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Resumen

La plasticidad del desarrollo vegetal, ha sido la clave en la adaptacion de las plantas terrestres.
Uno de los sistemas altamente plésticos es el sistema radicular, por lo que se puede modular
de varias maneras a través de la promocién o inhibicién del crecimiento de la raiz principal o de
las raices laterales, por medio de la formacion de raices adventicias o del aumento de los pelos
radiculares. Esto hace que las plantas dependan de la modulacién de la arquitectura del
sistema radicular para responder a las variaciones en la estructura del suelo, la humedad, la
disponibilidad de nutrientes, la aireacién y la biota, asi como también a condiciones
ambientales como temperaturas extremas, déficit hidrico, salinidad, e inundacién.

La arquitectura radicular es el resultado de la configuracion espacial de raices de diferente
edad y orden. A nivel molecular, este desarrollo tisular se rige por mecanismos complejos que
involucran factores regulados a diferentes niveles, dentro de los cuales el nivel transcripcional
es uno de los mas importantes. En Arabidopsis, el desarrollo de las raices laterales esta
controlado principalmente por factores de transcripcion (FT) que se encuentran vinculados
principalmente con las auxinas. Por ejemplo, los FTs de la familia de los ARFs y los LBDs, han
sido muy caracterizados como actores importantes en estos eventos.

Los miembros de la familia de FTs Homeodominio-cierre de leucinas (HD-Zip) estan
relacionados con las respuestas a alteraciones en las condiciones ambientales, particularmente
a aquellas que generan estrés abibtico. También participan de las respuestas de estrés bibtico
y en el desarrollo normal. Esta familia se divide en cuatro subfamilias (I-1V), principalmente en
funcidn de sus caracteristicas estructurales, como los motivos adicionales aparte de HD-Zip, su
tamano, estructura genética y patrones de expresiéon. La mayoria de los miembros de las cuatro
subfamilias HD-Zip se expresan en tipos celulares especificos y varios individuos de cada
grupo tienen asignadas funciones en el desarrollo de las raices. En particular, una alta
proporcién de las proteinas estudiadas forman parte de intrincadas vias de regulacién
implicadas en el crecimiento y desarrollo primario de las raices.

En este trabajo de Tesis nos propusimos estudiar la funcién del FT AtHB23 miembro de la
subfamilia HD-Zip | en el desarrollo radicular tanto en condiciones normales como frente a
estrés abiotico.

Con este objetivo, se llevé a cabo el estudio del patron de expresion de AtHB23, donde se
demostré que este gen se encuentra activo transcripcionalmente en las primeras etapas de
desarrollo del primordio de raiz lateral, desaparece cuando la raiz lateral emerge y se induce
por las auxinas en las raices laterales secundarias. La caracterizacion de las plantas
silenciadas amiR23 y sobreexpresantes de AtHB23 indic6 que este FT actia como un
regulador negativo de la formacion de raices laterales, al regular negativamente la expresion de
LBD16, un factor clave en la iniciacion de raices laterales. Al mismo tiempo induce
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directamente el gen transportador de auxinas LAXS3. El conjunto de los resultados indica que
AtHB23 actia como nexo entre la regulacién de LAX3 por ARF7/19.

Por otro lado, se demostr6 que AtHB23 desempena distintas funciones durante la formacion
de raices laterales secundarias y terciarias, mostrando patrones de expresion diferenciales.
AtHBZ23 se expresa en el primordio de raiz lateral terciario y a lo largo de la vasculatura de la
raiz lateral terciaria, mientras que se restringe a las primeras etapas del desarrollo de raices
secundarias. La evaluacion de plantas silenciadas amiR23 mostr6 que AtHB23 regula
diferencialmente la emergencia de raices laterales secundarias y terciarias. Ademas, el patron
de distribucién de las auxinas presenté diferencias entre las raices laterales secundarias y
terciarias en las plantas silenciadas amiR23.

A continuacién, se determind que el gen LBD16 también se regula de forma diferencial en el
sistema radicular, ya que se expresa en la punta de las raices laterales secundarias y
terciarias, pero no en las primarias. Por ultimo, se pudo mostrar que los ecotipos Col 0 y Ler de
Arabidopsis presentan diferencias significativas en el desarrollo de raices laterales secundarias
y terciarias. En conjunto, podemos concluir que programas genéticos diferentes gobiernan el
desarrollo de las raices secundarias y terciarias y que dichos procesos dependen del genotipo
de Arabidopsis, conformando asi la arquitectura dinamica global del sistema radicular.

El desarrollo de las raices también se ve afectado por la salinidad, mostrando un
comportamiento diferencial dependiendo de la concentracion de NaCl. A bajas concentraciones
de NaCl existe un mayor crecimiento de raices laterales mientras que, a altas concentraciones
ocurre lo contario en estrecha relacion con el transporte y la distribucion de las auxinas.
AtHB23 result6 tener un rol clave en estos eventos regulados. Mostramos que la expresion de
AtHBZ23 se regula por el NaCl tanto en la raiz principal como en las raices laterales, afectando
el desarrollo radicular. En las plantas silenciadas amiR23 se observd una severa reduccion en
la longitud de la raiz principal, un incremento significativo en el inicio de las raices laterales y
una baja tasa de supervivencia en condiciones de salinidad, mientras que las plantas
sobreexpresantes de AtHB23 mostraron el fenotipo opuesto. Estos defectos de desarrollo se
explicaron por una alteracion del metabolismo del almiddn en la punta de la raiz principal de las
plantas silenciadas amiR23. Por otro lado, se mostré que LAXS3, el gen blanco de AtHB23, bajo
estrés salino reprime su expresion so6lo en la punta de la raiz principal. En conjunto, se
concluye que AtHB23 es vital para la supervivencia de la planta y su adaptacion a las
condiciones de estrés salino, y su funcion estaria relacionada con la respuesta gravitrépica
mediada por el metabolismo de granulos de almidon, en la que interviene el transportador de
auxinas LAX3.
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Abstract

The plasticity of plant development has been the key to explain the adaptation of terrestrial
plants. Among plant organs, the roots exhibit one of the most plastic systems. Their architecture
is controlled in several ways, by promoting or inhibiting the growth of the primary or the lateral
roots, and through the formation of adventitious roots or the increase of root hairs. This
modulation enables plants to respond to variations in soil structure, moisture, nutrient
availability, aeration, and biota, as well as to environmental changes such as extreme
temperatures, water deficit, salinity, and flooding.

Root architecture is the result of the spatial configuration of roots of different ages and orders.
At the molecular level, this organ development is governed by complex mechanisms involving
various biomolecules regulated at different levels, among which the transcriptional is one of the
most important. In Arabidopsis, the development of lateral roots is mainly controlled by
transcription factors (TFs) linked to auxins. For example, TFs of the ARF family and LBDs have
been well characterized as key actors in these events.

Members of the homeodomain-leucine zipper (HD-Zip) family of TFs have been associated with
responses to environmental conditions, particularly those that generate abiotic stress. Moreover,
they participate in normal development and biotic stress responses. This TF family was divided
into four subfamilies (I-1V), mainly based on their structural features, such as additional motifs
other than HD-Zip, size, genetic structure, and expression patterns. Most members of the four
HD-Zip subfamilies are expressed in specific cell types, and several individuals of each group
have assigned roles in root development. In particular, a high proportion of the proteins studied
are part of intricate regulatory pathways involved in primary root growth and development.

In this work, we proposed to study the function of the TF AtHB23, belonging to the HD-Zip |
subfamily, in root development both under normal developmental conditions and in response to
abiotic stress.

The study of the expression pattern of AtHB23 revealed that this gene is transcriptionally active
in the early stages of development of the lateral root secondary primordium, disappears when
the lateral root emerges and is induced by auxins in the secondary lateral root. The
characterization of amiR23-silenced and AtHBZ23-overexpressors plants indicated that this TF
acts as a negative regulator of lateral root formation by repressing the expression of LBD16, a
crucial factor in lateral root initiation. At the same time, it directly induces the auxin transporter
gene LAXS, strongly indicating that this AtHB23 acts as a link between the regulation of LAX3
by ARF7/19.

On the other hand, we showed that, AtHB23 plays distinct roles during secondary and tertiary
lateral root formation, showing differential expression patterns. AtHB23 is expressed in the
tertiary lateral root primordium and throughout the tertiary lateral root vasculature, whereas it is
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restricted to the early stages of secondary lateral root development. The evaluation of amiR23-
silenced plants showed that AtHB23 differentially regulates the emergence of secondary and
tertiary lateral roots. In addition, the distribution pattern of auxins significantly varies between
secondary and tertiary lateral roots in amiR23-silenced plants.

Next, it was determined that LBD16 is also differentially regulated in the root system, since it is
expressed at the tip of the secondary and tertiary lateral roots, but not in the primary root.
Finally, it could be shown that Arabidopsis ecotypes Col 0 and Ler show significant differences
in the development of secondary and tertiary lateral roots. Overall, we conclude that different
genetic programs govern the development of secondary and tertiary roots and that these
processes depend on the Arabidopsis genotype, thus shaping the overall dynamic architecture
of the root system.

Root development of lateral roots is also affected by salinity, showing differential behaviors
depending on NaCl concentration. At low NaCl concentrations lateral roots grow faster while, at
high concentrations, the opposite scenario takes place. The effect of NaCl in root growth is
closely associated with auxin transport and distribution. AtHB23 has a crucial role in these
regulated processes. We demonstrated that the expression pattern of AtHB23 is regulated by
NaCl in both primary and lateral roots, affecting root development. In amiR23-silenced plants, a
severe reduction of primary root length, a significant increase in lateral root initiation, and a low
survival rate under salinity conditions were observed, whereas AtHB23-overexpressor plants
showed the opposite phenotype. These developmental defects correlated with an altered starch
turnover in the primary root tip of amiR23-silenced plants. On the other hand, LAX3, the target
gene of AtHB23, is repressed in the main root tip and not in lateral root of higher-order under
salinity stress. Taken together, we concluded that AtHB23 is vital for plant survival and
adaptation to salinity stress conditions, and its function would be related to the gravitropic
response mediated by starch granule metabolism, in which the auxin transporter LAX3 is

involved.
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1 INTRODUCCION

1.1 ¢Por qué las plantas? Caracteristicas generales de la estructura

y el crecimiento vegetal

¢ Qué son exactamente las plantas? Una planta es un organismo eucariota que depende de la
fotosintesis como medio para adquirir alimentos (también llamados organismos autétrofos) [1].
A pesar de que existen opiniones variadas entre los cientificos, los principales grupos de
“plantas verdes” son las algas verdes, briofitas, helechos y similares, gimnospermas,
angiospermas basales y angiospermas [1]. Las plantas sirven principalmente como fuente de
alimentos, de medicamentos, de muebles, de vestimenta y biocombustibles, y también juegan
papeles cruciales en el mantenimiento de la salud humana y el ecosistema. Dada la enorme
importancia de las plantas en la vida de los animales, incluyendo a los humanos, es
fundamental comprender los mecanismos de crecimiento y desarrollo de las mismas tanto a
nivel celular como molecular, asi como su interaccién con el entorno [2].

Durante los 475 millones de afos de evolucion de las plantas terrestres, las especies de
plantas se han diversificado mucho [1]. Hoy en dia, mas de 380.000 especies habitan el
mundo, ya que, a pesar de ser organismos sésiles, las plantas pueden soportar condiciones
de crecimiento adversas debido a una gran variedad de mecanismos adaptativos [3]. Para
lograr la adaptacién, en las plantas se producen cambios morfoldgicos, bioquimicos,
fisioldégicos y moleculares que se encuentran finamente regulados.

A pesar de la gran diversidad existente, todas las plantas angiospermas (plantas con flores)
presentan una estructura anatémica comun compuesta por cuatro érganos principales: raices,
tallos, hojas y flores. Las raices anclan la planta al suelo y permiten la absorcion de agua y
minerales. Un extenso sistema vascular conecta las raices con el resto de los érganos (Figura
1). Las hojas estan unidas al tallo en los nudos, y la region del tallo entre dos nodos se
denomina entrenudo. Los tallos hacen de soporte a las partes aéreas, permitiendo una
maxima absorcion de luz y el acceso de polinizadores como el viento, los insectos, los
pajaros. Las hojas son los 6rganos fotosintéticos de la planta y su morfologia y anatomia se
han adaptado a lo largo del tiempo evolutivo para optimizar la absorcién de luz y de diéxido de
carbono. El papel de las flores es asegurar una polinizacién exitosa, al estar expuestas al
viento y otros polinizadores; mientras que los frutos son responsables de la dispersion de las
semillas y éstas de la perpetuidad de la especie [1].

El crecimiento de las plantas es el resultado de la interaccion entre distintos procesos como
la fotosintesis, la respiracion, el transporte de solutos, la disponibilidad de agua, de nutrientes
y de minerales, asi como del balance e interaccion con las hormonas vegetales. Como tal

deriva en un incremento en biomasa, volumen, longitud o en el &rea que resulta de la division,
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expansién o diferenciacién celular. Aun asi, el crecimiento depende del contexto y del papel
de diversos procesos a distintos tiempos. Por ejemplo, aunque las divisiones celulares a
menudo inician el crecimiento, este proceso por si solo es insuficiente para lograr el
crecimiento. Ademas, el crecimiento requiere del alargamiento celular y de la deposicién de
masa en el citoplasma y las paredes celulares que determinan el incremento en volumen o
masa. Al mismo tiempo, la tasa de crecimiento de una planta también depende de su fondo
genético y del entorno en el que se encuentra [4]. Una diferencia fundamental entre las
plantas y los animales es que cada célula vegetal esta rodeada por una pared celular rigida.
En lo animales, las células embrionarias pueden migrar de un lugar a otro, lo que resulta en el
desarrollo de tejidos y 6rganos conteniendo células que fueron originadas en diferentes partes
del organismo. En cambio, en las plantas, tales migraciones celulares no se producen debido
a la presencia de una laminilla media y, en consecuencia, el desarrollo de las plantas
depende Unicamente de patrones de division y agrandamiento celular [5].

Embriogénesis se denomina al inicio del proceso de desarrollo de una planta. Aunque la
embriogénesis generalmente comienza con la unién de un espermatozoide con un 6vulo,
formando un cigoto unicelular; en las angiospermas, este evento se acompana de un segundo
evento de fertilizacion, en el que otro espermatozoide se une con dos nucleos polares para
formar el nucleo del endosperma triploide, a partir del cual se desarrollara el endosperma (el
tejido que suministra alimento para el embridon en crecimiento) [5]. Sin embargo, las células
somaticas también pueden sufrir embriogénesis en circunstancias especiales. La
embriogénesis transforma un cigoto unicelular en una planta multicelular, microscopica y
embrionaria. En este sentido las plantas difieren de la mayoria de los animales ya que la
embriogénesis en si no genera directamente los tejidos y 6rganos del adulto. En otras
palabras, un embrién vegetal tiene el plan corporal basico de la planta madura y muchos de
los tipos de tejidos del adulto en forma rudimentaria, y suele consistir en un eje embrionario y
dos cotiledones. La embriogénesis establece dos patrones basicos del desarrollo: 1) El patrén
de desarrollo axial apical-basal; 2) El patrén radial de los tejidos encontrados en tallos y raices
[5].

La embriogénesis también establece los meristemas primarios. La mayoria de las estructuras
que componen la planta adulta se genera después de la embriogénesis a través de la
actividad de meristemas. Aunque estos meristemas primarios se establecen durante la
embriogénesis, sélo se activan después de la germinacién y comienzan a generar los 6rganos
y tejidos del adulto [5]. Entonces, los meristemas son regiones localizadas de divisién celular
a partir de las cuales se desarrollan los tejidos vegetales. Casi todas las divisiones nucleares
(mitosis) y divisiones celulares (citocinesis) ocurren en estas regiones meristematicas. En una
planta joven, los meristemas mas activos se denominan meristemas apicales y estan

ubicados en la punta del tallo y de la raiz (Figura 1). En los nudos, las yemas axilares
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contienen los meristemas apicales para brotes de ramas. Las raices laterales surgen del
periciclo, un tejido meristematico interno. Hay zonas de alargamiento celular, proximales a (es
decir, al lado de) y solapando las regiones meristematicas, en las que las células aumentan
dramaticamente en longitud y ancho. Las células generalmente se diferencian en tipos
especializados después de que se alargan [5]. En resumen, las células derivadas de los
meristemas apicales exhiben patrones de expansién celular especificos, y éstos determinan la

forma y el tamano general de la planta.
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Figura 1. Esquema representativo de los diferentes 6rganos y zonas meristematicas presentes
en una planta con flores. Figura creada con BioRender.
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1.2 ¢ Por qué Arabidopsis thaliana como planta modelo de estudio?

La planta vascular Arabidopsis thaliana (Arabidopsis) constituye un modelo genético central y
un organismo de referencia universal para la ciencia de las plantas por presentar muchas
ventajas frente a otras especies como tabaco o tomate. Esto se debe en gran parte a su corto
ciclo de vida, a su pequefno tamano, una prolifica produccion de semillas y la facilidad con que
puede ser cultivada en espacios limitados [6].

Arabidopsis es una planta angiosperma pequefia de roseta, que pertenece a la familia
taxondémica de las brasicaceas con amplia distribucién natural en Europa, Asia y América del
Norte. Se han recolectado diferentes ecotipos (accesiones) de poblaciones naturales y éstos
se encuentran disponibles para andlisis experimental. Los ecotipos mas utilizados son
Columbia (Col) y Landsberg erecta (Ler). Una planta alcanza su estadio adulto a las seis
semanas desde la germinacion de las semillas con una altura cercana a los 30 cm. Otra
caracteristica que hace de Arabidopsis un modelo atractivo es su genoma relativamente
pequeno, de 120 Mb, que contiene aproximadamente 25.000 genes organizados en cinco
cromosomas. El genoma de Arabidopsis fue secuenciado completamente en el afio 2000 ( The
Arabidopsis Genome Initiative, 2000). La transformacién eficiente por métodos que utilizan
Agrobacterium tumefaciens y un gran numero de lineas mutantes disponibles en centros de
germoplasma han consolidado a Arabidopsis como modelo en los estudios de biologia vegetal
[7].

El desarrollo de Arabidopsis esta definido en cuatro etapas: 1) Embrionaria; 2) Vegetativa
juvenil; 3) Vegetativa adulta y 4) Reproductiva (Figura 2). El plan de desarrollo general se
establece durante la embriogénesis; sin embargo, gran parte de la arquitectura final de la
planta se define durante su crecimiento y es altamente dependiente de las condiciones
ambientales: disponibilidad de nutrientes, luz, agua, presencia de patégenos, entre otros.
Luego de la germinacion y la aparicion de los cotiledones en posiciéon opuesta, el meristema
apical del tallo da lugar al comienzo de la fase vegetativa juvenil. Durante esta etapa las
plantulas desarrollan un par de hojas verdaderas. En la fase vegetativa adulta comienzan a
desarrollarse hojas verdaderas en torno al eje central que parecen estar ubicadas en un solo
plano [8]. El numero de las hojas de roseta estd determinado por una serie de factores
incluyendo el genotipo, las condiciones ambientales y el tiempo transcurrido desde la
germinacion hasta el pasaje a floracion [9]. El pasaje a estadio reproductivo esta determinado
por la aparicion del botén floral; este pasaje en inglés se denomina “bolting” (el término ha
sido adoptado aun en laboratorios de habla hispana). La transicién del meristema vegetativo a
meristema reproductivo estd regulada por sefales especificas del desarrollo y del medio
ambiente como el fotoperiodo, la vernalizacién y diferentes factores ambientales como la

deficiencia nutricional y la disponibilidad de agua. La etapa reproductiva se divide en dos
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fases: en la primera denominada “fase reproductiva temprana” se desarrolla la inflorescencia
principal y las hojas caulinares (u hojas reproductivas). En la “fase reproductiva tardia” tendra
lugar la aparicion de las inflorescencias secundarias a partir de las yemas axilares de las
hojas caulinares y de las hojas de rosetas [10]. Las flores maduras de Arabidopsis estan
compuestas por un caliz de cuatro sépalos verdes, una corola de cuatro pétalos blancos
cuyas posiciones alternan con los sépalos, seis estambres que contienen el polen (cuatro
medios-largos y dos laterales-menores), y un gineceo central que se compone de un ovario
formado por dos carpelos separados por un falso tabique, cada uno con numerosos évulos, y
un estilo corto, limitado por un estigma [5].

Gineceo
(b) Estémbres
—h

Pétalos

il ©

Sépalos

"

Semillas

¥

Hoja caulina
e ja caulinar

” Hoja de roseta Silicuas

5cm r 2\

145-50dpg 39 dpg 5 g

Semillas

Figura 2. Esquema representativo del ciclo de vida de Arabidopsis thaliana. (a) Etapas del
desarrollo de Arabidopsis Columbia (Col), desde las semillas (abajo a la izquierda), estableciéndose
como plantula (9 dpg: dias post germinacion), en estadio vegetativo (39 dpg) y en estadio reproductivo
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(45-50 dpg). (b) Esquema de una flor. (c) Esquema de siliculas maduras y siliculas abiertas con
semillas adheridas. Figura modificada de Krédmer y col.,2015 [6].

1.3 El sistema radicular de una planta

Las raices de las plantas cumplen funciones multiples, de las cuales, la principal es anclar la
planta al suelo, incluso en condiciones desfavorables de crecimiento. Algunas raices, ademas
tienen un papel en el almacenamiento de distintas sustancias nutritivas, muchas de las cuales
sirven como fuente de alimentos para los animales y humanos. Dentro de los cultivos de
raices mas conocidos se puede mencionar la remolacha (Beta vulgaris), la zanahoria (Daucus
carota), la papa (Solanum tuberosum), el rabano (Raphanus sativus) y la batata (lpomea
batatas). Un caso particular son las raices de las plantas suculentas que almacenan grandes
cantidades de agua en las células del parénquima, de manera analoga a la que se encuentra
en sus hojas. Curiosamente, las plantas que crecen en areas hiumedas o pantanosas, como
manglares (Rhizophora mangle), generan una gran cantidad de raices adventicias que
contienen una gran cantidad de parénquima interno. Estas raices sirven de soporte y también
ayudan a airear las regiones del sistema radicular que se encuentran sumergidas en suelos
de bajo oxigeno [1].

La morfologia del sistema radicular varia ampliamente entre especies, lo que sugiere que
esta determinada por factores genéticos inherentes. En las plantas angiospermas la
arquitectura radicular se puede agrupar en dos grupos. Por un lado, en las plantas
monocotiledéneas como maiz (Zea mays) y arroz (Oryza sativa), la arquitectura radicular se
caracteriza por el desarrollo de muchas raices adventicias en paralelo a la raiz primaria
(Figura 3 a). De hecho, varias de esas raices son postembrionarias y nacen a partir de la
base del tallo [11]. Este tipo de raices no crece tan profundamente en el suelo como la raiz
principal, sino que, crecen principalmente en un patron horizontal y se encuentran donde son
mas abundantes el agua y los fosfatos. Las raices adventicias también pueden formar un
complejo con particulas del suelo ayudando a prevenir la erosién del mismo [1]. En el caso de
las plantas dicotiledoneas, como los modelos Arabidopsis, tomate (Solanum lycopersicum) y
arveja (Pisum sativum), el sistema radicular estd compuesto principalmente por una raiz
principal dominante que crece hacia abajo en el suelo y desarrolla raices laterales mas
pequenas que pueden alcanzar diferentes 6rdenes de ramificaciéon (Figura 3 b). El eje del
crecimiento de éstas es paralelo al de la raiz principal. La aparicion de raices adventicias es
muy poco frecuente, pero éstas emergen ocasionalmente del hipocotilo cuando la raiz
principal sufre algun dafo mecanico. Estos sistemas radiculares se encuentran a menudo en

suelos secos y crecen profundamente hacia las fuentes subyacentes de agua y nitrégeno.
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Durante la germinacion de las plantulas, tanto mono como dicotileddneas, el primer érgano
que se desarrolla a partir de los embriones es la radicula. En las dicotiledéneas, la radicula
continla alargandose, desarrolla el meristema apical de la raiz, y se convierte en la raiz

principal de la cual surgen las raices laterales [1], [11].
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Monocotiledonea Dicotiledénea

Figura 3. llustracion representativa de la morfologia radicular en plantas monocotiledéneas (a) y
dicotiledéneas (b). Figura creada con BioRender.

La arquitectura del sistema radicular es el resultado de la configuracion espacial de raices de

diferente edad y orden. Esta arquitectura define la funcionalidad de las raices. El sistema
radicular es altamente plastico por lo que se puede modular de varias maneras: a través de la
promocién o inhibicion del crecimiento de la raiz principal o de crecimiento de las raices
laterales, por medio de la formacién de raices adventicias o del aumento de los pelos
radiculares. Esto hace que las plantas dependan de la modulacion de la arquitectura del
sistema radicular para responder a las variaciones en la textura del suelo, la humedad,
disponibilidad de nutrientes, la aireacién y la biota. Las raices, cuyos programas de desarrollo
estan genéticamente determinados, también estan sujetas a posibles tensiones abidticas
adicionales, como sequias, inundaciones, suelos salinos y temperaturas extremas. Este
comportamiento altamente adaptable, denominado plasticidad del desarrollo, ha sido un
determinante importante del éxito de las plantas terrestres [12].
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1.4 Organizacion tisular de una raiz: componentes y funciones

Las raices crecen y se desarrollan a partir de sus extremos distales. Los tejidos primarios son
generados por el meristema apical de la raiz, el cual va a dar lugar a los tres meristemas de
raiz. El procambium produce los tejidos vasculares del xilema y el floema, mientras que el
protodermo dar lugar a la epidermis y el meristema apical produce las células del cértex y
endodermis [1].

En el extremo inferior de la raiz de una planta joven, aunque los limites no son nitidos, se

pueden distinguir cuatro zonas de desarrollo (Figura 4 a):

1. La caliptra, que protege el meristema apical de la lesion mecénica cuando la raiz crece a
través de la tierra, y tiene la capacidad de percibir estimulos gravitacionales y de secretar
mucopolisacaridos que ayudan en el proceso. Estas células son destruidas por el
crecimiento de la raiz y por la friccion con el suelo, pero son rapidamente reemplazadas

por células nuevas generadas por division celular en la cara externa del meristema.

2. La zona meristematica, compuesta por el meristema apical en el centro de la punta de la
raiz, donde se encuentra activa la division celular y las células son considerablemente

pequenas.

3. La zona de elongacion es el sitio de una rapida y extensa elongacion celular por lo que
las células aumentan varias veces su tamafo. A pesar de que algunas contindan
dividiéndose, la tasa de divisiébn disminuye progresivamente hasta llegar a cero a medida

que se incrementa la distancia al meristema.

4. La zona de maduracion (o diferenciacion) es la regién en la cual las células adquieren
caracteristicas diferenciadas. Estas entran en la zona de maduracién después de que la
division y el alargamiento han cesado. El patrdn radial de tejidos diferenciados se hace
visible; esta constituido por anillos o capas concéntricas de células de epidermis, cértex,
endodermis y periciclo rodeando al tejido vascular. Ademas, aparecen, los pelos de raiz,
que tienen un papel critico en la absorcion de agua y minerales (Figura 4 a 'y b), [5].

En la punta de la raiz existe una pequefia cantidad de células indiferenciadas; a partir de las
cuales se generan todos los tipos de células por medio de divisiones sucesivas, seguidas de
eventos de diferenciacién y expansion celular. Debido a que el crecimiento de la raiz es
indeterminado, estos procesos son continuos y todas las etapas de desarrollo se dan en
forma concomitante. El 4pice de la raiz, del meristema apical, estd formado por células
indiferenciadas de distintos grupos celulares: a) el centro quiescente (CQ) que esta
compuesto por un grupo de cuatro células que no se dividen después de la embriogénesis,
conocidas como células centrales del meristema apical de la raiz; b) las células
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indiferenciadas corticales-endodérmicas que forman un anillo de células que rodean el CQ
y generan las capas corticales y endodérmicas; c) las células indiferenciadas de la
columela que son las células inmediatamente superiores (apicales a) de las células centrales.
Estas se dividen anticlinalmente y periclinalmente para generar un sector de la capa de raiz
conocida como la columela; d) las células indiferenciadas epidérmicas de la punta de la
raiz que estan en el mismo nivel que las células de la columela, pero forman un anillo que las
rodea; las divisiones de estas células generan la capa de células epidérmicas y producen la
caliptra de raiz lateral; e) las células indiferenciadas de la estela que son un nivel de células
justo detras de las células del CQ; estas generan el periciclo y los tejidos vasculares (Figura 4
c), [13].
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Figura 4. llustracion representativa de la organizacion tisular de la raiz. (a) Corte longitudinal de la
raiz principal en el que se observan las distintas zonas de desarrollo celular; (b) Corte transversal
donde se observa la distribucion radial de tejidos; (c) Células que conforman el meristema apical de
raiz. Figura modificada de Taiz y Zeiger, 2014 [5].
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1.5 Formacion y desarrollo de raices laterales en Arabidopsis

La ramificacion es una de las principales determinantes de la arquitectura del sistema
radicular que también se define por el crecimiento de la raiz principal y el angulo que toman
las raices laterales. Estas ultimas son aquellas que se originan a partir de otra raiz
preexistente y pueden derivar tanto de la raiz principal como de otra raiz lateral o incluso de
las adventicias. Por lo tanto, constituyen gran parte de la arquitectura radicular de la planta
[14], [15]. La raiz principal nace durante la embriogénesis, mientras que las raices laterales se
forman durante toda la vida de la planta y son cruciales para aumentar el area superficial de
los sistemas radiculares y asi lograr una mejor adaptacion a suelos heterogéneos. Debido a
que el sistema radicular es altamente plastico, plantas que son genotipicamente idénticas
pueden diferir en el desarrollo de raices laterales, dependiendo del macro y microambiente en
el que se encuentren. Los mecanismos moleculares y celulares de formaciéon de las mismas
se han estudiado ampliamente en la planta modelo Arabidopsis. En esta especie, se encontré
una separacion relativamente regular de las raices laterales, coincidiendo con el borde
exterior de las curvas a lo largo de la raiz principal, particularmente cuando las raices
muestran un patron de crecimiento ondulado o en forma de serpentina [16]. Este
espaciamiento de las raices laterales puede verse afectado por respuestas trdpicas y por
estimulos mecanicos. Por ejemplo, se ha informado que un estimulo gravitrépico puede
inducir la formacién de una raiz lateral en el lado externo de la curvatura de las raices [17].

En todas las angiospermas las raices laterales se originan principalmente del tejido del
periciclo. Especificamente en Arabidopsis, derivan de seis células del periciclo que estan
adyacentes a los dos polos del xilema (XPP, por sus siglas en inglés Xylem Pole Pericycle
cells). El desarrollo de raices laterales se puede dividir en cinco etapas principales: 1)
formacion del sitio previo a la ramificacion, que tiene lugar entre la zona meristematica y la
de elongacion; 2) iniciacion de la raiz lateral, que implica una migracién nuclear en las
células del periciclo a una pared celular comdn entre pares de células precursoras de raices
laterales (LRFC; por sus siglas en ingles Lateral Root Founder Cells) seguido de division
celular asimétrica en la zona de maduracion; 3) morfogénesis del primordio de raiz lateral
en las que las LRFC se dividen aun mas para formar un primordio de raiz lateral que,
eventualmente adquiere las caracteristicas de un meristema de raiz. Este proceso implica
divisiones anticlinales (es decir, perpendiculares al eje longitudinal) y periclinales (es decir,
paralelas al eje longitudinal); 4) la emergencia del nuevo drgano de raiz lateral a través de
las capas de tejido subyacente a la raiz principal en la zona de maduracién; 5) activacion del
meristema de raiz lateral, que involucra el inicio de las divisiones celulares en este nuevo
meristema. (Figura 5), [18].

26



INTRODUCCION

o

<

:R :
o

=)

/ S
O

‘©

©

>

\ 2

g | y
[~

&

A @

2

L

=

3) Morfogénesis

2) Iniciacion

@ Células fundadoras
"~ Vasculatura

M Xilema

4 Periciclo

¥ Endodermis

1 Cortex

¥ Epidermis

7. Centro quiescente
B Meristema apical del tallo
I Caliptra

1) Formacién del sitio de ramificacion

Figura 5. Formacion y desarrollo de una raiz lateral. A la izquierda: vista longitudinal de los cinco
pasos principales de la formacién de una raiz lateral. A la derecha: perspectiva radial de las seis
células del periciclo adyacentes a las células del xilema (XPP) que dan lugar al primordio de raiz
lateral. La codificacion de colores estd de acuerdo con el modelo descrito por Malamy y Benfey, 1997
[19]. Figura modificada de Banda y col., 2019 [18].
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Asimismo, al proceso de morfogénesis del primordio de raiz lateral se lo divide en 7 estadios
de desarrollo (Figura 6), [19]:

Estadio I: la primera evidencia de iniciacién del primordio de raiz lateral es la aparicion de
paredes celulares estrechamente espaciadas en la capa del periciclo, en orientacion
perpendicular al eje de la raiz. Se observa claramente una mayor frecuencia de divisiones
anticlinales. En el plano longitudinal, se forman aproximadamente 6-10 células de periciclo
"cortas", que se agrandan en direccion radial.

Estadio Il: se produce una division periclinal que divide al primordio de raiz lateral en dos
capas (externa e interna). Por lo tanto, a medida que las células se expanden radialmente,
comienza a aparecer la forma de domo.

Estadio lll: la capa externa se divide periclinalmente, generando un primordio de tres capas,
dos externas y una interna. Algunas células periféricas no se dividen, creando regiones
externas que tienen un espesor de una y dos capas celulares. Esto enfatiza ain mas la forma
de domo del primordio de raiz lateral.

Estadio IV: la capa interna se divide periclinalmente, creando un total de cuatro capas
celulares (E1, E2, 11, 12). En esta etapa, el primordio de raiz lateral atraviesa la capa
endodérmica de la raiz principal.

Estadio V: una célula central se divide anticlinalmente para formar cuatro células pequenas
cuboidales. Las células adyacentes a estas dos células también se dividen, creando una capa
externa que contiene 10-12 células. Ademas, las células en 12 se agrandan radialmente y se
dividen empujando hacia arriba las capas suprayacentes y, aparentemente comprimiendo las
células en 11 y E2. El primordio de raiz lateral se encuentra en la mitad del cértex de la raiz
principal.

Estadio VI: se caracteriza por varios eventos que parecen ocurrir al mismo tiempo. Por un
lado, las células de E2 experimentan una divisién periclinal, creando una nueva capa interna.
Y, por otro lado, las cuatro células centrales se dividen periclinalmente. El primordio de raiz
lateral ha pasado a través del cortex y ha penetrado en la epidermis de la raiz principal. En
esta etapa el primordio de raiz lateral comienza a parecerse a la punta de una raiz madura, ya
gue contiene 3 capas que podrian corresponder a la endodermis, el cortex y la epidermis.
Estadio VII: a medida que el primordio se agranda, se hace mas dificil caracterizar las
divisiones, particularmente en las capas internas. Parece que muchas de las células
continan experimentando divisiones anticlinales. El primordio de raiz lateral resulta en 8-10
células a cada lado y 8-10 células centrales. A este patron celular se lo llama 8-8-8. El
primordio parece estar a punto de emerger de la raiz principal.
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Figura 6. Estadios de desarrollo de un Primordio de Raiz Lateral en Arabidopsis. Secciones
longitudinales de una raiz principal en la que se observan los distintos estadios de un primordio de raiz
lateral en desarrollo a partir de células del periciclo, segun Malamy y Benfey, 1997. En escala de
colores se describen los tipos celulares que forman una raiz principal y la punta de una raiz lateral en
crecimiento. Abreviaturas: RP: raiz principal; RL: raiz lateral; E: endodermis; C: cértex; Ep: epidermis;
e: capa externa; i: capa interna. Los numeros indican las nuevas células producto de divisiones
anticlinales o periclinales. Figura modificada de Porco y col., 2016 [20].

1.6 Interacciones hormonales durante la formacion de raices
laterales

La arquitectura radicular se encuentra modulada tanto por vias intrinsecas, es decir, propias
de la organogénesis y crecimiento de una planta, como por vias de respuesta, que son las
que determinan como responden las plantas a senales externas regulando a las primeras. La
mayoria de las hormonas vegetales presentan un nivel basal en las plantas bajo una situacion
de crecimiento. Por lo tanto, los efectos hormonales en la arquitectura del sistema radicular
pueden considerarse intrinsecos. Los niveles hormonales cambian durante el transcurso del
desarrollo normal, y estos cambios probablemente determinan patrones intrinsecos de
crecimiento y desarrollo. Sin embargo, las hormonas vegetales también son componentes
claves de las vias de respuesta, ya que se sabe que sus niveles cambian en respuesta a las
sefales ambientales. Estos roles no son mutuamente excluyentes: se espera que la
sefalizacién hormonal participe en las vias de respuesta ambiental y de desarrollo [21]. Por
otro lado, las interacciones hormonales en las vias de sintesis, metabolismo, transporte y la
sefalizacidn entre hormonas son muy importantes para lograr un correcto desarrollo radicular.
Estudios recientes utilizando distintas mutantes de Arabidopsis y otras especies de plantas
han demostrado que distintas hormonas vegetales son necesarias tanto para el inicio de la
raiz lateral como el desarrollo del primordio de raiz lateral, mientras que otras permiten la

emergencia y la activacion de las raices laterales (Figura 13).
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1.6.1 Las auxinas en la iniciacion y desarrollo del primordio de raiz lateral

El Acido Indol-3-Acético (IAA) es la molécula mas abundante de las auxinas, y la mas
relevante, fisiologicamente, para el desarrollo vegetal. En la raiz, el IAA se transporta hacia la
punta de la raiz a través de los tejidos vasculares (transporte acropetal), y luego se redirige
hacia el &pice de la raiz a través de las capas celulares externas (transporte basipetal) (Figura
7), [22]. La familia de genes AUXIN (AUX) / LIKE-AUXIN (LAX) codifican los principales
transportadores de entrada de auxinas y comprenden cuatro genes altamente conservados:
AUX1, LAX1, LAX2y LAX3 [23]. Mientras que los transportadores de salida de auxinas estan
codificados por los genes PIN [24]. Ademas, se demostr6 que en el primordio de raiz lateral y
en los tejidos préximos, la regulacion coordinada de los transportadores de entrada y de
salida de auxinas (como AUX1 y PIN respectivamente) optimiza el flujo de auxinas
permitiendo la iniciacion del proceso (Figura 7), [25], [22], [26], [27]. Muchos estudios
fisiologicos y genéticos realizados en Arabidopsis han demostrado que las auxinas actdan
como integradores comunes de sefales endégenas y ambientales que regulan la formacion
de raices laterales, tanto en el inicio como en el posterior desarrollo del primordio de raiz
lateral. De hecho, se ha descubierto que en el desarrollo de las raices laterales muchas
hormonas o nutrientes interfieren en el mismo a través de la homeostasis de las auxinas
(sintesis, conjugacion y degradacion), transporte o respuesta (Figura 13), [14], [18], [22], [27].
En términos generales, la aplicacion de auxinas exdgenas aumenta el numero de raices
laterales mientras que la inhibicién del transporte de auxinas disminuye su numero, indicando

qgue esta hormona es una reguladora positiva de la formacion de raices laterales [27].
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Figura 7. El transporte de auxinas en la raiz. (a) Esquema representativo del flujo de auxinas a
través del tallo y de la raiz en Arabidopsis. Los picos maximos de auxinas en el tallo provienen de los
primordios (P1y P2) y en la raiz del meristema apical radicular. En la raiz principal y en la raiz lateral
las auxinas se transportan hacia la punta de la raiz por los tejidos internos vasculares (acropetal) y
refluye a través de la epidermis (basipetal). (b) Transportadores de auxinas en la punta de la raiz. (c)
Transportadores de auxinas en un primordio de raiz lateral en desarrollo. Abreviaturas: crl: caliptra de
raiz lateral; ep: epidermis; c: cortex; en: endodermis; es: estela; p: periciclo. Figura modificada de
Petrasek y Friml., 2009 [24].

1.6.2 Las auxinas activan las células del periciclo en el meristema basal

Como se menciond anteriormente, cuando las plantas de Arabidopsis se cultivan in vitro en
condiciones estandar, las raices laterales se distribuyen de manera bastante uniforme a lo
largo de la raiz principal siguiendo un patrén alterno derecha-izquierda (Figura 8 a). Esta
distribucion regular estd controlada por un mecanismo enddgeno "similar a un reloj" que
genera oscilaciones de la respuesta de auxinas (se ha analizado utilizando un promotor
artificial sensible a la presencia de la hormona denominado DR5) en las células del
protoxilema dentro de la zona de oscilacion (ZO) (Figura 8 b y c). Después de un pico de
respuesta de las auxinas en las células del protoxilema, las células del periciclo XPP vecinas
estan "activadas" y forman sitios de pre-ramificacion (Figura 8 b y c), [27], [28]. La formacion

del sitio previo a la ramificacién depende tanto de las auxinas sintetizadas localmente como
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de las auxinas transportadas al apice de la raiz a través del floema [29]. En el &pice de la raiz,
los trasportadores de auxinas PIN transportan las auxinas siguiendo "la via inversa de la
fuente" de regreso a la regién basal del meristema justo por encima del meristema apical de la
raiz. Este reflujo de auxinas es responsable tanto del gravitropismo de la raiz como del
“activado” de las células precursoras de raices laterales (LRFC) [17], [27], [29].
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Figura 8. Los niveles de auxinas oscilan activando las células del protoxilema. (a) Patron de
distribucion “derecha-izquierda” de raices laterales a lo largo de una raiz principal. (b) Panel izquierdo:
perfil de respuesta de auxinas en la punta de la raiz con elevaciones transitorias inducidas por
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oscilaciones indicadas con lineas discontinlias. Panel derecho: secuencia de formaciéon de una raiz
lateral a medida que se avanza en las distintas zonas de la raiz. ZM: zona meristematica; ZE: zona de
elongacion; ZD: zona de diferenciacion; ZO: zona de oscilacion; RL: raiz lateral; PRL: primordio de raiz
lateral; LRFC: células precursoras de raiz lateral. (c) En el meristema basal, las células del protoxilema
experimentan oscilaciones temporales de las concentraciones de auxinas y/o en los niveles de
respuesta a auxinas, asi como oscilaciones en la expresion de muchos otros genes que permiten que
estas células transmitan una sefal de “priming” a las células del periciclo adyacentes. Figura
modificada de Laskowski y Tusscher., 2017[29].

1.6.3 Las auxinas controlan las divisiones asimétricas durante el inicio de la raiz
lateral

A continuacién, las auxinas regulan y coordinan tanto las divisiones celulares de las células
precursoras LRFC como la polaridad de estas células y/o la adquisicién de identidad durante
el inicio de la formaciéon de la raiz lateral. Debido a que unas pocas horas antes de la
iniciacion de una raiz lateral, la respuesta a auxinas aumenta en los pares de células
precursoras LRFC; esto se observé utilizando el reportero DR5 de respuesta a auxinas [29],
[30]. Alterar la respuesta de las auxinas en las células precursoras LRFC utilizando
inhibidores del transporte polar de auxinas como NPA (Inhibidor Acido N-1-naftilftalamico) es
suficiente para bloquear la iniciacion de la formacion de raiz lateral [14], mientras que el
tratamiento con auxinas exdgenas promueve las divisiones celulares en las células del
periciclo XPP, lo que indica que la acumulacion de auxinas en estas células es necesaria y

suficiente para dar comienzo al inicio de raiz lateral.

1.6.4 El papel de las auxinas en la organizacion tisular del primordio de raiz
lateral

A partir del inicio de la formacién de una raiz lateral, tienen lugar una serie divisiones
anticlinales y periclinales de las células del primordio de raiz lateral que dan lugar a un domo
que empuja a través de los tejidos subyacentes de la raiz principal [31]. El patron anatémico
del nuevo meristema apical de la raiz lateral se configura progresivamente y, luego del
estadio VI, el apice del primordio de raiz lateral presenta una organizacion caracteristica
similar a la del apice de la raiz principal. En varios trabajos experimentales se ha demostrado
que las auxinas patrticipan en el disefio estructural y funcional del primordio de raiz lateral, tal
como sucede en los meristemas apicales del tallo y de la raiz. Especialmente, los
transportadores de auxinas son los responsables de la formacion de un gradiente de
concentracion de la hormona desde la base del primordio hasta su punta, el cual es necesario
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para la organizacion tisular adecuada del primordio de raiz lateral (Figura 13), [22], [27]. Por
otro lado, los distintos genes regulados por las auxinas que se expresan en los margenes del
primordio de raiz lateral podrian estar involucrados en la definicion de los limites del mismo
[18], [27], [28].

1.6.5 Las auxinas permiten la emergencia del primordio de la raiz lateral

Para poder emerger de la raiz principal, un primordio de raiz lateral debe atravesar tres
capas celulares: endodermis, corteza y epidermis. Este proceso esta finamente regulado por
las auxinas que se producen en el tallo y se transportan a la raiz a través del floema. Ademas
de AUX1, LAX3 fue descripto como otro transportador de entrada de auxinas que regula la
emergencia de la raiz lateral [25]. De esta forma las auxinas inducen la expresién de LAX3 en
las células corticales y epidérmicas subyacentes al primordio de raiz lateral en formacion
(Figura 9). En las plantas mutantes /ax3, el nUmero de raices laterales emergidas se reduce,
pero el inicio per se no se ve afectado. La mutacién /ax3 produce la inhibicién de la expresion
de varias clases de enzimas de remodelacién de la pared celular en las células subyacentes a
los nuevos primordios de raices laterales. Estas observaciones sugieren que el flujo de
auxinas, dependiente de LAX3 en las células corticales y epidérmicas, provoca la induccion
de varias clases de enzimas de remodelacién de la pared celular, lo que permite la
emergencia de la raiz lateral (Figura 9), [18], [20].
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Figura 9. Las auxinas regulan la emergencia del primordio de la raiz lateral. (a) Las auxinas (IAA)
originadas en las células en division del periciclo (P) inducen la expresion de enzimas de remodelacion
de la pared celular (RPC) en las células endodérmicas (En) adyacentes al permitir la degradacién del
represor SHY2. (b) Las auxinas derivadas del primordio de raiz lateral también inducen la expresion del
transportador de entrada de auxinas LAX3 en las células corticales (C) adyacentes al permitir la
degradacion del represor SLR. (c) La expresion de LAX3 aumenta la permeabilidad celular a las
auxinas, creando un ciclo de retroalimentacion positiva. EI aumento de la acumulacién de auxinas
induce la expresién de RPC. (d) En una etapa posterior del desarrollo del primordio de raiz lateral, las
auxinas inducen la expresion de LAX3 en células epidérmicas (Ep) adyacentes. La expresiéon de RPC
en unas pocas células de las diferentes capas facilita la aparicién del primordio. La respuesta celular de
las auxinas se representa con un gradiente de color azul. Figura modificada de Swarup y col., 2008
[25].
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1.6.6 Las citoquininas regulan negativamente la formacién de la raiz lateral

Las citoquininas (CK) son un tipo de hormonas vegetales que generalmente presentan un
papel antagénico con las auxinas en el crecimiento y desarrollo de las plantas, incluyendo la
dominancia apical del tallo y la regeneracién de los tejidos. Algunas funciones de las CK se
producen principalmente a través del control de la actividad del ciclo celular. Las CK naturales
mas prevalentes son las derivadas de adenina con una sustitucion en su N® con una cadena
lateral de isoprenoide insaturado (por ejemplo, zeatina [Z] e isopenteniladenina [iP]). Su
homeostasis estd regulada por la tasa de sintesis de novo, la tasa de importacion, la
formacién y descomposicion de los conjugados de CK (que son principalmente glucésidos) y
la tasa de exportacién y catabolismo [32].

Estudios recientes, en los que se utilizaron diferentes plantas mutantes de Arabidopsis que
tienen negativamente afectados tanto el contenido de CK como la percepcion o la
transduccién de sefnales, muestran que estas mutantes tienen una mayor densidad de raices
laterales. Estos analisis sugieren fuertemente que las CK tienen un papel importante en la
configuracién del sistema de raices, actuando como reguladores negativos enddgenos de la
formacion de raices laterales [22], [33], [34]. Las CK actuan directamente sobre las células del
periciclo XPP inhibiendo la iniciacion de raices laterales al bloquear el ciclo celular en la
transicion de fase G2 a M. En consecuencia, la respuesta a CK se reprime durante el
desarrollo temprano de raices laterales y, por el contrario, se induce en células del periciclo
XPP ubicadas entre primordios de raiz lateral en desarrollo [35], [36]. Las mutantes en la
biosintesis y en la senalizacion de CK muestran un mayor numero de primordios de raiz
lateral mas cercanos entre si en comparacién con la distribucidén normal de éstos en la raiz
principal de plantas salvajes [36]. En su conjunto, estas evidencias experimentales sugieren
que las CK enddgenas estarian involucradas en el control del espaciado de primordios de raiz
lateral al evitar que se inicien nuevos cerca de los ya existentes. Las CK reprimen varios
transportadores de salida de auxinas de la familia de los PIN, perturbando el establecimiento
del gradiente de auxinas y evitando asi la acumulacidén de éstas en las células precursoras de
raiz lateral, LRFC, durante el inicio de la formacion de raices laterales (Figura 10), [37]. Por
otro lado, en plantulas de Arabidopsis, el agregado de auxinas exdgenas inhibe rapidamente
la sintesis de CK, lo que indica que ésta hormona y las auxinas pueden interactuar también a
nivel metabdlico [22]. Aunque se desconoce si esta inhibicion de la sintesis de CK regulada
por auxinas afecta directamente la formacion de raices laterales, estas observaciones indican
que existe algun tipo de interaccion reguladora entre CK y auxinas durante el desarrollo de
primordios de raiz lateral (Figura 13), [27].
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Figura 10. Interaccidn entre las auxinas y las citoquininas durante la formacion de la raiz lateral.
El inicio de una raiz lateral se desencadena por la percepcion de auxinas en algunas células del
periciclo lo que conduce a una division celular asimétrica. Las citoquininas no bloquean la percepcién o
la respuesta de las auxinas en las células precursoras de la raiz lateral LRFC, sino que actian aguas
abajo para perturbar la division celular asimétrica. Las citoquininas inhiben este paso al regular
negativamente la expresion de transportadores de salida de auxinas del tipo PIN. Figura modificada de
Laplaze y col., 2007 [37].

1.6.7 Los brasinoesteroides promueven la formacién de la raiz lateral

Los brasinoesteroides (BR) son también hormonas vegetales esenciales para el crecimiento
y desarrollo normal de las plantas, ya que plantas mutantes que no pueden sintetizar o
percibir los BR presentan defectos de crecimiento, como fenotipos enanos, fotomorfogénesis
en la oscuridad, desarrollo estomatico alterado y fertilidad masculina reducida. [38]. Se ha
demostrado que las bajas concentraciones de BR promueven el crecimiento de la raiz
principal en Arabidopsis [39], mientras que niveles mas altos de BR exdgenos inhiben el
alargamiento en diferentes sistemas radiculares.

Recientemente se demostro que los BR regulan el tamano del meristema apical de la raiz, ya
gue son necesarios para mantener la actividad normal del ciclo celular y la expansion celular
[40]. Ademas, se encontro senalizacion de BR en las células de la epidermis de la raiz y no en
las células de la endodermis, por lo que las células del CQ o las células de la estela son
suficientes para controlar el tamarfio del meristema apical de la raiz principal. Estas evidencias
indicaron que existe una fuerte comunicacion entre las células de la epidermis y las células
meristematicas internas [40]. Por otro lado, existen regulaciones cruzadas entre las vias que
involucran BR y auxinas para varios procesos de desarrollo [22]. Bao y colaboradores (2004)

[41] demostraron que las auxinas y los BR promueven la formacion de raices laterales en
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forma sinérgica ya que los BR inducen el transporte acropetal de auxinas (Figura 13). En
forma similar, mutantes insensibles a BR por defectos en el receptor BRI1, tienen menos
raices laterales que plantas salvajes. Ademas, la mutacién bri1 reduce la expresion del
reportero de DR5 mientras que el tratamiento con BR exdgenos promueve su expresion.
Recientemente, se informé que el regulador negativo de la senalizacibn de BR
BRASSINOSTEROID-INSENSITIVEZ2 regula la organogénesis de raices laterales fosforilando
factores de transcripcion de respuesta a auxinas como ARF7 y ARF19 [42].

1.6.8 Interacciones entre etileno y auxinas en el desarrollo del primordio de raiz
lateral

El etileno es una fitohormona gaseosa simple y muy importante que modula mdaltiples
procesos de crecimiento y desarrollo en las plantas, desde la germinaciéon de las semillas
hasta la senescencia. En la industria alimenticia se utiliza al etileno como inductor de la
maduracion de las frutas. Esta hormona vegetal se sintetiza a partir de la metionina por una
via muy simple. En muchas especies vegetales se senalé que el etileno promueve la
formacion de raices adventicias [5]. Por otro lado, se ha demostrado que el etileno regula
negativamente la formacién de raices laterales en Arabidopsis alterando el transporte de
auxinas (Figura 13), [43]. Tanto un aumento de la sintesis como de la sefalizacion de etileno
disminuyen la formacidn de raices laterales y este efecto se revierte al tratar las plantas con el
antagonista de etileno, nitrato de plata. El aumento se puede producir por la aplicacion
exogena del precursor ACC o por la mutacidén efo1 que causa la sobreproduccién del mismo y
el aumento en la sefalizacién por la mutacion ctr. Por el contrario, las plantas con mutaciones
que bloquean las respuestas de etileno, etr1-3 y ein2-5, aumentan la formacion de raices
laterales y son insensibles al efecto de ACC. El tratamiento con ACC o las mutaciones eto1
que causan la sobreproduccién, mejoran el transporte de auxinas en ambas direcciones
(acropetal y basipetal). Este transporte de IAA mejorado con etileno depende de AUX1, el
transportador de entrada de IAA, ya que la mutante aux7-7 es insensible al etileno como
potenciador del transporte de IAA en ambos sentidos [43]. Por otro lado, se demostr6é que la
interaccion etileno-auxinas en el inicio de las raices laterales y el desarrollo del primordio de
raiz lateral depende de las concentraciones del primero (Figura 13), [44]. Por lo que, la
aplicacion de bajas concentraciones de ACC, promueve el inicio de primordios de raices
laterales. Mientras que, como se mencioné anteriormente, la aplicacion de altas
concentraciones de ACC inhibe fuertemente el inicio de la formacion de nuevas raices
laterales, pero promueven la aparicion de primordios de raices laterales existentes (Figura
13). Estos efectos se correlacionan con la disminucién de la longitud de las células del
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periciclo y el aumento en el ancho de las células que forman el primordio de raiz lateral. Sin
embargo, cuando se aplican simultdneamente auxinas y ACC, el ACC es incapaz de evitar la
formacion de raices laterales en los tejidos de primordios de raices laterales formados antes
de la exposicidon al mismo. En cambio, en los tejidos radiculares formados después del
tratamiento con ACC, en los que se reduce el alargamiento celular, las auxinas no logran
rescatar la inhibicion por etileno del inicio de los primordios de raices laterales, sino que la
amplifican varias veces (Figura 11), [22], [44].
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1.6.9 El acido abscisico regula negativamente la emergencia de la raiz lateral

El 4cido abscisico (ABA), es considerado la hormona del estrés de las plantas superiores y
tiene un papel central en plasticidad del desarrollo [5]. Su funcién ha sido estudiada
principalmente en tallos y semillas. Con respecto a las raices, el ABA actia como una sefal
que viaja desde la raiz hacia el tallo controlando el cierre estomatico y estimulando el
alargamiento de la raiz principal en respuesta a la sequia [45]. Sin embargo, en los ultimos
anos, se han publicado excelentes trabajos que sugieren que el ABA también tiene un papel
propio en el desarrollo de la ramificacion radicular. La participacion del ABA en la formacion
de raices laterales se ha estudiado principalmente utilizando mutantes de sefalizacién de
ABA en Arabidopsis. Varios trabajos mostraron que el ABA actua como regulador negativo de
la emergencia de una raiz lateral (Figura 13), [22]. Esto es porque el agregado de ABA
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exogeno inhibe la aparicién del primordio de raiz lateral de la raiz principal antes de la
activacion del meristema de la nueva raiz lateral. Esta inhibicién por ABA no puede ser
rescatada con el tratamiento con auxinas exdgenas, lo que indica que existe un control, en la
etapa posterior a la emergencia, independiente de las auxinas en el que esta involucrado el
ABA [46]. Ademas, existe evidencia genética de la interaccion ABA-auxinas en la formacion
de raices laterales (Figura 13). La expresion del gen ABI3 (ABA INSENSITIVES), involucrado
en la sefalizacion de ABA, es inducible por auxinas en el primordio de raiz lateral (Figura 12),
[47]. Las mutantes abi3 tienen atenuada la capacidad de respuesta a la formacién de raices
laterales frente al tratamiento con auxinas exdégenas o con inhibidores del transporte de
auxinas. Mientras que, las plantas con mutaciones en eral (aumenta la respuesta a ABA),
aumentan el nimero de raices laterales. Por lo tanto, mientras que el ABA exdgeno regula
negativamente la emergencia de una raiz lateral como se menciond anteriormente, la
senalizaciéon de ABA mediada por ERA1 y ABI3 es necesaria para la formacion de raices
laterales mediada por auxinas, probablemente al inicio del desarrollo de raices laterales, lo
que indica una regulacion cruzada entre la sefalizacién de ABA y la accion de las auxinas
(Figura 12y Figura 13), [22], [45].

Transporte y

AUXINAS sefalizacion
de auxinas
Desarrollo de
' PRL

Sefnalizacién y
respuesta de
ABA

Figura 12. ABA en el desarrollo del Primordio de Raiz Lateral. Representacion de la
interconexion entre la sefalizacion ABA (fucsia) y las auxinas (verde) durante el desarrollo del
primordio de raiz lateral (PRL). El transporte y la sefalizacién de las auxinas regulan directamente
el desarrollo de un PRL. La sefalizacién y la respuesta de ABA podrian regular negativamente
este proceso, ya sea directa o indirectamente, afectando el transporte y la sefializacion de las
auxinas a través de reguladores principalmente desconocidos. Un posible regulador de la
interconexion ABA-auxinas es ABI3, que es inducido por las auxinas y reprimido por la actividad de
ERA1, que a su vez es inducido por ABA. Figura modificada de De Smet y col., 2006 [48]
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Figura 13. Interacciones hormonales durante la formacion de una raiz lateral. El inicio de la
formacién de raices laterales esta regulado positivamente por las auxinas, pero negativamente por
citoquininas (CK) y altas concentraciones de etileno. El transporte polar de auxinas, en ambas las
direcciones acropetal (ap) y basipetal (bp), es necesario para el inicio de raices laterales y para dar
lugar al gradiente de auxinas en la organizacion del primordio de raiz lateral (color amarillo en el sitio
de iniciacion RL y el PRL). Las CK inhiben los picos de auxinas al alterar la expresién de los
transportadores PIN, inhibiendo asi el gradiente de auxinas para el inicio de una raiz lateral. Las altas
concentraciones de etileno aumentan tanto el transporte de auxinas ap como bp, inhibiendo el inicio de
una raiz lateral. Los brasinoesteroides (BR) promueven la iniciacién de raices laterales aumentando el
transporte ap de auxinas. Las bajas concentraciones de etileno promueven el inicio de RL al aumentar
la sintesis de auxinas. La sefnalizacion de ABA mediada por ABI3 es necesaria para una respuesta de
auxinas adecuada para el inicio de RL. Las auxinas también promueven el desarrollo del PRL, pero las
CK inhiben el desarrollo del PRL y afectan la cantidad méxima de auxinas al alterar la expresién de los
transportadores PIN. El ABA inhibe la emergencia de RL mientras que las auxinas y el etileno
promueven la emergencia de la RL. Abreviaturas: PRL: Primordio de Raiz Lateral; RL: raiz lateral; P:
periciclo; End: endodermis; C: cortex; Epi: epidermis. Las flechas indican regulacion positiva (amarilla)
0 negativa (roja). Figura modificada de Fukaki y col., 2009 [22] y Swarup y col., 2008 [25].

1.7 Desarrollo de la arquitectura radicular bajo estrés salino

En la naturaleza, la arquitectura del sistema radicular se encuentra bajo la influencia de
numerosos factores abidticos y bibticos que generan la composicion heterogénea del suelo.
Esto implica una constante adaptacion del sistema radicular a las condiciones abi6ticas de su
entorno como la disponibilidad de agua, la alta salinidad, el bajo pH, y la disponibilidad de
nutrientes como nitrégeno y fésforo, aunque el bajo contenido de hierro y azufre también son

importantes [11], [49].
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Entre la gran diversidad de factores abi6ticos que una planta puede enfrentar durante todo su
ciclo de vida, la sequia y la salinidad representan los desafios mas dificiles para el
crecimiento y desarrollo de las raices. La alta salinidad puede ser causada por cantidades
excesivas de sales disueltas como el cloruro de sodio (NaCl) en el suelo. Aunque, la
acumulacion de otros iones como K*, Ca?* o Mg?* también puede contribuir a la salinidad de
las superficies. El depdsito de NaCl en las células conduce a tensiones osméticas e iénicas, lo
que resulta en toxicidad y muerte celular [50], [51]. Es decir, que el estrés osmotico puede
afectar el equilibrio hidrico celular e interrumpir diversas actividades celulares y, en casos
graves, provocar la muerte de las plantas. Un entorno hiperosmético puede hacer que la
célula vegetal pierda agua, lo que reduce su presion de turgencia y afecta su capacidad de
alargarse [52]. Una respuesta de desarrollo de las raices frente a la sequia implica una
regulacion espacial de su crecimiento. En Arabidopsis, bajo un déficit hidrico severo, la raiz
principal reprime el crecimiento al suprimir la division y el alargamiento celular. Esta detencion
en el desarrollo de la raiz esta mediada por las especies reactivas de oxigeno que dan lugar a
una muerte celular programada en la region meristematica [52]. Las ciclinas, un grupo de
proteinas que controlan el progreso del ciclo celular son suprimidas temporalmente por el
estrés salino en el meristema apical de la raiz. Estos cambios en los niveles de ciclinas estan
asociados con un tamano reducido del meristema y el crecimiento de la raiz [53], [54]. Por
otro lado, la elasticidad de la célula y la direccién de expansién celular pueden controlarse
modificando la composicion de la pared celular y sintetizando nuevos materiales de pared. En
alta salinidad, la expansion celular aumenta a lo largo del eje radial en la epidermis y la
corteza [53].

La sequia desencadena principalmente la acumulacién de ABA que regula la respuesta del
sistema radicular frente a estrés salino. Duan y colaboradores (2013) [52] demostraron que
las raiz principal y las raices laterales tienen programas de respuesta a la salinidad
intrinsecamente diferentes, ya que las ultimas muestran una supresion mas fuerte que las raiz
principal después del tratamiento con sal. Esto se dedujo de la caracterizacién de plantas
mutantes con defectos en la biosintesis de ABA, la transduccidon de sefales y/o la
transcripcidn génica regulada por ABA que, en condiciones de salinidad, mostraron un
crecimiento de raiz lateral fuertemente reducido. Estos estudios demostraron que la
senalizacién de ABA es crucial para la supresion del crecimiento de raices laterales frente al
estrés salino (Figura 14), [55].
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Figura 14. Regulacion de la arquitectura radicular por sal (NaCl) a través de la respuesta
endodermis-especifica del acido abscisico (ABA). Comportamiento de una raiz principal (a) y una
raiz lateral (b) frente al estrés salino. Verde: endodermis. Figura modificada de Ding y col., 2013 [55].

1.8 El gravitropismo en la raiz involucra las auxinas

Las plantas poseen la capacidad de dirigir su crecimiento hacia estimulos externos como la
luz, el agua, la temperatura y la gravedad. Estas respuestas de crecimiento direccional se
denominan tropismos que comprenden, entre otros, el fototropismo, el hidrotropismo, el
gravitropismo y el tigmotropismo. El gravitropismo involucra al crecimiento en respuesta a la
gravedad, lo que permite que las raices crezcan hacia abajo del suelo (gravitropismo positivo)
y que los tallos lo hagan hacia arriba alejandose del mismo (gravitropismo negativo) [5], [56].

El gravitropismo de la raiz se puede dividir en tres fases principales: percepcion de la
gravedad, transmisién de la sefal gravitrépica y, en ultima instancia, la respuesta de
crecimiento. Ademas, algunos autores incluyen una cuarta fase denominada atenuacion de la
sefnal gravitrépica que sirve para evitar una futura curvatura de la raiz [57]. En las plantas
superiores, la punta de la raiz es el sitio de percepcién de la gravedad, ya que la remocién de
la caliptra de la raiz resulta en raices agravitrépicas [58]. Como se mencioné anteriormente, la
caliptra de la raiz comprende las células centrales de la columela y las células que las rodean.
La columela consiste de cuatro capas celulares denominadas S1, S2, S3, y S4 de las cuales,
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las dos primeras (S1 y S2) son las mas importantes para la percepcion de la gravedad [59].
Esa capacidad de percepcidn esta dada por la acumulacion de amiloplastos de alta densidad
(plastidos rellenos de almiddn o estatolitos) dentro de las células S1 y S2, los cuales pueden
cambiar su posicién y reubicarse de acuerdo a la direccion de la gravedad cuando la raiz se
reorienta espacialmente (Figura 15), [60]. La sintesis de almidén comienza con la conversion
de glucosa-6-fosfato en glucosa-1 fosfato catalizada por la fosfoglucomutasa plastidica
(PGM). La adenosina difosfato glucosa pirofosforilasa (ADG) convierte posteriormente la
glucosa-1-fosfato y una molécula de ATP en ADP-glucosa, que luego se convierte en almidén
mediante la sintasa 1 de granulos de almidén unidos (GBSS1) y una serie de sintasas de
almidén (SS1, SS2, SS3 y SS4) [5].

La sedimentacion de amiloplastos densos, llenos de almidén, desencadena una cascada de
transduccién de la senal gravitropica que da lugar a la respuesta gravitacional en la zona de
elongacioén de la raiz y finalmente permite alcanzar la curvatura gravitropica (Figura 15), [61],
[62]. Recientemente, distintos estudios genéticos han demostrado que las sefales que
median la percepcion y la respuesta gravitropica son las auxinas. En primer lugar, la
percepcion de la gravedad estd dada por la regulacién de la acumulaciéon de los granulos de
almidén en el apice de la raiz, balanceada entre la sintesis y la degradacion de los mismos.
Las auxinas regulan la formacién de granulos de almidén a través del par TIR1-AXR3, que
regula los genes que codifican enzimas claves en la via de sintesis de granulos de almidén
como PGM, ADG1 y SS4 [63].

Luego de la percepcién de la gravedad, los transportadores de auxina PIN3 y PIN7 se
reubican en el lado inferior de las células de la columela y median la redistribucién de las
auxinas. Una vez que se establece la asimetria de auxinas por PING/7, éstas son
transportadas por AUX1 y PIN2 a través de las células de la caliptra de la raiz lateral a las
células epidérmicas de la zona de elongacién (Figura 15). Se cree que las células
epidérmicas son las principales mediadoras de la respuesta gravitrépica, desencadenada por
esta distribucién asimétrica de auxinas, ya que el bloqueo de la respuesta a auxinas
especificamente en estas células da como resultado la pérdida de la curvatura gravitropica.
Ademas, mutaciones en varios componentes de la sefalizacion de las auxinas dan lugar a
raices agravitropicas. De acuerdo con esto, distintos estudios de expresién génica mostraron
que luego de soOlo 15 minutos de graviestimulacion, se observan niveles maximos de
transcripcién de varios genes inducibles por auxinas como /AA1, IAA2 y ARF19 [57], [61],
[63].
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Figura 15. Percepcion y transduccion de sefnales de gravedad en Arabidopsis. Después de que
las raices sufren un giro de 90°, tiene lugar una serie de eventos: (1) luego de unos 5 minutos los
estatolitos se mueven hacia el fondo de la célula y se distribuyen uniformemente. (2) Transporte y
redistribucion de auxinas. AUX1 y PIN2 distribuyen las auxinas desde el tallo hacia la punta de la raiz
(flechas negras). PIN4 distribuye el flujo de auxinas desde el tejido vascular hacia las células de la
columela (flechas celestes). PIN3 y PIN7 expanden hacia arriba el flujo de auxinas, permitiendo una
mayor acumulacion en la parte inferior del apice de la raiz (flechas verdes). PIN2 y AUX1 transportan
las auxinas desde la caliptra de la raiz lateral hacia las células epidérmicas en la zona de elongacion
donde se producira la respuesta de crecimiento (flechas naranjas). Abreviaturas: g (flecha negra) indica
vector de la gravedad; S1-S4 células de la columela. Figura modificada de Sato y col., 2015 [61].

1.9 El gravitropismo de la raiz se afecta por distintos tipos de estrés

Las raices de las plantas pueden presentar gravitropismo negativo y alejarse de la direccion
del vector gravedad. En muchas ocasiones, las raices muestran hidrotropismo en respuesta a
gradientes de humedad, presentando una regulacion cruzada entre una senal gravitacional y
otra sefal ambiental. El hidrotropismo juega un papel muy importante en el crecimiento y
desarrollo de las plantas para tolerar el estrés por déficit hidrico, permitiendo que la raiz
crezca en una direccién tal que maximice la captura de agua. Se ha demostrado que el estrés
hidrico causa la degradacién inmediata de los amiloplastos en las células de la columela, lo
que reduce la capacidad de respuesta a la gravedad y el hidrotropismo posterior [64]. Como
se menciond anteriormente, otra limitacién importante para el desarrollo del sistema de raices
es la salinidad del suelo, que limita la productividad de los cultivos agricolas y la distribucion
de especies. Sun y colaboradores (2008) [65] observaron que las raices de Arabidopsis
exhiben un gravitropismo reducido y negativo frente al estrés salino. En otras palabras, un
estrés salino severo (>150 mM NaCl) causa una degradacion rapida (horas) de los
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amiloplastos en las células de la columela de la raiz de Arabidopsis. Por otro lado, se
demostré que la direccidn alterada del crecimiento de la raiz, en respuesta a la salinidad, se
correlaciona con el transportador de auxinas PIN2. El hecho de que la capacidad de
respuesta a la gravedad de los mutantes sos (por sus siglas en inglés; salt overly sensitive) se
reduce sustancialmente, indica que el gravitropismo alterado inducido por la salinidad esta
mediado por el desequilibrio i6nico. La mutacién de los genes SOS también conduce a una
reduccion de la degradacion de amiloplastos en las células de la columela y causa defectos
en la expresion del gen PIN2 en respuesta al estrés salino. Estas evidencias indican que la
via SOS puede mediar la disminucién de PIN2 en la respuesta gravitropica inducida por sal en
las raices de Arabidopsis [65]. El conjunto de observaciones descriptas en la literatura indica
que las raices responden a la salinidad con un cambio en la direccién de su crecimiento de
forma tal que representa un compromiso adaptativo aparente entre la estimulacion

gravitropica y la estimulacion salina.

1.10 Regulacidén de la expresion génica en el desarrollo vegetal

Como se menciond, las plantas son organismos sésiles con un extraordinario grado de
plasticidad y una gran capacidad de percepcion de sefales del ambiente, lo que en su
conjunto les permite ajustar el patrén de crecimiento y desarrollo a las condiciones en las que
se encuentran [66]. Esto se sustenta en que un mismo genotipo puede mostrar diferentes
fenotipos dependiendo del contexto de crecimiento, ya que la expresion fenotipica es el
resultado de interacciones complejas entre la actividad de los genes del organismo y el
medioambiente. Luego de que las plantas captan las sefales del entorno, se desencadenan
una serie procesos a nivel molecular que culminan en la acumulacién o degradacién de
proteinas especificas en determinados tejidos. Por esta razén, las cascadas de senalizacion
estan finamente reguladas, dado que de ellas depende que las plantas respondan al entorno
y sobrevivan. La regulaciéon de la expresién génica comprende controles a distintos niveles
entre los que contamos el transcripcional, el postranscripcional y el postraduccional. El control
a nivel transcripcional es uno de los mecanismos principales de la regulacién de la expresion
génica en plantas [67]. En este proceso tienen un papel fundamental las proteinas
denominadas Factores de Transcripcién (FTs).

1.10.1 Los Factores de Transcripcion de plantas

La regulacién a nivel transcripcional requiere de elementos en cis, secuencias cortas de ADN
presentes en las regiones reguladoras de los genes que actuan como sitios de
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reconocimiento, y de elementos en trans, proteinas reguladoras codificadas en otra regién del
genoma, que reconocen y se unen especificamente a los elementos en cis, inhibiendo o
activando la expresion de un determinado gen. Estas son las proteinas llamadas FTs. En
plantas, los FTs son especialmente abundantes representando aproximadamente el 5 % de
los genomas de Arabidopsis y arroz [68]-{70].

Los FTs exhiben al menos dos tipos de dominios: un dominio conservado de reconocimiento
y unién a ADN y otro de interaccion proteina-proteina que media, directa o indirectamente, la
activacién o represion de la transcripcion. De esta forma los FTs, son capaces de formar
homo- o hetero-oligdmeros, asi como también pueden interaccionar directamente con
diferentes componentes de la maquinaria transcripcional basal, con coactivadores y con
complejos modificadores de la cromatina [71], [72]. La clasificacién en familias esta dada
principalmente segun sus dominios de unién al ADN. Mientras que, la presencia de otros
dominios conservados, rasgos estructurales, su funcion, los procesos biolégicos en los que
estan involucrados y las vias de transduccién de sefnales a las cuales participan dieron lugar a
la divisién en subfamilias [67].

1.10.2 Factores de transcripcion de la familia Homeodominio-cierre de leucinas

Una de las familias de FTs de plantas se conoce como la familia homeodominio (HD). EI HD
es el dominio de unién al ADN mejor caracterizado y mas extendido en todos los organismos
eucariotas y esta codificado por una caja homeética (en inglés, HomeoBox o HB). Los genes
HB fueron identificados por primera vez en Drosophila melanogaster y recibieron el nombre
de homeodticos debido a que una mutacion puntual o su expresidn ectdpica generaba el
fendbmeno de homeosis: cambio de un segmento corporal por otro [73]. Sin embargo, a
diferencia de lo que ocurre en animales, los genes HB de plantas estudiados hasta el
momento no provocan un efecto homeotico candnico al ser mutados o expresados
ectopicamente [74]. El HD consiste en un motivo conservado de 60 aminoacidos que se
pliega en una estructura terciaria compuesta por tres hélices a conectadas entre si por dos
vueltas y un rulo, ademds de un brazo amino terminal flexible. La elevada conservacioén de
este dominio proteico entre diferentes reinos indica que la estructura terciaria descripta es
crucial para mantener su funcionalidad [75].

En plantas con flores y musgos, los FTs con HD fueron clasificados en diez familias de
acuerdo a la similitud de las secuencias del HD, al tamano de la proteina, a la posicion del HD
dentro de la proteina, la asociacion con otros dominios o motivos conservados [76], [77]. De
acuerdo a esa clasificacion las familias son: PHD finger, ZD-HD, WOX, la superfamilia TALE
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(que incluye las familias BELL y KNOX), DDT, NDX, LD, PINTOX, SAWADEE, y la
superfamilia HD-Zip (compuesta por cuatro subfamilias denominadas |, Il, lll y IV) [78].

Los miembros de la superfamilia HD-Zip presentan en su estructura proteica un dominio de
cierre de leucinas (LZ, del inglés Leucine Zipper), localizado inmediatamente después del HD,
que actua como un motivo de dimerizacion. El LZ se pliega en una hélice a que tiene un
residuo de lisina en cada séptima posicion sobre el mismo lado de la hélice. Esta estructura
tridimensional permite la formacién de dimeros a través de interacciones hidréfobas; la
dimerizacion es requisito sine qua non para que el FT una ADN. La orientacién relativa de los
monomeros es crucial para un reconocimiento eficiente del ADN [79]. Los dominios HD y LZ
pueden ser encontrados en FTs de otros reinos eucariotas pero su combinacién en una sola
proteina es Unica de plantas [80], [81]. La division de la familia HD-Zip en cuatro subfamilias (I
a V) es de acuerdo a: a) la conservacion de la secuencia del dominio HD-Zip que determina
la especificidad de union al ADN; b) los patrones intron/exén en los genes que las codifican; c)
los motivos conservados adicionales por fuera del dominio HD-Zip; y d) las vias de
sefalizacién en las que participan [74], [78].

1.10.3 Factores de transcripcion de la subfamilia HD-Zip I: caracteristicas y
funciones

En Arabidopsis, la subfamilia | de proteinas HD-Zip estd compuesta por 17 miembros
denominados (Arabidopsis thaliana HomeoBox) AtHB1/HATS, AtHB3/HAT7, AtHB5, AtHBG,
AtHB7, AtHB12, AtHB13, AtHB16, AtHB20-AtHB23, AtHB40, AtHB51-AtHB54 [74]. Las
proteinas codificadas poseen un tamano de aproximadamente 35 kDa y presentan un alto
grado de conservacién dentro del HD, una conservacién moderada en el LZ y baja similitud en
el resto de la secuencia. Recientemente, el alineamiento de las secuencias completas de
proteinas HD-Zip | de varias especies permitié la identificacion de otros motivos conservados
localizados en las regiones amino y carboxilo terminales con respecto al dominio HD-Zip. A la
mayoria de estos motivos no se les ha asignado una funcién aun [82]. Sin embargo, uno de
éstos, ubicado en la region C-terminal se caracterizé como un motivo de transactivacion que
contiene residuos aromaticos. Este tipo de motivos, denominados AHA habia sido
caracterizado en otros FTs y forman una hélice anfipatica que esta cargada negativamente
capaz de interactuar con los componentes con la maquinaria de transcripcion basal (Figura
16), [83].

Los HD-Zip | reconocen in vitro la secuencia pseudopalindromica CAAT(A/T)ATTG formando
hetero- u homodimeros. Son capaces de homo- o heterodimerizar a través del dominio LZ; sin
embargo, la interaccion es selectiva. La afinidad de la proteina por una determinada
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secuencia de ADN, pero no asi su especificidad, se ve afectada por los aminoacidos del brazo
N-terminal del HD [84]—[86].

Figura 16. Representacion
esquematica de la estructura de un
factor de transcripcion HD-Zip I. Las
proteinas HD-Zip | reconocen el ADN a
través del motivo HD (rojo), formando
homo o heterodimeros a través del
motivo Zip (verde). La transcripcion de
los blancos se activa mediante la
interaccién del motivo AHA (amarillo)
con la maquinaria de transcripcion
basal (gris). Figura modificada de
Perotti y col., 2017 [87].

Los 17 miembros de la subfamilia HD-Zip | han sido clasificados en seis grupos (llamados a a
¢) de acuerdo a su relacion filogenética y a la estructura de los genes codificantes,
considerando particularmente el nimero y la posicion de los intrones [88]. Ademas, se realizé
una nueva reconstruccion filogenética considerando proteinas HD-Zip | de otras especies,
considerando los motivos conservados en las regiones amino y carboxilo terminales, que

resolvié a estos FTs en seis grupos denominados | a VI (Figura 17), [82],[89].

-
V g
&
<

Figura 17. Arbol filogenético de los factores de transcripcion HD-Zip | de Arabidopsis thaliana,
Oriza sativa y Helianthus annuus. El arbol se construyé utilizando la secuencia aminoacidica
completa de cada una de las proteinas mostradas. Se sefalan los distintos grupos determinados por
Arce y col., 2011 [82]. Figura modificada de Ribone y col., 2016 [89].

Segun diferentes estudios funcionales, la expresion de los genes de la subfamilia HD-Zip |
esta regulada fuertemente por factores ambientales como el déficit hidrico, las temperaturas
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extremas, el estrés osmatico y las condiciones luminicas (Figura 18 a). En forma general, sus
funciones estan ligadas al desarrollo en respuesta a alteraciones en las condiciones
ambientales, particularmente a aquellas que generan estrés abiotico (Figura 18 a). Estudios
posteriores indicaron que los HD-Zip | también tienen un papel importante en otros procesos
de las plantas, como las respuestas de estrés bidtico o el desarrollo normal (Figura 18 b) [74],
[90]-[92]. A modo de ejemplo, la expresion de los genes paralogos AtHB7y AtHB12 se induce
por ABA vy estrés hidrico [88], [91]. Ahora bien, en condiciones normales de desarrollo estos
genes presentan un patron de expresion particular: AtHB12 se expresa durante etapas
tempranas, mientras que AtHB7 se detecta en etapas avanzadas. Re y colaboradores 2014
[93] informaron que existe un complejo mecanismo por el cual la expresion de cada uno de
estos genes se regula por el otro. Al sobreexpresarlos en Arabidopsis, se destacan fenotipos
de hipersensibilidad al ABA en ensayos de elongacién de raiz, un retraso en la elongacion del
tallo de la inflorescencia, hojas de la roseta con una forma mas redondeada, peciolos mas
cortos y un aumento en el numero de ramificaciones del tallo [91], [93], [94].

Por otro lado, cuando las plantas se cultivan en condiciones Optimas, el desarrollo de las
hojas se modula por la accion de varios HD-Zip |: AtHB1, AtHB7, AtHB12, AtHB13 y AtHB16.
Por ejemplo, AtHB16 actia como un regulador negativo de la expansion celular, ya que las
plantas sobreexpresantes de este gen exhiben hojas mas pequenas que las plantas
defectuosas en AtHB16 o controles salvajes [95]. Asi como también, en etapas tempranas de
desarrollo, AtHB13 tiene una funcién en los cotiledones y hojas en respuesta a la
disponibilidad de carbono [96]. Otros miembros de la familia que participan del desarrollo
normal son AtHB13 y su gen pardlogo, AtHB23. Estos FTs regulan negativamente la
elongacién del tallo de la inflorescencia mediante el control de la proliferacién celular.
Ademas, AtHB13 participa del proceso de hidratacion del polen induciendo la expresion de las
proteinas criticas de la capa del polen [97]. Otro ejemplo es AtHB1; la caracterizacion de
plantas de tabaco transformadas de forma de sobreexpresar AtHB1 indicé que este FT es un
regulador de las respuestas de luz y desarrollo de la hoja [98].
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Figura 18. Los genes HD-Zip | de Arabidopsis se expresan en distintos d6rganos y tejidos
vegetales y se regulan por diferentes condiciones abidticas y biodticas. (a) Panel superior: las
tildes indican evidencia de expresién (en verde: de un articulo citado; en gris: de una base de datos).
Panel inferior: las flechas indican represion (¥) o induccion (4) de la expresion por factores externos.
Cuando los datos se obtuvieron de la literatura, las flechas son verdes; mientras que de las bases de
datos en gris. (b) Fotografia ilustrativa de una planta de Arabidopsis mostrando las funciones de los
genes HD-Zip | en el desarrollo vegetal. Figura modificada de Perotti y col., 2017 [87]

1.10.4 Funcion de los factores de transcripcion HD-Zip | en raices de
Arabidopsis

Los estudios funcionales de los factores de transcripcion HD-Zip | en raices son escasos, no
obstante, durante los ultimos afios varios articulos han revelado funciones cruciales de estos
FTs en las raices de Arabidopsis. Por ejemplo, el analisis de la expresién del gen AtHB6, por
reaccion histoquimica, en plantas transgénicas transformadas con el promotor de AtHB6
seguido del gen reportero B-glucuronidasa (GUS), muestran expresién del gen en la punta de
la raiz de plantulas de tres dias de edad. Especificamente, se detectd actividad GUS, en la
zona de divisién celular y en la zona de diferenciacion celular tanto en la raiz principal como

en las raices laterales (Figura 19), [99].
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Por otro lado, se detectd expresion de AtHB12 en raices de plantulas de 14 y 23 dias de
edad, pero no en plantas de 45 dias de edad [93], mientras que su paralogo AtHB7 no fue
detectado en etapas tempranas de crecimiento. Notablemente, las plantas dobles mutantes
athb7/athb12, presentan raices mas cortas que el control salvaje mientras que las plantas que
sobreexpresan AtHB7 presentan un fenotipo diferencial de la raiz, posiblemente como
resultado de la expresion ectdpica o de la regulacién por AtHB12 [93]. Ambos genes son
inducidos en raices por estrés abibtico, como déficit de agua y salinidad, asi como también
por la hormona ABA. Recientemente se ha mostrado que estos genes paralogos se inducen
por estrés causado por aluminio, particularmente en la zona de transicion de la raiz principal
[100]. Liu y colaboradores (2020) [100] mostraron que las raices de plantas mutantes simples
en athb7 presentan una zona meristematica mas pequefia que en plantas control. Esto se
debe a una menor cantidad de células en esta zona, asi como en la zona de elongacion en la
que las células corticales son mas cortas que las de una planta salvaje (Figura 19). Por otro
lado, bajo estrés por aluminio estos genes presentan un papel antagénico en la elongacion de
la raiz: AtHB7 promueve la resistencia al estrés, mientras que AtHB12 muestra el efecto
opuesto [100].

Otro miembro estudiado en raices es AfHB13, que se encuentra involucrado en el
establecimiento del desarrollo tardio. Las plantas mutantes athb13 exhiben una raiz principal
mas larga en comparaciéon con los controles, lo que indica que AtHB13 es un regulador
negativo del crecimiento temprano de la raiz, probablemente a través de la inhibicién de la
division celular o elongacion celular (Figura 19) [101].

AtHB52, se describe como un miembro clave en la interconexion entre las auxinas y la
sefalizacién por etileno, modulando el transporte de las auxinas corriente debajo de EIN3
[102]. La expresién de este gen esta regulada por etileno, y las mutantes athb52 son
insensibles a esta hormona. Por otro lado, tanto las plantas mutantes como sobreexpresantes
para este gen, presentan una alteracion en la distribucion de las auxinas y la percepcién del
gravitropismo (Figura 19) [102]. Finalmente, se demostré que AtHB53, se expresa en el
meristema radicular y tiene una funcion particular en las raices que involucra las vias de

sefalizacidon de auxinas/citoquininas (Figura 19) [103].
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ferenciacién AtHB6? Figura 19. Los genes HD-Zip | de
Arabidopsis tienen funciones especificas
en la raiz principal y las laterales
dependiendo del patron de expresion.
Representaciéon esquematica de la raiz
principal, el PRL, y raiz lateral, y las
Boha do AtHB7/12 d|ferent§,s zo.nas: .njt’arlstematlca, de
elongacion AtHB52 elongacion y diferenciacion. Los genes se
AtHB137? agrupan a la derecha segun su funcién en
una zona particular. La regulacién hormonal
3 se indica con diferentes colores: auxinas
Zona ﬁ:,‘jg%z (rojo), ABA (azul), etileno (verde). Los signos
meristematica AtHB13? de interrogacion denotan genes que actuan
AtHB537?

putativamente en la zona indicada. Figura
modificada de Perotti y col., 2021 [104].

Por otro lado, en la especie modelo Medicago truncatula, MtHB1 presenta una elevada
homologia de secuencia con el par AtHB7/AtHB12. MtHB1 se expresa en los primordios de
raiz lateral y en las raices laterales emergidas en condiciones normales de desarrollo. Entre
otros ensayos, un experimento de ChIP-PCR, permiti6 revelar que MtHB1 reconoce
directamente el elemento cis CAA/TAATTG presente en el promotor del gen LBD1 (LOB-like,
Lateral Organ Boundaries), que transcripcionalmente se encuentra regulado por auxinas y
participa en la formacion de las raices laterales. Cuando las plantas de Medicago truncatula
se exponen a estrés salino o a altas concentraciones de ABA, se induce MtHB1 controlando
la aparicion de raices laterales, al reprimir a LBD1 [105], [106]. MtHB1 media una respuesta
de plasticidad del desarrollo radicular para adaptar la arquitectura raiz a las condiciones
ambientales.

Otro miembro HD-Zip |, es el gen divergente de girasol HaHB4 que se expresa débilmente en
raices, pero es fuertemente inducido en este 6rgano por sequia [107]. El promotor de este
gen se caracterizd transformando plantas de Arabidopsis con una construccion en la que su
promotor dirigi6 la expresion del gen reportero GUS. La expresion, observada por
histoquimica, se encontré a lo largo de toda la raiz principal y las raices laterales. Una
mutacion especifica en un elemento cis limita la expresion del gen a los primordios de raiz
lateral, lo que indica la presencia de elementos radiculares especificos en el promotor [108].
Sin embargo, su funcién en las raices no se ha estudiado aun. HaHBT11, otro miembro
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divergente de la subfamilia I, se expresa tanto a lo largo de la raiz principal como en los
primordios de raiz lateral, y en las raices laterales. Cuando se sobreexpresa en Arabidopsis,

las plantas transgénicas tienen raices primarias perceptiblemente mas largas [109][110].

1.11 Regulacién génica especifica del desarrollo radicular

Cémo ya se mencion6 en secciones anteriores, las auxinas funcionan como sefiales
reguladoras claves durante el desarrollo de raices laterales [27]. En Arabidopsis, las auxinas
alteran la expresién de una gran cantidad de genes (> 2000) durante la morfogénesis de
raices laterales a través de FTs como ARFs (por sus siglas en inglés, Auxin Response
Factors) y Aux/IAA (por sus siglas en inglés, AUXIN/INDOLE-3-ACETIC ACIDs). Los ARF se
unen a los elementos cis AuxRE (por sus siglas en inglés, Auxin Response Elements) en la
region promotora de los genes de respuesta temprana de auxinas y activan o reprimen su
transcripcion. De los 23 genes ARFs en el genoma de Arabidopsis, cinco funcionan como
activadores transcripcionales de genes sensibles a auxina: ARF5 / MONOPTEROS (MP),
ARF6, ARF7 / NONPHOTOTROPIC HYPOCOTYL4 (NPH4), ARF8 y ARF19[111]. Diferentes
estudios genéticos permitieron identificar a ARF7y ARF19 como genes reguladores clave en
las vias de formacion de raices laterales. La doble mutante arf7/arf19 exhibe un fenotipo de
formacion de raices laterales severamente reducidas que no se observa en las mutantes
simples arf7 o arf19, lo que indica que la formacién de raices laterales esta regulada en forma
redundante y positiva por estos dos FTs de la familia ARFs [112], [113]. Otros estudios han
demostrado que ARF7 y ARF19 regulan el desarrollo de raices laterales activando la
expresién de varios miembros de la familia LBD inducibles por auxinas (Figura 20).

La familia de genes LBD (del inglés, Lateral Organ Boundaries) contiene 43 miembros, de los
cuales el gen LOB es el miembro principal. LOB codifica un FT que desempefia un papel en la
separacion de érganos y el desarrollo de érganos laterales y se expresa en los limites dentro
de los tejidos del tallo [114]. En raices, los miembros LBD16, LBD18 y LBDZ29 juegan papeles
importantes durante el desarrollo de raices laterales [111], [115], [116]. Durante el inicio de la
formacion de raices laterales, se ha demostrado que LBD16 promueve la divisién celular
asimétrica de las células precursoras de raices laterales LRFC, controlando la migracion
nuclear polarizada al polo celular comun entre el par de LRFC (Figura 20) [117]. LBD18 se
expresa en el primordio de raiz lateral y los tejidos suprayacentes, y regula las divisiones
anticlinales y periclinales durante la iniciacion del desarrollo del primordio en las células
periciclo-xilema y por otro lado participa en la progresioén del desarrollo de primordio de raiz
lateral a través de la regulacion transcripcional de E2Fa y los genes como CDKA1;1y
CYCB1;1 (Figura 20) [118]. La funcién tanto de LBD16 como de LBD18 en la regulacion del
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desarrollo del primordio de raiz lateral estd dada por el transportador de auxinas AUX1
(Figura 20). También se ha informado que LBD29 esta involucrado en la regulacién de la
progresién del ciclo celular durante la formacién de raices laterales [119]. Mas recientemente,
se ha demostrado que tanto LBD18 como LBD29 participan en la emergencia de raiz lateral,
al regular las enzimas de remodelacién de la pared celular que promueven la aparicién de
raices laterales (Figura 20). Esto sucede ya que ambos genes LBD18/29 participan antes o
después de regulacion del transportador de auxinas LAX3, respectivamente. Mientras que
LBD29 se une directamente a LAX3, LBD18 es inducido por este transportador que activa el
modulo de senalizacion SLR/IAA14-ARF7-ARF19, y desencadena la activacion por LBD18 de
las distintas enzimas del tipo expansinas como EXP14, EXP4/17 (Figura 20), [20], [25].

Otro miembro estudiado recientemente es LBD14, el cual se expresa en el primordio de raiz
lateral y en la vasculatura de la raiz principal, y actia promoviendo la emergencia de la raiz
lateral. Ademas, se ha informado que la represiéon de la expresion de LBD14 por ABA se
correlacionaria con los efectos inhibitorios de ABA en la emergencia de raices laterales [120].

P P Auxinas P Auxinas PAuxmas
1 1 |
I1AA14 1AA14 1AA14
1 i | |
ARF7/19 ARF7/19 ARF7/19
} Y B
LBIiﬂi LBD16 LiDm | (eD1a
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CDKA1
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Iniciacion ~ Migracion nuclear Etapa | Etapa Il Etapas IlI-VII
Iniciacion RL Desarrollo de PRL
[ Aaux1 [ Lax3

Figura 20. Esquema representativo de la red de senalizacion molecular de LBD16y LBD18y los
transportadores de auxinas AUX1 y LAX3 durante el desarrollo de raiz lateral. La columna
sombreada con lineas indica el xilema. La flecha gruesa y la flecha punteada indican activacion directa
e indirecta de los genes blanco, respectivamente. Abreviaturas: RL, raiz lateral; P, Periciclo; En,
endodermis; C, corteza; Ep, epidermis. Figura modificada de Lee y col., 2015 [116].
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Contribuir a la comprensién de la funcion y vias de senalizacion reguladas por el factor de
transcripcion AtHB23 en el establecimiento de la arquitectura radicular en condiciones

normales de crecimiento y en respuesta a diferentes factores ambientales y/o hormonales.

2.1.1 Objetivos especificos

&% Identificar y aislar diferentes versiones de la region promotora del FT AtHB23 de
Arabidopsis y clonarlas en un vector que permita la fusion a genes reporteros como GUS
y/o GFP.

% Analizar el patron de expresién de AtHB23 en raices, de diferentes estadios de desarrollo
y orden de ramificacion, de plantas crecidas en condiciones normales. Asimismo,
evaluaremos la expresion del gen frente a diferentes condiciones estresantes y/o medios

suplementados con hormonas.

% Obtener lineas independientes de plantas silenciadas y sobreexpresantes de AtHB23y
evaluar en detalle la fisiologia y el desarrollo radicular de estas plantas en condiciones

Optimas de crecimiento y frente a diferentes estimulos ambientales y/o hormonales.

&% Complementar las plantas silenciadas con las construcciones sobreexpresantes
correspondientes para confirmar la funcion de este gen en los fenotipos que se

encuentren.

% Evaluar los genes y vias hormonales implicados en el desarrollo radicular, y su posible
regulacion por AtHB23.

% Realizar construcciones genéticas capaces de expresar el gen AtHB23 bajo el control de
su propio promotor y llevar a cabo ensayos de inmunoprecipitacion de la cromatina
seguido de qPCR para poder determinar blancos directos del FT de estudio.

&% Identificar las vias involucradas en el desarrollo radicular frente a estrés salino a partir de

los fenotipos diferenciales observados en las plantas mutantes en el gen en estudio.

&% Comparar los transcriptomas de las plantas salvajes y de plantas silenciadas en AtHB23
en condiciones normales y frente a estrés abibtico, utilizando secuenciacién masiva de
ARNSs.
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3 MATERIALES Y METODOS
3.1 MATERIALES

3.1.1 Cepas bacterianas

En la Tabla 1 se detallan los genotipos de las cepas de Escherichia coli y Agrobacterium
tumefaciens utilizadas en este trabajo de tesis.

Tabla 1. Cepas bacterianas

Microorganismo Cepa Genotipo Referencia
F— ¢80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl
Escherichia coli DH5a endA1 hsdR17 (rK—, mK+) phoA supE44 A- thi-1 [121]
gyrA96 relA1
Posee el plasmido Ti desarmado pAL4404, con
Agrobacterium LBA4404 resistencia a estreptomicina, que se obtiene al [122]
tumefaciens reemplazar la regién del ADN-T del plasmido

pTiAch5 de la cepa salvaje Ach5 por el plasmido
pBR322. Presenta resistencia cromosomal a
rifampicina.

3.1.2 Especies vegetales

Se utilizaron plantas de Arabidopsis thaliana tanto de ecotipo Columbia 0 (Col-0) como
ecotipo Landsberg erecta (Ler) para los experimentos realizado en este trabajo de tesis.
Ademas, se usaron plantas de Nicotiana benthamiana para los ensayos de transformacién
transitoria de hojas.

3.1.3 Medios de cultivo

Los medios de cultivos utilizados para el crecimiento de bacterias y plantas se especifican en
la Tabla 2.

Tabla 2. Medios de cultivo

Medio de cultivo  Organismo Composicién Referencia

E, coli Peptona de carne 10 g/l, extracto de levadura 5
g/l, NaCl 5 g/l; pH 7. [123]
A. tumefaciens Para medios sélidos, se afadieron 15 g/l de agar.

Luria Bertani
(LB)

Murashige & Skoog Basal Medium con
Gamborg's Vitamins (Sigma-Aldrich) KNO3 1,9
g/l;, NHsNOs 1,65 g/l; CaCl2.2H0 0,44 g/l;
MgS04.7H20 0,37 g/I; KH2PO4 0,17 g/l; Na2EDTA
Murashige & Arabidopsis 37,3 mg/l; FeS04.7H20 27,8 mg/l; MnSO4.4H20
Skoog 22,3 mg/l; HaBO3 6,2 mg/l; ZnS04.4H20 8,6 mg/l;
KI 0,83 mg/l; Na:Mo0O4+.2H0 0,25 mg/l;
CuS04.5H20 0,025 mg/l; CoCl2.6H20 0,025 mg/l;
pH 5,8.
Para medios sélidos, se anadieron 9 g/l de agar.

[124]
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El medio MS se utilizé con un suplemento de vitaminas de Gamborg 1 ul/ml (Gamborg y col.,
1968). La solucion de vitaminas de Gamborg incluyd: m-inositol 100 mg/l, tiamina-HCI 10 mg/I,

acido nicotinico 1 mg/l, piridoxina-HCI 1 mg/l.

3.1.4 Vectores

El plasmido pGEM T-easy (Promega), se utilizé para el clonado de productos provenientes
de reacciones de amplificacién con la enzima Taq ADN polimerasa. El vector se provee
digerido, con el agregado de un nucleétido de timina en los extremos 5°, para permitir la
ligacién con los fragmentos de PCR obtenidos. Este plasmido presenta un gen de resistencia
a ampicilina.

Los plasmidos pENTR3C y pENTR D-Topo fueron desarrollados por Invitrogen® vy
actualmente son comercializados por ThermoScientific®. El primero permite el clonado de
fragmentos amplificados por PCR mediante el uso de enzimas de restriccion y ligasas, para
luego introducir estos fragmentos mediante tecnologia GATEWAY® en un vector de destino.
El segundo también se utiliza para generar un vector de entrada GATEWAY®, pero utilizando
el sistema de clonado direccional con topoisomerasas. Algunos componentes importantes de
estos vectores son los sitios attL1 y attL2 flanqueando el sitio de inserciéon de la secuencia
deseada para permitir la recombinacion especifica y el gen ccdB para seleccion negativa de
no transformantes. Este vector contiene un gen de resistencia a kanamicina en bacterias y un
origen de replicacion bacteriano pUC.

El plasmido pKGWFS7 [125] es un derivado del vector binario pPZP200. Este plasmido fue
disefiado para clonados utilizando la tecnologia GATEWAY®, particularmente para el analisis
de secuencias promotoras. El promotor clonado permite controlar la expresion de la proteina
de fusion GFP (proteina fluorescente verde; del inglés, Green Fluorescence Protein) — GUS
(B-glucuronidasa). Dentro de la region de movilizacion de ADN, necesaria para la
transformacién de plantas, contiene ademas el gen NPTII que confiere resistencia a
kanamicina en plantas. Otras secuencias relevantes dentro del vector incluyen el gen de

resistencia a espectinomicina en bacterias y un origen de replicacion bacteriano ColE1.

3.1.5 Plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana

En la Tabla 3 se muestran las diferentes plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana
utilizadas en esta Tesis Doctoral.
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Tabla 3. Lineas de plantas de Arabidopsis thaliana adquiridas por otros medios.

Nombre ID ID del locus Gen Referencia
promotorAUX1:GUS: AT2G38120 AUX1 [126]
promotorLAX1:GUS AT5G01240 LAX1 [127]
promotorLAX3:GUS AT1G77690 LAX3 [127]
DR5:GUS [128]
promotorLBD16:GUS CS68141 (ABRCQ) AT2G42430 LBD16 [111]
promotorARF7:ARF7:GR AT5G20730 ARF7 [111]

en arf7/19
AT5G20730

arfz/19 CS24625 (ABRC) AT1G19220 ARF7/19 [112]
pK2GW7-amiR23 [97]
lax3 AT1G77690 LAX3 [127]

3.1.6 Oligonucleétidos

En la Tabla 4 se enumeran los oligonucleétidos utilizados para clonado. Se detalla el nombre,

la secuencia y el clonado en el que se utilizaron.

Tabla 4. Oligonucledétidos utilizados para clonado

Nombre Secuencia 5’93’ Clonado
AtHB23prF 0999gATCCACATTAAACAATACTCAAQTTTQTC promotorAtHB23:.GUS.GFP
AtHB23prR 99ggAATTCgTCTCTTgTTggTTgTTTTCTTC promotorAtHB23:GUS:GFP

AtHB23prF100 0999gATCCgTgATACCATgTAgggCCTC promotorAtHB23A1000:GUS:GFP

AtHB23prF124 0999gATCCAgAAAQTTgATAAgTgggggAC promotorAtHB23A1274:GUS:GFP

AtHB23CDSF ~ gCggCCgCATgTCTTgTAATAATAATGgCTTAGC  promotorAtHB23:AtHB23:GUS

AtHB23CDSR g9gCTCgAgTCCTgAATTQTATTgTTgCTggTC promotorAtHB23:AtHB23:GUS

En la Tabla 5 se detallan el nombre, la secuencia de los oligonucleétidos y el ensayo de RT-
gPCR para el cual fueron utilizados los siguientes oligonucleétidos.

Tabla 5.0ligonucleétidos usados para determinaciones de RT-qPCR.

RT-qPCR (niveles de

Nombre Secuencia 5’23’ transcriptos de)
AtHB23gPCR-2F gCTTCAAgCTCAggTAATggCA AtHB23
AtHB23gPCR-2R ggATggCCTAgggCgAATTg AtHB23

LAX3qgPCR-FP AATCAATTCCgCggTCggAT LAX3
LAX3gPCR-RP TCCTCCTACCACTCTCggTg LAX3
LAX1gPCR-FP gCTCTgCTTCggAgAgTgTAg LAX1
LAX1gPCR-RP CATCCTCCCCggAgACTACT LAX1
AUX1gPCR-FP ATTgCCTCCATCATCCACgg AUX1
AUX1gPCR-RP TAACCgCgTgACCTCCAAAg AUX1
LBD16gPCR-F TgACCCTgTTTATggATgTgTC LBD16
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LBD16gPCR-R TgATTgCAAgAAAgCCACCT LBD16
LBD29gPCR-F gCTAggCTTCAAgATCCCATC LBD29
LBD29gPCR-R TgTgCTgCTTgTTgCTTTAgA LBD29
LBD14-CDNA-F TCGAGAAGGTTCCCTCAAGATGA LBD14
LBD14-CDNA-R CATGGACCGCTCATTGTCGC LBD14

ACT-gPCR-F ggTAACATTgTgCTCAgTggTgg Normalizador ACT gPCR
ACT-gPCR-R AACgACCTTAATCTTCATgCTgC Normalizador ACT gPCR
SS1F CTTgATTACCAgAAgggCATTYg SSH
SS1R CgTTTTCCCAAQAQTAQTTTCg SSH
SS2F AgATAAAgCACQgggATggg SS2
SS2R CCAACCAAgACCCQTTTCAC SS2
SS3F CTggggCTgACTTTATTCTTgT SS3
SS3R AgTCTTgCTCCATCACCQTCT SS3
SS4F ACACgCCCTTAgAAAgCAQC SS4
SS4R ACAAATCggAggCTgCgTAA SS4
GBSS F ATAgggAgATTggAggAgCAgA GBSS
GBSS R CAATgTggAAACCTgTgTAgC GBSS
ADG1 F CACCgTCTAAgATgCTTgATgC ADGH1
ADG1 R gATgTgCgAgTTTTTCCCAAT ADGH1
ADG2 F ATCAAggAgAAACCTgCCACCA ADG2
ADG2 R TCgTAgTAATCTgCCCCAAgC ADG2
PGM F gTgAAAgAgTATTgggCgACA PGM
PGM R CCgTgAACACAAACCgAACA PGM
GWD F AACgAgAgAgCATACTTCAgQC GWD
GWDR CAATCggTTTgCTTgggTAg GWD
BAM1 F ACACgAgCAgATTCTCAAggC BAM1
BAM1 R TCCCTTCACCCATTTTCTTCA BAM1
BAM3 F CATTCggACAAgTggTAgCAA BAM3
BAM3 R CAgCCTCCTCCACATTCTCA BAM3
AMY3 F ATTATCATTCCgAgATTgCTgC AMY3
AMY3 R CggCTACAgACCAQTTTTgC AMY3

En la Tabla 6 se detallan el nombre, la secuencia de los oligonucleotidos y el ensayo de

Inmuno-precipitacion de la cromatina (ChlP) para el cual fueron utilizados los siguientes

oligonucledtidos.

59



MATERIALES Y METODOS

Tabla 6.0ligonucleétidos utilizados en ensayos de ChIP-qPCR

Nombre Secuencia 5’23’ ChIP-qPCR (del gen)
FPLBD29-HD GGTAGATAGGAGCAGGTCCACAA AtHB23
RPLBD29-HD GGTATAGTGGTTGGAGCGCCT AtHB23
FPLBD29-D CTCGCAGCTTGTAAGACCTCA AtHB23
RPLBD29-D CCGCCACTCATAACGAAAATAGC AtHB23

FPLBD29-CDNA AGCTCTGGCTCTCCTTGTGG AtHB23
RPLBD29-CDNA GCATTGCTAGCTCCAAAGACC AtHB23
FPLBD16-HD AGTGATAGAAGACCTAAGACTACCTCA AtHB23
RPLBD16-HD GGAGACTGCAACATGAGACTTC AtHB23
FPLBD16-D GGGATGTTTGTGGTTTCCCCA AtHB23
RPLBD16-D AGGGAAGAATTGAAGGGAACGTAG AtHB23
FPLBD16-CDNA TgACCCTgTTTATggATgTgTC AtHB23
RPLBD16-CDNA AATATCATACGAGTCAACCACCACA AtHB23
FPLBD14-HD AATCTCCACTAAACCAACATTAAGTCA AtHB23
RPLBD14-HD CCCATGATTATCCAGCCCAC AtHB23
FPLBD14-D GCTACTGGTCGGATGGTTTGG AtHB23
RPLBD14-D GCCGTGCCCATCAGTCAAAT AtHB23
FPLBD14-CDNA TCGAGAAGGTTCCCTCAAGATGA AtHB23
RPLBD14-CDNA CATGGACCGCTCATTGTCGC AtHB23
FPLAX3-HD1 TCCCCCGACACTCGTTACT AtHB23
RPLAX3-HD1 GCCATTTTTCTCTTCTTCTCTCAGT AtHB23
FPLAX3-HD2 ATCATCCTCATCACAAGAAGGAGG AtHB23
RPLAX3-HD2 ATTGAAAATAGAAGTGATGACAATGATGT AtHB23
FPLAX3-D3 GTTCGTCCCCAAATTCTGCCT AtHB23
RPLAX3-D3 CCAGGAGAAAACTTCAACGGAGG AtHB23
FPLBD16ARF AGAAGTCTCATGTTGCAGTCTCC ARF7
RPLBD16ARF TTATCGAGTGAGCCAAAGGGTG ARF7
FPAtHB235UTR TTTCCAAAACATACAAAAGCCCAT ARF7
RPAtHB235UTR AATAGGAGACAAGACTCAAAGCCG ARF7
FPAtHB23ARFD ACTAGTGAGAGTTACCATGTAGGAC ARF7
RPAtHB23ARFD GCAAGCAAACTCTTAGAGGCCC ARF7
FPAtHB23D AACGTGGAGAAGTTGTGTCTGAAT ARF7
RPAtHB23D TGGCACGACCATACCATATACTACA ARF7
FPAtHB23CDNA CTCGATCCAAAACCAAGCAGC ARF7
RPAtHB23CDNA ATGAAGTTTCTGCTTTTACCTGAGC ARF7
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3.1.7 Construcciones genéticas para plantas
3.1.7.1 Construcciones para expresar un promotor especifico

promotorAtHB23::GUS::GFP: Un fragmento de 1793 pb corriente arriba del sitio de inicio de
la traduccién de AtHB23 se amplificd con oligonucleétidos especificos (Tabla 4) a partir de
ADN gendmico de plantas salvajes. El producto de PCR se clon6 en pGEM-Teasy y luego se
subcloné en los sitios Sall y Xbal del plasmido pENTR3C. Posteriormente se realizd una
recombinaciéon Gateway® (Invitrogen) utilizando como vector de destino el plasmido
PKGWFS?7.

promotorAtHB23A1000::GUS::GFP: Un fragmento de 1000 pb corriente arriba del sitio de
inicio de la traduccion de AtHB23 se amplificd con oligonucleétidos especificos (Tabla 4) a
partir de ADN gendmico de plantas salvajes. El producto de PCR se cloné entre los sitios
BamHI y EcoRI del pldsmido pENTR3C. Posteriormente se realiz6 una recombinacién
Gateway® (Invitrogen) utilizando como vector de destino el plasmido pKGWFS?.
promotorAtHB23A1273::GUS::GFP: Un fragmento de 1273 pb corriente arriba del sitio de
inicio de la traduccion de AtHB23 se amplificd con oligonucleétidos especificos (Tabla 4) a
partir de ADN gendmico de plantas salvajes. El producto de PCR se cloné entre los sitios
BamHI y EcoRI del pldsmido pENTR3C. Posteriormente se realiz6 una recombinacién
Gateway® (Invitrogen) utilizando como vector de destino el plasmido pKGWFS?.

3.1.7.2 Construcciones para expresar un gen de interés bajo su promotor

promotorAtHB23:AtHB23::GUS::GFP: se amplific6 con oligonucleétidos especificos la
region codificante de AtHB23 (778 pb) y el producto de amplificacion se clond en un vector
PGEM T-easy. Para luego ser subclonado en un vector pENTR3C-PromAtHB23:GUS entre
los sitios Notl y Xhol. Posteriormente se realiz6 una recombinacion Gateway® (Invitrogen)
utilizando como vector de destino el plasmido pKGWFS?.

3.2 METODOS

3.2.1 Métodos utilizados para el trabajo con acidos nucleicos

3.2.1.1 Transformacion de bacterias por electroporacion

La preparacién de células competentes de Escherichia coli y Agrobacterium tumefaciens, y
las condiciones de electroporacién utilizadas fueron las recomendadas por el fabricante del
equipo (Gene Pulser™, Bio-Rad Laboratorios Inc., USA). El choque eléctrico se realiz6 en
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cubetas de 0,2 cm (Bio-Rad) aplicando una diferencia de potencial de 2,5 kV. Inmediatamente
después del pulso eléctrico se agregd 1 ml de medio LB fresco y se incubéd la suspension
durante 1 h a 37 °C para Escherichia coliy 1 h 30 min a 28 °C para A. tumefaciens.
Finalmente, el cultivo se centrifugd a 4500 rpm durante 5 min, el sedimento celular se
resuspendié en 200 uyl de medio y se sembré sobre LB sélido suplementado con los
antibiéticos correspondientes en placas de Petri. Estas placas se incubaron a 37 °C 0 a 28 °C
hasta la aparicion de colonias (aproximadamente 16 y 48 h para Escherichia coli y

Agrobacterium tumefaciens, respectivamente).

3.2.1.2 Obtencidn y cuantificaciéon de acidos nucleicos
3.2.1.2.1 Minipreparacion de ADN plasmidico

Para la preparacién de ADN plasmidico a partir de células de Escherihia coliy Agrobacterium
tumefaciens se utilizd6 el método de lisis alcalina [129]. Las células transformadas de
Escherichia coli se cultivaron a 37 °C con agitacion y hasta saturacion en medio LB
suplementado con el antibiético correspondiente; mientras que las células transformadas de
Agrobacterium tumefaciens se cultivaron a 28 °C, con agitacion hasta saturacién en medio LB
suplementado con el antibidtico correspondiente al vector (kanamicina 50 pg/ml;
espectinomicina 100 pg/ml; cloranfenicol 35 pg/ml). Cuando las bacterias transformadas
fueron Agrobacterium tumefaciens, se agregaron asimismo estreptomicina 50 pg/ml y
rifampicina 50 pg/ml para seleccionar la cepa LBA4404 utilizada. Luego se tomaron 1,5 ml de
cada cultivo y se centrifugé durante 5 min a 5000 rpm. Cada sedimento celular se
resuspendié en 100 ul de Solucién | y se incub6 en hielo por 5 min. Posteriormente, se
agregaron 200 pl de Solucion Il, se mezclé por inversién y se incubd durante 5 min en hielo.
Se prosiguié con la preparacion, agregando 150 ul de Solucién Il y la mezcla se incubd
nuevamente 5 min en hielo, antes de ser centrifugada durante 15 min a 12000 rpm y 4 °C. Se
recuperd el sobrenadante, se le practicé una extraccion fenol:cloroformo 1:1 (v/v) y se
centrifugd 10 min a 8000 rpm. Se recuper6 la fase acuosa y se precipité el ADN plasmidico
mediante el agregado de 2 volumenes de etanol absoluto. Esta mezcla se incubd 60 min a -20
°C y se centrifugé 15 min a 12000 rpm y a 4 °C. El precipitado se lavé con etanol 70 % (v/v) y
se dejo secar a temperatura ambiente. Finalmente, el ADN plasmidico fue resuspendido en
30-50 ul de H20 destilada estéril.

Para las preparaciones de ADN plasmidico utilizado en reacciones de secuenciacion y en
otros casos en los que se precisaron muestras de alta calidad, se utilizé el kit comercial
Wizard® Plus Minipreps DNA Purification System (Promega) siguiendo las instrucciones
provistas por el fabricante.
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3.2.1.2.2 Minipreparacion de ADN gendmico de Arabidopsis thaliana

Para analizar la presencia de los transgenes en las plantas de Arabidopsis thaliana, se
realizaron preparaciones de ADN gendmico empleando un método rapido descripto por Li y
Chory (1998)[130] con algunas modificaciones. Se corté una hoja joven y se coloco en un
tubo, para ser macerada durante 15 s. Luego se agregaron 700 pl de solucion de extraccion
de ADN gendmico, se agit6é vigorosamente durante 15 s, se dejé reposar en hielo, y se realiz6
una extraccion con 700 pl de la mezcla fenol:cloroformo 1:1 (v/v). Luego de centrifugar 10 min
a 12000 rpm, se recuperé el sobrenadante y se hizo otra extraccién so6lo con cloroformo (1
volumen). Posteriormente, se centrifugd 10 min a 12000 rpm, y se precipitd el ADN agregando
al sobrenadante 1 volumen de isopropanol y 1/10 volimenes de NaAc 3 M (pH 5,2), para
luego incubar 1 h a -20 °C. La mezcla alcohdlica se centrifugd 20 min a 12000 rpm, el
precipitado se lavé con 500 ul de etanol 70 % (v/v) y se sec6 a temperatura ambiente.
Finalmente, el ADN gendmico se resuspendié en 100 pl de H>O destilada estéril.

3.2.1.2.3 Purificacion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa

La purificacion de fragmentos de ADN se realizé a partir de geles de agarosa de bajo punto
de fusiéon (Promega), empleandose solucién TAE 1 x tanto para la preparacién del gel como
para la soluciéon de corrida. Una vez identificadas mediante visualizaciébn sobre
transiluminador UV, las bandas correspondientes a los fragmentos esperados se escindieron
utilizando un bisturi estéril y se incubaron con 2 volumenes de agua milliQ en un bafio de
agua a 65 °C hasta observar la completa disolucion de la agarosa. Posteriormente, se
llevaron a cabo 2 extracciones sucesivas con 1 volumen de fenol y a continuacién una
extraccidén con cloroformo, todas seguidas de una centrifugacion de 10 min a 10.000 rpm a
temperatura ambiente, a fin de separar las fases. El ADN presente en la fase acuosa fue
precipitado mediante el agregado de 1/10 volumenes de NaAc 3 M (pH 5,2) y 1 volumen de
isopropanol. Para facilitar la precipitacion de fragmentos de muy bajo peso molecular o en
baja cantidad, se adicionaron 2,5 ug de ARNt (Sigma) a la soluciéon alcohdlica. Tras la
precipitacién y su posterior lavado con etanol 70 %, el fragmento purificado fue solubilizado en
12 pl de H20 milliQ estéril.
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3.2.1.2.4 Extraccion y purificacion de ARN total

Las extracciones de ARN fueron realizadas con un reactivo simil Trizol (InvitrogenTM)
preparado en el laboratorio, [131]. Para estas extracciones, se pulverizaron 50 — 100 ug de
tejido vegetal con N2 liquido en un mortero u Eppendorf estéril (dependiendo del tipo de tejido
vegetal), y luego se transfirid el polvo fino a un tubo de tipo Eppendorf en el cual se agreg6 1
ml del reactivo de extraccion. Tras mezclar varias veces por inversion, la mezcla se incub6 a
temperatura ambiente por 10 min antes de agregar 200 ul de cloroformo y centrifugar por 20
min a 11800 rpm a 4 °C. La fase acuosa se precipité posteriormente con 1 volumen de
isopropanol, incubando 10 min a temperatura ambiente. Tras dos lavados con etanol 70 % v/v

y secado, el precipitado se resuspendié en 30 uyl de H2O milliQ estéril.

3.2.1.2.5 Cuantificacion de acidos nucleicos totales

La calidad y cantidad del ARN o ADN fueron evaluadas con el equipo Nanodrop
NanoPhotometer TM (IMPLEN) midiendo la absorbancia a 260 nm (Azso. [123])- Se consider6
que un valor de Az de 1 corresponde aproximadamente a 40 ug/ml de ARN o a 50 pg/ml de
ADN. Para cada medicion se utilizé un volumen de 3 pl por muestra. La contaminacion de las
purificaciones con proteinas fue evaluada mediante el cociente Axso/Azs0, Y la de carbohidratos
y compuestos fendlicos mediante el cociente Azeo/A230. El valor para dichas relaciones cuando
las muestras presentan una calidad aceptable debe estar comprendido entre 1,8 y 2.

3.2.1.3 Reacciones Enzimaticas
3.2.1.3.1 Digestion de ADN con endonucleasas de restriccion

Las digestiones de fragmentos de ADN se realizaron con las enzimas de restriccion
y las soluciones reguladoras correspondientes, segun las condiciones recomendadas por los
fabricantes. En todos los casos fueron utilizadas de 1 a 5 U de enzima por cada
microgramo de ADN a digerir.

3.2.1.3.2 Ligacion de moléculas de ADN

La ligacion de fragmentos de ADN se llevdé a cabo utilizando 1 U de T4 ADN ligasa
(Promega) en un volumen de reaccion de 10 pyl empleando la solucion amortiguadora de
reaccion provista por el fabricante de la enzima. Se utilizaron cantidades de inserto y vector
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tales que la relacion molar entre ambos fuera 5:1. La incubacion se realizé durante toda una

noche a 4 °C.

3.2.1.3.3 Reaccion de recombinacion GATEWAY®

En el caso de reacciones LR, la recombinacién in vitro de fragmentos de ADN se llevé a cabo
utilizando 1 yl de GATEWAY® LR Clonase® Il Enzyme Mix (Invitrogen®), 1 ul del vector de
destino (150 ng/pl), 1 pl de solucién amortiguadora TE pH 8, y 2 ul del vector de entrada (150
ng/ul). La incubacion se realiz6 durante 3 horas a temperatura ambiente, y los 5 pl fueron
utilizados para transformar células competentes.

Para las reacciones BP, se utilizé 1 pyl de GATEWAY® BP Clonase® Il Enzyme Mix
(Invitrogen®), 1 ul del vector de entrada (150 ng/pl), 1 pl de solucion amortiguadora TE pH 8 y
2 ul del producto de PCR (150 ng/pl) o vector de destino (150 ng/ul - Hartley y col.,
2000[132)).

3.2.1.3.4 Amplificacion de fragmentos de ADN mediante la reaccion en cadena
de la polimerasa

Se utilizé la solucion amortiguadora de reaccion provista por el fabricante de la enzima, a la
cual se le agregaron los siguientes reactivos: MgCl, 2 mM; dNTPs 0,2 mM cada uno y 0,4 uM
de cada oligonucleétido especifico. Posteriormente, a esta mezcla de reaccién se le
afiadieron entre 6 y 10 ng de ADN molde y la enzima Taq ADN polimerasa o Pfu ADN
polimerasa (PB-L, Universidad de Quilmes, Bs. As.), en una concentracién de 1,5 U de
enzima por reaccion. En los casos en los cuales se utilizé Pfu, el MgCl. fue reemplazado por
MgSO4 a la misma concentracion. Los volumenes de reaccion fueron de 20 o 50 pl. Las
reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en el termociclador PTC-100® Peltier Termal
Cycler (MJ Research), y en general se utiliz6 el siguiente programa, en el que la temperatura
de hibridizacién (Ta) se estableci6 de acuerdo a la composicion de bases de los
oligonucleétidos utilizados, aplicando la siguiente relacién para su calculo:
Ta=2x(A+T)+4x(G+C)-5°C.

Programa: (1 minuto a 94 °C, 1 minuto a Ta, 1-2 minutos a 72 °C*) 30 ciclos + 10 minutos a
72 °C. * El tiempo de extensidn varid dependiendo del largo del fragmento a amplificar. En el
caso de Taqg ADN polimerasa el tiempo se estimé en 1 min cada 1000 pb a amplificar. Cuando
la polimerasa utilizada fue Pfu el tiempo fue de 1 min cada 500 pb.
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3.2.1.3.5 Transcripcion reversa de ARN total

Las reacciones de transcripcion reversa se llevaron a cabo cursando el siguiente protocolo en

dos etapas: 1. En un volumen final de 10 pl, se colocdé 1 pg de ARN con oligonucle6tidos
polidTV 0,1 uM (poli-dTV consiste en 1 nucleétido variable, ubicado en el extremo 5’, seguido
de 24 nucleétidos de timina). Esta mezcla se incubd durante 5 min a 70 °C, para luego ser
colocada inmediatamente en hielo (este tratamiento permite desarmar las estructuras
secundarias del ARN). Terminado este proceso, se le adicionaron a la mezcla 6 pl de solucion
amortiguadora de la enzima, 2 pl de dNTP (20 mM), 200 U de transcriptasa reversa M-MLV
(Promega) y se completd el volumen hasta 30 pl con H.O milliQ estéril. Dicha mezcla se
incubd 1,5 h a 42 °C y luego se procedid a inactivar la enzima calentando la reaccion 5 min a
80 °C mas 30 s adicionales a 94 °C.

3.2.1.4 Analisis de acidos nucleicos
3.2.1.4.1 Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Para el andlisis de fragmentos de ADN en geles de agarosa se utilizé el sistema de tipo
submarino (Ausubel y col., 2003[133]). La concentracion de agarosa vari6 entre 1,5y 0,8 %
(p/v), dependiendo del tamafno del fragmento analizado. Los geles fueron preparados en
solucién TAE 1x y la muestra, antes de ser sembrada, fue mezclada con solucion de siembra
adicionada con GelRed® (Biotium) en una relacion 1/10 (v/v). La separacién electroforética se
realizd en solucion TAE 1x, a voltaje constante entre 1 y 5 V por cm de gel. La visualizacion
del ADN en el gel se llevé a cabo mediante un transiluminador de luz UV (310 nm) Fotodyne,
USA. En todos los casos en los que fue necesario estimar la longitud de los fragmentos de
ADN separados electroforéticamente, se empleé como marcador el ladder 100 pb (Productos
Bio-Légicos) o una muestra de ADN del bacteriéfago A, digerido previamente con la enzima
Hindlll. Esta digestion genera fragmentos de ADN de 23130, 9416, 6557, 4361, 2322, 2027,
564 y 125 pb.

3.2.1.4.2 Electroforesis de ARN en condiciones desnaturalizantes

La separacion electroforética de moléculas de ARN se realiz6 en geles de agarosa
en condiciones desnaturalizantes. Esta técnica se utilizd6 para analizar la integridad de
las muestras de ARN a utilizar en diversos ensayos. La concentracion de agarosa
utilizada fue de 1 % (p/v) y los geles fueron preparados en solucion HEPES 1x y

formaldehido 6 %. Antes de la corrida electroforética, a cada muestra (entre 5 y 10 ug
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de ARN total) se le agregaron 3 volumenes de solucién de desnaturalizacién y la mezcla se
incubd 5 min a 65 °C. Después del calentamiento, se agregd 1/10 del volumen de solucion de
siembra adicionada con GelRed® (Biotium). La separacion electroforética se llevé a cabo en
solucién HEPES 1x, empleando un voltaje constante de 3 V por cm de gel. La visualizacion
del ARN se realizé en un transiluminador de luz UV (310 nm) Fotodyne, USA. Esta técnica
analitica se utilizé con el ARN aislado para los estudios de transcriptémica.

3.2.1.4.3 Cuantificacion de transcriptos de PCR en tiempo real

La PCR cuantitativa en tiempo real fue llevada a cabo usando el instrumento StepOne o
StepOnePlus Real-Time Systems de Applied Biosystems™. Las reacciones se realizaron en
volimenes finales de 10 pl que contenian: 5 ul de iTaq™ Universal SYBR® Green Supermix;
0,2 ul de cada oligonucleoétido especifico (10 pmol/ul) y 1 pl de una dilucion 1/20 del producto
de la transcripcién reversa. La fluorescencia emitida se registré en forma continua durante 40
ciclos. Las secuencias de los oligonucleétidos utilizados se detallan en la Tabla 5. Los niveles
de expresion de los genes ACTINA2 y ACTINAS8 fueron cuantificados conjuntamente para
normalizar los niveles de expresion de los genes de interés. Estos genes han sido
reconocidos previamente como genes normalizadores [134] y son utilizados de acuerdo al
método 2-22¢t [135]. Todas las cuantificaciones fueron realizadas con triplicados bioldgicos.
Las diferencias obtenidas fueron consideradas significativas para un valor estadistico p
inferior a 0,05 (Prueba t de Student). Los valores de cuantificacion se expresaron en forma

relativa a un control al cual le fue asignado arbitrariamente el valor uno (1).

3.2.1.4.4 Determinacion de la secuencia de moléculas de ADN

Para determinar la secuencia de ADN de los distintos fragmentos clonados se utilizd el
servicio de Macrogen Sequencing System en Seul, Corea. Para usar este servicio se enviaron
10 pl de cada plasmido 100 ng/ul y 10 pl de un oligonucledétido especifico (5 uM); esto ultimo
cuando la construccibn no permitia la realizacion de la secuencia con oligonucleétidos
universales. Las muestras fueron procesadas en un secuenciador automatico ABI3730XL. Los
datos de las secuencias y sus respectivos cromatogramas nos fueron enviados en forma
electronica.
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3.2.1.4.5 Analisis de las secuencias

Para la identificacion general de secuencias se consultaron las bases de datos del EMBL,
GenBank y SwissProt utilizando el programa BLAST [136] a través del servidor del National

Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).

3.2.1.4.6 Inmunoprecipitacion de la cromatina seguido de qPCR

Para los ensayos de ChIP-gPCR que se describen en este trabajo de tesis se utilizaron
plantas transformadas con las siguientes construcciones: PromAtHB23: AtHB23: GFP: GUS, y
PromARF7: ARF7: GR. En el primer caso se tomaron plantulas de diez de edad, mientras que
en el ultimo caso plantulas de 15 dias fueron tratadas durante 4 y 12 h con 1 uM de IAAy 2
UM de dexametasona. En todos los casos se realizé un preparado como se describe en
Lucero y col. (2017)[137]h. Para las Inmuno-Precipitaciones (IPs) se utilizaron proteina A
Dynabeads (Thermo, https://www.thermofisher.com/ar/) y los anticuerpos antiGFP ab6556 o
anti-GR ab3580 (Abcam). En todos los experimentos, el anticuerpo anti-lgG ab6702 (Abcam,
https://www.abcam.com/) se utiliz6 como control negativo. La cromatina se corté usando el
sonicador Picoruptor (Diagenode, https://www.diagenode.com/; 10 ciclos 30 " ON, 30 " OFF).
Se realiz6 gPCR con oligonucle6tidos especificos (Tabla 6) utilizando se describe en Lucero y
col. 2017la mezcla Sso Advanced Universal (BioRad, https://www.biorad.com/) en un
dispositivo StepOne (Applied Biosystems, https: //www.thermofisher.com/ar/).

3.2.1.4.7 Analisis del transcriptoma por secuenciacion masiva de ARN

Para el analisis del transcriptoma, las semillas de plantas salvajes Col 0 y de plantas
silenciadas amiR23 fueron cultivadas por tres dias en condiciones normales y luego, la mitad
de las mismas, se transfirieron a nuevas placas MS complementadas con 75 mM NaCl. Las
muestras se cosecharon a los seis dias de tratamiento. EI ARN total fue aislado de raices
totales segun el apartado “3.2.1.2.4. Extraccién y purificacion de ARN total”. EI ARN aislado
fue liofilizado antes del envio. El experimento se realizd con réplicas bioldgicas de cada
genotipo/tratamiento.

La secuenciacién fue realizada por el servicio BGI Genomics Sequencing Service
(https://www.bgi.com/global/), utilizando la plataforma DNBseq, y obteniendo 100 lecturas de
nucleotidos largos de extremo emparejado. Las lecturas crudas fueron primero recortadas por
calidad y filtradas con Trimmomatic (versién 0.36; Bolger y col., 2014[138]) y luego alineados
con el genoma de Arabidopsis thaliana (TAIR10) utilizando STAR (versién 2.5.2b, [139]), que
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fue guiada por la anotacién de genes y exones de Araport (V11 201606, [140]). La
herramienta Samtools (versién 1.8; [141]) se utilizdé para mantener sé6lo alineaciones primarias
con un minimo de 3 MAPQ. La calidad de lectura antes y después del recorte se analizd con
FastQC (version 0.11.5) y, junto con la eficiencia cartografica, se resumié con MultiQC
(version 1.7). Las cuentas leidas en cada gen fueron calculadas con featureCounts (version
1.6.2). Este flujo de trabajo se ejecut6é con la ayuda del motor Snakemake, [142]. Los genes
expresados diferencialmente se determinaron con DESeqg2 ([143]; R Core Team, 2020)
filtrando genes con recuentos inferiores a 10 en todas las muestras, y combinando factores
(es decir, genotipo, Col 0 0 amiR23 y tratamiento, control o salinidad) en un solo factor que se
utilizé en una férmula de diseno simple (como recomienda la vifieta del paquete como
alternativa a modelos mas complejos). El conjunto de genes obtenidos del filtrado anterior con
un valor de p inferior a 0.05, se sometieron a un posterior analisis con el software MapMan
3.6.0RC1 donde se pudieron identificar diferentes genes correspondientes a distintas vias de
sefalizacién y/o procesos de desarrollo que se evaluaron a posteriori. Estos experimentos
fueron llevados adelante con la ayuda del Dr. Agustin Arce.

3.2.2 Métodos utilizados para el trabajo con material vegetal
3.2.2.1 Obtencion de material vegetal y condiciones de cultivo
3.2.2.1.1 Desinfeccion y cultivo in vitro de semillas de Arabidopsis

Las semillas de Arabidopsis fueron desinfectadas mediante lavados con etanol 70 % (v/v) (5
minutos), lavandina 25 % (ocho minutos) y tres lavados con agua destilada estéril. Las
semillas fueron resuspendidas en 1 ml de agar 0,1 % y sembradas en placas de Petri de 150
mm de didmetro conteniendo medio de cultivo 0.5x MS- 0.9% agar [124] y el antibi6tico u
hormona correspondiente al ensayo. Las placas se colocaron a 4 °C durante tres dias a fin de
romper la dormancia de las semillas para luego ser pasadas a camara de cultivo con luz y
temperatura controladas (16 horas de luz a 24 °C y 8 horas de oscuridad a 22 °C). Todo el
proceso fue realizado en condiciones de esterilidad utilizando una cabina de flujo de aire
horizontal. Las pinzas y los bisturies fueron esterilizados mediante calor por fuego directo
mientras que el agua, el agar 0,1 % y el medio de cultivo MS fueron esterilizados en autoclave
durante 20 minutos a 1 atmosfera de presion.
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3.2.2.1.2 Cultivo de plantas en macetas

El cultivo de plantas de Arabidopsis thaliana y de Nicotiana benthamiana se realizé en una

camara de cultivo, con iluminacion y temperatura controladas (16 h de luz a 24 °C y 8 h de
oscuridad a 21 °C). Las condiciones de iluminacion requeridas (100 uE/m?2) fueron obtenidas
en forma artificial manteniendo las plantas bajo 6 tubos de luces LED. Las plantas se
sembraron en macetas de 10 cm de diametro con sustrato Klasmann TS1 (Klasmann-
Deilmann GmbH). Se sembraron entre 5 y 10 semillas por maceta, se colocaron en una
bandeja con solucion Hoagland 0.5 x y se cubrieron con papel de nylon transparente. Las
plantas se mantuvieron en cadmara de cultivo, con condiciones de luz y temperatura
controladas. Luego de una semana, cuando se observo la aparicién del primer par de hojas,
se retir6 el papel de nylon.

3.2.2.1.3 Transformacion estable de Arabidopsis

El método que se utilizo para transformar plantas de Arabidopsis thaliana fue el de inmersién
floral (floral dip),[144]. Se prepararon 8 macetas de 10 cm de diametro segun se especificé en
la seccion anterior. Las plantas se cultivaron, aproximadamente cuatro semanas, hasta la
floracibn y cuando los pedunculos florales estaban emergiendo, se cortaron las
inflorescencias sin dafar las hojas caulinares. Dos o tres dias después del corte, surgieron
nuevas inflorescencias de las yemas laterales; las cuales volvieron a cortarse. Esta operacion
se repitid dos veces mas, hasta que en todas las inflorescencias existieran al menos cuatro
flores no abiertas. La transformacion se realizé dos dias después del ultimo corte.

Para preparar la suspensién de transformacion, se cultivaron con agitacion por 24 h a 28 °C
células de Agrobacterium tumefaciens transformadas con la construccion adecuada, en 10 ml
de medio LB suplementado con 50 pg/ml rifampicina, 50 pg/ml estreptomicina y el antibidtico
correspondiente al vector de transformacion. Este cultivo se utilizé para inocular 300 ml del
mismo medio y se dejo crecer hasta que alcanzé la fase estacionaria, entre 12 y 16 h. Las
células se cosecharon por centrifugacién a 4500 g durante 20 min y los sedimentos celulares
se resuspendieron en 800 ml de soluciéon de sacarosa al 5 % conteniendo 300 pl del
detergente Silwet L-77 (OSI| Specialties, Inc.). Las plantas se sumergieron 60 s en esta
solucion, evitando que el liquido entrara en contacto con la tierra. Luego, las macetas se
colocaron en posicién horizontal dentro de una bandeja, se taparon con papel de nylon y se
trasladaron a la camara de cultivo. Al dia siguiente, se retir6 el papel de nylon y las macetas
se ubicaron en posicién vertical. Se regaron por subirrigacién y las plantas se dejaron crecer

hasta que las semillas estuvieran maduras, entre 4 y 5 semanas. Finalmente, se recolectaron
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las semillas de cada maceta por separado, se limpiaron manualmente de los restos de vainas

y tierra 'y se conservaron a 4 °C hasta el momento de su analisis.

3.2.2.1.4 Seleccion de transformantes de Arabidopsis

Las semillas recolectadas del experimento de transformacion fueron esterilizadas mediante
un lavado en etanol 70 % (v/v) durante 5 min, un lavado en lavandina 25 % durante ocho min
y tres enjuagues con agua destilada estéril.

En el caso de plantas transformadas con alguno de los vectores pKGWFS7, pK2GW?7,
pNB47 las semillas se sembraron en placas de Petri conteniendo medio MS suplementado
con kanamicina 25 pg/ml. En los primeros dias en la camara de cultivo, la mayoria de las
semillas germinaron (95-99 %). Aproximadamente a los 10 dias, los cotiledones de las
plantas sensibles se tornaron amarillos, mientras que los de las transformantes
permanecieron verdes. Las placas se mantuvieron en la camara de cultivo durante siete dias
mas, hasta observar que las plantas transformadas desarrollaban hojas verdaderas, mientras
que las no transformadas perecian. Mientras que en, para el caso de plantas transformadas
con alguno de los vectores pFK210/247/248 las semillas recolectadas de la transformacién
fueron esterilizadas superficialmente segun se describe anteriormente y sembradas en
macetas (400 semillas/maceta) y regadas con una solucion conteniendo el herbicida BASTA
(1ml/11). Luego de diez dias de germinadas, las plantulas transgénicas lucian sanas y
continuaban su crecimiento mientras que la gran mayoria era sensible al herbicida. En ambos
casos, las plantas transformadas se pasaron a macetas con sustrato Klassman TS1
(Klasmann-Deilmann GmbH) regadas con solucion Hoagland 0.5 x, y asi se cultivaron hasta
que las vainas estuvieron maduras. Luego se embols6 en sobres de papel cada planta en
forma individual para recolectar las semillas y conservarlas a 4 °C, hasta el momento de su

analisis.

3.2.2.1.5 Seleccidn de lineas transgénicas homocigotas de Arabidopsis

La identificacién de lineas transgénicas homocigotas se realizé6 en medio de cultivo MS
suplementado con el antibiético o herbicida correspondiente. Unas 40 semillas T2 de cada
linea fueron sembradas en un medio selectivo. El andlisis de segregacion del marcador de
seleccién permiti6é identificar aquellas lineas transgénicas con una sola copia de T-ADN por
presentar un 75% de individuos resistentes a la seleccion. A partir de estas lineas T2
escogidas, se sembraron y seleccionaron las semillas T3 pero en este caso se identificaron

lineas homocigotas por presentar el 100 % de sus individuos resistentes en la seleccion.
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3.2.2.2 Analisis de plantas de Arabidopsis
3.2.2.2.1 Analisis histoquimico de la actividad B-glucuronidasa

Las plantas de Arabidopsis. thaliana transformadas con construcciones portando el gen
reportero GUS se sometieron a pruebas histoquimicas de actividad B-glucuronidasa. Para
ello, las plantulas se transfirieron a una solucion Na2HPO4 50 mM (pH 7,0), Triton X-100 0,1
%, X-Gluc (5-bromo-4-cloro-3-inolil B-D-glucurénido) 2 mM, K;[Fe(CN)e] 100 mM, C6FeKaNs:
3 H20 100 mM y se sometieron a vacio durante 5 min y se incubaron a 37 °C en luz durante
12 h. Luego de la incubacion se agregd etanol 70 % para decolorar los tejidos y se guardaron
en solucion etandlica a 4 °C hasta ser fotografiadas. Las imagenes digitalizadas se tomaron

con una camara digital Nikon D5300 sobre microscopio éptico y/o lupa.

3.2.2.2.2 Cortes histoldgicos

Las muestras se fijaron en una solucion de formaldehido 3,7 % v/v, etanol 50 % v/v y acido
acético 5 % v/v durante 16 h, se pasaron a etanol 70 % (v/v) y se deshidrataron por pasajes a
través de una serie etandlica (80 %, 90 %, 95 % y 100 % v/v). Luego, se hicieron sucesivos
pasajes a soluciones en concentraciones crecientes de xilol hasta llegar a xilol puro y
finalmente se incluyeron en Histoplast (Biopack). Por medio de un micro6tomo de rotacion
(Leica), se obtuvieron cortes transversales de 10 ym. Finalmente, los cortes se montaron en
portaobjetos, se desparafinaron y se tifileron con los colorantes que se indican en las figuras.
Las fotografias se tomaron con una camara digital Nikon D5300 montada sobre un
microscopio 6ptico Eclipse E200 (Nikon).

3.2.2.2.3 Histologia y microscopia electrénica

Las raices se fijaron en glutaraldehido al 2% (v / v) en buffer de fosfato de potasio 0,2 mM
(pH 7,4) y se mantuvieron a temperatura ambiente durante 2 h (bajo vacio) y luego se llevaron
a 4 ° C durante la noche. Los segmentos se enjuagaron con el mismo buffer y posteriormente
se fijaron en OsO4 al 2% (p/v) en tampdn (pH 7,0) a temperatura ambiente durante 2 h (al
vacio), y luego se deshidrataron en una serie de acetonas y se incrustaron en resina
Durcupan (con aplicacién de vacio en cada paso). Para la microscopia éptica, se tifieron
secciones de unos 0,5 Im de grosor con azul de toluidina al 0,05% (p/v) en agua bidestilada.
Para la microscopia electronica de transmision, las secciones ultrafinas (70-90 nm de grosor)
se tifieron con acetato de uranilo y citrato de plomo y se observaron en un microscopio

electronico de transmisién (TEM) Philips EM201 a una tensién de aceleracién de 60-80 kV.
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Este experimento se llevd a cabo con asistencia técnica de las Dras. Carolina Leimgruber, y
Virginia Judrez (UNC) y del Dr. Cesar Gonzalez (IBB-UNER)

3.2.2.2.4 Medicion de la longitud de raices en plantulas

Las semillas de los genotipos indicados se sembraron en placas de Petri cuadradas de 12 cm

x 12 cm conteniendo medio MS agar. Se sembraron sobre una Unica linea, espaciadas entre
si por 1 cm (cinco semillas/genotipo) y luego del periodo de estratificacion de tres dias a 4 °C
y oscuridad, las placas se colocaron en posicién vertical en las condiciones de cultivo
indicadas anteriormente durante el periodo de tiempo necesario. Posteriormente se tomaron
fotografias utilizando una camara digital Nikon D5300 y se cuantifico el largo de las raices
utilizando el software libre RootNav.

3.2.2.2.5 Cuantificacion de raices laterales en plantulas

Las semillas de los genotipos correspondientes se sembraron en placas de Petri cuadradas
de 12 cm x 12 cm conteniendo medio MS agar. Se sembraron sobre una Unica linea,
espaciadas entre si por 1 cm (cinco semillas/genotipo) y luego del periodo de estratificacion
de 3 dias a 4 °C y oscuridad, las placas se colocaron en posicion vertical en las condiciones
de cultivo indicadas anteriormente. En el caso de cuantificacion de raices secundarias, luego
de ocho dias de crecimiento, las plantulas fueron fotografiadas y sometidas a una tincién con
Lugol por 30 min. A continuacidén, se observd la raiz principal de cada plantula en un
microscopio Eclipse E200 a 40x de aumento. La identificacion de los primordios de raices
laterales (PRL) y de las raices laterales emergidas (RL) se hizo segun lo descripto en [19].
Finalmente, se cuantificd la longitud de cada raiz principal, utilizando el software libre
RootNav para la posterior relativizacion del numero de primordios de raices laterales y el
nuamero de raices laterales emergidas a dicha longitud expresados como: Densidad de PRL
(Numero de PRL/longitud de raiz principal) y Densidad de RL (Numero de RL/longitud de raiz
principal).

Para el caso de cuantificacién de raices laterales terciarias (RLT), se llevo a cabo el mismo
procedimiento que el descripto anteriormente, pero a los 15 dias de edad y la observacién se
realizé sobre cada una de las raices laterales secundarias de cada plantula. Luego, utilizando
el software libre RootNav, se cuantifico la longitud de cada raiz lateral secundaria y se realizé
la sumatoria de todas las longitudes de todas las raices laterales secundarias. Para la
posterior relativizacién del numero de primordios de raices laterales terciarios (PRLT) y el
namero de raices laterales terciarias emergidas a la longitud total de raices laterales
expresados como: Densidad de PRLT (Numero de PRLT/longitud total de raices laterales
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secundarias) y Densidad de RLT (Numero de RLT/ longitud total de raices laterales

secundarias).

3.2.2.2.6 Tratamientos con hormonas o salinidad en plantulas

Las semillas de los genotipos especificados se sembraron en placas de Petri cuadradas de
12 cm x 12 cm conteniendo medio MS agar sobre una unica linea, espaciadas entre si por 1
cm (cinco semillas/genotipo) y luego del periodo de estratificacion de tres dias a 4 °C y
oscuridad, las placas se colocaron en posicién vertical en las condiciones de cultivo por tres
dias. A continuacion, cada plantula fue traspasada a la correspondiente placa de Petri
conteniendo el medio MS agar suplementado con una concentracion especifica de la hormona
correspondiente o NaCl durante un tiempo particular, segun se indica en cada figura.

3.2.2.2.7 Observacion de amiloplastos en raices

Las semillas de los genotipos especificados se sembraron sobre mallas dispuestas en las
placas de Petri cuadradas de 12 cm x 12 cm que contienen el medio MS agar. Se sembraron
sobre una unica linea recta (20 semillas/genotipo) y luego del periodo de estratificacion de
tres dias a 4 °C y oscuridad, las placas se colocaron en posicién vertical en las condiciones
de cultivo por 5-10 dias. Luego, las mallas conteniendo las plantulas fueron traspasadas a
placas de Petri que contenian el medio MS agar suplementado o no con 150 mM NaCl por 8
h. Posteriormente, cada plantula fue sometida a tincién con Lugol por 10 min y luego de
montada en el portaobjeto, se colocé por 3 min en forma vertical. A continuacion, se realizo la
observacién de los amiloplastos en la punta de la raiz utilizando un microscopio 6ptico Eclipse
E200.

74



RESULTADOS

“No debemos olvidar que cuando se descubrié la Radio nadie sabia que
seria util en los hospitales. El trabajo era ciencia pura. Esta es una prueba
de que el trabajo cientifico no debe ser considerado desde el punto de vista
de la utilidad directa. Debe hacerse por si mismo, por la belleza de la
ciencia, y recién entonces porque existe la posibilidad de que un
descubrimiento cientifico se convierta en un beneficio para la humanidad”

Marie Curie
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4 RESULTADOS

4.1 El factor de transcripcion AtHB23 cumple un papel importante y
diferencial en el desarrollo de raices secundarias y terciarias

4.1.1 El gen AtHB23 reprime la iniciacion de raices secundarias

Los primeros indicios del rol de AtHB23 en el desarrollo radicular se obtuvieron al realizar un
andlisis histoquimico de la regién promotora del gen dirigiendo la expresion del reportero GUS
(promotorAtHB23:GUS:GFP). A lo largo de la raiz principal, la actividad del promotor AtHB23
se detectd en las zonas circundantes a las primeras divisiones del desarrollo de las raices
laterales (Figura 21 a). Hasta la etapa IV del desarrollo de raices laterales [19], la actividad del
promotor de AtHB23 se restringio a la base del primordio de raiz lateral (definido por Malamy
y Benfey, 1997[19]). Sin embargo, desde la etapa IV hasta la emergencia, no se detect6
expresién en la raiz lateral recién formada. Luego, la tincién del reportero GUS fue claramente
visible en el sistema vascular de la raiz secundaria, desapareciendo de la raiz principal
(Figura 21 b y Figura 22). Los cortes histolégicos, tomados de la raiz primaria, mostraron que
la expresién de AtHB23 se limita a la base del primordio de raiz lateral (Figura 21 c). En este
sentido se observé actividad del promotor de AtHB23 en las etapas tempranas del desarrollo
del primordio de raiz lateral, por ejemplo, entre las etapas Il a IV, sugiriendo que el rol de
AtHB23 estaria circunscripto a la iniciacion de raices laterales (Figura 21 b).

- Bl X, ;
Figura 21. AtHB23 se expresa en las zonas de iniciacion de las raices laterales. (a) Histoquimica
GUS del promotor de AtHB23 en la raiz principal de plantulas de 8 dias de edad. Las flechas negras
indican las zonas de iniciacién de la raiz lateral (RL). (b) I-VII representan las distintas etapas del
desarrollo de un primordio de raiz lateral (PRL) y RL hace referencia a raices emergidas segun Malamy
y Benfey (1997) [19]. La barra negra representa 50 um. (¢) Corte histolégico longitudinal de la raiz
principal luego de la tincién histoquimica GUS.
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Figura 22. Patrén de expresion de AtHB23 en el desarrollo PRL y RL en lineas independientes
transformadas con la construccion promotorAtHB23:GUS. Histoguimica GUS del promotor de
AtHB23 en la raiz principal de plantulas de 8 dias de edad (a) Linea independiente
promotorAtHB23:GUS-2; (b) Linea independiente promotorAtHB23:GUS-3. |-VII representan las
distintas etapas del desarrollo de un primordio de raiz lateral (PRL) y RL hace referencia a raices
emergidas segun Malamy y Benfey (1997) [19]. La barra negra representa 50 pm.

Con el objetivo de investigar el papel de AtHB23 en la formaciéon de raices laterales, se
obtuvieron plantas transgénicas silenciadas y sobreexpresantes, transformando con las
construcciones 35S:amiR-AtHB23 (o amiR23, microRNA artificial contra la regiéon 3'UTR de
AtHBZ23, la cual difiere completamente de la secuencia de su homélogo cercano AtHB13) y
35S:AtHB23 (AT23), respectivamente. Para ambos genotipos transgénicos se eligieron tres
lineas independientes en las que se evaluaron los niveles de transcripcion de AtHB23y se los
compardé con los de las plantas control Col 0 (Figura 23).

~
% 80
E 60 I
2 404 ; 1 Figura 23. Niveles de expresion de AtHB23 en
.‘g raices de plantulas amiR23 y AT23. Niveles de
A = B transcriptos relativos medidos por RT-qPCR en
E = muestras de ARN de raices de tres lineas
P ey independientes  silenciadas  para  AtHB23
E 104 (amiR23-1, amiR23-2, amiR23-3) y lineas que
.g : sobreexpresan AtHB23 (AT23-1, AT23-2, AT23-
% 0.5 3). Los niveles de transcriptos se relativizaron a
= los de plantas Col 0 aplicando el método AACH.
< 0.0- i : : Los transcriptos de actinas (ACTINAZ y
% B ok N Nk S ACTINAS) se utilizaron como normalizadores Las
® _Q[Lrb _Q,'Lrb ‘berb ,(f:" ,{f’ ,{f}’ barras de error representan SEM (SEM=SE/N;
@6\\ ,a@\ ,&(\‘\ G A donde SE como Desviacion Estandar y N =

cantidad de muestras).

A continuacion, se evalu6 el fenotipo de estas tres lineas transgénicas de cada genotipo. Se
cuantificé la longitud de la raiz primaria, asi como la densidad de las raices iniciadas y
emergidas. En plantulas de 8 dias de edad, no se detectaron diferencias significativas entre
los genotipos en la longitud de la raiz primaria o en la densidad de raices laterales emergidas
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(RLs) (Figura 24 a y 24 e). Sin embargo, la densidad de las raices laterales iniciadas (PRL)
fue significativamente mayor en las plantas silenciadas amiR23 respecto de las plantas Col 0
o sobreexpresantes AT23 (Figura 24 b y 24 f), influyendo en el numero total de raices
laterales (Figura 24 d y 24 h).
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Figura 24. AtHB23 actua como represor de la iniciacion de raices laterales. Longitud relativa de la
raiz principal de plantas de 8 dias de edad: Col 0, amiR23-1 y AT23-1 (a); Col 0, amiR23-2, amiR23-3
(e). Densidad relativa de PRL calculada como el numero de PRL/mm de la raiz principal en plantas de
8 dias de edad: Col 0, amiR23-1 y AT23-1 (b); Col 0, amiR23-2, amiR23-3 (f). Densidad relativa de RL
calculada como el numero de LR/mm de la raiz principal en plantas de 8 dias de edad: Col 0, amiR23-1
y AT23-1 (c); Col 0, amiR23-2, amiR23-3 (g). Densidad relativa del total RL (PRL + RL), calculada
como numero total de RL/mm de la raiz principal en plantas de 8 dias de edad: Col 0, amiR23-1 y
AT23-1 (d); Col 0, amiR23-2, amiR23-3 (h). Los valores se relativizaron a los medidos en el control Col
0, tomados como 1 (uno). Los ensayos se repitieron al menos tres veces con N: 15/genotipo. Las
barras de error representan SEM (SEM=SE/VN; donde SE como Desviacién Estandar y N = cantidad
de muestras). Los asteriscos indican diferencias significativas al hacer una prueba- t de Student entre
Col 0 y cada linea transgénica (** P <0.01, *** P <0.001, **** P <0,0001).

Durante la caracterizacion detallada de los primordios de raiz lateral en los distintos
genotipos hicimos una observacion interesante. Este estudio reveld que la mayor densidad de
raices laterales iniciadas en las plantas amiR23 se corresponde con una mayor proporcion de
raices iniciadas en etapa IV cuando se las compara con sus controles o con plantas
sobreexpresantes AT23 (Figura 25).
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||| Figura 25. Las plantas silenciadas amiR23
presentan sus PRL arrestados en la etapa IV.
Il Proporcion de PRL en cada etapa de desarrollo
| (I-VII segun lo definido por Malamy y Benfey
1997[19]) en plantas Col 0, amiR23-1y AT23-1
de 7 dias de edad. Los ensayos se repitieron al
menos tres veces con N: 15/genotipo. Las
barras de error representan SEM
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El fenotipo diferencial de las plantas amiR23 fue rescatado cruzandolas con plantas AT23, lo
que corrobora la funcién asignada a este FT (Figura 26). El conjunto de estos resultados

permitié concluir que AtHB23, efectivamente, participa en la iniciacion de raices laterales.
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Figura 26. AtHB23 es capaz de rescatar el fenotipo diferencial de las plantas silenciadas amiR23.
(a) Longitud relativa de la raiz principal de plantas Col 0, amiR23-1y amiR23-1xAT23-1 de 8 dias de
edad. (b) Densidad relativa de PRL calculada como el nimero de PRL/mm de la raiz principal en
plantas Col 0, amiR23-1y amiR23-1xAT23-1 de 8 dias de edad. (c) Densidad relativa de RL calculada
como el nimero de LR/mm de la raiz principal en plantas Col 0, amiR23-1 'y amiR23-1xAT23-1 de 8
dias de edad. (d) Densidad relativa del total RL (PRL + RL), calculada como nimero total de RL/mm de
la raiz principal en plantas Col 0, amiR23-1 'y amiR23-1xAT23-1 de 8 dias de edad. Los valores se
relativizaron a los medidos en el control Col 0, tomados como 1 (uno). Los ensayos se repitieron al
menos tres veces con N: 15/genotipo. Las barras de error representan SEM (SEM=SE/VN). Los
asteriscos indican diferencias significativas al hacer una prueba- t de Student entre Col 0 y cada linea
transgénica (** P <0.01, *** P <0.001, **** P <0,0001).
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4.1.2 El gen AtHB23 se regula por auxinas

Considerando el papel integrador de las auxinas en el desarrollo radicular, se planteé si estas
hormonas estarian regulando la expresion de AtHB23. Se trataron plantulas de 7 dias de
edad con 1 uM IAA (auxinas exdgenas) y se observo una respuesta clara al tratamiento. Los
niveles de transcriptos de AtHB23 disminuyeron a las 3 h mientras que, por lo contrario, a las
12 h los niveles aumentaron significativamente (Figura 27 a). La induccion de 12 h se
corroboré adicionalmente por analisis histoquimico del reportero GUS en plantas transgénicas
promotorAtHB23:GUS:GFP (Figura 27 b).
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Figura 27. AtHB23 es un gen de respuesta a auxinas. (a) Niveles relativos de transcriptos de
AtHBZ23 en raices de plantulas de 7 dias de edad cultivadas en condiciones estandar o con 1 uM de
IAA agregado durante 1, 3, 6 0 12 h. Los niveles de transcriptos se relativizaron a los de plantas Col 0
aplicando el método AACt. Los transcriptos de actinas (ACTINA2 y ACTINAS8) se utilizaron como
normalizadores. Las barras de error representan SEM (SEM=SE/VN) (b) Histoquimica de plantas
promotorAtHB23:GUS de 8 dias de edad: raices cultivadas en condiciones control (panel superior) o
tratadas con 1 uM de |AA (panel inferior) durante 12 h. La barra negra indica 50 um.

Ademas, se evalud el efecto del tratamiento con auxinas exdégenas en plantulas amiR23,
AT23 y Col 0. Una observacion muy interesante fue que las plantas amiR23 resultaron ser
menos sensibles a las auxinas, formando un numero similar de primordios de raiz lateral que
los genotipos AT23 y Col 0 luego del tratamiento. Estos resultados indican que las auxinas
compensarian la caida de los niveles de AtHB23 (Figura 28).
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Figura 28. Las plantas silenciadas amiR23 son menos sensibles a las auxinas que sus controles.
Longitud relativa de la raiz principal de plantas de 8 dias de edad cultivadas en condiciones de control
o tratadas con 1 pM IAA: Col 0, amiR23-1 y AT23-1 (a); Col 0, amiR23-2, amiR23-3 (e). Densidad
relativa de PRL calculada como el nimero de PRL/mm de la raiz principal en plantas de 8 dias de edad
cultivadas en condiciones control o tratadas con 1 pM IAA: Col 0, amiR23-1 y AT23-1 (b); Col 0,
amiR23-2, amiR23-3 (f). Densidad relativa de RL calculada como el nimero de LR/mm de la raiz
principal en plantas de 8 dias de edad cultivadas en condiciones de control o tratadas con IAA 1 pM:
Col 0, amiR23-1 y AT23-1 (c); Col 0, amiR23-2, amiR23-3 (g). Densidad relativa del total RL (PRL +
RL), calculada como numero total de RL/mm de la raiz principal en plantas de 8 dias de edad
cultivadas en condiciones de control o tratadas con 1 uM IAA: Col 0, amiR23-1 y AT23-1 (d); Col 0,
amiR23-2, amiR23-3 (h). Los valores se normalizaron con los medidos en el control Col 0, tomados
como 1 (uno). Los ensayos se repitieron al menos tres veces con N: 15/genoctipo. Las barras de error
representan SEM (SEM=SE/VN). Las letras diferentes indican diferencias significativas (prueba de
Tukey, P <0.01).

En forma concordante, la diferencia significativa en la densidad de raices laterales entre las
plantas amiR23y Col 0 desapareci6 en presencia de NPA (un inhibidor del transporte polar de
auxinas, [145] (Figura 29), vinculando asi el rol de AtHB23 con la presencia de auxinas en las
raices de las plantas.
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Figura 29. El tratamiento con el inhibidor del trasporte polar de auxinas (NPA) confirmé que las
plantas silenciadas amiR23 son menos sensibles a las auxinas. Longitud relativa de la raiz
principal de plantas Col 0 y amiR23-1 de 8 dias de edad cultivadas en condiciones de control y tratadas
con 1 uM NPA (a) o con 0.1 uM NPA (e). Densidad relativa de PRL calculada como el nimero de
PRL/mm de la raiz principal en plantas Col 0 y amiR23-1 de 8 dias de edad cultivadas en condiciones
de control y tratadas con 1 uM NPA (b) o con 0.1 uM NPA (f). Densidad relativa de RL calculada como
el nimero de LR/mm de la raiz principal en plantas Col 0 y amiR23-1 de 8 dias de edad cultivadas en
condiciones control y tratadas con 1 uM NPA (c) o con 0.1 uM NPA (g). Densidad relativa del total RL
(PRL + RL), calculada como numero total de RL/mm de la raiz principal en plantas Col 0 y amiR23-1 de
8 dias de edad cultivadas en condiciones control y tratadas con 1 uM NPA (d) o con 0.1 pM NPA (h).
Los valores se normalizaron con los medidos en el control Col 0, tomados como 1 (uno). Los ensayos
se repitieron al menos tres veces con N: 15/genotipo. Las barras de error representan SEM
(SEM=SE/N; donde SE como Desviacién Estandar y N = cantidad de muestras). Las letras diferentes
indican diferencias significativas (prueba de Tukey, P <0.01).

4.1.3 Las plantas silenciadas amiR23 presentan una distribucion alterada de
auxinas

Teniendo presente la relacion entre AtHB23 y las auxinas, se decidié investigar la expresion
de transportadores especificos de auxinas como AUX1, LAX1y LAX3 en las plantas amiR23,
asi como el pico de respuesta a auxinas por medio del reportero sintético DR5. La seleccion
de dichos transportadores se realizd6 en funcién de sus patrones de expresidén en raices,
informados previamente [23]. Los resultados obtenidos fueron muy interesantes; el analisis
histoquimico de cada cruza indicé una reduccion de la tincion en comparacion con la de las
plantas parentales correspondientes a las mismas condiciones (Figura 30). En particular, el
patron de expresion del promotor LAX3 fue el mas alterado; permanecio activo en el sistema

vascular de la raiz principal, mientras que no se observd tincién en las raices laterales
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emergidas, aun luego de permanecer un tiempo prolongado en la solucion de tincién (16 h)
(Figura 30 d).

Figura 30. La expresion de LAX3 esta
reprimida en plantas silenciadas amiR23.
Panel izquierdo: (a), (b), (c), (d): histoquimica de
GUS en plantas transgénicas
(promotorDR5:GUS, promotorAUX1:GUS,
promotorLAX1:GUS 'y promotorLAX3:GUS) de 8
dias. Panel derecho: las plantas descriptas en el
panel izquierdo se cruzaron con las plantas
amiR23-1. La barra negra indica 50 pm.

En la Figura 31 b se puede observar que luego de 3 h de reaccién histoquimica, el
promotorLAX3:GUS mostré un patrén de expresibn mas restringido, comparado con el
observado luego de 16 h, de acuerdo con lo informado previamente [25]. La regulacién de
transportadores de auxinas mediada por AtHB23 parece ser especifica para LAX3, debido a
que las otras cruzas, promotorAUX1:GUSxamiR23-1 y promotorLAX1:GUSamiR23-1 no
mostraron ningin cambio en el patrédn de expresion del reportero, aunque si una leve

variacion en la intensidad (Figura 10 b y c). Estos resultados indicaron fuertemente que existe
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una regulacion tejido-especifica positiva de LAX3 por AtHB23, asi como una ligera
modulacion de los otros dos transportadores y la actividad DR5.

(e

|

Figura 31. LAX3 se expresa a lo largo del desarrollo de raices laterales. Histoquimica GUS del
promotor LAX3 en la raiz principal de plantulas de 8 dias de edad. I-VIl representan las distintas etapas
de desarrollo de un primordio de raiz lateral (PRL) y raiz lateral emergida (RL) hace referencia a raices
emergidas segun Malamy y Benfey (1997)[19]. La tincién de GUS se realizé durante 16 h (a) o 3 h (b).
La barra negra representa 50 um.

4.1.4 AtHB23 regula la expresion de LBD16y LAX3

Los genes LBD fueron asociados con eventos de iniciacion y emergencia de raices laterales.
En particular, la expresion de LBD16 y LBD29 se induce por auxinas, y LBD29 regula la
expresién de LAX3 en las etapas tempranas del desarrollo del primordio de raiz lateral [20].
Recientemente se vinculé también a LBD14 con la emergencia de raices laterales [146]. Se
analizaron los promotores de estos genes en busca de secuencias que pueden unir los FTs
HD-Zip |. Todos presentaron al menos un pseudopalindromo putativo perfecto
CAAT(A/T)ATTG, informado previamente como secuencia diana de las proteinas HD-Zip |
tanto in vitro como in vivo [85], [105], [147]. Con el objetivo de comprender ain mas el
mecanismo molecular subyacente mediado por AtHB23 en el desarrollo de raices laterales
dependiente de las auxinas, se evaluaron los niveles de transcriptos de los mencionados
genes LBD en raices de plantas silenciadas amiR23 de 7 dias, tratadas o no con 1 uM IAA.
La expresion de LDB16 se indujo significativamente por el tratamiento con auxinas en las
plantas amiR23, lo que indicé que AtHB23 reprime a LBD16 durante la formacion de raices
laterales (Figura 32 a). Por otro lado, LBD14, LBD29 y LAX3 no mostraron ninguna diferencia
entre las raices de plantas Col 0 o amiR23 en respuesta a la hormona (Figura 32 a). En
plantulas de 8 dias de edad se observo un escenario diferente; LAX3 resulto reprimido en las
plantas amiR23 (Figura 32 b), siendo éste el momento en el cual emergen las raices laterales.
Considerando los distintos efectos transcripcionales de AtHB23 sobre LBD16 y LAXS3, los
resultados sefalan que este FT HD-Zip | participa en diferentes mecanismos que modulan

genes de respuesta a auxinas en el desarrollo radicular.
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Figura 32. LBD16 y LAX3 son regulados por AtHB23. (a) Niveles de expresién de LBD14, LBD16,
LBD29y LAX3 en raices de plantas Col 0 y amiR23-1 de 7 dias de edad, tratadas o no con 1 pM IAA.
(b) Niveles de expresién de LAX3 en raices de plantas Col 0 y amiR23-1 de 8 dias de edad crecidas en
condiciones control. Los niveles de transcriptos se relativizaron a los de plantas Col 0 en condiciones
control aplicando el método AACt. Los transcriptos de actinas (ACTINA2 y ACTINAS8) se utilizaron
como normalizadores. Las barras de error representan SEM (SEM=SE/VN). Letras diferentes indican
diferencias significativas (prueba de Tukey, P <0.01).

4.1.5 LBD16y LAX3 son blancos directos de AtHB23

A partir de los resultados obtenidos, se consider6 si AtHB23 podria regular directamente los
factores centrales en el desarrollo de raices laterales. Para responder esta pregunta, se
realizaron ensayos de Inmunoprecipitacion de Cromatina seguidos de qPCR (ChIP-gPCR)
utilizando plantulas transformadas con la construccion promotorAtHB23:AtHB23:GFP:GUS.
Los niveles de transcripcion del transgén se pueden observar en la Figura 33.

124

104

Figura 33. Niveles relativos de transcriptos de
GFP en plantas transformadas con Ila
6 construccion promotorAtHB23:AtHB23:GFP.
Las muestras de ARN se aislaron de plantas
promotorAtHB23:AtHB23:GFP (lineas A, B, C) de

Niveles relativos de transcriptos de GFP

b 10 dias de edad. Los niveles de transcriptos de
GFP se relativizaron a la linea de menor
2 expresién aplicando el método AACt. Los
transcriptos de actinas (ACTINA2 y ACTINAS8) se
04 utilizaron como normalizadores. Las barras de

A B G error representan SEM (SEM=SE/VN).
Lineas promotorAtHB23:AtHB23:GFP

Se evalué la union directa de AtHB23 al pseudopalindromo perfecto HD-Zip |
CAAT(A/T)ATTG, presente en los promotores de LBD14, LBD16, LBD29 y LAX3 (Figura 34
a). La hipétesis de union directa de estos promotores por AtHB23 se corroboré para los genes
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LBD16y LAX3, mientras que fue negativa para LBD14 y LBDZ29. Esto nos llevé a analizar en

mas detalle las regiones promotoras de LBD16 y LAX3. AtHB23 mostré una unién concreta al

elemento cis HD-Zip | en la region promotora de LBD16 (-1100 pb, P2) (Figura 34 b). Para el

caso de LAX3, AtHB23 se uni6 especificamente al elemento cis predicho como HD-Zip

perfecto (-135 pb, P3), mientras que no se unié a ninguna de las otras regiones adicionales

analizadas, incluida una caja HD-Zip imperfecta (P2) (Figura 34 c). En conjunto, estos

resultados indicaron que AtHB23 es capaz de regular directamente tanto a LBD16 como a

LAXS.
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Figura 34. AtHB23 regula directamente LBD16
y LAX3. Ensayo de inmunoprecipitacién de la
cromatina  (ChIP-PCR)  utilizando  nucleos
obtenidos  de plantulas de 8 dias
promotorAtHB23:AtHB23:GUS:GFP-C. (a) Las
secuencias diana consenso reconocidas por FT
de tipo HD-Zip | presentes en los promotores de
LBD14, LBD16, LBD29y LAX3 se evaluaron para
determinar la unién de AtHB23 in vivo. (b) Se
evaluaron diferentes secuencias reguladoras
putativas en el gen LBD16. (c) Secuencias
reguladoras putativas evaluadas en el gen LAXS.
En (b) y (c), representacion esquematica de los
genes LBD16 y LAX3 que indican dénde
coinciden los oligonucleétidos disefiados para
cada uno (P1, P2, P3 y P4). En todos los casos
se us6 PP2A como control negativo,
determinando el nivel de fondo. Los valores se
expresan como la relacion entre AtHB23:GFP IP
e IgG IP utilizada como control negativo. Las
barras representan la desviacién estandar (SE).
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4.1.6 AtHB23 es el eslabon faltante entre ARF7 y los genes LBD16y LAX3

En el complejo modelo de FTs que participan en el desarrollo de raices laterales, junto con
los genes LBD participan otros genes claves, como los ARFs. La actuacién de éstos se
observa en distintos médulos (Lavenus y col 2015[115]). Por ejemplo, en las células
precursoras de raices laterales LRFC, LBD16 y LBD29 son blancos del par de FTs
ARF7/ARF19, mientras que, en la corteza y epidermis, el mismo par regula a LBD18 [116], y
al transportador de auxinas LAX3 [25]. Recientemente, se demostré el reconocimiento directo
de LBD16 por ARF7 [56]; mientras que aun se desconoce el intermediario molecular entre
LAX3y ARF7/19. Entonces, con la finalidad de resolver en mas detalle la posicion de AtHB23
en esta intrincada red de FTs, se midieron los niveles de transcriptos de AtHB23, LBD16'y
LAX3 en plantas mutantes arf7/arf19 en condiciones control y luego de un tratamiento de 12 h
con auxinas (Figura 35 a). Como se esperaba, en plantas Col 0 los niveles de transcriptos de
LBD16, LAX3 y AtHB23 fueron inducidos por el tratamiento. En forma contrastante, no se
observaron cambios transcripcionales de estos genes en las plantas mutantes arf7/arf19
luego del tratamiento.
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Figura 35. La activacion transcripcional por auxinas de LBD16, LAX3 y AtHB23 es dependiente
de ARF7/19. Niveles relativos de transcripcién de LBD16 (a), LAX3 (b) y AtHB23 (c) en plantas Col 0 y
mutantes arf7/arf19 de 7 dias de edad crecidas en condiciones control o con 1 uM de IAA. Los niveles
de transcriptos se relativizaron a los de plantas Col 0 en condiciones control aplicando el método AACH.
Los transcriptos de actinas (ACTINA2 y ACTINAS) se utilizaron como normalizadores. Las barras de
error representan SEM (SEM=SE/VN; donde SE como Desviacién Estandar y N = cantidad de
muestras). Las letras diferentes indican diferencias significativas (prueba de Tukey, P <0.01).

A partir de estos resultados, se realiz6 un experimento de ChIP-gPCR para dilucidar si
AtHB23 era el blanco directo de los FT ARFs. Para el mismo, se utilizaron plantas mutantes
arf7/arf19 transformadas con la construccion promotorARF7:ARF7:GR, que presenta un
receptor de glucocorticoide inducible por dexametasona [115]. Para promover la activacion de

87



RESULTADOS

ARF7 las plantas se trataron con 1 uM IAA durante 4y 12 h, y luego se tomaron las muestras.
En la regién promotora de AtHB23 se identificaron dos sitios de union putativos para los FTs
ARF (Figura 36 a). Notablemente, ambos elementos cis fueron unidos directamente por
ARF7, utilizando el promotor de LBD16 como control positivo [56], [115], a diferencia de otros
sitios utilizados como controles negativos (Figura 36 b y 36 c). Por otro lado, el promotor de
LBD16 dio positivo luego de 4 h de tratamiento, pero no a las 12 h, de acuerdo con lo
informado anteriormente [56]. Por otro lado, uno de los sitios en el promotor de AtHB23
presentd unién en ambas muestras, la de 4 y la de 12 h de tratamiento, mientras que el otro
sitio so6lo dio positivo sélo a las 4 h, indicando cinéticas de union dinamicas para estos dos
blancos de ARF7. Estos resultados corroboraron que ARF7 controla directamente la
expresion de AtHB23 durante el desarrollo radicular.
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4.1.7 El gen AtHB23 presenta patrones de expresion diferentes en raices
secundarias y terciarias

Como se menciond anteriormente la regulacion transcripcional de LAX3 por AtHB23 ocurre
especificamente en las raices laterales emergidas, si bien este gen también se expresa

durante el desarrollo de raices secundarias (Figura 31 a) y terciaras (Figura 37).

VI RLT k RLT W

Figura 37. LAX3 se expresa a lo largo del desarrollo de raices laterales terciarias. Histoquimica
GUS del promotor LAX3 en raices secundarias de plantulas de 15 dias de edad. I-VIl representan las
distintas etapas del desarrollo de un primordio de raiz lateral terciaria (PRLT) y RLT hace referencia a
raices emergidas terciarias segun Malamy y Benfey (1997)[19]. La tincién de GUS se realizé durante
16 h. La barra negra representa 50 pm.

Se decidi6 explorar mas detalladamente como se expresa AtHB23 en este 6rgano lateral en
los distintos 6rdenes de ramificacion radicular. Resultd interesante observar que la expresion
del reportero GUS dirigida por el promotor AtHB23 a lo largo de la las raices secundarias
present6 una actividad fuerte y extendida en los primordios de raices laterales, de las
denominadas raices terciarias (Primordios de Raices Laterales Terciarias, PRLT) (Figura 38 b
y 38 c). Este patrdn de expresién se distinguié claramente del de un primordio de raiz lateral
secundario, formado a partir de una raiz primaria (Figura 38 a, Figura 21 a). Mas aun, la
expresion de GUS continu6é siendo estable y fuerte durante la emergencia de las raices
terciarias (Raices Laterales Terciarias, RLT) (Figura 38 c, Figura 39). Cabe destacar que
desde la etapa V hasta la emergencia de una raiz terciaria, el patrén de expresién de AtHB23
es realmente diferente de las raices laterales, en las que la expresion de AtHB23 se disipd
repentinamente (Figura 21 b). Ademas, la raiz secundaria permanecio tenida al aparecer la

raiz terciaria, mientras que la raiz primaria en la etapa equivalente no mostr6 tincién GUS.
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(a) (b)/ ().
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Figura 38. El patron de expresion de AtHB23 es diferente en las raices primarias y secundarias.
Expresion de AtHBZ23 en raices primarias (a) y secundarias (b) de plantulas promotorAtHB23:GUS de
15 dias de edad. Las flechas indican la zona de iniciacién de una raiz lateral secundaria. (c) Patrén de
expresion de AtHBZ23 durante la formacién de raices laterales terciarias. I-VII representan diferentes
etapas (siguiendo la clasificacion realizada para PRL por Malamy y Benfey, 1997 [19]) de primordio de
la raiz lateral terciaria (PRLT) y raices emergentes terciarias (RLT). La barra negra indica 50 um.

Figura 39. Patron de expresion de AtHB23 en el desarrollo de un primordio de raiz lateral
terciaria y raices emergentes terciarias en lineas independientes con la construccion
promotorAtHB23:GUS. Histoquimica GUS del promotor AtHB23 en raices secundarias de plantulas
de 15 dias de edad (a) Linea independiente promotorAtHB23:GUS-2; (b) Linea independiente
promotorAtHB23:GUS-3. 1-VII representan las distintas etapas del desarrollo de un primordio de raiz
lateral terciaria (PRLT) y LRT hace referencia a raices emergidas terciarias segun Malamy y Benfey
(1997) [19]. La barra negra representa 50 um.

Por otra parte, la tincién GUS revel6 que la actividad promotorLAX3:GUS se extiende a lo
largo del primordio de raices secundarias y terciarias emergentes (Figura 38 y Figura 39). Sin
embargo, el promotor de LAX3 sigui6 activo en raices terciarias en el fondo amiR23-1 (pero
no en raices secundarias), lo que sugiri6 que la activacién del promotor de LAX3 no esta
regulada por AtHB23 en raices terciarias (Figura 40). En conjunto, estos resultados indicaron
que existe un programa genético diferencial mediado por AtHB23 en la formacién de raices

secundarias y terciarias.
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RLT

50 um

Figura 40. LAX3 no es regulado por AtHB23 en raices laterales terciarias. Histoquimica de GUS de
raices laterales terciarias (RTL) de plantas transgénicas promotorLAX3:GUS (a) y plantas
promotorLAX3:GUSxamiR23-1 de 15 dias. La barra negra indica 50 pm.

4.1.8 AtHB23 regula en forma diferencial la emergencia de raices laterales

secundarias y terciarias

Las observaciones anteriores condujeron a explorar con mas detalles el desarrollo de raices
terciarias y compararlas con raices secundarias. Cabe sefialar que practicamente no se
encontré bibliografia sobre la caracterizacibn de raices de mayor orden que
primarias/secundarias en plantas dicotiledéneas. Es notorio que el sistema de raiz primaria
dando lugar a las secundarias haya sido estudiado con tanto detalle y no se haya puesto
atencion en qué ocurria a nivel molecular en los procesos subsiguientes. Considerando esto,
se evalué la formacién de raices laterales terciarias en plantas silenciadas amiR23 y plantas
Col 0. Notablemente, 10 dias luego de la germinacion, el silenciamiento de AtHB23 repercutio
en una mayor densidad de primordios de raices laterales terciarias y raices laterales
terciarias, en comparacion con plantas control Col 0 (Figura 41), indicando que AtHB23
participa en el inicio de primordios de raices secundarias y primordios de raices terciarias,
mientras que solo participa en la emergencia de raices laterales terciarias. Considerados
conjuntamente, estos resultados indicaron que el inicio y el desarrollo de raices secundarias y
terciarias estan regulados por complejos transcripcionales alternativos que involucran a

AtHB23, modulando la arquitectura tridimensional del sistema radicular.
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Figura 41. AtHB23 reprime tanto la iniciacion como la emergencia de raices laterales terciarias.
(a) Longitud relativa como la suma de la longitud total de raices laterales (RL), (b) Densidad relativa de
primordios de raiz lateral terciarias (PRLT), (c) Densidad relativa de raices laterales terciarias (RLT), (d)
Densidad relativa total de RLT (PRLT + RLT) en plantulas Col 0, amiR23-1, amiR23-2 y amiR23-3 de
10 dias de edad crecidas en condiciones control. Los valores se normalizaron con los medidos en el
control Col 0 tomados como 1 (uno). Los ensayos se repitieron al menos tres veces con N: 15 /
genotipo. Las barras de error representan SEM (SEM=SE/N). Los asteriscos indican diferencias
significativas al hacer una prueba- t de Student entre Col 0 y cada linea transgénica (** P <0.01, *** P
<0.001, **** P <0,0001).

4.1.9 AtHB23 regula positivamente la distribucion de auxinas en raices terciarias

Como se sefald anteriormente una raiz de tercer orden no sigue las mismas vias
moleculares de desarrollo que una raiz secundaria que crece desde de la raiz principal.
Particularmente, se demostrd que el patrén de expresion del gen HD-Zip | AtHB23 difiere
convincentemente entre un primordio de raiz lateral secundaria y un primordio de raiz
terciaria. Siguiendo la linea de investigacion sobre el desarrollo de raices laterales a partir de
raices primarias y secundarias, se analizé la expresibn de los promotores de los
transportadores de auxinas AUX7y LAX1, y la respuesta a auxinas (con el reportero sintético
DR5) en raices terciarias. Se utilizaron las plantas transgénicas transformadas con las
construcciones promotorAUX1:GUS, promotorLAX1:GUS y promotorDR5:GUS, tanto en
fondo genético Col 0 como en las cruzas con las plantas silenciadas amiR23. El analisis
histoquimico del reportero GUS no mostré diferencias significativas entre raices secundarias y
terciarias para el caso de los promotores de los transportadores de auxinas (AUX7y LAXT) en
plantas promotorAUX1:GUSxamiR23-1y promotorLAX1:GUSxamiR23-1 (Figura 42 b 'y 42 c).
Por el contrario, en las plantas cruzadas promotorDR5:GUSxamiR23-1 desaparecié el pico de
auxinas tanto en los primordios de raices laterales terciarias como en las raices laterales
terciarias (Figura 42 a), lo que corrobora que el FT AtHB23 seria un factor importante, pero

con roles diferentes en el desarrollo de raices laterales secundarias y terciarias.
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Figura 42. La actividad del reportero
DR5 es reprimida en raices laterales
terciarias de plantas silenciadas amiR23.
Panel izquierdo: (a), (b), (c): histoquimica
de GUS en plantas transgénicas
(promotorDR5:GUS, promotorAUX1:GUS,

promotorLAX1:GUS) de 15 dias. Panel
derecho: las plantas descriptas en el panel
izquierdo se cruzaron con las plantas
amiR23-1. La barra negra indica 50 um.

4.1.10 El patréon de expresion de LBD16, un blanco directo de AtHB23, difiere

entre la raiz principal y las raices laterales

Ademas de LAXS3, otro de los blancos directos identificados para AtHB23 fue LBD16. Las
plantas transgénicas que contienen la secuencia del promotor de LBD16 dirigiendo la
expresion del reportero GUS fueron descriptas previamente [111]. Utilizando las plantas
transformadas con la construccion promotorLBD16:GUS, se investigd por analisis
histoquimico la expresion de LBD16 en todos los 6rdenes de raices: primarias, secundarias y
terciarias. Una observacién muy interesante fue la tincién de GUS, tanto en el tejido vascular
como en la punta de las raices secundarias y de las raices terciarias, mientras que, de
acuerdo a lo descripto en la literatura, no se observo expresion en la punta de la raiz principal
(Figura 43). Esta evidencia experimental sustenta aun mas la idea de que las raices

secundarias y terciarias siguen diferentes programas moleculares de desarrollo.

(b) Figura 43. La expresion de LBD16 en la
punta de la raiz difiere dependiendo del
orden de ramificacion radicular.
Histoquimica GUS de plantas
promotorLBD16:GUS de 15 dias. (a)
Punta de raiz principal (RP); (b) Puntas de
dos raices laterales (RL) representado
distintas etapas de emergencia vy
desarrollo radicular; (¢) Punta de raiz
lateral terciaria (RLT). La barra negra
indica 50 pum.
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4.2 El desarrollo de raices laterales depende del ecotipo

4.2.1 El desarrollo de las raices secundarias y terciarias difiere entre los
ecotipos Col 0y Ler

Considerando la complejidad del proceso de desarrollo de raices laterales y teniendo
presente que en muchas ocasiones las lineas mutantes que se requieren para llevar a cabo el
estudio particular de un gen no presentan el mismo fondo genético, se decidié evaluar el
desarrollo de raices laterales a partir de las raices primarias y secundarias en los genotipos
Col 0 y Ler. A partir de un fenotipado exhaustivo se pudieron detectar claras diferencias entre
ambos genotipos. A los 8 dias de crecimiento, las plantas Ler presentaron raices primarias
mas largas que las plantas Col 0, mientras que en las raices secundarias se observé lo
opuesto, es decir, la sumatoria de la longitud de todas las raices secundarias fue mayor en
plantas Col 0 que en plantas Ler (Figura 44 a). Por otro lado, las plantas Ler exhibieron un
mayor numero de primordios de raices laterales en comparacion con plantas Col 0; sin
embargo, no se observaron diferencias significativas para este estadio en plantas de 14 dias
de edad (Figura 44 b). De manera similar, el numero de raices laterales en la raiz principal fue
mayor el genotipo Ler que en el Col 0 en plantas de 8 dias de edad, y se observé lo contrario
en las raices secundarias de plantas de 14 dias (Figura 44 c). De acuerdo con estas
observaciones, se desarrollé un mayor numero de raices laterales totales a partir de raices
principales en plantas Ler que en Col 0, mientras que las raices laterales totales en raices
secundarias fueron ligeramente menos en genotipo Ler respecto de Col 0 (Figura 44 d). Este
andlisis se puede visualizar directamente en las fotografias ilustrativas de las plantulas Col 0 y
Ler de 8 y 14 dias de edad que se muestran en las Figura 44 e-h, respectivamente. En base a
estos resultados se desprende que el desarrollo de raices laterales, tanto a partir de las raices
principales como de las raices secundarias, se modula de forma diferencial en los genotipos
Col Oy Ler.

94



RESULTADOS

(@) 40, (b) 25
204
3 30
E _, 151
B2 T
=2
s * 104
5 .
= 10 54
0- 0-
 Col0 Ler Col0 Ler Col0 Ler Col0 Ler
"Raiz principal  Raiz Lateral | "Raiz principal  Raiz Lateral |
(©) 5. d)
10- 10-
) -
1 4 o
54 5

0
,Col0 Ler  ColO Ler |
Raiz principal  Raiz Lateral

Col0 Ler  ColO Ler |
Raiz principal Raiz Lateral

Figura 44. El desarrollo de las raices secundarias y terciarias difiere entre los ecotipos Col 0 y
Ler. (a) Longitud de la raiz principal de plantas de 8 dias edad y longitud total de las raices secundarias
laterales de las de 14 dias de edad. (b) Numero de primordios de raices laterales (PRLs) en la raiz
principal de plantas de 8 dias de edad y en las raices secundarias de plantas de 14 dias de edad. (c)
Raices laterales (RL) a lo largo de la raiz principal de plantas de 8 dias de edad y a lo largo de las
raices secundarias de plantas de 14 dias de edad. (d) Raices laterales totales (PRL + RL) a la raiz
principal de plantas de 8 dias de edad y en raices secundarias de plantas de 14 dias de edad. (e)
Plantulas de ecotipo Col 0 de 8 dias de edad. (f) Plantulas de ecotipo Ler de 8 dias de edad. (@)
Plantula de ecotipo Col 0 de 14 dias de edad. (h) Plantula ecotipo Ler de 8 dias de edad. Los ensayos
se repitieron al menos tres veces con N: 15/genotipo. Las barras de error representan SEM
(SEM=SEAN; donde SE como Desviacién Estandar y N = cantidad de muestras). Los asteriscos
indican diferencias significativas al hacer una prueba Sindak-Bonferroni a= 5% (* P <0,0001).
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4.3 El rol de AtHB23 en la arquitectura radicular en respuesta a la
salinidad

4.3.1 La expresion de AtHB23 esta regulada por NaCl afectando la arquitectura
radicular

Algunos miembros de la familia HD-Zip | tienen funciones asociadas a las respuestas a
estrés abiotico, por lo que se decidid investigar si la expresion de AtHB23 esta regulada por
factores externos. Para esto, se sometieron plantas transformadas con la construccion
promotorAtHB23,:GUS:GFP (1793 pb corriente arriba del codon de inicio) a distintas
concentraciones de NaCl y se analizd por histoquimica la actividad del reportero GUS. En
condiciones normales, la actividad GUS se restringe a la base de los primordios de raiz lateral
en desarrollo y desaparece cuando la raiz lateral emerge; aun asi, la sefal aparece
nuevamente en el sistema vascular de las raices emergidas mas elongadas (Figura 45 a).
Luego del tratamiento, tanto con 75 mM como con 100 mM NaCl, se observo que la expresidn
del gen reportero aumenta en la base de los primordios de raiz lateral (Figura 45 b) mientras
que en la vasculatura de raices laterales se observé una clara represién de la expresion
(Figura 25 b).
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Figura 45. La expresion de AtHB23 en raices esta regulada por salinidad. Expresion de AtHB23
durante la formacién de raices laterales (RL) en condiciones control (a) y en presencia de NaCl (b) en
plantas de 8 dias de edad. (V-VI) y RL representan diferentes etapas (siguiendo la clasificacion
realizada por Malamy y Benfey, 1997[19]). La barra indica 50 um.

Con el fin de evaluar la funcién de este FT en el desarrollo radicular frente condiciones
salinas, se realizé un estudio fenotipico de plantas silenciadas amiR23 y sobreexpresantes
AT23 en dichas condiciones. Los parametros de desarrollo radicular se evaluaron en plantulas
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de tres dias edad sometidas por cinco dias adicionales a diferentes concentraciones de NaCl.
Las diferencias observadas fueron mas pronunciadas concomitantemente con el aumento de
la concentracion de NaCl. Las plantas silenciadas amiR23, tanto a 50 como a 75 mM NaCl,
presentaron una raiz primaria significativamente menor que las plantas control (Figura 46 a),
mientras que las plantas sobreexpresantes AT23 mostraron el fenotipo contrario en
condiciones control y frente a 50 mM NaCl; aun asi, cuando la concentracion de NaCl fue de
75 mM las plantas AT23 no presentaron diferencias significativas respecto a plantas salvajes
(Figura 46 e). Por otro lado, la densidad de primordios de raiz lateral fue significativamente
mayor en las plantulas amiR23 comparado con plantulas control, pero esta diferencia
disminuy6 a medida que aumenté la concentracién de NaCl (Figura 46 b). Las plantas AT23
crecidas en condiciones control no exhibieron ninguna diferencia en la densidad de primordios
de raiz lateral respecto a plantas salvajes, mientras que, en condiciones de NaCl, dicha
densidad fue significativamente menor en las plantas AT23 en comparacién con las plantas
control (Figura 46 f). La densidad de raices laterales fue significativamente mayor sélo a 75
mM NaCl, tanto para las plantulas amiR23 como para las plantulas AT23 respecto de las
plantas control (Figura 46 c y 46 g). La densidad de raices laterales totales sigui6 el patron de
densidad de primordios de raiz lateral, lo que sugiere una mayor influencia por parte del
namero de primordios de raiz lateral que del nimero de raices laterales (Figura 46 d y 46 h).
Estos resultados sugieren fuertemente un papel para AtHB23 de modulacién de la
arquitectura de la raiz en respuesta a las condiciones de salinidad.
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Figura 46. La arquitectura radicular de plantas amiR23 y AT23 se ve afectada por salinidad.
Evaluacion fenotipica de plantas Col 0, amiR23-1y AT23 de tres dias de edad tratadas con 50 mM y 75
mM NaCl por cinco dias adicionales. Longitud relativa de la raiz principal de plantas de 8 dias de edad
de los genotipos Col 0, amiR23-1 (a) y AT23-1 (e). Densidad relativa de PRL calculada como el nimero
de PRL/mm de la raiz principal en plantas de 8 dias de edad de los genotipos Col 0, amiR23-1 (b) y
AT23-1 (f). Densidad relativa de RL calculada como el nimero de LR/mm de la raiz principal en plantas
de 8 dias de edad de los genotipos Col 0, amiR23-1 (c) y AT23-1 (g). Densidad relativa del total RL
(PRL + RL), calculada como nimero total de RL/mm de la raiz principal en plantas de 8 dias de edad
de los genotipos Col 0, amiR23-1 (d) y AT23-1 (h). Los valores se normalizaron con los medidos en la
condicién control en plantas Col 0, tomados como 1 (uno). Los ensayos se repitieron al menos tres
veces con N: 15/genotipo. Las barras de error representan SEM (SEM=SE/VN; donde SE como
Desviacion Estandar y N = cantidad de muestras). Las letras diferentes indican diferencias
significativas (prueba de Tukey, P <0.01).

4.3.2 El aumento de la concentracion de NaCl y el tiempo de exposicion afectan
el crecimiento de las plantas silenciadas amiR23

Teniendo en cuenta que la raiz principal de las plantas amiR23 se afecta considerablemente
en presencia de NaCl, se realizé6 un experimento de cinética de crecimiento. Se crecieron
plantas Col 0, amiR23 y AT23 en condiciones control durante tres dias y luego se pasaron a
las placas de tratamiento con 25 mM, 50 mM y 75 mM NaCl por diez dias adicionales. Se

tomaron fotos a partir de los 4 dias, cada dos dias. En condiciones control a partir de los ocho
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dias las plantas amiR23 y AT23 presentan un fenotipo significativamente opuesto (Figura 47
a). Mientras que, a partir de los seis dias y en presencia de NaCl (25 mM, 50 mM y 75 mM)
las plantas silenciadas amiR23 presentaron raices considerablemente mas cortas respecto de
las plantas Col 0 y AT23 (Figura 47 b-d). Por otra parte, las plantas AT23 mostraron raices
mas largas que las plantas Col 0 aunque sélo a bajas concentraciones de NaCl (Figura 47 b).
Lo que indicaria que AtHB23 actuaria como regulador positivo en el crecimiento radicular en
respuesta a la salinidad. Por otra parte, las plantulas amiR23 desarrollaron una raiz principal
con una forma curva particular frente a la exposicion de NaCl, lo que sugiere que la respuesta
gravitropica se encuentra afectada. El mismo fenotipo fue demostrado por las lineas
silenciadas independientes de cada genotipo del mutante, apoyando las observaciones
descritas (Figura 48).
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Figura 47. AtHB23 promueve la elongacion de la raiz principal frente a estrés salino. (a) Longitud
de la raiz principal evaluada en plantulas Col 0, AT23-1 y amiR23-1 crecidas en condiciones control.
Las mismas pléantulas de (a) se transfirieron 3 dias después de la siembra a placas complementadas
con 25 mM (b), 50 mM (c) o 75 mM NaCl (d). Panel izquierdo: cinética de crecimiento desde el dia 4
post siembra hasta el dia 10; panel derecho: imagen ilustrativa de las mismas raices a los 10 dias
(arriba); recuadro estadistico, las diferentes letras indican diferencias significativas (prueba de Tukey, P
< 0,01). Los ensayos se repitieron al menos tres veces con N: 15/genotipo. La barra negra representa 1
cm.
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Figura 48. Fenotipo diferencial provocado por
el silenciamiento y sobreexpresion de la
expresion de AtHB23 en condiciones de
salinidad. Cinética de crecimiento de la raiz
principal desde el dia 4 post siembra hasta el dia
10 en condiciones control, 25 mM NaCl, 50 mM
NaCl y 75 mM NaCl, en plantulas
sobreexpresantes (AT23-2 y AT23-3) (a) y una
linea silenciada adicional amiR23-2 (b) con sus
respectivas plantas control Col 0. Los ensayos se
repitieron al menos tres veces con N: 15/genotipo.

A partir de los resultados anteriores, se decidié realizar un ensayo de supervivencia en

presencia de 100 mM NaCl con plantas Col, AT23-1 y amiR23-1. Para el mismo se hicieron

germinar y crecer por 3 dias las plantas en condiciones control. Luego fueron pasadas a

placas tratamiento de 100 mM NaCl y se observaron a distintos tiempos. Después de 6 dias

de tratamiento, el 58% de las plantas amiR23-1 no sobrevivié mientras que no se observaron

cambios aparentes para los otros dos genotipos (Figura 49 a). Mas tarde, a los 15 dias de

tratamiento el 96% de las plantas AT23-1 y el 89% de las plantas Col 0 sobrevivieron mientras

que sblo el 31% de las plantas amiR23-1 estaba en esa condicién (Figura 49 b). Estos

resultados indican que las plantas amiR23-1 presentan una hipersensibilidad al NaCl y

refuerzan la idea de que AtHB23 seria un regulador positivo de la respuesta a salinidad.
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Figura 49. Las plantas silenciadas en AtHB23 presentan una sensibilidad agravada al NaCl. Tasa
de supervivencia de las plantas (Col 0, AT23-1 y amiR23-1 en 100 mM de NaCl luego de 6 dias (a) y
15 dias (b) de tratamiento. Las columnas amarillas indican el % de plantas muertas, mientras que las
verdes el % de supervivientes. Los ensayos se repitieron al menos tres veces con N: 15/genotipo.

4.3.3 La expresion de AtHB23 se induce en la punta de la raiz en plantas
tratadas con NaCl

Dado el fenotipo alterado observado en plantulas con niveles reducidos (amiR23) o
aumentados (AT23) de AtHBZ23, nos preguntamos como este FT estaba afectando el
desarrollo de la raiz principal cuando su expresiéon no era detectada en la punta de la raiz
principal con la construccion promotorAtHB23,:GUS:GFP mediante reaccion histoquimica
GUS. En un principio, esa region promotora aislada de 1793 kb corriente arriba del codén de
inicio, fue definida arbitrariamente dentro de la regién intergénica, sin embargo, se desconoce
la longitud exacta del promotor del gen en estudio AtHB23. Por otro lado, se pueden localizar
diversas secuencias reguladoras en distintas regiones mas o menos cerca del sitio de inicio
de la transcripcién. Por lo cual, con la hipdtesis de que dicho segmento clonado puede
carecer 0 tener elementos en cis adicionales, se clonaron segmentos mas cortos del
promotor, se fusionaron al gen reportero GUS y luego se transformaron plantas con esas
construcciones. El mas interesante fue un segmento de 1273 pb corriente arriba del sitio de
inicio, ya que las plantas transgénicas transformadas con dicha construccidbn mostraron una
fuerte tincién en las puntas de las raices principales y secundarias, asi como en puntos
restringidos a la base de la raiz lateral emergida (linea de baja expresion) y en la raiz lateral
emergida (linea de alta expresion) (Figura 50 a). Dado que este segmento es 520 pb mas
corto que el utilizado anteriormente (Figura 1 y Figura 45), la regién eliminada podria contener
una caja de represores. Curiosamente, cuando estas plantas fueron sometidas a tratamientos
con NaCl, la tincién de GUS se increment6 significativamente en la punta de la raiz principal,

en la raiz lateral recientemente emergida, y también en la punta de la raiz lateral secundaria
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(Figura 50 b). Estos resultados concuerdan con el fenotipo diferencial en de la raiz principal
de las plantas amiR23.

(@) Control (b) +NaCl

RL —

prAtHB23 :GUS-1

— Figura 50. La expresion de AtHB23
es inducida por NaCl en las puntas

RP —

de las raices principales y raices
laterales. Imagenes ilustrativas que

‘

RL — RP
h

e RP

4.3.4 Las plantas amiR23 degradan completamente el almidon frente a estrés

muestran expresion de GUS guiada por
el promotor de AtHB23 en las puntas de
las raices principales (RP) y raices
laterales (RL) en las plantulas de 8 dias

prAtHB23_:GUS-2

de edad crecidas en condiciones control
(a) y luego colocadas durante 5 dias
adicionales en 75 mM NaCl (b). La

barra negra representa 50 pm.

RP = R

salino

La literatura cientifica indica que la sal modula la direccion del crecimiento de la raiz al
reducir la respuesta a la gravedad y en este sentido la exposicion al estrés salino provoca una
degradacién rapida de los granulos de almidén en las células de la columela de la raiz de
Arabidopsis [65]. Teniendo este precedente, se procedié a evaluar el estado de los granulos
de almidén en plantas Col 0, amiR23, AT23 sometidas a tratamiento salino. Siguiendo lo
informado en Sun y colaboradores (2018) [65], se crecieron las plantas en condiciones control
durante 5 dias y luego se pasaron a las placas tratamiento con 150 mM NaCl por 8 h. El corto
tiempo de durabilidad del tratamiento se debe a que los granulos de almidén comienzan a
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degradarse alcanzando un pico maximo a las 8 h y luego la raiz logra (o0 no) readaptarse a la
condicion del medio, sintetizando almidén nuevamente. Por lo cual, luego del tratamiento de 8
h, un grupo de las plantas se transfiri6 a medio MS para que se recuperen y otra parte
permanecié en el medio salino para evaluar su capacidad de adaptacién al mismo por 72 h,
en ambos casos la recuperacion o la adaptacién, respectivamente, se logra al restaurar la
sintesis de almidén. Finalmente se tifid el almiddén con una solucién de Lugol por 10 minutos,
y las puntas de las raices principales se observaron al microscopio Optico. Tal como se
esperaba, luego de 8 h con 150 mM NaCl, las plantas Col 0 presentaron menor cantidad de
granulos respecto al control sin agregado de sal, mientras que las plantas amiR23-1 perdieron
por completo el contenido de almiddn. Notoriamente, las plantas AT23-1 parecieron no
afectarse demasiado por el tratamiento (Figura 51 a). Cabe destacar que en condiciones
control, las plantas AT23-1 muestran una tendencia a tener una mayor cantidad de granulos
de almiddn respecto a las plantas Col 0, mientras que, en contraposicion, las plantas amiR23-
1 presentan una menor cantidad de amiloplastos (Figura 50 a y 50 c). Efectivamente las
plantas Col 0 asi como las plantas AT23-1, mantenidas en NaCl, se adaptaron y las
transferidas al medio sin NaCl se recuperaron. Por otro lado, las plantas amiR23-1 murieron
ya que no lograron sintetizar nuevamente almidén (Figura 50 a).

Por otra parte, para dilucidar si la dificultad de crecimiento frente a NaCl, de las plantas
silenciadas amiR23, es generada por la pérdida del contenido de almidén o directamente por
degradacién del organulo amiloplasto, se utilizé6 microscopia electrénica de transmision (TEM)
para observar las puntas de las raices tratadas. Las imagenes obtenidas por TEM indicaron
que las plantas amiR23 no tenian amiloplastos ni almidén diseminado después del
tratamiento con NaCl (Figura 51 b), y tampoco reaparecieron luego de colocar las plantas en
un medio MS control (Figura 51 b).
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Figura 51. En las plantas silenciadas amiR23 se degradan los amiloplastos en medio salino y no
logran recuperarse y/o adaptarse. (a) Desde arriba hacia abajo, imagenes ilustrativas de puntas de
raices (5 dias de edad) tenidas con solucién de Lugol de plantulas Col 0, AT23 y amiR23 cultivadas en
condiciones normales, después de 8 h 150 mM NaCl, 8 h 150 mM NaCl y luego transferidas a
condiciones normales para 72 h adicionales y 72 h con 150 mM NaCl. La barra negra representa 50
pm. (b) Imagenes ilustrativas tomadas con microscopia electrénica de transmision (TEM) de puntas
radiculares de plantulas de 8 dias de edad cultivadas en condiciones normales (arriba), tratadas
durante 8 h con NaCl (medio) y colocadas de nuevo en condiciones normales durante 72 h horas
adicionales (abajo). Las barras blancas representan 2 um. Gr: granulos de almidén. (¢) Cuantificacion
de los granulos de almidén por el programa informatico ImagedJ en las raices tratadas o no con 150
mM.

El mismo experimento de tratamiento con 150 mM NaCl por 8 h se llevd a cabo con lineas
independientes de plantas silenciadas amiR23 y plantas rescatadas (genotipo amiR23-1 x
AT23-1) con resultados similares (Figura 52).
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Estas observaciones nos permitieron concluir que AtHB23 es esencial para que las plantas
de Arabidopsis sobrevivan en condiciones de salinidad porque cuando este gen es silenciado,
las plantas no pueden llenar sus amiloplastos para responder a la gravedad y sobrevivir a la
salinidad.

4.3.5 AtHB23 regula el metabolismo del almiddn frente a estrés salino

Dados los resultados descriptos anteriormente, se decidié evaluar si las vias de biosintesis
y/o las vias de degradacion de almidén (Figura 53 I) se encontraban afectadas por AtHB23
frente a estrés salino. Se sometieron plantas de 5 dias de edad de los genotipos Col 0, AT23-
1y amiR23-1 a 150 mM NaCl por 8 h y luego, una porcién de estas se transfiri6 a un medio
MS control para recuperacion por 72 h adicionales. A continuacién, se tomaron muestras de
raices de las plantas tratadas y se evaluaron los niveles de transcriptos de los distintos genes
involucrados en ambas vias (Figura 53 I). En su conjunto, el analisis permitié observar genes
inducidos que participan en la degradacion y, por otro lado, genes no inducidos necesarios
para la sintesis del almidon luego del tratamiento con NaCl. Por ejemplo, los genes GWD y
BAM1 que codifican para las enzimas que degradan el almidéon a maltosa y glucosa,
respectivamente, se indujeron significativamente en las raices amiR23-1 sometidas a estrés
salino por 8 h (Figura 53 a y 53 b) mientras que los transcriptos de los genes PGMy ADG1
involucrados en la biosintesis de almidén aumentaron mas en los genotipos Col 0 y AT23-1
después de la recuperacion y mucho menos en las plantas silenciadas amiR23-1 (Figura 53 ¢
y 53 d). Otros genes, también implicados en la sintesis de almiddén y en las vias de
degradacién, mostraron cambios significativos dependiendo de los niveles de AtHB23. Por
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ejemplo, SS2, §S83, SS4 y GBSS1, participes de la via de sintesis, se indujeron
significativamente después de la recuperacion del tratamiento con NaCl en medio MS, pero
ese aumento fue menor en las plantas silenciadas amiR23-1 (Figura 53 f-h). De manera
diferente, los niveles de SS71 aumentaron en los tres genotipos después del tratamiento con
NaCl (Figura 53 e). Finalmente, AMY3y BAMS3, implicados en la degradacién del almidén, se
indujeron luego de la recuperacién en todos los genotipos, pero en menor medida en las
plantas silenciadas (Figura 53 i-j). En conjunto, estos resultados indican que el metabolismo
sintesis-degradacion del almidén frente a estrés salino, se encuentra significativamente
alterado dependiendo de los niveles de AtHBZ23. Aun asi, este hecho aislado no puede
explicar la absoluta falta de almidén observada en las plantas amiR23, lo que indica que otros
mecanismos deben estar modulando este proceso.
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Figura 53. AtHB23 altera los niveles transcriptos de los genes involucrados en el metabolismo
del almidén. (a) GWD, (AT1G10760); (b) BAM1, (AT3G23920); (c) PGM, (AT5G51820); (d) ADPG
(AT5G48300); (e) SS1, (AT5G24300); (f) SS2, (AT3GO01180); (g) SS3, (AT1G11720); (h) SS4,
(AT4G18240); (i) GBSS, (AT1G32900); (j) AMY3, (AT1G69830); (k) BAM3, (AT4G17090). Se midieron
en plantas Col 0, amiR23-1 y AT23-1 crecidas en condiciones control durante 5 dias, tratadas 8 h con
150 mM NaCl y transferidas para recuperacion en medio MS por 72 h. Todos los valores se
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normalizaron con los medidos en las plantas Col 0 en condicién control. Las barras representan SEM.
Los datos se analizaron utilizando un ANOVA bidireccional teniendo en cuenta el genotipo y el
tratamiento. Las letras indican diferencias significativas (prueba de Tukey, p < 0.01). (I) Representacioén
esquematica de las vias metabdlicas en las que participan los genes evaluados.

4.3.6 El analisis del transcriptoma apoya el papel de AtHB23 en el metabolismo
del almidon

Debido al papel crucial desempefado por AtHB23 en condiciones de salinidad, nos
preguntamos qué otras vias de transduccion de senales, aparte del metabolismo del almidon,
podrian ser moduladas por este FT. Para investigar con mayor profundidad, se llevé a cabo
un experimento de transcriptémica usando plantas salvajes Col 0 y silenciadas amiR23 de 9
dias crecidas en condiciones del control y tratadas con 75 mM NaCl. En condiciones de
control, s6lo 24 genes cambiaron significativamente su expresion entre las plantas amiR23
frente al control (Figura 54). Mientras que, el nUmero de genes expresados diferencialmente
(DEGs, por sus siglas en inglés Differentially Expressed Genes), entre genotipos aumenté
hasta 2025 en la condicién de salinidad comparando con la condicion control; por otro lado, el
tratamiento de salinidad dio lugar a 2775 DEGs en las plantas salvajes Col 0 y 4225 DEGs en
las plantas silenciadas amiR23.

amiR23: NaCl: . A . -
i i NaCl vs control  4miR23 vs Col 0 Contisl Figura 54. El .a'nalls[s del t.ranscrlptoma |n(’i|ca
NaCl vs control 1233 42 . amiR23vs Col 0 una. regulacwrl . dlferer.ICIaI en las raices
il amiR23 en salinidad. Diagrama de Venn que
1562 1013 19 muestra la superposicion de un conjunto de
673 285 1 s genes expresados diferencialmente (valor p
0 ajustado por FDR < 0,05) entre las cuatro
222 3 o | situaciones analizadas, en los que se fija el nivel
de un factor y se comparan los dos niveles del
0 otro factor, por ejemplo, el genotipo Col 0 y la
comparacion se realiza entre NaCl y la condicion

p<005 control.

Un analisis realizado con el software Mapman permitié identificar las vias en las que estaban
involucrados los DEGs (Figura 55). En general, en el analisis de las plantas amiR23 tratadas
con NaCl en comparacién con las cultivadas en condiciones control, se observan un gran
numero de DEGs relacionados con el metabolismo de la pared celular, de los lipidos y del
metabolismo secundario. Ademas, se observa un considerable aumento de los transcriptos
que codifican componentes de las reacciones relacionadas a la percepcion de la luz, el
metabolismo del tetrapirrol, el ciclo de &cidos tricarboxilicos y el ciclo de Calvin-Benson.

Varian también otras vias, incluyendo la del metabolismo hormonal, la respuesta al estrés
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abidtico, el ciclo celular y la degradacion de proteinas (Figura 55 a). A continuacién, se
analizaron los DEGs obtenidos de la comparacion entre las plantas amiR23 y Col 0 tratadas
con NaCl (Figura 55 b). En este caso, los cambios fueron menos prominentes que en el
andlisis anterior. Estos resultados indican que algunas respuestas al NaCl que ocurren en las
plantas Col 0 se conservan en las plantas amiR23 y son consistentes con los resultados
obtenidos en el andlisis por gPCR de los transcriptos individuales (Figura 53). En general, se
detectaron DEGs involucrados en multiples procesos celulares, incluyendo respuesta al estrés

abidtico, desarrollo, metabolismo hormonal y degradacion de proteinas (Figura 55 b).
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Figura 55. Enfoque general de metabolismo por el software Mapman en dos situaciones. (a)
transcriptos de raices de plantas silenciadas amiR23 en NaCl vs condicion control, (b) transcriptos de
raices de plantas silencias amiR23 vs raices de plantas Col 0 en condiciones de salinidad. Los
cuadrados coloreados indican los niveles de expresion de los genes expresados diferencialmente en
(a) o (b). Su ubicacién indica el proceso en la via en la que estan involucrados. Abreviaturas: CHO
(carbohidratos); CBC (Ciclo de Calvin-Benson), CAT (Ciclo de &acidos tricarboxilicos), OPP (por sus
siglas en inglés Oxidative Pentose Phosphate).
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En la comparacion de las plantas amiR23 tratadas con NaCl con las cultivadas en
condiciones control, los DEGs de metabolismo de pared celular que se detectaron como
severamente reducidos fueron, EXTENSIN18 y EXTENSIN19, que codifican proteinas ricas
en hidroxiprolina involucradas en el ensamblaje de la pared celular. Ademas, se redujeron los
niveles de varios transcriptos que codifican diferentes isoformas de celulosa sintasa (CESAS,
CESA4 y CESAS) (Figura 56). Por el contrario, algunos transcriptos que codifican extensinas
(que median la ruptura de la pared celular) aumentaron considerablemente, incluidas
EXPANSIN1, EXPANSIN10, EXPANSIN12 y EXPANSINBZ2 (Figura 56). Notoriamente, varios
transcriptos relacionados con la autofagia disminuyeron, particularmente ATG8Ay ATGS8I, que
codifican componentes de la via de conjugacién de la autofagia (Figura 56). Igualmente, se
alteraron varios transcriptos relacionadas con el metabolismo de las auxinas. En particular,
disminuy6 PIN5 (codifica un transportador de auxinas que controla los niveles de auxinas en
la punta de la raiz lateral), mientras otros transportadores de auxinas como PIN1, PIN3y PIN7
aumentaron; curiosamente, los niveles del blanco directo de AtHB23, LAX3 también se
incrementaron (Figura 56).

Teniendo en cuenta la falta de almiddén observada en las plantas amiR23 tratadas con NaCl,
se prestd atencion en los DEGs relacionados con el metabolismo del almidén y la sacarosa.
En primer lugar, se analizaron los transcriptos relacionados con las proteinas de involucradas
en la sintesis de almiddén. En este sentido, los transcriptos de PGSIP1 y PGSIP4, que
codifican proteinas similares a la glucogenina involucradas en la iniciacién del granulo de
almiddn, se redujeron. Por el contrario, aumentaron los transcriptos de diferentes subunidades
de ADP-glucosa pirofosforylasa (APS1, APL3 y APL4) y los transcriptos de GBSS1 (Figura
56). Por otro lado, varios de los DEGs relacionados con la degradacion del almidon
aumentaron, como SEX1/GWD (que codifica un glucano, diquinasa de agua) y SEX4 (que
codifica una fosfatasa glucano), mientras que sélo una disminuyé (BAM9, que codifica para
una beta-amilasa; Figura 56). Por otro lado, los transcriptos relacionados con la degradacion
de la sacarosa mostraron diferentes patrones. Por ejemplo, los transcriptos de CINV1 'y
BFRUCTS3, que codifican las invertasas citosolicas y vacuolares, respectivamente, se
redujeron. Por el contrario, se incrementaron los niveles de los transcriptos que codifican la
invertasa C alcalina/neutra mitocondrial y la invertasa 5 de la pared celular (CWINV5), asi
como los que codifican las sacarosas sintasas 1y 3 (SUSTy SUSS3, respectivamente; Figura
56). En el mismo sentido, varios de estos transcriptos se detectaron también en la
comparacion plantas amiR23 y Col 0 tratadas con NaCl. Por ejemplo, se observaron niveles
reducidos de transcriptos que codifican transportadores de auxinas (PIN5y PIN6) y mayores
niveles de ATG8E (un componente de la via de la autofagia; Figura 56). Un dato interesante

fue que los transcriptos implicados en el metabolismo de la sacarosa mostraron la misma
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tendencia: CINV1, BFRUCT3 y BAMS9 se redujeron, mientras que la codificacién de la
invertasa mitocondrial alcalina/neutra C aument6 (Figura 56).
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Finalmente, teniendo presente el fenotipo relacionado de las plantas amiR23 crecidas en
salinidad, en las que se observo el arresto de la elongacion de la raiz principal sumado a una
raiz principal curvada con crecimiento en direccion opuesta al vector gravedad (Figura 47), se
decidi6 evaluar los DEGs del transcriptoma relacionados a los términos respuesta a la
gravedad y patrones de ondulamiento. Particularmente en la comparacién de las plantas
amiR23 tratadas con NaCl con las cultivadas en condicion control, se detectaron alterados
varios de los transcriptos de los genes agrupados como HPSGC (por su denominacién en
inglés: Highly Probable Skew Gene Candidates; Tabla 7). Se trata de 11 genes candidatos
que estarian potencialmente implicados en la curvatura/torcimiento de la raiz frente a
condiciones especificas que afectan diferencialmente la ondulacién y la inclinacién de la raiz

[148]. Y esto podria explicar el fenotipo observado en las plantas amiR23.
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Tabla 7.Genes diferencialmente expresados en las plantas amiR23: NaCl vs Control.

Gen amiR23: NaCl vs Control (log2FC)
DINZ2 -3,46
SEN1 -2,26
HKT1 1,46
SWEETT11 7,07
AT5G66780 1,79

4.3.7 Las plantas silenciadas amiR23 no pueden recuperarse del tratamiento con
NaCl ni con auxinas ni con sacarosa

Las auxinas son hormonas claves tanto en la respuesta a la gravedad como en la percepcion

de la misma. La respuesta a la gravedad se da por medio de la sintesis de granulos de
almidén en la punta de la raiz [63]. Como AtHB23 se regula por dicha hormona en el tejido
radicular y habiendo observado el fenotipo diferencial en las plantas amiR23 frente a
tratamiento salino, se decidié evaluar si el efecto del NaCl se puede equilibrar por el efecto de
las auxinas. Las raices de los tres genotipos se cultivaron en condiciones control durante 5
dias y luego se realizaron diferentes combinaciones de tratamiento. En primer lugar, se
colocaron en NaCl durante 8 h y como se ha mostrado anteriormente, este tratamiento redujo
la acumulacién de granulos de almidén en los tres genotipos (Figura 57 b). Por otro lado, el
tratamiento con 1 uM IAA durante 8 h no afect6 al escenario observado en condiciones control
(Figura 57 c), mientras que la adicion conjunta de 1uM IAA y 150 mM de NaCl fue ineficaz
para evitar el efecto de NaCl (Figura 57 d). Cuando el tratamiento con 150 mM NaCl se
prolongd por 72 h, las plantas Col 0 y AT23 recuperaron sus amiloplastos al adaptarse al
medio, mientras que las plantas amiR23 continuaron afectadas. El tratamiento con 1uM IAA
durante 72 h no afect6 significativamente las plantas de todos los genotipos (Figura 57 e),
mientras que, cuando se sumaron ambos reactivos por 72 h, las plantas control y AT23
presentaron granulos de amiloplastos mientras que las plantas amiR23 los perdieron
irreversiblemente (Figura 57 g). La misma situacion y diferencia entre los genotipos se
observo cuando luego del tratamiento con 150 mM NaCl por 8 h, se colocaron 1uM IAA o
sacarosa al 1% durante 72 h adicionales (Figuras 57 h y 57 i). Estos resultados indicaron la
incapacidad de las plantas amiR23 para recuperarse del tratamiento de salinidad y el papel
crucial desempenado por AtHB23.
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Figura 57. La degradacion de los
amiloplastos es irreversible en las
plantas silenciadas amiR23. Desde arriba
hacia abajo, imagenes ilustrativas de puntas
de raiz (5 dias de edad) tefidas con solucion
de Lugol de plantulas Col 0, AT23 y amiR23
cultivadas en condiciones control (a), luego
de 8 h con: 150 mM NacCl (b), 1 uM IAA (c),
150 mM NaCl + 1 uM IAA (d). Raices de 5
dias tratadas durante 72 h con: 150 mM
NaCl (e), 1 uM IAA (f), 150 mM NaCl + 1 uyM
IAA (g), o tratadas durante 8 h con NaCl de
150 mM y luego transferidas por 72 h a un
medio control MS complementado con 1 M
IAA (h) o sacarosa al 1% (i). Los ensayos se
repitieron al menos tres veces con N:
15/genotipo. Las barras negras representan
50 um.

4.3.8 LAX3, el gen blanco de AtHB23, esta regulado por NaCl en las puntas de

las raices

Los experimentos descriptos hasta ahora indicaron que, en presencia de NaCl, AtHB23 altera

la capacidad de supervivencia y la respuesta gravitrépica. Frente a estrés salino, las plantas

silenciadas amiR23 muestran una estructura radicular curva por lo que no es posible medir

angulos de respuesta gravitropica (Figura 47). Este fenotipo se observé incluso en

concentraciones relativamente bajas de NaCl y las plantas silenciadas no fueron capaces de
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recuperar sus granulos de almidén (Figura 51). A continuacion, nos preguntamos si los genes
LAX3y LBD16, descriptos como genes blancos directos de AtHB23, estaban involucrados en
la respuesta frente a estrés salino. Se evaluaron las plantas transgénicas con las
construcciones promotorLAX3:GUS y promotorLBD16:GUS, en condiciéon control y luego del
tratamiento con 75 mM NaCl. Especificamente se analizaron las raices de distinto orden de
ramificacién (primaria, secundaria y terciaria) de dichas plantas, debido a que se mostraron
evidencias de que la modulacién de estos genes es dependiente del orden de ramificacion.

El gen LBD16, se observo en la punta de las raices de segundo y tercer orden, pero no en la
raiz principal (Figura 58 a). Aun asi, esa expresién se mantuvo luego del tratamiento con
distintas concentraciones de NaCl (Figura 58 b). Por lo que este gen no estaria siendo

regulado por estrés salino, al menos en las condiciones evaluadas.

(a) (b)
prLBD16:GUS control prLBD16:GUS + NaCl
F g™ Figura 58. La expresion de
1 : LBD16 no se afecta por estrés
salino. Imagenes ilustrativas de
raiz principal (RP), raices
laterales (RL) y raices laterales
terciarias (RLT) de plantulas que
expresan promotorLBD16:GUS
‘ en condicién control (a), y luego
I del tratamiento con 75 mM NaCl
. -
RL RLT RP

" ‘ = (b). Las barras negras

RP = representan 100 ym.

Para el caso del gen LAX3, se observo expresion en la punta de raices de los tres 6rdenes
en plantulas de 14 dias de edad (Figura 59 a). Sorprendentemente, después del tratamiento
con NaCl, la senal correspondiente a LAX3 desaparecid, pero sbélo de la punta de la raiz
principal, permaneciendo sin cambios en las puntas de las raices secundarias y terciarias
(Figura 59 b). Por otra parte, se midieron los niveles de transcriptos de LAX3 después del
tratamiento y se observé una marcada reduccién de los mismos, en concordancia con las
observaciones histolégicas (Figura 59 c). Para investigar con mayor detalle la modulacion de
LAX3 por salinidad, también se trataron con NaCl las plantulas de 10 dias de edad
promotorLAX3:GUS y promotorLAX3:GUSxamiR23-1. LAX3 se observo en la punta de la raiz
principal pero la sefal desaparecié en las plantas cruzadas, tanto tratadas como no tratadas
(Figuras 59 d y 59 e). Estos resultados sugirieron fuertemente que LAX3 tiene un papel en la
respuesta de la salinidad, gobernada por AtHB23 en una etapa de desarrollo especifica.
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Figura 59. La expresion del transportador de auxinas LAX3 es reprimida por salinidad y AtHB23
en la raiz principal. Imagenes ilustrativas de la expresion del prLAX3:GUS en plantulas de 14 dias de
edad crecidas en condicién control (a) o complementadas con 75 mM NaCl (b) en raiz principal (RP),
raices laterales (RL) y raices laterales terciarias (RLT). (c) Niveles de transcriptos de LAX3 medidos en
plantas Col 0 crecidas en condicion control y luego tratadas 8 h con 150 mM NaCl. Las barras de error
representan el SEM. Los asteriscos indican diferencias significativas al realizar una prueba de Tukey (*
P < 0.05). Imagenes ilustrativas de raices principales de plantas de los genotipos
promotorLAX3:GUSxamiR23 y promotorLAX3:GUS x amiR23 de 10 dias de edad cultivadas en
condicién control (d) y sometidas a estrés salino (e). Las barras negras representan 100 um.

Dada la regulacion de los niveles de transcriptos de LAX3 por salinidad, nos preguntamos si
este gen podria alterar el fenotipo de la raiz principal frente a NaCl. Para responder a esta
pregunta, se evalué la cinética de crecimiento de las plantas mutantes /ax3 con diferentes
concentraciones de NaCl, de 0 a 75 mM. En condiciones normales, las plantas mutantes /ax3
tenian raiz principal ligeramente més largas que los controles, y esta diferencia aumentd en
25 y 50 mM de NaCl, al menos hasta los 10 dias (Figura 60 a-e). Por otra parte, después del
tratamiento con NaCl, se observaron los amiloplastos en estas plantulas mutantes /ax3, pero

no se detectaron diferencias significativas (Figura 60 f). En conjunto, estas observaciones
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sugieren que la alta sensibilidad causada por el silenciamiento de AtHB23 frente a la

salinidad, involucra de alguna manera la represién de LAX3 en la punta de la raiz.
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Figura 60. Frente a estrés salino la arquitectura radicular se ve alterada por los niveles de
expresion de LAX3. Cinética de crecimiento de la raiz principal desde el dia 4 post siembra hasta el
dia 10 en condiciones control (a), 25 mM NaCl (b), 50 mM NaCl (c) y 75 mM NaCl (d). (e)
Cuantificacién de la longitud de la raiz principal a los 10 dias post siembra a distintas concentraciones
de NaCl. En todos los casos se usaron plantulas mutantes /ax3-1 con sus respectivas controles Col 0.
Los ensayos se repitieron al menos tres veces con N: 15/genotipo. Los datos se analizaron utilizando
un ANOVA bidireccional teniendo en cuenta el genotipo y el tratamiento. Las letras indican diferencias
significativas (prueba de Tukey, P < 0.01). (f) Imagenes ilustrativas de puntas de raiz (5 dias de edad)
tenidas con solucion de Lugol de plantulas Col 0, /ax3-1 cultivadas en condiciones control (panel
superior) y luego de 8 h con 150 mM de NaCl (panel inferior). Las barras negras representan 50 p.
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“¢Por qué los arboles esconden el
esplendor de sus raices?”

Libro de las preguntas. Pablo Neruda
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5 DISCUSION Y CONCLUSIONES

5.1 AtHB23 tiene un papel clave en la determinacion de los patrones

genéticos que rigen el desarrollo de raices secundarias y terciarias

Las raices principales y laterales crecen en el suelo en tres dimensiones percibiendo,
captando agua y micronutrientes, y respondiendo a las sefales bibticas y abidticas del
ambiente. Es de hacer notar que la comunidad cientifica explor6 el sistema radicular de las
especies modelos principalmente en dos dimensiones, enfocandose en la formacién de raices
secundarias, en lugar de raices laterales de orden superior.

Es importante destacar que un conocimiento mas profundo de los genes, vias, interacciones
y relaciones que estan involucradas en el desarrollo de la arquitectura radicular podria
impactar en el mejoramiento de cultivos agricolas [149]. La formacion de raices laterales
sigue un complejo mecanismo por el cual cada tipo celular tiene funciones especificas y
determinadas, segun una fina regulacion en la que participan varios FTs y hormonas, ademas
de otras biomoléculas. Las raices laterales se diferencian principalmente de la raiz principal
debido a su origen postembrionario a partir de células del periciclo de ésta [19]. Se han
descripto otras diferencias en el desarrollo radicular; sin embargo, el principio mecanicista que
subyace en tales distinciones no esta del todo claro [52]. La respuesta a la gravedad también
difiere entre la raiz principal y las raices laterales [150],[151]. En contraste con la respuesta
inmediata de la raiz principal a la gravedad, incluso antes de la germinacion [152], las
recientes raices laterales emergidas en Arabidopsis se vuelven gradualmente mas
gravitropicas con el tiempo. Estas diferencias tienen efectos importantes sobre la arquitectura
final del sistema radicular y permite a la planta explorar dominios mas extensos en el entorno
del suelo. Por otro lado, las distintas capacidades de ramificacion de las raices primarias y
secundarias permanecen poco exploradas.

En plantas, los FTs de varias familias se duplicaron y triplicaron durante la evolucion y
muchas veces parecieran ser redundantes. Sin embargo, en muchos estudios se ha
demostrado que cada miembro de una dupla o trio, aparentemente redundante, presenta un
patron de expresion y una funcién particular. Por ejemplo, ARF7 y ARF19 parecieran estar
involucrados en los mismos mecanismos; sin embargo, a pesar de que ambas mutantes
simples de arf7 y arf19 presentan fenotipos de resistencia a auxinas, la doble mutante
arf7/arf19 tiene un comportamiento diferencial mas marcado, indicando que estos genes no
son totalmente redundantes [113]. Sus patrones de expresién diferenciales revelan que sus
contribuciones a la sefializacion de auxinas en el desarrollo de raices laterales son Unicas, a
pesar de que cada miembro de este par es capaz de rescatar el fenotipo de la otra mutante y
comparten los mismos genes blancos [113]. La iniciaciéon de raices laterales y los eventos
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post-iniciacion requieren acumulacién de auxinas [153], [154], la cual se produce en los
organos aéreos durante los primeros 4 a 7 dias post-germinacion [155]. Las raices también
son una fuente de auxinas, pero sélo en la etapa posterior a la emergencia de raices laterales
(a partir de los 7-10 dias post-germinacion). Por esta razén, es que las auxinas producidas en
la raiz no estarian asociadas a la emergencia de raices laterales [155].

Muchos grupos de investigacion han estudiado el desarrollo de raices laterales desde
diferentes puntos de vista y en una variedad de especies de plantas; sin embargo, muchos
aspectos todavia siguen sin ser comprendidos. En este trabajo de tesis, se identificod un
miembro de la familia HD-Zip | como actor clave en el complejo escenario de desarrollo de
raices laterales. Se determind que AtHB23 es un gen de respuesta a auxinas que se expresa
en etapas tempranas del desarrollo de raices laterales, en forma restringida a la base de un
primordio de raiz lateral (Figura 21). La caracterizacién fenotipica de plantas silenciadas en
AtHB23 (amiR23) indic6 que este FT actia como regulador negativo de la iniciacion de raices
laterales reprimiendo directamente a LBD16, un factor crucial en el desarrollo de raices
secundarias (Figura 21 y Figura 34). De acuerdo con la relacién entre los FTs LBD y HD-Zip |,
existen informes previos que indicaron que en M. truncatula, MtHB1 reprime a MtLBD1 en
respuesta a estrés salino [105]. La comparacion de estas dos relaciones HD-Zip/LBD destaca
rasgos criticos comunes y también diferentes entre la especie modelo de dicotiledoneas y la
de leguminosas. Filogenéticamente, AtHB23 no es el miembro de Arabidopsis mas cercano a
MtHB1, sino que lo son el par AtHB7/12. Sin embargo, no existen hasta ahora estudios que
relacionen a este par con el desarrollo de raices laterales. La funcién de MtHB1 esta
relacionada a la emergencia de raices laterales y a la elongacién de la raiz principal en el
modelo de leguminosas [105], [106], mientras que AtHB23 esta involucrado en la iniciacion de
raices secundarias, asi como la iniciacion y emergencia de raices terciarias. Estas
observaciones indican una relacion fuerte entre los miembros de las familias HD-Zip | y LBD
que habra que explorar en profundidad en el futuro. AtHB23 resulté ser un activador directo
de LAX3 (Figura 30 y Figura 34), aportando evidencias adicionales a que los FTs HD-Zip
podrian actuar tanto como activadores o como represores de la transcripcion, dependiendo
con qué proteinas interactuan [130], [170]. En base a ensayos EMSA in vitro, se propuso
inicialmente que ARF7 y ARF19 regulan directamente a LDB16 [111], [116]. Es mas, la
regulacién directa de LBD16 por ARF7 fue demostrada mas tarde in vivo [56], [115].
Previamente, se informé que LBD16 era un inductor de la formacién de raices laterales,
actuando junto con LBD18 corriente debajo de ARF7 y ARF19. Esto fue sugerido porque la
doble mutante /bd16/lbd18 presentaba menor densidad de raices laterales emergidas y raices
laterales totales que las mutantes simples Ibd76 y Ibd18, lo que llevd a la conclusién que
LBD16 y LBD18 participan en la iniciacion y emergencia de raices laterales mediante vias
diferentes [156]. Debido a que la iniciacion de raices laterales esté finamente establecida por
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una compleja red de FTs y AtHB23 presenta en su promotor secuencias putativas de unién a
los FTs ARF (TgTCTC), presentamos la hip6tesis que AtHB23 podria ser un conector
adicional entre ARFs y LBD16 (Figuras 34 y 61). Hay que considerar que AtHB23 no fue
identificado como un gen de respuesta a las auxinas dependiente de ARF luego de 4 h de
tratamiento con 1 uyM NAA [115]. En vistas que AtHB23 muestra una respuesta transcripcional
tardia a las auxinas (Figura 27), se evalu6 su comportamiento en respuesta a esta hormona
en plantulas arf7/19 (y su respectivo control Col 0) luego de 12 h con 1 pM IAA. Resulté muy
interesante observar que la induccion de AtHB23 fue deficiente en las doble mutante arf7/19,
asi como la de sus blancos LBD16 y LAX3 (Figura 32). Estos resultados indicaron que
AtHB23 actua corriente abajo de ARF7 (Figura 35), aunque mas tarde que otros genes de
respuesta a auxinas. Esta observacion concuerda con el hecho de que AtHB23 es un
regulador negativo de LBD16 y el desarrollo de raices laterales, y probablemente participa en
un circuito de retroalimentacién negativa inducido por auxinas, afinando asi la formacion de
raices laterales en respuesta a estimulos internos y externos, como ya ha sido propuesto para
otros FTs de respuesta a auxinas [157]. Anteriormente se demostrd que LBD16 esta regulado
dinamicamente por ARF7; concretamente alcanza un pico maximo a los 10 min de tratamiento
con NAA y disminuye gradualmente después [56]. En este trabajo, se evalu6 la unién de
ARF7 con tratamientos mas largos de IAA (4 y 12 h), considerando la activacion retrasada de
AtHBZ23 por auxinas. Los ensayos de ChIP-gPCR confirmaron que AtHB23 es un blanco
directo de ARF7 (Figura 36), lo que sugiere fuertemente que el FT HD-Zip seria un
intermediario molecular directo entre ARF7 y LAX3 (Figura 61) En las etapas tempranas del
desarrollo de raices laterales, ARF7 activa la transcripcion de LBD29 y LBD29 promueve
directamente la expresién de LAX3 sélo en las capas celulares adyacentes a un primordio
naciente (Figura 24) [20]. En este trabajo se demostré que la expresion de AtHB23 esta
inducida directamente por ARF7 en etapas tardias del desarrollo de raices laterales.
Notablemente, el silenciamiento de AtHB23 altera la actividad del promotor de LAX3 sélo en
raices laterales emergidas, indicando que otros FTs alternativos regularian la expresion de los
transportadores de auxina en etapas sucesivas del desarrollo de raices laterales. Es de hacer
notar que luego de 4 h de tratamiento, todavia se detecté union de ARF al promotor de
LBD16, aunque en menor medida en comparacion con la que se observé para AtHB23. Luego
de 12 h de tratamiento con IAA, una vez que la expresién de AtHB23 se induce por auxinas
exogenas, el reconocimiento de ARF7 sobre LBD16 resulté indetectable, mientras que la
unién al promotor de AtHB23 disminuyd sélo parcialmente. En su conjunto, estos resultados
sustentan la hipétesis de que los ARFs median la expresion coordinada y dinamica de
distintos FTs durante el desarrollo radicular.

LAX3 se expresa normalmente en las células corticales y de la epidermis que rodean la raiz

lateral, pero no en el primordio en si, y ademas su expresion se induce por auxinas en los
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mismos tipos celulares [25]. Este patrén de expresion fue visualizado en reacciones
histoquimicas hechas a tiempos cortos (3 h); sin embargo, la tincién por periodos prolongados
(16 h) generd una extension de la expresion al resto del primordio (Figura 37). Este
transportador de auxina promueve la emergencia de raices laterales por un incremento del
contenido de auxina en las células corticales y de la epidermis afectando directamente al
primordio [31]. En esta Tesis se demostro que la respuesta dependiente de AtHB23 modula el
transporte de auxinas al regular directamente a LAX3 en la emergencia de raices
secundarias.

Es interesante hacer notar que, durante la formacién de raices laterales secundarias y
terciarias, la actividad del promotor de LAX3 parece no responder diferencialmente al
silenciamiento de AtHB23. Mientras que, el patrén de expresion de AtHB23 difiere entre el
desarrollo de raices secundarias y terciarias. En consecuencia, los fenotipos de raiz lateral
que resultan de la regulacion de AtHBZ23 difieren entre el primer y el segundo orden de
ramificacién radicular. Por otro lado, el andlisis de la distribucién de auxinas utilizando plantas
transgénicas que contienen el promotor del reportero DR5 cruzadas con plantas silenciadas
amiR23 (promotorDR5:GUSxamiR23-1) mostré que el pico de auxinas esta regulado por
AtHB23 dependiendo del orden de raices laterales, ya que no se ven cambios aparentes en
raices secundarias de las cruzas, mientras que en los primordios de raiz lateral terciarias y
raices laterales terciarias el pico de auxinas desaparece por completo (Figuras 30 y 42). Por
lo tanto, este estudio sobre AtHB23 nos permiti6 mostrar que existen programas genéticos
claramente diferentes que conducen a la formacion y desarrollo de raices secundarias y
terciarias, ampliando asi el conocimiento sobre los mecanismos moleculares subyacentes a la
complejidad del sistema radicular. Otra evidencia experimental que sustenta lo dicho fue el
resultado del andlisis exhaustivo del patrén de expresion de LBD16, que permitié dilucidar una
expresion diferencial de este gen respecto al orden de ramificacion radicular. Esto es porque
LBD16 mostr6 una clara expresion en las puntas de raiz de mayor orden, mientas que no se
observo tincién de GUS en la punta de la raiz principal. Estas nuevas evidencias, sustentan
aun mas la idea de que los mecanismos moleculares y transcripcionales difieren entre los
distintos 6rdenes de ramificacién radicular. Asimismo, el comportamiento fisiologico de las
raices secundarias y terciarias difiere en respuesta al ambiente y a hormonas como auxinas y
ABA [52], [155]. Asi es como, estos hallazgos contribuyen a la comprension de los
mecanismos moleculares que gobiernan las diferencias en el desarrollo entre raices

secundarias y terciarias.
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con las auxinas como hormonas
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Figura 61. Modelo ilustrativo de la red de
b - A — - regulacion génica en el desarrollo radicular
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de los FTs ARF7/19, LBD16, LBD29, LAX3 y
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5.2 El desarrollo de las raices secundarias y terciarias se rige por

diferentes programas génicos dependientes del genotipo

La mayoria del conocimiento sobre el desarrollo de raices laterales se ha adquirido en el
modelo dicotileddnea Arabidopsis ecotipo Col 0. Existen evidencias experimentales de que
distintos eventos de desarrollo ocurren a través de diferentes vias cuando se comparan dos
genotipos de Arabidopsis. Por ejemplo, el desarrollo de pétalos en mutantes kin13A difiere
significativamente entre los genotipos Columbia (Col 0) y Landsberg erecta (Ler) [158]. Un
segundo ejemplo es la respuesta desigual a la carencia de fosfato (Reymond y col 2006) y la
gran diferencia en los transcriptomas de la punta de raiz de dichos genotipos incluyendo ARN
mensajeros, ARN largos no codificantes y pequefios ARN [159]. En cuanto a las raices
particularmente, el tamafno de estos 6rganos exhibe una variacién natural entre los ecotipos
Col 0 y Ler cuando son sometidos a estrés osmatico. En estas condiciones, el total de raices
laterales en plantas Ler fue significativamente mayor que en plantulas Col 0 [160]. En este
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trabajo de Tesis se observd que existe otro nivel de complejidad, es decir en el desarrollo de
raices laterales, tanto en las raices principales como secundarias, se modula diferencialmente
entre los genotipos Col 0 y Ler. En plantas Ler se observa un mayor nimero total de raices
laterales en comparacion con plantas Col 0 a los 8 dias de edad, mientras que ocurre lo
contrario a los 14 dias de edad para el numero total de raices laterales terciarias (Figura 44).
Los resultados en su conjunto permiten concluir que el desarrollo de raices secundarias y
terciarias sigue diferentes programas genéticos dependiendo del genotipo para el caso de
Arabidopsis thaliana.

5.3 AtHB23 modula el metabolismo del almidén para el desarrollo
radicular y la supervivencia de la planta bajo estrés salino

La capacidad de las plantas para adaptarse a diferentes tipos de suelo esta determinada por
la plasticidad del desarrollo de las raices. Entre otras, una de las caracteristicas mas
importantes que definen la calidad del suelo es la salinidad, ya que afecta considerablemente
el crecimiento de las plantas. Ademas, la salinidad depende de la disponibilidad de agua, lo
que desafia continuamente a las raices a mejorar sus habilidades para captarla. Por ejemplo,
cuando se somete a un déficit hidrico, la raiz principal crece mas profundamente para
alcanzar el agua, y las raices laterales detienen su desarrollo [161]. Aun asi, se ha
demostrado que una baja salinidad mejora el crecimiento de la raiz principal y de las raices
laterales, mientras que mayores concentraciones de NaCl son perjudiciales para ambas, lo
que indica una dependencia de la concentracion de sal en el crecimiento de las raices [162],
[163]. Sin embargo, en el ecotipo Col 0 de Arabidopsis, el desarrollo de la raiz principal se ve
mas afectado por la salinidad que el de las raices laterales y depende del tiempo de
exposicion [164]. Asimismo, parece que la mejor estrategia para que las raices sobrevivan a
la salinidad es tener pocas raices laterales pero méas largas para excluir el Na* [161].

En este trabajo de tesis, a través del estudio del factor de transcripcion AtHB23,
ejemplificamos cambios significativos que tienen lugar tanto en la arquitectura radicular como
en el programa genético de Arabidopsis para hacer frente al estrés por salinidad. En este
sentido, en un entorno de salinidad, las plantas con niveles alterados de AtHB23 exhibieron
cambios significativos en la arquitectura de las raices. Las plantas silenciadas amiR23
arrestaron el crecimiento de la raiz principal, y, por otro lado, incrementaron la densidad de
primordios de raiz lateral. Los fenotipos opuestos se observaron en las plantas
sobreexpresantes AT23 (Figura 46 y Figura 47). Especialmente, la raiz principal de las
plantas amiR23 se afecté en mayor medida que el de las raices laterales, y el arresto del

crecimiento de la raiz principal se correlaciona con una supervivencia comprometida bajo
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condiciones de alta salinidad (Figura 49). En concordancia, el andlisis de las plantas
transformadas con un segmento mas corto de la regién promotora fusionada a GUS reveld
una fuerte expresion en las células de la columela y una induccion por NaCl tanto en la raiz
principal como en las raices laterales, explicando el fenotipo diferencial bajo este tipo de
estrés abiotico (Figura 50).

En forma concomitantes con el arresto del crecimiento de la raiz principal en las plantas
amiR23, las mismas mostraron un desarrollo curvilineo insinuando una pérdida de la
respuesta gravitrépica. El gravitropismo es un proceso crucial que permite a las raices crecer
hacia abajo y captar potencialmente mas agua. Este fendmeno implica la acumulacién de
estatolitos, granulos de almidén, que perciben la gravedad. Esta via esta mediada por las
auxinas y se encuentra afectada por las condiciones de salinidad [63]. En condiciones
normales de crecimiento, los transportadores de auxinas PIN generan un gradiente de
auxinas dentro del apice de la raiz, alterando la expresién de genes que codifican enzimas
implicadas en la sintesis de granulos de almidon como SS4, PGM y ADG1, [63]. Aunque
algunos pasos de este proceso ya fueron descriptos [165], la relacion entre la salinidad, las
auxinas, el metabolismo del almidén y la percepcion de la gravedad sigue siendo en gran
medida desconocida.

La plasticidad de las raices incluye otros eventos, aparte de los cambios en la respuesta
gravitatoria. Cuando las plantas se cultivan en sustratos duros, muestran patrones de
inclinacion y ondulacion. Los programas genéticos que gobiernan estos patrones difieren
entre los distintos ecotipos de Arabidopsis; en Col 0 la ondulacién es mas relevante que la
inclinacién [148]. Los genes implicados en estos eventos se identificaron en el transcriptoma
como DEGs en las plantas amiR23 tratadas con NaCl, que presentan un fenotipo de raiz
principal curvada. En particular, estos genes candidatos, que participan en la percepcién y la
sefalizacidn vinculada a la inclinacion, estan implicados en el transporte de azucares, la
senalizacidn de la sal, la organizacion de la pared celular y la sefializacion hormonal [148]. Lo
que podria estar sugiriendo a AtHB23 como un FT central entre todas estas vias implicadas.
Por otro lado, el estrés hidrico, por sorbitol o manitol, da lugar a la degradacion de los
amiloplastos en las células de la columela [64]. En el mismo sentido, bajo estrés salino, el
silenciamiento de AtHBZ23 provocé la pérdida irreversible de granulos de almidén en las
células de la columela de la raiz principal, indicando un papel crucial de este FT en la
respuesta a la salinidad (Figura 51).

El andlisis de los datos del experimento de RNA-Seq de las plantas silenciadas amiR23
tratadas con NaCl mostré una reduccion de los niveles de los transcriptos que codifican
diferentes isoformas de extensinas y componentes del complejo de la celulosa sintasa,
mientras que se observé un aumento en los niveles de transcriptos que codifican varias

expansinas (Figuras 55 y 56). Estos resultados sugieren una alteracién en el metabolismo de
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la pared celular, que podria afectar su integridad, aumentando asi la susceptibilidad al NaCl
[166]. Estas observaciones concuerdan con la baja tasa de supervivencia presentada por las
plantas silenciadas amiR23 tras el tratamiento con NaCl (Figura 49).

De acuerdo con el fenotipo de las plantas silenciadas, el metabolismo del almidén se vio
severamente afectado por la ausencia AtHB23. Esto se observd no sélo por la evaluacion
individual de los transcriptos por RT-qPCR, sino también por el analisis del transcriptoma.
Segun el analisis del RNA-Seq de las plantas silenciadas amiR23 en salinidad, los
transcriptos de codifican para las enzimas que sintetizan el almidon como ADG1y GBSS1
aumentaron (Figura 56), mientras que, segun la evaluacion por RT-gPCR, disminuyeron los
niveles de estas mismas enzimas (ADG71 y GBSST1), y aumentaron los que codifican las
enzimas que degradan el almidén (GWD y BAMT) (Figura 53). Estos resultados parecen ser
contradictorios; sin embargo, hay que considerar que en el analisis por RT-gPCR, ADG1 y
GBSS1 fueron inducidos en las plantas silenciadas amiR23 tratadas con NaCl, pero en menor
medida que en las plantas Col 0 y AT23 (Figura 53). No obstante, estos transcriptos no se
identificaron en el RNA-Seq como DEGs en la comparacién de salinidad entre los genotipos
(amiR23 versus Col 0). Aun asi, se detectaron como DEGs los transcriptos de PGSIP1 y
PGSIP4 en las plantas amiR23 tratadas con NaCl (Figura 56). En relacion con esto, la
bibliografia indica que las plantas de Arabidopsis que expresan una construccion de ARNiI
contra PGSIP1 mostraron niveles reducidos de almidén en las hojas [167], lo que podria
explicar el fenotipo de pérdida de almidén de las plantas amiR23 tratadas con NaCl.

La degradacion de la sacarosa es catalizada por sintasas de sacarosa o invertasas [168].
Arabidopsis tiene seis genes que codifican sintasas de sacarosa citosoélicas (SUS7-4) y
vasculares (SUS5-6), asi como también, multiples genes que codifican invertasas citosdlicas,
vacuolares y apoplasticas. La planta cuadruple mutante susi/sus2/sus3/sus4 muestra
contenidos normales de sacarosa y almidon, mientras que la doble mutante sus5/sus6
presenta una reduccion de la callosa. Mientras que, cuando se mutan los genes que codifican
para las principales isoformas de la invertasa citosdlica de raices (CINV1/CINV2), las plantas
se ven afectadas gravemente en su desarrollo, incluyendo la pérdida del almidén en las
células de la columela [168], [169]. Aunque la morfologia alterada de los mutantes cinvi/cinv2
fue similar a la observada en las plantas silenciadas amiR23 tratadas con NaCl, los niveles de
transcriptos de CINV1 y CINV2 no cambiaron significativamente en las plantas amiR23
expuestas por 8 h 150 mM de NaCl, lo que sugiere que AtHB23 no esta regulando la
degradacién de la sacarosa a través de esta via. Sin embargo, observamos una disminucion
de los niveles del transcripto CINV1 en las plantas silenciadas amiR23 expuestas durante 6
dias a 75 mM de NaCl (Figura 56).

Las invertasas vacuolares estan involucradas en la regulacién del crecimiento y desarrollo de

las plantas en respuesta al estrés abi6tico. Se demostrd que la CsINV5 de la planta de té se
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induce por la aclimatacién al frio y el tratamiento con carbohidratos; la sobreexpresion de este
gen promueve la elongacion de la raiz pivotante y de las raices laterales involucrando a los
carbohidratos y la sefalizacion de las auxinas [170]. Consistentemente, en el andlisis del
RNA-Seq de las plantas amiR23, se detectaron niveles reducidos del transcripto BFRUCTS3,
que codifica la invertasa vacuolar 1 [171] (Figura 56).

Por otra parte, considerando que las auxinas promueven la formacién de granulos de
almiddn, se sometio al tratamiento con esta hormona a las raices de los distintos genotipos, y
notoriamente no se logrd ni aumentar la cantidad ni revertir la degradacién de los granulos de
almidéon de las plantas amiR23, incluso después de 72 h. Dichas plantas perdieron
irreversiblemente sus granulos de almidén (Figura 57). Estos resultados concuerdan con los
informados por Pignocchi y colaboradores (2021) [169], que demuestran que la interrupcion
de la senalizacién de las auxinas no explica el fenotipo del doble mutante cinvi/cinv2.

En la respuesta a la salinidad mediada por el FT AtHBZ23, las auxinas y su homeostasis
podrian ser un factor clave adicional. Por ejemplo, LAX3, se reprimi6é en la punta de la raiz
principal luego del tratamiento con 75 mM de NaCl, pero no en las puntas de las raices de
orden superior (Figura 59). Por otro lado, la expresién de este gen transportador desaparecio
en la raiz principal de las plantas promotorLAX3:GUS x amiR23-1 en condiciones control y no
reaparecid cuando las mismas plantas fueron sometidas a estrés salino (Figura 59), a pesar
de que AtHBZ23 es inducido en las mismas condiciones de estrés. Estos resultados podrian
indicar que a pesar de que existe una regulaciéon positiva e irreversible del transportador por
AtHB23 en la punta de la raiz principal, el impacto de la salinidad supera la regulacién por
este FT. Por lo cual, una hipotesis posible para un contexto salino es que habria una
regulacién positiva por otro y desconocido FT de la familia HD-Zip |, capaz de heterodimerizar
con AtHB23, evitando asi su accién sobre LAX3. Esto seria posible porque los FT de esta
familia son capaces de heterodimerizar [172] y varios miembros se expresan en las células de
la columela (http://bar.utoronto.ca/ , [173], [174], [175]; http://wanglab.sippe.ac.cn/rootatlas,
[176]). Otra hipdtesis alternativa podria asociarse a la concentracion de NaCl y la relacion
entre la duracidén del tratamiento y su respuesta. Esta hipotesis se sustenta en el hecho de
que la expresion de LAX3 aparece disminuida en plantas promotorLAX3:GUS x amiR23-1 de
14 dias y en plantas salvajes de cinco dias tratadas durante 8 h con 150 mM de NaCl (Figura
59) mientras que en el analisis del transcriptoma, de plantas de nueve dias sometidas durante
seis dias a 75 mM NaCl, LAX3 esta ligeramente inducido (Figura 56).

En su conjunto, los resultados indican que AtHB23 presenta roles opuestos en la raiz
principal y las raices laterales cuando las plantas son sometidas NaCl, igualmente este FT es
necesario para la supervivencia de las plantas frente a este tipo de estrés abiético (Figura 62).
En este sentido, AtHB23 es necesario tras el tratamiento con NaCl, para recuperar la
biosintesis de almidén y asi formar los granulos, indispensables para percibir y responder a la
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gravedad. AtHB23 integra la modulacién de genes que participan tanto en el metabolismo de

almidén como en el transporte de auxinas.
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Figura 62. Modelo propuesto de las distintas regulaciones por AtHB23 en el desarrollo de la raiz
principal y las raices laterales bajo estrés salino.
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