lo que ocurre en



estrés bajo. Respecto a las otras lineas, al igual que en estrés osmotico bajo, no
se observaron diferencias significativas en el porcentaje de crecimiento de la raiz al

compararlas con la WT.
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Figura 11. Porcentaje de crecimiento de las lineas xal2-2, agl24-4, , soc1-6, xal2-2 agl24-4, xal2-2
socl-6, socl-6 agl24-4, xal2-2 agl24-4 socl-6, 35SAGL24, SOC1101D y 35SAGL24 SOC1101D,
en manitol 200mM, respecto a su control en MS. Las letras representan las diferencias significativas
al realizar una prueba de Tukey, post Hoc al ANOVA, en plantulas de 7 dias después del trasplante

a los tratamientos.

Finalmente realizamos una cinética de crecimiento de la raiz primaria en
condiciones de estrés osmotico severo inducido con manitol 300mM. En estas
condiciones de estrés observamos que todas las lineas a excepcion de xal2-2,
presentaron un crecimiento de la raiz primaria muy similar al de WT (Figura 12). La
linea de pérdida de funcion de XAL2, xal2-2, presentd un porcentaje de crecimiento
mayor al de la WT y al de las otras lineas en estas condiciones. Lo que sugiere que
XAL2, actua como represor del crecimiento de la raiz primaria en condiciones de
estrés osmatico severo. Mientras que AGL24 y SOC1, actian como promotores del

crecimiento en xal2-2, ya que las lineas xal2-2 agl24-4 y xal2-2 socl-6, no



presentaron diferencias respecto a la WT a pesar de no estar presente XAL2.
Resulta interesante ver que en este tipo de estrés tan alto, el aumentar la expresiéon
de AGL24 y SOC1, ya no ayuda a contender el efecto del estrés osmatico en el

tamafio final de la raiz primaria, como en el caso de estrés osmotico bajo y
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Figura 12. Porcentaje de crecimiento de las lineas xal2-2, agl24-4, , socl1-6, xal2-2 agl24-4, xal2-2

socl-6, socl-6 agl24-4, xal2-2 agl24-4 socl-6, 35SAGL24, SOC1101D y 35SAGL24 SOC1101D,

en manitol 300mM, respecto a su control en MS. Las letras representan las diferencias significativas
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al realizar una prueba de Tukey, post Hoc al ANOVA, en plantulas de 7 dias después del trasplante

a los tratamientos.

Cinéticas de crecimiento en condiciones de estrés osmaético y auxinas

Con el objetivo de estudiar si los genes SOC1, AGL24 y XAL2 participan en la via
de las auxinas regulando el crecimiento de la raiz primaria en condiciones de estrés
osmotico, se realizé una cinética de crecimiento de las lineas agl24-4, soc1-6, xal2-
2, xal2-2 agl24-4 y xal2-2 socl-6 en cuatro condiciones de crecimiento MS 0.2X
(control), MS con IAA 1nM, Manitol 150mM y Manitol 150mM con IAA 1nM,



empleando una n de 30 plantulas. Las plantulas fueron germinadas en medio MS
0.2 X durante 5 dias y posteriormente trasplantadas a los tratamientos mencionados
por 7 dias

Todas las lineas mutantes asi como la planta WT, presentaron una disminucién en
la longitud promedio de la raiz primaria cuando las plantulas eran sembradas en

condiciones de estrés osmoatico inducido con manitol 150mM.

En el caso del medio MS suplementado con auxinas no hubo diferencias respecto

a las condiciones control.

Finalmente se calculo el porcentaje de crecimiento que tuvo la raiz primaria de cada
linea en condiciones de estrés osmaotico inducido con manitol 150mM y condiciones
de estrés con auxinas, a fin de determinar si habia diferencias entre ambos
tratamientos, realizando una prueba de T. Conforme a lo reportado (Rowe et al.,
2016), esperabamos que las auxinas disminuyeran el efecto del estrés osmaético en
el tamafio final de la raiz primaria de la WT, y se tuviera un porcentaje de crecimiento
mayor en el medio con manitol y auxinas, ya que se ha reportado que las plantulas
gue crecen en condiciones de estrés osmoético, presentan una menor concentracion
de auxinas, respecto a las de condiciones normales (W. Liu et al., 2015; Zolla, et al.,
2010). Sin embargo no hubo diferencias significativas entre el tamafio de la WT en
condiciones de estrés y de estrés con auxinas. Esta diferencia podria deberse al
proceso técnico, ya que en esta publicacion (Rowe et al., 2016) emplean PEG para
inducir estrés osmoético y no afiadieron sacarosa al medio donde crecian sus

plantas.

De manera interesante observamos que la linea xal2-2 socl-6, presentd un
crecimiento significativamente menor al crecer el condiciones de estrés osmotico
con auxinas respecto a su crecimiento en manitol. Lo que indica que al no estar
presente XAL2 y SOC1, las auxinas exodgenas en esta concentracion 1nM, actian
como represoras del crecimiento en condiciones de estrés. Y que XAL2 y SOC1,
inhiben el efecto de las auxinas como represoras del crecimiento de la raiz primaria

en condiciones de estrés osmotico, probablemente de forma redundante, ya que las



lineas xal2-2 y soc1-6 no se vieron afectadas. De igual forma seria interesante medir
la concentracion y localizacién de las auxinas en esta linea en condiciones de estrés
osmotico, asi como realizar cinéticas de crecimiento de xal2-2 socl-6 con

inhibidores de auxinas.

90
W Manitol 150mM Manitol 150mM + I1AA 1nM

agl24-4 socl-6 xal2-2 xal2-2/agl24-4 xal2-2/soc1-6

80
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Figura 13. Porcentaje de crecimineto de la raiz primaria de las lineas agl24-4, socl1-6, xal2-2, xal2-
2 agl24-4 y xal2-2 soc1-6, en Manitol 150mM y Manitol 150mM + IAA 1nM, respecto a su control, MS
0.2X y MS 0.2X+ IAA 1nM. El asterisco representa diferencias significativas entre el porcentaje de
crecimiento en Manitol 150mM y Manitol 150mM + IAA 1nM al realizar un prueba de t-student

bilateral p< 0.05. En plantulas de 7 dias después del trasplante a los tratamientos.

Regulacion transcripcional entre los genes AGL24, SOC1y XAL2 en raiz.

Por otro lado, quisimos ver los niveles de expresion relativa de todos los alelos con
los que trabajamos ya que consideramos que algunos fenotipos se podrian explicar
por los niveles de expresion. Los experimentos de RT-PCR fueron realizados en el
laboratorio, por la doctora Arrizubieta, M. y aparecen el anexo, ya que fue un

proyecto en conjunto. Como se puede ver en el (Anexo, Figura 14), la mutante



sencilla agl24-4 present6 una expresion casi nula en la raiz, mientras que la mutante
socl-6, presentd un nivel muy bajo de expresion.

Posteriormente se midieron los niveles de expresion de XAL2, AGL24 y SOC1, en
donde esperabamos ver que la regulacién transcripcional ocurriera similar a lo
reportado en la parte aérea (Figura 3), en donde SOC1 y AGL24 se regulan
positivamente entre si, y XAL2 regula tanto positiva como negativamente la
expresion de AGL24 y SOC1 de acuerdo a los niveles de expresion de este (Pérez-
Ruiz et al., 2015).

Los resultados de las RT-PCR (Anexo, Figura 15) mostraron que la regulaciéon
transcripcional en la raiz es diferente a lo que ocurre en la parte aérea de
Arabidopsis (Anexo, Figura 16). La linea xal2-2, presenté niveles significativamente
mas bajos de AGL24 respecto a la WT, lo que indica que XAL2 actia regulando
positivamente la expresion de AGL24 algo que no ocurre en la parte aérea de la
planta. Mientras que la linea agl24-4, presenté niveles de expresion
significativamente mas altos de SOC1 y XALZ2, respecto al control, lo que sugiere
gue AGL24, actia como represor de la expresion de XAL2 y SOC1 enraiz, algo que
tampoco ocurre en la parte aérea. De igual forma la linea soc1-6, presentd niveles
muy altos de XAL2, lo que indica que SOC1 actia como represor de la expresion

de XALZ2, algo que tampoco se presenta en la parte aérea de las plantas.

De manera interesante la linea agl24-4 soc1-6, presenta niveles significativamente
altos de XAL2, cerca del doble de los que presentan las lineas socl-6 y agl24-4, lo
cual nos parece interesante ya que anteriormente se ha reportado que XAL2 es un
promotor del crecimiento de la raiz primaria (Garay-Arroyo,et al., 2013) y esto puede
ayudar a explicar el fenotipo de raiz larga que tiene esta linea. Mientras que las
lineas xal2-2 agl24-4, xal2-2 soc1-6 y xal2-2 agl24-4 soc1-6, presentan niveles bajos
de expresion de XAL2, y un fenotipo de raiz significativamente mas corto que la WT
y la linea soc1-6 agl24-4 .

De forma contraria, la linea xal2-2, presenta niveles de expresion muy bajos de
XAL2, y niveles bajos de AGL24, sin embargo la expresion de SOC1 se mantiene

muy similar a la de la WT, lo cual puede estar ocasionando el tamafo pequefio de



raiz ya que como habiamos visto en las cinéticas SOC1 actia como un represor del
crecimiento.

Finalmente es importante recordar que en las cineticas de crecimiento en MS las
lineas xal2-2 agl24-4, y xal2-2 agl24-4 soc1-6 presentaron el mismo fenotipo de raiz,
significativamente mas cortas que la linea xal2-2 soc1-6. Lo cual puede deberse a
gue estas dos lineas presentan niveles sumamente bajos de XAL2, alin menores a

los de xal2-2 socl-6,y XALZ2 es un promotor del crecimiento de la raiz.

CONCLUSIONES

Se determin6 que los genes MADS-box, AGL24 y SOC1, se expresan en la raiz
primaria de Arabidopsis y que la expresion de SOC1 es muy alta en la raiz, aun
mayor a la de XAL2. Mientras que la expresion de AGL24 fue significativamnete
menor a la de XAL2 y SOCL1.

La proteina AGL24 presenta una expresion baja en el centro quiescente y la
columela de la raiz primaria. La localizacion y expresion de esta proteina no
presenta diferencias en condiciones de estrés osmaotico bajo respecto a condiciones
control, aunque seria interesante probar concentraciones de estrés osmaético mas
altas.

Contrario a lo que esperamos, AGL24 y SOC1 actian como represores del
crecimiento de la raiz primaria, a diferencia de XAL2 que es un promotor del
crecimiento de la raiz (Garay-Arroyo et al., 2013). Y a partir de las cinéticas,
pudimos concluir que XAL2, actda en una via alterna a AGL24 y SOC1 para
determinar el crecimiento de la raiz.

Respecto a las cinéticas de crecimiento en condiciones de estrés osmotico, se
concluyo que, el estrés causa una disminucion significativa en la longitud de la raiz
primaria, a mayor estrés menor tamafio tiene las raices. También se observé que la
sobreexpresion de AGL24 y SOCL1, puede ayudar a contender significativamente
los efectos del estrés osmatico en el crecimiento de la raiz, en condiciones de estrés

bajo y moderado. Sin embargo en condiciones de estrés osmotico muy alto



sobreexpresar estos genes ya no es suficiente para promover el crecimiento de la
raiz.

La linea de pérdida de funcién de XAL2, xal2-2, presentd un porcentaje de
crecimiento mayor al de la WT y al de las otras lineas en condiciones condiciones
de estrés osmoético severo. Lo que indica que XAL2, actia como represor del
crecimiento de la raiz primaria en condiciones de estrés osmotico severo.

Se derminé que XAL2 y SOC1, inhiben el efecto de las auxinas como represoras
del crecimiento de la raiz primaria en condiciones de estrés osmoético, ya que la
linea xal2-2 socl-6, presenta raices mas cortas al crecer en condiciones de estrés
osmatico con auxinas respecto a sélo condiciones de estreés.

La regulacion transcripcional entre los genes AGL24, SOC1 y XAL2 en raiz es muy
diferente a lo que ocurre en la parte aérea de Arabidopsis. En raiz XAL2 actia
regulando positivamente la expresion de AGL24, AGL24 actia como represor de la
expresion de XAL2 y SOCL1 y finalmente SOC1 actia como represor de la expresion
de XAL2.

Los ensayos de RT-PCR, nos ayudaron a enteneder mejor la regulacion de los
genes en la raiz, ya que pudimos ver que la linea agl24-4 socl-6 presento niveles
sumamente altos de XAL2, lo que puede ayuda a explicar el fenotipo de raiz larga
debido a que este gen promueve el crecimiento de la raiz. Mientras que de forma
contraria, la linea xal2-2, present6 niveles de SOC1 muy similares a los de la WT,
el cudl es un represor del crecimiento de la raiz primaria (de acuerdo a las cinéticas
de crecimiento que se realizaron) y explicando el fenotipo de raiz corta en xal2-2.
Finalmente las lineas xal2-2 agl24-4, y xal2-2 agl24-4 socl-6, presentaron niveles
sumamente bajos de XAL2, ain menores a los de xal2-2 socl-6, lo que explica que
xal2-2 agl24-4, y xal2-2 agl24-4 socl-6, presenten fenotipos muy similares y raices
mas cortas a las de xal2-2 socl-6, ya que como mencioné anteriormente XAL2

promueve el crecimiento de la raiz.
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ANEXO
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Figura 6 . Expresién relativa de AGL24, SOC1 y XAL2 en la raiz y hojas de Arabidopsis thaliana en

plantulas de 7 dias, usando RNAH como gen de referencia. (Arrizubieta M., en proceso de
publicacion).
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Figura 14. Expresion relativa de AGL24 y SOCL las lineas agl24-4 y socl-6 en la raiz de plantulas
de Arabidopsis thaliana de 7 dias. Usando RNAH, PDF2 y UPL7 como genes de referencia. Los
asteriscos representan diferencias significativas al realizar una t de student (P<0.01, *** P<0.001),

en plantulas de 7 dias., comparando cada linea con la WT. (Arrizubieta M., en proceso de
publicacién).
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Figura 15. Expresion relativa de XAL2, AGL24 y SOC1 en las diferentes lineas, Las muestras fueron
tomadas de la raiz de plantulas de Arabidopsis thaliana de 7 dias. Usando RNAH, PDF2 y UPL7
como genes de referencia. Los asteriscos representan diferencias significativas al realizar una t de
student (P<0.01, *** P<0.001), en plantulas de 7 dias., comparando cada linea con la WT.

(Arrizubieta M., en proceso de publicacién).
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Figura 16. Modelo de regulacién entre los genes XAL2, AGL24 y SOCL1 en la parte aérea de la planta
y en la raiz de Arabidopsis. Las flechas y barras indican la induccion o represion. (Arrizubieta M., en

proceso de publicacion).



	Portada
	Tabla de Contenido
	Resumen
	Introducción
	Pregunta Biológica   Hipótesis   Objetivos
	Materiales y Métodos
	Resultados y Discusión
	Conclusiones
	Literatura Consultada
	Anexo



