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RESUMEN

Las plantas son plasticas y modulan su desarrollo postembrionariamente en respuesta
a las condiciones ambientales. Las raices constituyen un drgano fundamental para la
fisiologia de la planta, el que pueden. modular y desarrollar diferentes arquitecturas
radiculares. Las células del periciclo de la raiz principal se diferencian a células
fundadoras de raices laterales (RL), las que siguen un programa de division celular
estrictamente organizado para originar un primordio de RL. Recientemente, por medio
del compuesto sintético Sortin2, se publicé que la induccion de la endocitosis promueve
la formacion de RL por un mecanismo independiente del receptor candnico de auxina.
Evidencias preliminares sugerian que Sortin2 afecta etapas tempranas en la formacion
de RL. Por lo que este seminario de titulo propuso que ef mecanismo de formacion de
RL gatillado por Sortin2 induce un evento previo a fa etapa de] iniciacion de RL,
provocando el cambio en el destino de las células del periciclo en Arabidopsis thaliana.
Se utilizaron estrategias genéticas y moleculares. El andlisis de mutantes con defectos
conocidos en la formacién de las RL, mostré que mutantes en la iniciacion de RL eran
resistentes al efecto inductor de RL de Sortin2. Ademas, utilizando lineas transgénicas
reporteras, se evidencié que Sortin2 induce eventos moleculares claves para la
iniciacion de RL, especificamente la expresion del factor de transcripcion que controla la
identidad de células fundadoras, GATA23, de la ciclina dependiente de quinasa que
marca division celular, CycB1;1 y promueve la actividlad GUS comandada por el
promotor sintético que responde a auxina, DR5.Consistentemente, el tratamiento local
con Sortin2 promueve de novo la diferenciacién de las células del periciclo a células
fundadoras de RL. En general, nuestros resultados sugieren fuertemente la existencia

de un programa distinto de formacién de RL, que gatillaria Sortin2 a través de un evento
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rio arriba de Ia iniciacion de RL, promoviendo la especificacién de células fundadoras de

RL, lo que culminaria en la remodelacién de la arquitectura radicular en A. thaliana.
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ABSTRACT

Plants are plastic modulating their development postembryonically in response to
changes in environmental conditions. Roots constitute a fundamental organ for plant
physiology which can modulate the development of root architecture. Main root pericycle
cells become lateral root (LR) founder cells that follow a strictly organized cell division
program to originate a LR primordium. Recently, by means of the synthetic compound
Sortin2, it was reported that induction of endocytosis promotes the formation of LR by a
mechanism independent of canonical auxin receptor. Preliminary evidence suggested
that Sortin2 affects early stages in LR formation. Therefore this work proposes that the
mechanism of LR formation triggered by Sortin2 induces a pre-initiation stage of LR
formation, causing the change of cell fate in root pericycle cell in Arabidopsis thaliana.
Genetic and molecular strategies were taken. The analysis of known mutants with defects
in different stages of LR formation showed that mutants with defects on LR initiation are
resistant to Sortin2. Furthermore, using transgenic reporter lines evidenced that Sortin2
induces key molecular events in LR initiation, specifically expression of transcription
factor GATA23, which contro! lateral root founder cell specification; cyclin-dependent
protein kinase CycB1;1, that marks cellular divisions and the activity of the auxin-
responsive synthetic promoter DR5. Consistently the local treatment with Soriin2
promotes de novo differentiation of root pericycle cells to LR founder cells. Qverall, our
results strongly suggest the existence of a distinctive program of LR formation that would
trigger Sortin2 through an event upstream of the initiation of LR, promoting founder cell

specification which culminate on root architecture remodeling in A. thaliana.
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INTRODUCCION

A diferencia de los animales, las plantas son organismos sésiles y plasticos. Esta tltima
caracteristica les ofrece una amplia gama de ventajas, ya que son capaces de modificar
su estructura post-embrionariamente para responder a cambios en las condiciones
ambientales a las que se enfrentan (Laplaze y col., 2007; Malamy, 2005). Vale decir, se
propone que las plantas son capaces de desarrollar sus estructuras en la posicion en
que puedan aprovechar eficazmente la disponibilidad de agua, nutrientes y luz solar
(Giehl y ¢ol., 2012; Lima y col., 2010; Linkohr y col., 2002; Remans y col., 2008; Zhang

y Forde-1998).

Arabidopsis thaliana es una planta dicotiledénea miembro de la familia: Brassicaceae y
es utilizada como organismo modelo en biologia vegetal, puesto que posee atributos
naturales como el que es una planta pequefia, facil de manipular, su ciclo de vida es
corto, se autopoliniza y produce un alto nimero de progenie (>1000 semillas por planta).
Su genoma esta secuenciado ( The Arabidopsis Genome Initiative, 2000) y con ello se
dispone de un extensivo mapa genético y fisico de los 5 cromosomas que posee. Las
plantas de A.thaliana pueden transformarse eficientemente utilizando Agrobacterium
tumefaciens y un amplio nimero de lineas mutantes y recursos genémicos se han
generado. La base de recursos de Arabidopsis que se ha producido, se organiza y
presenta en la base de datos TAIR (http://www.arabidopsis.org), y los stocks de semillas
y clones de DNA se distribuyen en el Arabidopsis Biological Resource Center
(http:/fabrc.osu.edu) y en el European Arabidopsis Stock Center {(hitp://arabidopsis.info)

(Haughn y Kunst, 2010).




E! estado embrionario de las plantas dicotileddneas estd compuesto por una radicula,
hipocotilo y dos cotiledones (Mayer y col., 1993). La radicula es la raiz embrionaria (Berg,
2007). El hipocotilo corresponde a la porcién de vastago del embrién por debajo del
punto de unién pero por encima de la radicula (Berg, 2007). Los cofiledones se describen
como hojas primordiales que almacenan almidén y proteinas para el embrion (Berg,

2007).

1.1 Sistema radicular en Arabidopsis thaliana

La radicula una vez que emerge comienza a desarrollar la raiz primaria (Berg, 2007).
Esta Gltima consiste en un haz vascular rodeado por la primera capa de la estela llamada
periciclo. La corteza rodea al cilindro central y esté compuesta por [a exodermis, el
parénquima cortical y la endodermis (Figura 1). La epidermis recubre toda la raiz. La
caliptra es una capa de células que recubre la endodermis en el apice de la raiz (Taiz &

Zeiger, 2002).

A lo largo de la raiz primaria se han descrito tres zonas de desarrollo (Ishikawa & Evans,
1995; Figura 2), la zona meristematica, la zona de elongacién y la zona de maduracién
(Taiz & Zeiger, 2002). La zona meristematica se divide en meristema apical, en donde
las células que surgen cerca del centro quiescente sufren rondas adicionales de divisién
(Taiz & Zeiger, 2002), y en meristema basal, donde la tasa de divisién celular es menor
y predomina la expansién de las células (De Smet.y col.,, 2007). La zona de elongacién
implica la parte en donde las células crecen rapido y en extenso (Taiz & Zeiger, 2002).
La zona de maduracion es la regién en que las células se diferencian, por lo que estas

células han detenido su division y elongacién (Taiz & Zeiger, 2002).
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Figura 1: Raiz Primaria de Arabidopsis thaliana. Representacion esquematica de la seccion
transversal (A) y seccion longitudinal (B) de la raiz primaria. Se distinguen los tipos celulares
que conforman la raiz primaria: epidermis (rojo), corteza (celeste), endodermis (verde),
periciclo (amarillo), haz vascular (gris), células que dan origen a la corteza y endodermis (azul),
células que dan origen a la epidermis y a la caliptra (morado), centro quiescente (blanco) y la
caliptra (anaranjado). (Figura modificada desde Malamy & Benfey, 1997)
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Figura 2: Zonas de desarrollo de la raiz primaria en Arabidopsis thaliana. A lo largo de la
raiz primaria se pueden distinguir tres zonas de desarrollo en que ocurren procesos determinados
de divisién, elongacién y diferenciacion celular: la zona meristematica, que se subdivide en
meristema apical y meristema basal, la zona de elongacion y la zona de maduracion. La imagen
representa la raiz principal de una pléantula de 5 dias post-germinacion. Barra de escala indica 1
mm. QC:Centro quiescente (Figura modificada desde Bargmann y col., 2013).




Las rafces laterales son érganos post-embrionarios que se originan a partir de las células
fundadoras del periciclo adyacentes a los polos del xilema (Beeckman y col., 2001,
Dubrovsky & Doemner, 2000; Laskowski, 2013). Estos érganos ayudan a la fijacién de la
planta al suelo y permiten el aumento de la superficie radicular lo que incrementa la
absorcion de agua y nutrientes. Las raices laferales, junto a la raiz principal y pelos
radiculares, constituyen el sistema radicular de las plantas (Lynch, 1995). La
disponibilidad de nutrientes puede producir un impacto en la arguitectura del sistema
radicular, alterando el nimero, largo, angulo y didmetro de raices y pelos radiculares
(Forde, 2002; Lopez-Bucio y col., 2003; Malamy, 2005; Osmont y col., 2007). Se ha
propuesto que las plantas desarrollan sus raices dependiendo de las condiciones
ambientales para favorecer su supervivencia y de esta manera pueden responder a
disponibilidades heterogéneas de recursos (Gieh! y col., 2012; Lima y col., 2010; Linkohr
y col., 2002; Remans y col., 2006; Zhang y Forde, 1998). Por ejemplo, en condiciones
de baja disponibilidad de nitrégeno, la planta estimula el largo de la raiz principal y la

elongacion de las raices laterales {Linkohr y cof., 2002; Lopez-Bucio y col., 2003).

Las raices laterales se inician cuando células fundadoras del periciclo sufren varias
rondas de divisiones anticlinales para crear un primordio de raiz lateral compuesto por
diez células de igual longitud (estado I). A continuacion, las células del primordic de raiz
lateral se dividen periclinalmente, formando una capa interior y una capa exterior (estado
l1). Sucesivas divisiones anticlinales y periclinales crean un primordio en forma de clpula
(estados llI-VII) el que finalmente emerge {(estado VIil) de la raiz primaria, lo que se

conoce como raiz lateral emergida (Figura 3) (Malamy & Benfey 1997).




Figura 3: Estados del desarrollo de primordio de raiz lateral. (A) Estado |. Las flechas indican
la pared celular de nuevas células que se dividen anticlinalmente en el periciclo. (B) Estado Il. La
primera divisién periclinal divide al primordio de raiz lateral en dos capas, capa interna (IL) y capa
externa (OL). (C) Estado Ill. La divisién periclinal en la capa externa crea tres capas celulares.
(D) Estado IV. La division periclinal en la capa interna da paso a la formacion de cuatro capas
celulares. (E) Estado Vb. Las flechas indican dos divisiones adicionales en las capas externas 1
(OL1) y 2 (OL2). La flecha corta indica la region en donde la capa interna 2 (IL2) comienza a
expandir y dividir sus células. Los nimeros indican a las células en la capa mas externa,
demostrando que existe una organizacién constante en este estado. (F) Estado VIb. Cuatro
células centrales en la capa externa 1 se dividen periclinaimente generando otra fila de células
(flecha). La numeracion muestra que hay cuatro células en la capa externa 1 a cada lado de
cuatro células centrales. La capa externa 1 se considera como el interior de estas dos capas de
células centrales en divisién. Las puntas de flecha indican a las células elongadas reminiscentes
de los elementos vasculares. (G) Estado VII. Todas las células en la capa externa 1 se han
dividido anticlinalmente, como se evidencia por la forma de la célula y el aumento en el numero
de células en esta capa. Esto da el patron caracteristico de 8-8-8 células. (H, I) Raiz lateral
emergida o Estado VIII. Se denota que las células en la capa externa 1 son alargadas. El nimero
de células cercanas al apice se ha incrementado ligeramente, indicando potencialmente las
primeras divisiones de las células iniciales meristematicas. (J) Raiz Lateral. Las células basales
tienen un mayor tamafo en la capa externa 1. La numeracion de la célula indica el nimero de
células en esta capa cerca de la punta de la raiz, esto es consistente con la presencia del
meristema activo de la raiz lateral. Barras de tamafo indican 50 ym (Adaptado desde Malamy &
Benfey, 1997).

La formacién de raices laterales presenta a nivel molecular las siguientes etapas de
desarrollo (Figura 4): Priming, en donde las células del periciclo adyacentes a los polos
del xilema entran en una serie de eventos en que determinadas células adquieren la

identidad de células fundadoras de raices laterales, antes del estado | en la Figura 3 (De




Smet y col., 2007). Iniciacién, es el inicio del proceso de sefializacion inducido por
auxina en las células fundadoras. Este paso incluye la primera divisién anticlinal y
asimétrica de estas células (Péret y col., 2009). Desarrollo de primordios de raices
laterales, la primera division anticlinal y asimétrica crea dos células hijas pequefias que
continiian con sucesivas y ordenadas divisiones periclinales y anticlinales, dando lugar
un primordio de raiz lateral flanqueado por dos células que son mas largas (Estado | en
Figura 3, Malamy & Benfey, 1997; Casimiro y col., 2001). Emergencia de raices
laterales, es la etapa en la cual el primordio de raiz lateral avanza su crecimiento y
desarrollo a través de los tejidos externos (Estado VIII o "emergence”, Figura 3). Esta
etapa incluye la activacion inducida por auxina de la actividad de remodelamiento de la
pared celular de las células de la raiz principal con el fin de facilitar el proceso de

emergencia (Swarup y col., 2008).
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Figura 4: Etapas de formacion de raices laterales. 1. Las células del periciclo se ven sometidas
a un "priming" en el que son destinadas a células fundadoras de raices laterales en el meristema
basal. 2. Iniciacién del primordio de raiz lateral, en donde ocurre la primera division anticlinal de

las células fundadoras. 3. Desarrollo del primordio de raiz lateral. 4. Emergencia del primordio de




raiz lateral. Tanto el transporte de auxina basipétalo (bp) como el acropétalo (ap) son requeridos
para la formacién de raices laterales. Los meristemas apicales de la raiz primaria y de las ralces
laterales son representados como ovalos rojos. (Modificada desde Fukaki & Tasaka, 2009)

En Arabidopsis, los primordios de raices laterales se inician siempre acropetalmente, es
decir, nuevos eventos de iniciacién tienen lugar en la direccién del apice de la raiz (Fahn,

1974).

1.2 Auxinas, hormonas reguladoras de la formacién de raices laterales

Las auxinas son hormonas vegetales que regulan muchos aspectos del desarrollo y
crecimiento de plantas (Reinhardt y col., 2000; Reinhardt y col., 2003, Tanaka y col,,
2006). La auxina predominante en las plantas es el acido indolacético (Frankenberger &
Arshad, 1995). Se ha descrito que esta hormona es un regulador clave de la formacién
de raices laterales (Benkova y col., 2003; Casimiro y col., 2001; Celenza y col., 1995,
Dubrovsky y col., 2008; Laskowski y col., 1995). Se ha reportado que la aplicacion
ex6gena o sobreproduccion enddgena de auxinas induce el desarrollo de primordios de
raices laterales (Dubrovsky y col., 2008). Se ha reportado que la biosintesis de IAA se
lleva a cabo en todos los tejidos vegetales, sin embargo la sintesis de [AA se encuentra
asociada principalmente a los tejidos en répido crecimiento y division, como lo son los
meristermnas apicales, las hojas jovenes, los frutos, las semillas y las ralces (Taiz & Zeiger,
2002). La auxina es transportada por los tejidos a través del floema o del transporte
célula a célula. Los efectos en distintos procesos del desarrollo se han relacionado
principaimente a un gradiente de concentracion de auxina (Forestan & Varotto, 2012).
Inhibidores del transporte de auxina causan ia acumulacion de ésta en el apice de la
ralz, deteniendo el desarrollo de raices laterales en etapas muy tempranas, bloqueando

la division celular (Casimiro y col., 2001).




La via canénica de sefializacién de auxina activa la familia de factores de transcripcién
denominados factores de respuesta a auxinas (ARF), los que se unen al promotor de
genes que responden ante la presencia de auxina (Uimasov y col., 1997). Los ARF se
encuentran regulados negativamente por proteinas nucleares conocidas como AUX/IAA
(Auxina/ Indol Acido acético) (Tiwari y col., 2004). Dentro de la célula, la auxina es
reconocida por el complejo receptor de auxina SCF™R, que induce la ubiquitinacion y
degradacién de proteinas AUX/IAA mediante el proteosoma 26S y, por ende, la
desinhibicién de los ARF, permitiendo de este modo la expresion de genes regulados

por auxina, para asi establecer un programa particular de desarroflo (Gray y cof., 2001).

Se ha reportado que la auxina derivada desde la parte aérea que se transporta al apice
de la raiz a través del floema v, siguiendo el modelo de fuente invertida, es retornada a
la zona del meristema basal, siendo ésta la que determina parte del priming de las células
fundadoras de raices laterales (Lucas y col., 2008). Ademds se ha evidenciado que
existen diversos médulos de auxina a lo largo de la raiz principal que determinan
diferentes procesos involucrados en la formacion de rafces laterales. Un médulo consiste
en un represor Aux/IAA que regula [a respuesta a auxina interactuando con los factores
de respuesta a auxina ARFs (De Rybel y col.,. 2010). El méduio de auxina |AA28-ARFs
activa al factor de transcripcion GATA23 (De Smet y col., 2007), el cual se ha propuesto
como el factor clave que especifica la identidad de las células del periciclo a células

fundadoras (De Rybel y col., 2010).

En la iniciacion de raices laterales se ha descrito que la auxina induce la expresién de
genes del ciclo celular, incluyendo ciclinas y ciclinas dependiente de quinasas (Boniotti
& Gutiérrez, 2002) y al mismo tiempo, reprime a los represores que inhiben la fransicién

de la fase G1 a la fase S del ciclo celular en los primordios de raices laterales emergidas




(Fukaki y col., 2007). La regulacion coordinada de genes que codifican para facilitadores
de influjo y eflujo de auxinas (AUX1 y PINs) en el primordio de rafz lateral y en tejidos
que lo rodean han mosfrado que optimizan los requerimientos de auxinas para inducir la
iniciacion de raices laterales (Laskowski y col., 2008; Lewis y col., 2007; Marhavy y col.,
2013). Ademas se ha demostrado que al inhibir el transporte polar de auxina con acido
naftiltalamico (NPA) es suficiente para reprimir [a iniciacion de raices laterales (Casimiro

y col., 2001).

Se ha reportado que en la etapa de desarrollo de las raices laterales, las auxinas se
transportan y acumulan en las células centrales del primordio y luego en el apice de los
primordios de ralces laterales (Benkova y col,, 2003), activando al modulo de auxina
IAA14-ARF7/ARF19, que consecutivamente induce la franscripcion de factores de
transcripcion Lateral Organ Boundaries Domain (LBD), como LBD16 y LBD29 (Goh y

col., 2012; Lee y col., 2009; Okushima y col., 2005).

Para emerger desde la raiz primaria, los primordios de raices laterales deben atravesar
tres capas celulares de la raiz primaria: endodermis, corteza y epidermis (Swarup y col.,
2008). Este proceso es finamente regulado por la auxina que se produce en la parte
aérea y es transportada a la raiz a través del floema (Marchant y col., 2002; Swarup y
col., 2008). También, participa en esta etapa la auxina sintetizada por el desarrollo de
primordios de raices laterales, induciendo la cascada de sefializacion basada en
SHY2/IAA3 en la endodermis y la cascada de sefializacién I1AA14-ARF7/ARF19 en la
corteza y la epidermis (Swarup y col., 2008). ARF7 y ARF19 inducen la expresién de un
gen que codifica para el facilitador de influjo de auxina LIKE-AUX1 (LAX3) (Swarup y
col., 2008), creando un bucle de retroalimentacion positivo reforzando el influjo de auxina

en las células més cercanas a la emergencia de! primordios de raices laterales (Swarup
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y col., 2008). Ademas, una serie de genes que codifican para enzimas remodeladoras
de pared celular son inducidas por auxina de una manera dependiente de LAXS3,
promoviendo la separacion de las células (Laskowski y col., 2008; Lee y col., 2012). Por
otra parte, se provocan cambios en las propiedades hidraulicas, inducidos por auxina,

para facilitar la emergencia de primordios de raices laterales (Péret y col., 2012).

1.3 Herramientas para la deteccion de la formacién de raices laterales

Para poder detectar las distintas etapas de la formacion de raices laterales se utilizan
diversas lineas reporteras. Enfre éstas, la linea transgénica pDR5::GUS que expresa el
gen de la proteina GUS bajo el control del promotor sintético DR5, el cual responde a
auxina (Ulmasov y col., 1997). Se ha demostrado que la actividad de esta linea reportera
se correlaciona con el contenido de auxina en la raiz primaria (Casimiro y col., 2001).
Ademas se ha visualizado la actividad DR5 en la formacion de raices laterales,
encontrandose que en el estado anterior al estado | del desarrollo del primordio de raiz
lateral (Fig.3), la actividad DR5 sélo se detectd en las células que daran origen al
primordio de raiz lateral en el periciclo (Benkova y col., 2003). Después de la primera
divisién anticlinal (estado 1, Fig.3), se detect6 actividad del promotor DR5 en todas las
células que se dividieron. Cuando las capas exterior e interior se establecieron por
divisiones periclinales (estado lI, Fig. 3), la actividad del promotor sin embargo, se limita
a las células centrales derivadas de ambas capas. Durante la progresién del primordio a
estados posteriores (il al VIIY, Fig. 3}, un gradiente en la actividad DR5 se establecio
gradualmente con un maximo en el apice del primordio (Benkova y col., 2003}). Por lo
que, la activacién del promotor de respuesta a auxina DR5 en las células fundadoras de
la raiz lateral es uno de los marcadores mas tempranos para la iniciacién de primordios

de raices laterales, precediendo Ia primera division anticlinal (Benkova y col., 2003). En
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tanto, la linea transgénica pCycB1;1::GUS expresa GUS bajo el promotor de CycB1;1,
el cual es promotor del gen que codifica para una ciclina dependiente de quinasa y
funciona como un efector en el control del ciclo celular en la transicién de la fase G2 ala
fase M (Ferreira y col., 1994). Se ha reportado que las células fundadoras del periciclo
mantienen una activa division celular en la zona de iniciacién y desarrollo de primordios
de raices laterales (Himanen y col., 2002). Por lo que, la activacion de este promotor de
actividad mitética puede visualizarse desde la primera division anticlinal en las células

fundadoras del periciclo (De Smet y col., 2007).

1.4 Efectos fisiolégicos de Sortin2 en Arabidopsis thaliana

Sortin2 (Figura 5) es un compuesto quimico de bajo peso molecular que se identifico en
un screening de genémica quimica, por interferir en [a destinacion a la vacuola de la
proteina carboxipeptidasa Y en Saccharomyces cerevisiae 'y Arabidopsis thaliana

(Zouhar y col., 2004).

En Arabidopsis también se ha visto que Sortin2 afecta el desarrollo de la raiz principal
(Zouhar y col., 2004). Ademas Sortin2 incrementa el nimero de raices [aterales através
de un proceso que es independiente del complejo receptor de auxina SCF™® (Pérez-
Henriquez y col., 2012). Se ha demostrado que mutantes defectuosas en componentes
intracelulares de la via de seRalizacion canénica de auxina muestran un incremento en
la densidad de raices laterales bajo tratamiento con Sortin2 semejanies al incremento
provocado en plantulas de la linea silvestre (Pérez-Henriquez y col., 2012). Sortin2 no
modifica la sefial del reportero de respuesta transcripcional de auxina pDR5::GUS, por
lo que se sugiere que este compuesto bioactivo no modificaria los niveles de auxina

presentes en la planta (Pérez-Henriquez y col., 2012). Estas evidencias indican que el
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mecanismo de formacién de raices laterales inducido por Sortin2 es independiente dela
activacién transcripcional inducida por auxina y de la sefalizacion intracelular de esta

fitohormona (Pérez-Henriquez y col., 2012).

€N /\ ys

Figura 5: Estructura quimica del compuesto Sortin2. Sortin2 es un compuesto guimico
sintético de baja masa molecular que fue identificado desde una libreria quimica de 4.800
compuestos. La estructura de este compuesto que consta de una region polar dada por el grupo
sulfito, y una region apolar dada principalmente por el cloro-benceno (Norambuena y col,, 2008).

En nuestro laboratorio se ha estudiado la progresion temporal de la induccion de raices
laterales por Sortin2 utilizando la linea reportera pCycB1;1::GUS, evidenciado que el
tratamiento con Sortin2 25 ug/mL por 24 horas es capaz de inducir un aumento en la
densidad de primordios CycB1;1 positivos. Ademas se ve que en tratamientos mas
largos con Sortin2 la densidad de raices laterales emergidas CycB1;1 positivas
incrementa (Pérez-Henriquez y col., 2013). En esa condicion se encontrd ademas que
el numero de primordios decae al aumentar las horas de fratamiento lo que se
correlaciona con que las raices laterales emergidas incrementan. Esto estaria dando
cuenta de un desarroilo de estos primordios que evoluciona a raices laterales emergidas
por efecto del compuesto Sortin2. Esta evidencia sugiere fuertemente que Sortin2 estaria
afectando etapas tempranas de la formacién de raices laterales,.ya que se ha descrito
que el promotor de CycB1;1 puede visualizarse desde la etapa de iniclacién de la

formacién de raices laterales (De Smet y col., 2007).
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1.5 Planteamiento del Problema

En contraste con el propuesto rol de auxina como sefial de especificacion de células
fundadoras de raices laterales, se ha propuesto que auxina acttia como una sefial de
activacién de la division de las células fundadoras de raices laterales, ya que en la
mutante alff4, las células fundadoras de raices laterales estan especificadas y reciben la
sefial de activacién, sin embargo, debido a defectos mitéticos, no son capaces de
dividirse coordinadamente. Adicionalmente, la expresion y localizacion de la proteina
ALF4 parecen ser independientes de la sefializacion de auxina (DiDonato y col., 2004),
sugiriendo que existen sefiales de activacion adicionales a las de la via de sefializacion

canonica de auxina.

Por otra parte y como se comenté anteriormente, el mecanismo de formacioén de raices
laterales inducido por Sortin2 es independiente del complejo receptor de auxina SCFTR
(Pérez-Henriquez y col, 2012). Tratamientos con Sortin2 por 24 horas inducen un
aumento en la densidad de primordios CycB1;1 positivos sin cambiar el patrén de
distribucién de auxina (Pérez-Henriquez y col., 2013). Esto hace suponer que lo que
podrfa estar haciendo este compuesto es inducir eventos mas tempranos que la

acumulacién de auxina en el sitio de priming.

En base a lo que se conoce de la formacién de raices laterales se puede proponer un
disefio experimental que permita identificar cuél es el paso de la formacién de raices
laterales que estaria alterando el mecanismo de formacion de raices laterales inducido
por Sortin2. Ademas, si este compuesto quimico esta induciendo tempranamente la
formacion de raices laterales, este mecanismo nos puede entregar informacion acerca

de la induccién de eventos previos a la etapa de iniciacién de raices laterales.
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En este trabajo proponemos que el mecanismo de formacién de raices laterales gatillado
por Sortin2 induce un evento previo a la etapa de iniciacion de raices laterales,
provocando el cambio en el destino de [as células de! periciclo en Arabidopsis thaliana.
Para poder comprobar esta hipdtesis se presenta la siguiente estrategia experimental.
se evaluara el efecto de Sortin2 en las distintas etapas de [a organogénesis de las raices
laterales utilizando una herramienta genética como lo es el uso de mutantes con defectos
conocidos en la formacién de las raices laterales. Ademas, se estudiard la induccion de
eventos moleculares claves para el mecanismo de formacion de raices laterales
promovido por Sortin2, como la expresion de GATAZ23, CycB1;1y DRS. Por ultimo, se
evaluara la capacidad del mecanismo de formacién de raices laterales inducido por
Sortin2 para promover la diferenciacién de las células del periciclo de manera de evaluar

si el tratamiento local con Sortin2 induce raices laterales.
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1.6 Hipodtesis

El mecanismo de formacioén de raices laterales gatillado por Sortin2 induce un evento
previo a la etapa de iniciacion de raices laterales, provocando el cambio en el destino de

las células del periciclo en Arabidopsis thaliana.

1.7 Objetivo General

Determinar el efecto de Sortin2 en las distintas etapas de la organogénesis de raices

laterales y en la diferenciacién de células del periciclo.

1.8 Objetivos Especificos

1. Evaluar el efecto de Sortin2 en las distintas etapas de la organogénesis de las
raices laterales.

2. Estudiar la induccion de eventos moleculares claves para el mecanismo de
formacién de raices laterales promovido por Sortin2.

3. Evaluar la capacidad de Sortin2 para promover la diferenciacién de las células

del periciclo.
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MATERIALES Y METODOS

2.1 Lineas de semillas

Se utilizaron lineas de semillas de Arabidopsis thaliana de tipo silvestre ecotipo
Columbia-0 (Col-0) y Wassilewskija (Ws). Ademéas se usaron las lineas transgénicas
pDR5::GUS (Ulmasov y col., 1997), pCycB1;1::GUS (Ferreira y col., 1994), 35S::PID21
(Benjamins y col., 2001), 35S::PIN1 (Benkova y col., 2003), 358::KRP2 (Himanen y col.,
2002), 355:NAC2 (He y col., 2005}, pRBR::RBR-RFP (Ingouff y col., 2006) y las lineas
mutantes axr1-30 (Hotton y col., 2011), cul1-2 {(Alonso y col., 2003), cul1-6 (Moon y col.,
2007), axr4-1 (Hobbie y Estelle, 1995}, axr4-2 (Hobbie y Estelle, 1995), aux71-21 (Swarup
y col., 2004), Jax3 (Swarup y col, 2008), pin1-201 (Alonso y col., 2003), pin3pin7
(Benkova y col., 2003), pin3-4 (Benkova y col., 2003), pin3pin4 (Benkova y col., 2003),
pin3-5 (Benkova y col., 2003), pin4-1 (Benkova y col., 2003), pindpin7 (Benkova y col.,
2003), pin7-2 (Benkova y col., 2003), pid14 (Alonso y col., 2003), pidf4wagiwag2
(Alonso y col., 2003), acr4 (De Smet y col., 2008), rent (Deruere y col., 1999), CA-rop2
(Li y col., 2001), DN-rop2 (Li y col., 2001), skp2a (Rosso y col., 2003), skp2b (Alonso y
col., 2003), ceg (Dong y col., 2008), big (Gil y col., 2001), nfl8-1 (Kim y col., 2008), axr5-
1 (Yang y col., 2004), agg-1c (Alonso y col., 2003), arr3arrdarr5arr6anr8arr9 (Alonso y
col., 2003), atpgp1-101 (Alonso y col., 2003), riy1-1 (Alonso y col., 2003), glip2-1 (Alonso
y col., 2003), lox5-1 (Alonso y col., 2003), jkd-4 (Alonso y col., 2003), sac9-3 (Alonso y
col., 2003), iaa12-1 (Alonso y col., 2003), max2-2 (Alonso y col., 2003), max2-1 (Alonso

y col., 2003) y coi-16 (Alonso y col., 2003).
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2.2 Estratificacién y esterilizacién de semillas de Arabidopsis thaliana

Las semillas de las lineas de A.thaliana utilizadas se esterilizaron mediante protocolo
estandar. El protocolo consiste en: 1) Se lavaron las semillas con 1 mL de etanol 95%
viv (calidad analitica) y se agitaron durante 5 minutos a 7.245 g a 23°C. 2) Se incubaron
las semillas con 1 mL de solucién etanol 70% v/v Triton 100x 0,1% viv en el Tubes
Shaker Vibrating durante 15 minutos a 7.245 g a 23°C. 3) Se lavaron con 1 mL de agua
estéril 5 veces, agitando brevemente en cada lavado. 4) Se guardaron las semillas en 1
mL de agua estéril a 4°C en oscuridad durante al menos 24 horas antes de usar. El
dltimo paso se realizé con el fin de estratificar las semillas antes de ser sometidas a los
tratamientos. Para asegurar la correcta esterilizacién de las semillas se trabaj6 en la

camara de flujo laminar LAMINAIRE que mantiene un ambiente estéril.

2.3 Crecimiento de plantulas de Arabidopsis thaliana

Se sembraron semillas esterilizadas y estratificadas de A.thaliana de las lineas indicadas
en la seccién 2.1 en placas que contenfan medio de cultivo de planta MS-agar 0,5X
(Medio de cultivo Murashige y Skoog 0,22% p/v, sacarosa 1% plv, fitoagar 0,7% phv,

mioinositol 8,01% pfv, MES 0,05% pfv, pH 5,7).

Las placas se dispusieron verticalmente para que [as plantulas crecieran en la superficie
del medio de cultivo. Esta metodologia es recomendada cuando las plantulas van a ser
manipuladas durante los-tratamientos, debido a que permite traspasar la plantula de un
medio a otro sin provocar mayor dafio o deterioro. Todas las plantulas se cultivaron en
camara de cultivo con una intensidad luminica de 6.000 lux y fotoperiodo de 16 horas de

luz a 22°C y 8 horas de oscuridad a 18°C.
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2.4 Andlisis de la formacién de raices laterales en distintas mutantes en la

organogénesis de raices laterales bajo tratamiento con Sortin2
2.4.1 Tratamientos con Sortin2 en plantulas de Arabidopsis thaliana

Los tratamientos con Sortin2 se efectuaron a concentraciones de 25 pug/mL, la que se
preparé a partir de una solucién de stock de 20 mg/mL diluyéndola en Medio Sélido de
CuItiv.o (MS-agat) o en Medio Liquido de Cultivo (MS-liquido). Este ultimo tiene los
mismos componentes del MS-agar excepto el gelificante fitoagar. Los medios de cultivo
contienen una concentracion final 1% viv de dimetil sulféxido (DMSO) usada como
condicién control para los andlisis de los efectos de Sortin2. Se ha reportado que la
concentracion de DMSO que se utilizé no afecta el desarrollo de las plantas (Zouhar y
col., 2004). Todas las soluciones con Sortin2 y DMSO 1% fueron preincubadas por 96
horas en condiciones de fotoperiodo de 16 horas luz a 22°C y 8 horas oscuridad a 16°C,

con intensidad luminica de 6.000 Jux.

2.4.2 Analisis de la formacion de raices laterales en plantulas de Arabidopsis

thaliana

Se trabajaron con las distintas lineas de Arabidopsis descritas en la seccion 2.1 para
indagar qué etapa-de la formacién de ralces laterales esta afectando Sortin2 al ejercer
su efecto inductor de raices laterales. Las lineas que presentan defectos en la etapa de
iniciacién, cuyo parental es Columbia-0 (Col-0), son: 35S::KRPZ, axri1-30, cul1-2, cull-
6, axr4-2, aux1-21, max2-1, max2-2, jkd-4, coi1-16, skpZ2a, skp2b y ceg. Ademas se
analizaron las mutantes en iniciacion de raices [aterales que su parental es
Wassilewskija (Ws), axr4-1 y axr4-2. Las lineas que poseen defectos en la etapa de

desarrollo cuyo fondo genético es Col-0 son: 35S::PID21, 35S:PINT, 35S8:NAC2,
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pRBR::RBR-RFP, pin1-201, pin3pin?, pin3-4, pin3pind4, pin3-5, pin4-1, pindpin7, pin7-2,
pid14, pidi4wagiwag2, acr4, ren, CA-rop2, DN-rop2, big, nil8-1, axr5-1, agg-T1c,
arr3arrdarrSar6arr8a9, atpgp1-101, ry1-1, glip2-1, iaa12-1 y sac9-3. También se
evaluaron las mutantes en emergencia de raices laterales, Jox5-7 y fax3, cuyo parental

es Col-0.

Plantulas de 7 dias se traspasaron durante 72 horas a placas con tratamientos de MS-
liquido suplementado con DMSO 1% (Control) y Sortin2 25 pg/mL. Luego de este tiempo
las plantulas se montaron en acido [4ctico para aclarar el tejido y permitir una mejor
visualizacién de los primordios de raices laterales. La cuantificacion de primordios de
raices laterales y de raices laterales emergidas se realizd bajo microscopio optico
binocular (Nikon) utilizando el aumento 400X. La densidad de raices laterales se obtiene
normalizando el namero de primordios de raices laterales y/o raices laterales emergidas
por el largo de la rafz principal, el cual se mide utilizando el software tpsDIG2 2.15

(http://life.bio.sunysb.edu/morph/sofi-dataacq.html)

Cabe sefalar que para evaluar la sensibilidad a Sortin2, en las lineas modificadas
genéticamente con defectos en la iniciacion de raices laterales, se tomo como parametro
la densidad de primordios. Por ofra parte, para las lineas modificadas genéticamente con
defectos en el desarrollo de rafces laterales, se tomaron como parametros la densidad
de primordios y la densidad de raices laterales emergidas. Para las lineas modificadas
genéticamente defectuosas en la emergencia de raices laterales, se usd como

parametro solaménte la densidad de raices laterales emergidas.
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2 § Evaluaci6n de la iniciacién de raices laterales utilizando las lineas pDR5::GUS

y pCycB1;1::GUS

Para determinar el comportamiento de los. eventos de iniciacion de raices laterales
reportados por maximo de auxina se utilizo la linea reporiera pDR5::GUS. Ademas se
usaron plantulas de la linea pCycB1;1::GUS para comparar los eventos DR5 positivos
con los que reportan una alta actividad de division celular, eventos CycB1;1 positivos.
Plantulas de 7 dias de ambas lineas transgénicas cultivadas como se describe en la
seccién 2.3 se traspasaron durante un periodo de 24, 48 o 72 horas a placas con

tratamientos.

Ademnas, para asegurar que la induccion en la formacion de raices laterales estuviera
dada por el tratamiento con Soitin2, se germinaron y cultivaron en placas con MS-agar
suplementado con 10 M de &cido naftiltalamico (NPA), inhibidor del transporte polar de
auxina, semillas de ambas lineas transgénicas, ya que se ha reportado que a esa
concentracién de NPA la raiz primaria carece de primordios y raices laterales emergidas
(Casimiro y col., 2001).Plantulas de 7 dias se traspasaron durante un pericdo de 24, 48
o 72 horas a las placas con los tratamientos indicados. Luego del respectivo tratamiento,
la actividad de las plantulas de las lineas transgénicas pDR5::GUS y pCycB1;1::GUS se

revela como se indica en seccién 2.5.1.

Las plantulas reveladas se montaron en &acido lactico y se cuantificaron las raices
laterales emergidas y primordios de raices laterales que contienen el precipitado azul

bajo microscopio 6ptico binocular (Nikon) con los aumentos 100X y 400X.
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Se normalizé el numero de primordios de raices laterales y/o raices laterales emergidas
por el largo de la raiz principal usando el software tpsDIG2 2.15, para obtener asi la

densidad de primordios y/o la densidad de raices laterales.
2.5.1 Ensayo histoquimico de la actividad GUS

El gen reportero gusA codifica para la enzima B-glucoronidasa (GUS). Esta enzima tiene
la capacidad de catalizar la reaccion que tiene como reactivo a X-Gluc y como productos
al acido glucurénico incoloro y cloro-bromoindigo. Al llevarse a cabo la dimerizacién de
este dltimo se produce 5,5 dibromo 4,4- dicloro-indigo que es un precipitado azul (Vitha,

1995).

Las plantulas de las lineas transgénicas pDR5::GUS y pCycB1;1::GUS luego de ser
tratadas se trasladaron a placas con 3 mL de solucién reveladora que contiene el
sustrato X-gluc (X-gluc 1mg/mL disuelto en N,N-Dimetilformamida, buffer fosfato de
sodio pH 7 0,1M, Acido etilendiaminotetraacético pH 8 10 M, Tx100 0,1% viv, K-
Ferricianida 2 mM y K-Ferrocianida 2 mM) (Gallagher y col., 1992) para poder visualizar
los primordios de raices laterales GUS positivos y/o raices laterales emergidas GUS
positivas. Se incubaron las plantas durante 24 horas a 37°C en oscuridad. Se detuvo [a
reaccion retirando la solucién reveladora y reemplazandola por etanol 70%, dejando las

plantas en agitacién para asi remover la clorofila.

2.6 Analisis del efecto de Sortin2 sobre las células del periciclo de plantulas de

Arabidopsis thaliana

Para evaluar si Sortin2 es capaz de ejercer su efecto inductor de raices laterales

localmente y por consiguiente poder diferenciar las células del periciclo, se utilizd la
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metodologia de placas de agar segmentado (SAP) (Zhang y Forde, 1998). Esta consiste
en utilizar placas de cultivo que contengan MS-agar suplementado con DMSO 1% enlos
extremos y en la porcion central medio suplementado con Sortin2 25 pug/mL. Para evitar
la difusién de Sortin2 y de los componentes de! medio de cultivo se deja un espacio de
3 mm de aire entre las bandas, generando-3 secciones en las placas SAP: |, 'y Il (Fig.
6). Las placas SAP se dejaron fotoactivar por 95 horas en las condiciones estadndares de
cultivo. Las plantulas silvestres ecotipo Col-0 de 7 dias crecidas en MS-agar son
traspasadas a las placas SAP, dejando la parte aérea y la parte de la raiz principal
cercana al hipocotilo en la seccién |, la parte central de la raiz principal en la seccion 11y
la parte de la punta de la raiz principal en la seccion [ll. Como control se usé una placa
segmentada con MS-agar con DMSO 1%. Las placas SAP se dispusieron
horizontalmente para que las plantulas crecieran en la superficie del medio de cuitivo.
Luego de 3, 6 y 9 dias de ser tratadas las plantulas en placas SAP, bajo microscopio
éptico binocular (Nikon), se cuantificaron las raices laterales emergidas usando un
aumento 100X. Con el propésito de abtener la densidad de primordios y/o de raices

laterales emergidas, se realizo lo indicado en la seccion 242

2 6.1 Analisis del efecto de Sortin2 sobre la induccién de primordios en plantulas

de Arabidopsis thaliana

Se us6 la metodologia de placas de agar segmentado (SAP) descrita en la seccién 2.6.
En este experimento, se traspasaron plantulas de 7 dias de la linea transgénica
pCycB1;1::GUS a las placas SAP. Luego de 6 dias de tratamiento, para determinar la
actividad GUS descrita en la seccion 2.5.1 se les asperjo la solucién reveladora e incubd
en oscuridad a 37°C por 24 horas. Se marcaron con particulas de toner las partes de la

raiz principal de las plantas que se dispusiefon en las secciones de las placas SAP (Fig.
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6) y se montaron en &cido [actico para permitir que los primordios de raices laterales se
visualizaran de mejor manera. Se cuantificaron los primordios GUS positivos y las raices
laterales emergidas GUS positivas con el microscopio 6ptico binocular (Nikon) usando
un aumento de 400X. Para obtener las densidades de raices laterales se siguio lo

indicado en la seccion 2.4.2.

2 6.2 Andlisis del efecto de Sortin2 sobre la induccion de primordios de novo en

plantulas de Arabidopsis thaliana

La metodologia SAP (seccion 2.6.1) se utilizd6 con plantulas de la linea transgénica
pCycB1;1::GUS de 7 dias que se germinaron y crecieron en MS-agar suplementado con
NPA 10pM. Las placas SAP contenian en su seccion central (ll) medio de cultivo
suplementado con: DMSO 1% (Control), Sortin2 25 pgiml, NPA 10 pM, NAA 10 uM 6
NPA 10 pM con Sortin2 25 pg/mL. Luego de 3,6, 90 12 dias de tratamiento se revel6 la
actividad GUS y se montaron las plantulas como se indica en la seccién 2.6.1. Bajo
microscopio 6ptico binocular (Nikor) con aumento 400X, se cuantificaron los primordios
GUS positivos y las raices laterales emergidas GUS positivas. Se calcularon las
densidades de raices laterales emergidas y/o de primordios segun lo descrito en la

seccion 2.4.2.

2.6.3 Analisis del efecto de Sortin2 sobre la induccién de 1a diferenciacion de

células del periciclo a células fundadoras en plantulas de Arabidopsis thaliana

Para determinar si el fratamiento local con Sortin2 era capaz de inducir la transcripcion
del factor de transcripcion GATA23, se ust la metodologla SAP explicada en la seccidon
2.6 utilizando pléntulas de la linea transgénica pGATA23::GUS de 7 dias que crecieron

en MS-agar suplementado con NPA 10 pM. Se dispusieron las plantulas como se indica
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en la seccién 2.6 y se uiilizaron placas SAP como se describe en la seccién 2.6.2.
Después de 1, 3, 6,9 0 12 dias de tratamiento se revelé 1a actividad GUS y se mongaron
las plantulas como se indica en la seccion 2.6.1. Los primordios GUS positivos y las
raices laterales emergidas GUS positivas se cuantificaron bajo microscopio dptico
binocular (Nikon) con aumento 400X. Las densidades de raices laterales se obtuvieron

como se indica en la seccién 2.4.2.

2.7 Analisis Estadistico

Los datos obtenidos se graficaron y analizaron estadisticamente usando el programa
computacional Graphpad Prism 5.0®. Para determinar si existia una diferencia
significativa entre los respectivos tratamientos se aplicaron las pruebas t-Student de dos
colas y la no paramétrica de Wilcoxon de dos colas. Para las pruebas estadisticas se

consideraron cuatro niveles de significancia: p>0,05, p<0,05, p<0,01 y p<0,001.
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.y.‘fﬁ H-A.: FreY. Y " T Y .
Traspaso | )
Cuantificacion de Primordios
——> I de Raices Laterales y
Raices Laterales Emergidas
1] *
(9
Traspaso .
i e
MS-liquido %

OO0 r Y
Q0® ~— '

Aclaramiento de la muestra
ylo
Medicion de actividad enzimatica con X-gluc

Figura 6: Esquema general de la metodologia utilizada en este Seminario de Titulo. Lineas
de A.thaliana en MS-agar o MS-agar suplementado con NPA 10uM. Las plantulas de 7 dias son
traspasadas a tratamiento en medio liquido el cual posee distintas drogas o bien a placas de agar
segmentado (SAP). Luego se evallan las raices laterales y primordios. En el caso de las lineas
reporteras que contienen el gen gusA, las plantas se incuban en la solucion reveladora en donde
se cuentan los eventos GUS positivos. En ambos casos las plantas se someten a un proceso de
aclaramiento de la muestra (&cido lactico). Por ultimo se cuantifican los parametros de raices

laterales emergidas, primordios de raices laterales y se mide el largo de la raiz principal.
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RESULTADOS

3.4 Efecto de la induccion de raices laterales por Sortin2 en mutantes de las
distintas etapas de la organogénesis de las raices laterales
3.1.1 Basqueda bibliografica de genes involucrados en la formacién de raices

laterales

Se ha caracterizado en nuestro laboratorio al compuesto Sortin2 que induce la formacion
de raices laterales independiente del complejo receptor de auxina SCFTR en Arabidopsis
thaliana (Pérez-Henriquez y col., 2012). Sin embargo, aln se desconoce en que etapa
de Ia formacion de raices laterales Sortin2 estaria actuando. Se ha visto que Sortin2
induce una mayor densidad de primordios de raices laterales a las 24 horas y una mayor
densidad de raices laterales emergidas a las 72 horas (Pérez-Henriquez y col., 2013).
Para evaluar sobre qué paso de la organogénesis de las raices laterales esté actuando
Sortin2 se decidié utilizar una herramienta genética como lo es, el uso de diferentes
mutantes defectuosas en los pasos de la formacién de raices laterales y estudiar el
efecto que posee el tratamiento con Sortin2 en estas mutantes (Fig.7). Primeramente se
realizé una busqueda bibliografica de genes relacionados con la formacién de raices
laterales (Casimiro y col., 2003; Péret y col., 2009; De Smet y col., 2008), encontrandose
113 genes. Luego, se buscaron mutantes en estos genes que estuvieran descritas en la
literatura por presentar algtin defecto en las etapas de la formacion de raices laterales.
Se clasificaron las mutantes identificadas de acuerdo al fenotipo descrito y a ia etapa de
formacion de raices laterales que estaba alterada: priming, iniciacién, desarrollo o
emergencia. Se recopild informacién acerca de los autores que describieron a estas

mutantes y se solicitaron semillas de cada linea para poder trabajar en este Seminario
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de Titulo. Logramos colectar 67 lineas de Arabidopsis a las que se les evalud su
germinacion y crecimiento. 47 de las lineas presentaron buena germinacion y el fenotipo
descrito en la literatura. Por esta razon se decidié proseguir con ellas para evaluar la
sensibilidad a Sortin2 con respecto a la formacion de raices laterales. Para esto, en
plantulas de 7 dias, se cuantificé la densidad de primordios de raices laterales y/o ralces
laterales emergidas. La induccion de la-densidad de eventos inducidos bajo tratamientos
con Sortin2 en las lineas mutantes con que se trabajo, se comparé con la induccion de
Sortin2 en las respectivas lineas silvestres (WT, del inglés wildtype). Los resultados de
las densidades de primordios de raices laterales y/o ralces laterales emergidas se
utilizaron para obtener el parametro que llamamos "veces de induccién por Sortin2
relativa a la WT" y que abreviamos como "veces de induccion relativa”. Este parametro
hace referencia al cociente entre las veces de induccién de densidad de primordios de
raices laterales y/o raices laterales emergidas que tiene el tratamiento con Sortin2 para
cada linea y las veces de induccién de densidad de primordios de raices laterales yfo
raices laterales emergidas en el tratamiento con Sortin2 de la linea siivestre (Fig. 8). De
acuerdo a estos parametros, se les clasificé como lineas hipersensibles a Sortin2 a las
mutantes, en que el tratamiento con Sortin2 induce un aumento significativo en la
densidad de primordios de raices laterales y/o raices laterales emergidas comparado al
tratamiento control y que ademéas sus veces de induccién relativa presentaron valores
mayores a 1,2. Por otra parte, se catalogé como lineas parcialmente resistentes a Sortin2
a las mutantes que presentaron un incremento significativo de la densidad de primordios
de raices laterales y/o raices laterales emergidas por Sortin2 contrastado con las
condicion control, y sus veces de induccién relativa son menores que 0,9. Tambien se
establecio que las lineas de Arabidopsis en que Sortin2, indujo de manera significativa

la densidad de primordios de raices laterales y/o raices laterales emergidas y que sus
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veces de induccion relativa estan entre 0,9 y 1,2 veces, se les denominé lineas
"silvestre”. Ademas, se consideré como lineas resistentes a Sortin2 a las mutantes que
no aumentaban significativamente su densidad de primordios de raices laterales ylo

raices laterales emergidas en tratamiento con Sortin2 al comparar con el tratamiento

control y cuyas veces de induccion relativa fueron menores a 0,8.

Figura 7: Busqueda bibliografica de genes involucrados en la formacién de raices laterales y de sus
mutantes con defectos en las raices laterales. Para evaluar en qué etapa(s) de la formacién de raices
laterales Sortin2 esta actuando, se realizé una busqueda bibliogréfica en donde se encontraron 113 genes
involucrados en la formacién de raices laterales. Se hallaron 120 mutantes caracterizadas con defectos en
estos genes. Se encargaron las mutantes a los respectivos autores y al banco de semillas de Arabidopsis
Biological Resource Center. Se colectaron 67 mutantes, de las cuales en este Seminario de Titulo se
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evaluaron 47 mutantes respecto a lainduccion de ralces laterales por tratamiento con Sortin2. Se clasificaron
las mutantes de acuerdo a los pardmetros: densidad de primordios de ralces laterales yfo densidad de raices
Jaterales emergidas y veces de induccién relativa. Se denominaron resistentes a las lineas en que el
tratamiento con Sortin2 no provoca un aumento significativo en las densidad de primordios de raices
laterales y/o ralces laterales emergidas y sus veces de induccién relativa son menores que 0,8. Parcialmente
resistentes se les catalogd a las lineas en que el tratamiento con Sortin2 induce un aumento significativo de
|z densidad de primordios de raices laterales y/o raices laterales emeraidas y sus veces de induccion relativa
son menores a 0,9. Hipersensible se les definié las lineas que curnplian que en tratamiento con Sortin2
aumenta significativamente la densidad de primordios de raices laterales yfo raices laterales emergidas y
sus veces de induccién refativa eran mayores que 1,2, Se clasificaron como lineas "silvestre”, a las lineas
en que el tratamiento con Sortin2 induce significativamente la densidad de primordios de raices laterales y/o
rafces laterales y sus veces de induccién relativa son entre 0,9y 1,2

3.1.2. Evaluacién del efecto inductor de raices laterales que posee Sortin2 en

ecotipos de [a linea silvestre

Para fijar los parametros de crecimiento & induccion de raices laterales que se evaluaron
en las lineas con defectos en la formacién de raices laterales en tratamiento con Sortin2,
primeramente se vieron los efectos de este compuesto en las lineas silvestres. Para esto
se trataron con Sortin2 por 72 horas plantulas de 7 dias de los ecotipos silvestres, ya
que segun se describié en Pérez-Henriquez y col., 2012, el tratamiento con Soriin2
induce el numero y reduce el largo de raices laterales, aumenta el numero de pelos

radiculares y disminuye el largo de la raiz principal.

Los valores de la densidad de primordios de raices laterales en las lineas silvestres Col-
0 y Ws (Fig. 8a) aumentan significativamente bajo tratamiento con Sortin2 25 pg/mL. Al
expresar los resultados como veces de induccion por Sortin2 (Fig. 8b), se obtiene que
en plantulas Col-0 Soriin2 induce 3,8 veces la densidad de primordios de raices laterales,
acorde a lo reportado previamente por Pérez-Henriquez y col., 2012. Es interesante que
el efecto de Sortin2 en plantulas Col-0 crecidas con una menor concentracion de azdcar
en el medio (0,5%) sélo alcanza las 2,5 veces de induccién por Sortin2. Ademas se

evalué el efecto de Sortin2 en el ecotipo silvesire Ws, encontrandose que éste es mas
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sensible que el ecotipo Col-0, ya que la induccién de fa densidad de primordios de raices

laterales por Sortin2 es de 6,1 veces.

Por ofra parte, la densidad de las raices laterales emergidas en Col-0 y Ws (Fig. 8c)
aumentan significativamente bajo tratamiento con Sortin2. Los resultados expresados
como veces de induccién por Sortin2 (Fig. 8d) dan cuenta que en plantulas Col-0, Sortin2
induce 4,3 veces la densidad de raices laterales emergidas, consistente con la literatura
(Pérez-Henriquez y col., 2012). También se observa una disminucién en la induccion de
Sortin2 en menor concentracién de sacarosa (0,5%), en donde sélo se alcanzan las 3
veces de induccion de raices laterales emergidas por Sortin2. Por su parte, el tratamiento
con Sortin2 en plantulas del ecotipo silvestre Ws induce 2,2 veces la densidad de raices

laterales emergidas, lo que es menor que en Col-0.

Esta diferencia en las veces de induccién tanto de primordios de raices laterales como
de raices laterales emergidas inducidos por Sortin2 en las distintas condiciones de
sacarosa, puede deberse a que se ha reportado que la sacarosa captada por los tejidos
aéreos de la planta promueve la emergencia de los primordios de raices laterales

(MacGregor y col., 2008).

En la Fig. 8e se visualiza el efecto inductor de raices laterales que tiene el tratamiento
por 7 dias con Sortin2 25 pg/ml. en plantulas de 7 dias de los ecotipos silvestres Col-0
y Ws. En éstas el nimero de raices laterales aumenta, el largo de las raices laterales se
reduce, aumentan los pelos radiculares y el largo de la raiz principal disminuye. Estos

efectos visualizados son acordes a lo reportado en Pérez-Henriquez y col., 2012.
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Figura 8: Los ecotipos silvestres Col-0 y Ws son sensibles a la formacién de primordios de raices
laterales y raices laterales emergidas inducidas por tratamientos con Sortin2. Plantulas de 7 dias de las
lineasCol-0 y Ws se trataron en MS-liguido suplementado con DMSO 1% (Control, barras grises) y con Sortin2
25 pg/mL (barras amarillas) por 72 horas. (A) Densidad de primordios de raices laterales y (C) Densidad de
raices laterales emergidas en los tratamientos en Col-0 y Ws. El tratamiento con Sortin2 induce una mayor
densidad de primordios de raices laterales en los ecotipos silvestres. Los resultados obtenidos en Ay en C se
expresan en (B) y en (D) como veces de induccion por Sortin2. Los datos son el promedio de 3 réplicas
experimentales, excepto en el ecotipo Ws que se realizo s6lo una réplica experimental. Las barras corresponden
al error estandar. Se evaluaron estadisticamente los datos con la prueba de t-student, *=p<0,05; **=p<0,01,
***=<0,001; ns=no significancia. (E) Visualizacién de plantulas Col-0 y Ws de 7 dias que se trataron por 7 dias
en MS-agar (1% sacarosa) con DMSO 1% (Control) y con Sortin2 25 pg/mL. Se denota un aumento del nimero
de raices laterales, disminucion del largo de las raices laterales y reduccién del largo de la raiz principal bajo
tratamiento con Sortin2. Las barras de tamafio corresponden a 1 cm.
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3.1.3. Evaluacién del efecto inductor de primordios de raices laterales que posee
Sortin2 en mutantes con defectos en la etapa de iniciacion de la formacion de

raices laterales

Para evaluar si la induccién de raices laterales producidas por Sortin2 es anterior o
posterior a la etapa de iniciacién y si requiere que las proteinas involucradas en esta
etapa funcionen de manera correcta, se evaluaron las lineas mutantes: axr1-30, cul1-2,
cul1-6, sir1-1, axr4-1, axr4-2, aux1-21, skp2a, skp2b, ceg, max2-2, max2-1, jkd-4, coil-
16 y 35S8::KRP2, las que han sido caracterizadas por poseer defectos en la etapa de
iniciacién de rafces laterales (Dong y col., 2006; Fukaki y col, 2002; Gilkerson y col.,
2009; Hellmann y col., 2003; Himanen y col., 2002; Hobbie y Estelle, 1995; Manzano y
col., 2012; Moon y col., 2007; del Pozo y col., 2006; Raya-Gonzdlez, 2012; Stirnberg y

col.,, 2002; Swarup y col., 2004; Welch y col., 2007).

Se cuantifico la densidad de primordios de raices laterales de plantulas de 7 dias de las
diversas lineas que se trataron con MS-liquido gue contenia DMSO 1% (Control) o
Sortin2 25 pg/mL por 72 horas. La densidad de primordios de raices laterales en axri-
30, jaa12-1, aux1-21, axrd-1, axrd-2, max2-2 y 358::KRP2 (Fig. 9a) aumenta
significativamente bajo tratamiento con Sortin2 lo que estaria indicando que estas
mutantes son hipersensibles, "silvestres” o bien parcialmente resistentes al {ratamiento
con Sortin2, comparado con WT. De hecho, al expresar los resultados como veces de
induccion relativa (Fig. 9b), las lineas 355:KRP2, iaa12-1y axr1-30 se clasifican como
parcialmente resistentes a Sortin2, porque el tratamiento con Sortin2 induce menos de
0,9 veces la densidad de primordios de raices laterales. axr4-2 es catalogada como linea

"silvestre”, ya que sus veces de induccién relativa son menores a 1,2. aux1-21y axr4-1
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son catalogadas como mutantes hipersensibles a Sortin2, puesto que sus veces de

induccién relativa al menos triplican las veces de induccion que sufre la linea silvestre.

En cambio, en las mutantes cul1-6, cul1-2, sir1-1, skp2a, skp2b, max2-1, jkd-4 y coi1-16
la densidad de primordios de raices laterales no varia significativamente bajo tratamiento
con Sortin2, lo que indica que estas mutantes serian resistentes al tratamiento con
Sortin2. Cuando los resultados se expresan como veces de induccion relativa (Fig. 9b),
se visualiza mejor que cul7-8, cul1-2, slr1-1, max2-1, jkd-4 y coi1-16 son resistentes al
efecto de Sortin2 en la induccion de los primordios de raices laterales, ya que sus veces

de induccién relativa son inferiores a 0,8.

En la Fig. 9¢, se ve el efecto inductor de raices laterales que tiene el tratamiento por 7
dias con Sortin2 algunas de las mutantes analizadas. Las mutantes aux7-21 y axr4-1
poseen pocas 0 carecen de raices laterales segun lo publicado por Swarup y col., 2004
y por Hobbie y Estelle, 1995, respectivamente, lo que es consistente bajo condiciones
controles. Sin embargo, Sortin2 induce una gran cantidad de raices laterales, reduce el
tamafio de las raices laterales, produce un mayor nimero de pelos radiculares y
disminuye la longitud de la rafz principal. También se ve que las lineas cul1-6 y sir1-1
son resistentes al efecto inductor de raices laterales de Sortin2 (Fig. 9c), ademas se

ohserva que el largo de la raiz principal se ve disminuido en ambas mutantes.
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Figura 9: Mutantes con defectos en la etapa de iniciacién de la formacién de las raices laterales
son resistentes al efecto de Sortin2. Plantulas de 7 dias de las lineas indicadas se traspasaron a
tratamientos en MS-liquido suplementado con DMSO 1% (Control, barras grises) y Sortin2 25 pg/mL
(barras amarillas) por 72 horas. (A) Densidad de primordios de raices laterales en los tratamientos en las
distintas lineas. El tratamiento con Sortin2 induce la densidad de primordios de raices laterales en la
mayoria de las lineas. Los datos son el promedio de 3 réplicas experimentales (n=12-26), excepto para
las lineas cul1-2, iaa12-1, axr4-2, max2-1, max2-2, jkd-4 y coi1-16 que se realizé 1 réplica experimental
(n=3-6). Las barras de error corresponden al error estandar. Los datos se evaluaron usando la prueba de
t-student y la prueba de Wilcoxon: *=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001; ns=no significancia. (B) Los
resultados obtenidos en A se expresan como veces de induccién relativa. El valor 1 representa las veces
de induccion por Sortin2 en la linea silvestre. Lineas hipersensibles a Sortin2 (barras rojas) corresponden
a las que el tratamiento con Sortin2 es capaz de inducir un aumento significativo en la densidad de
primordios de raices laterales y en las que las veces de induccién relativa presentan valores mayores que
1,2. Las lineas "silvestres" (barras moradas) son las que presentaron un comportamiento similar al
silvestre en cuanto a la induccién de primordios de raices laterales por Sortin2, ya que la induccién fue
significativa y sus veces de induccién relativa estan entre 0,9 y 1,2. Parcialmente resistentes (barras
verdes) corresponden a las lineas en que el tratamiento con Sortin2 induce una mayor densidad de
primordios de raices laterales y las veces de induccion relativa son menores a 0,9. Lineas resistentes a
Sortin2 (barras azules) se denominan a las lineas en que el tratamiento con Sortin2 no induce un aumento
significativo en la densidad de primordios de raices laterales y sus veces de induccién relativa son
menores a 0.8. Las barras de error corresponden al error estandar. » corresponde a las mutantes que no
se pudieron clasificar en las categorias designadas. (C) Imagen representativa del crecimiento en MS-
agar con DMSO 1% (Control) o Sortin2 25 pg/mL de algunas de las lineas con defectos en la iniciacion
de raices laterales. Mutantes aux1-21 y axr4-1, hipersensibles a Sortin2. Las lineas mutantes sir1-1y
cul1-6 son resistentes a la induccion de la densidad de primordios de raices laterales por Sortin2. Las
barras de tamario corresponden a 1 cm.
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3.1.4. Evaluacion del efecto inductor de raices laterales que posee Sortin2 en
mutantes con defectos en la etapa del desarrollo de la formacién de raices
laerales

Para determinar si la induccion de raices laterales producidas por Sortin2 necesita que
las proteinas involucradas en la etapa del desarrollo funcionen de manera correcta y
mapear si el efecto de Sortin2 esta anterior o posterior a la etapa de desarrollo de la
formacién de raices laterales, se analizaron las lineas de Arabidopsis que han sido
descritas en la literatura por poseer defectos en la etapa de desarrollo de raices laterales:
355::PID21, 35S::PIN1, 35S:NAC2, pRBR::RBR-RFP, pin1-201, pin3pin7, pin3-4,
pin3pind, pin3-5, pind-1, pin3pin4, pindpin7, pin7-2, pindpin7, pin3pin7, pid14,
pid14wagiwag2, acr4, ron, CA-rop2, DN-rop2, big, ntig8-1, axr5-1, agg-1c,
arr3amrdarrbarrbarr8an?9, atpgp1-101, riy1-1, glip2-1, iaa12-1y sac9-3 (Robert y Offringa,
2008: Benkova y col., 2003; He y col., 2005; Baké, 2013; Bennet y col., 1995; Dhonukshe
y col., 2010; De Smet y col., 2008; Rashotte y col., 2001; Li y col., 2001; Gil y col., 2001;
Kim y col., 2001; Yang y col., 2005; Trusov y col., 2007; Zhang y col., 2011; Lin y Wang,

2005; Seo y col., 1998; Lee y col., 2011; De Smet y col., 2010; Williams y col., 2005).

Se evalu6 la sensibilidad al tratamiento con Sortin2 25 pg/mL por 72 horas en plantulas
de 7 dias de las lineas de Arabidopsis, cuantificando tanto la densidad de primordios de
raices laterales y la densidad de raices laterales emergidas (Fig. 21, anexo ll). La
densidad de primordios de raices laterales (Fig. 10a) nos indica que lineas pin3-4, pin3-
5 pind-1, pin7-2,pin3pind, pin3pin7, pindpin7, pin1-101, 35S:PID21, pid14,
pid14dwagiwag2, rent, big, CA-ro;oz, DN-rop2, axr5-1, acr4, agg1-1¢, 35S:NAC2, glip2-
1 y pRBR::RBR-RFP, son hipersensibles, "silvestres” o parcialmente resistentes a

Sortin2, puesto que el tratamiento con Sortin2 induce significativamente la densidad de
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primordios de raices laterales comparado con WT. Asi que al presentar los resultados
como veces de induccién relativa (Fig. 10b) nos permiten clasificar a las lineas pin3-5,
pin4-1, 358::PID21, pid14wagiwag2, big, DN-rop2, acr4 y pRBR:RBR-RFP como
hipersensibles a Sortin2, ya que las veces de induccion relativa son mayores a 1,2.
También, se encontré que las lineas pin7-2, ren1, CA-rop2 y axr5-1 son "silvestres”,
debido a que sus veces de induccion relativa van desde 0,9 a 1,2. Se catalogan ademas
como parcialmente resistentes a Sortin2 a las lineas pin3-4, pin3pind, pin3pin7, pindpin7,
pid14, aggi-1c, 36S::NAC2 y glip2-1, puesto que sus veces de induccion relativa son
menores a 0,9. En contraste, en las lineas 35S::PIN1, arr3an4arr5anr6arr8an9, rty1-1,
alpgp1-101, nti8-1 y sac9-3 la densidad de primordios de raices laterales no varia
significativamente en tratamientos con Sortin2. Evaluando ademé&s las veces de
induccion relativa, se determiné que las lineas 35S::PIN1, rty1-1, atpgp1-101, ntig-1y
sac9-3 son resistentes a Sortin2, puesto que sus veces de induccién relativa son

mencres & 0,8.

Se puede distinguir en la Fig. 10c el efecto inductor de raices laterales que tiene el
tratamiento con Sortin2 25 pg/mL por 7 dias en Col-0, en la linea resistente 35S::PIN1 y
en las lineas transgénicas 35S::PID21 y acr4, en las que se distingue que Sortin2 induce
una gran cantidad de raices laterales en comparacién a la silvestre en las lineas

hipersensibles a Sortin2




38

A.
ke ii6 1 Control
114 e [ Sortin2
| | )
.
L E
L 7
B ]
E2
& §
85
T
€
[= "]
-
y
‘:\ ,5) W &';Q LQ\(\ Q‘“ \Q \“\\0'\'\\5\‘ R 6"@‘5" o & hﬁﬁqé}h* \0\ "Q\@\}w:?’%q A ?gQ
°'vQ Qo"‘o"’oo d T EN® LN IS
N & & $Q Fov ¢ & q@
00 .'It ? 2 '5 Q‘
\S‘ &
¢ Q

Bl Resistente

@ Parcialmente resistente [l "Silvestre"”

[ Hipersensible

3.0;
2.5

S

2 2.0

1.5-

rela

1.4

o - -
-] o L]
L n h

Veces de Induccién de Primordios
Y

Ll
n

\$ qu \$o

A M
O A0
'-Q‘Q"\"&e‘?
b

g |

\0 01

\\Qq’ R\

T

@

‘)
Q..

©

R

&5
Q<

'\ N3 Q R 9
‘5;“?‘0 b W '%{ &
Q@
Q\b Qq_@

I il.ll




39

35S::PIN1

Figura 10: Mutantes con defectos en la etapa de desarrollo de formacidén de raices laterales son
resistentes a Sortin2. Plantulas de 7 dias se traspasaron a tratamientos por 72 horas en MS-liquido
suplementado con DMSO 1% (Control, barras grises) y Sortin2 25 pg/mL (barras amarillas). (A) La
densidad de primordios de raices laterales se ve inducida en la mayoria de las lineas en tratamiento con
Sortin2. Los datos son el promedio de 3 réplicas experimentales (n=14-26), excepto en axr5-1, arr345689,
rty1-1, atpgp1-101, agg1-1c, nt8-1, sac9-3 y glip2-1 que se efectud una réplica experimental (n=3-7). Las
barras corresponden al error estandar. Los datos fueron evaluados utilizando la prueba de t-
student.*=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001; ns=no significancia. * corresponde a las mutantes que no se
pudieron clasificar en las categorias designadas. Los resultados obtenidos en A se expresan como (B)
veces de induccién de primordios de raices laterales relativa. (C) Visualizacion de plantulas de algunas
de las mutantes tratadas por 7 dias en MS-agar con DMSO 1% o Sortin2 25 pg/mL. Lineas catalogadas
como silvestre en cuanto a la sensibilidad a Sortin2. Mutantes acr4 y 35S::PID21, hipersensibles a Sortin2.
Linea 35S::PIN1, resistente a la induccién de la densidad de primordios de raices laterales por Sortin2.
Las barras de tamafio corresponden a 1 cm.

3.1.5. Evaluacion del efecto inductor de raices laterales que posee Sortin2 en

mutantes con defectos en la emergencia de la formacion de raices laterales

Para evaluar si las proteinas involucradas en la etapa de emergencia de |la formacién de
raices laterales son necesarias para que Sortin2 pueda ejercer su efecto inductor de

raices laterales y determinar si el efecto de Sortin2 esta antes o después de la etapa de
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emergencia de la formacidn de raices laterales, se analizaron las lineas de Arabidopsis:
lax3 y lox5-1. Estas mutantes han sido descritas por tener defectos en la etapa de

emergencia de las raices laterales (Swarup y col., 2008; Vellosillo y col., 2007).

Al evaluar la densidad de raices laterales emergidas en plantulas de 7 dias de las
mutantes tratadas con DMSO 1% (Control) o Sortin2 25 pg/mL por 72 horas, se denota
que este parametro aumenta significativamente bajo tratamiento con Sortin2 en ambas
lineas (Fig. 11a). Al expresar los resultados como veces de induccién relativa (Fig. 11b),
dan cuenta que /ax3 presenta un comportamiento “silvesire”, debido a que sus veces de
induccion relativa se encuentra en el rango 0,9-1,2. Con respecto a fox5-1 se sugiere
que se comporta como una mutante parcialmente resistente al tratamiento con Sortin2
segun nuestra clasificacion, porque sus veces de induccion relativa son menores a 0,9.
No obstante se deben realizar mas réplicas experimentales para poder concluir sobre la

sensibilidad a Sortin2 de lox5-1.

En la Fig. 11c, se aprecia el efecto inductor de raices laterales que tiene el tratamiento
con Sortin2 25 pg/ml. por 7 dias en MS-agar en pléntulas Col-0 y en /ax3. En fax3 y en
la linea silvestre aumenta el nimero y disminuye el largo de raices laterales, el nimero
de pelos radiculares se incrementa y el largo de la raiz principal se reduce. Lo que estaria
indicando que Sortin2 no afecta la emergencia de raices laterales en la que participa

LAX3.

Al analizar los resultados obtenidos para el tratamiento con Sortin2 en las mutantes con
defectos en los pasos de la formacion de raices laterales, estos resultados nos indican
que Sortin2 esta afectando un evento anterior a la etapa de iniciacién de [a

organogénesis de raices laterales, ya que algunas mutantes con defectos en las etapas
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de iniciacion, desarrollo y emergencia son resistentes o parcialmente resistentes al

tratamiento con Sortin2.
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Figura 11: fox5-1, mutante con defecto en la etapa de emergencia de la formacién de raices
laterales, seria parcialmente resistente a Sortin2. Plantulas de 7 dfas de las lineas mutantes /ax3 y
lox5-1 se trataron en MS-liquido que contenia DMSC 1% (Control, barras grises) y Sortin2 25 pg/mL
{barras amarillas) durante 72 horas. (A) El tratamiento con Sortin2 induce la densidad de raices laterales
emergidas en ambas mutantes. Los datos para /ax3 son el promedio de 3 réplicas experimentales (n=22-
25) y para lox5-1 es de 1 réplica experimental (n=3). Las barras de error corresponden al error estandar.
Los datos se evaluaron estadisticamente con [a prueba de t-student: *=p<0,05; **=p<0,01; **=p<0,001;
ns=no significancia, {B) Los resultados obtenidos en A se expresan como veces de induccion relativa. El
valor 1 representa las veces de induccion de densidad de raices laterales emergidas obtenida bajo
tratamiento con Sortin2 en Col-0. Jox5-1 se catalogs como parcialmente resistente a Sortin2 (barra verde),
ya que el tratamiento con Sortin2 induce significativamente [a densidad de raices laterales emergidas y
sus veces de induccion refativa son menores que 0,9, Por atra parte, lax3 presenta un comportamiento
"silvestre” en la sensibilidad a Sortin2 (barra morada), porque el tratamiento con Sortin2 induce
significativamente un aumento de la densidad de raices laterales, y sus veces de induccién refativa se
encuentran entre 0,9 y 1,2, (C) Visualizacidn de plantulas de 7 dias de las lineas Col-Oy /ax3 que se
trataron por 7 dias en MS-agar con DMSO 1% (Control) y Sortin2 25 pg/mL. Col-0 y fax3 son sensibles
de manera similar a Sortin2, en cuanto a induccién de densidad de ralces laterales emergidas. Las barras
de tamafio corresponden a 1 cm.

Por ofra parte, los resultados también nos permiten sugerir que Sortin2 induce la
organogénesis de raices laterales por vias alternativas a la via de sefializacion canénica
de auxina, ya que existen mutantes en iniciacién, desarrollo y emergencia que tienen
defectos en proteinas importantes para esta via de sefializacion que, de igual manera
que la silvestre, son sensibles a la induccién de raices laterales provocada por el

tratamiento con Sortin2.

3. 2 Evaluacién de la induccién de eventos moleculares claves para la induccién

de rafces laterales por Sortin2

3.2.1 Evaluacién del efecto de Sortin2 en la induccion de eventos mitdticos
tempranos asociados a la iniciacidon de raices laterales en plantulas de

Arabldopsis thallana

En nuestro laboratorio utilizando la linea transgénica pCycB1;1::GUS, reportera de

eventos mitéticos tempranos asociados a la iniciacion de raices laterales (Beeckman y
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col., 2001), se ha evidenciado que el tratamiento con Sortin2 25 pg/mL por 24 horas es
capaz de inducir un aumento en la densidad de primordios de raices laterales CycB1;1
positivos vy que, por otfra parte, la densidad de raices laterales emergidas CycB1i;1
positivas se ve inducida a [as 72 horas de tratamiento con Sortin2 (Pérez-Henriquez y

col., 2013).

Ademas, se ha reportado que los eventos de iniciacién carecen de sincronia lo que
provoca que sea dificil seguir correctamente la formacioén de raices laterales (Himanen
y col., 2002, 2004). Para superar estos problemas, se ha establecido el sistema inducible
de raices laterales (LRIS, por sus siglas en inglés. Himanen y col., 2002), el cual permite
la sincronizacién del ciclo celular de las células del periciclo. El LRIS consiste en
germinar y crecer las plantulas en NPA 10 uM, porque se ha reportado que a esa
concentracion NPA arresta a las células del xilema del periciclo en la fase G1 del ciclo

celular (Himanen y col., 2002).

Para determinar si Sortin2 induce la formacién de novo de las raices laterales,
provocando asf la reactivacion del ciclo celular en las células del xilema del periciclo y
consecuentemente la activacién del promotor de CycB1:1, se evalud en plantulas de 7
dias crecidas y germinadas en MS-agar o MS-agar suplementado con NPA 10 uM, la
densidad de primordios de raices [aterales GUS positivos y/o de raices laterales
emergidas GUS positivas que comresponden a eventos de proliferacion celular CycB1;1
positivos en la linea reportera pCycB1;1::GUS bajo tratamiento Control (DMSO 1%) y

Sortin2 25 pg/mL por 24, 48 y 72 horas.

El anexo [V muestra la morfologia de las plantulas crecidas en MS-agar de la linea

reportera pCycB1;1::GUS en tratamiento con Soriin2 y DMSO 1% alas 24,48y 72 horas.
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Se ve que los primordios de ralces laterales GUS positivos corresponden a un domo
marcado por el 5,5 dibromo 4,4- dicloro-indigo (precipitado azuf). En el tratamiento con
Sortin2 se visualiza la aparicion de primordios de ralces laterales fusionados y opuestos
principalmente en la porcién de la raiz principal cercana a la punta. Ademas, la
morfologia de las raices laterales emergidas GUS positivas al ser tratadas con Sortin2
son mas cortas y se encuentran mas cercanas a lo largo de la raiz principal, en

comparacién con plantas no tratadas.

En el anexo V! se observan plantulas de la linea pCycB1;1::GUS que se crecieron en
MS-agar suplementado con NPA y se sometieron a los fratamientos indicados. En estas
imagenes se aprecia que la morfologia tanto de los primordios de raices laterales GUS
positivos como de las ralces laterales emergidas GUS positivas inducidas por Sortin2,
se asemejan a las que se indujeron en plantulas de las lineas crecidas en MS-agar. El
lugar de la rafz principal en donde se inducen los primordios de rafces laterales por
Sortin2 es en una localizacién alin mas cercana a la punta de la raiz principal en
comparacion en donde se desarrollan los primordios en plantas crecidas en condiciones
controles, esto puede deberse a que Soriin2 tenga alguin efecto en el desarrollo de las
zonas de la raiz principal. Se ve también que a las 24 horas de tratamiento las plantulas
carecen de raices laterales emergidas, esto es acorde a Ia literatura, ya que se ha
reportado que el avance de la formacion de un primordio de raiz lateral desde el estado
[ hasta el estado VIl ocurre en el transcurso de aproximadamente 24 horas (Péret y col.,

2012).

En plantulas germinadas y crecidas en MS-agar de la linea pCycB1;1::GUS, la densidad
de primordios GUS positivos aumenta desde las 24 horas de tratamiento con Sortin2

(Fig. 12a) y a las 72 horas de tratamiento con Sortin2 la densidad de primordios de raices
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laterales CycB1;1 positivos es similar al tratamiento Control (Fig. 12a), lo que coincide
con lo reportado por Pérez-Henriquez y col., 2013. Con respecto a la densidad de raices
laterales emergidas GUS positivas, en la linea pCycB1;1::GUS este parametro aumenta
desde las 48 horas de tratamiento con Sortin2 (Fig. 12b), tal como se habia descrito

previamente (Pérez-Henriquez y col., 2013).

Por otra parte, en plantulas crecidas y germinadas en NPA, la densidad de primordios
de raices laterales GUS positivos en plantulas de la linea pCycB1;1::GUS aumenta
significativamente bajo tratamiento con Sortin2, independiente del tiempo de tratamiento
(Fig. 12c). Ademas, Sortin2 induce la densidad de raices laterales emergidas GUS

positivas a las 72 horas de tratamiento en la linea reportera pCycB1;1::GUS (Fig. 12d).

Esta evidencia sugiere que Sortin2 promueve eventos que desencadenan la primera
division anticlinal en las células fundadoras de raices laterales (Himanen y col., 2002), y
consecuentemente estos primordios de raices laterales inducidos por Sortin2 contindan
su desarrollo hasta raices laterales emergidas. Es decir, el tratamiento con Sortin2

induce la formacion de raices laterales de novo.
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Figura 12: Sortin2 induce eventos mitéticos tempranos asociados a la iniciacién de raices laterales en
plantulas de Arabidopsis thaliana. Plantulas de 7 dias de la linea reportera pCycB1;1::GUS que se germinaron
y crecieron en MS-agar (A y B) o en MS-agar suplementado con NPA 10 pM (C y D), se trataron por 24, 48 o
72 horas en MS-liquido suplementado con DMSO 1% (Control, barras grises) y Sortin2 25 pg/mL (barras
amarillas). (A) En la linea pCycB1;1::GUS, Sortin2 induce la densidad de primordios positivos para eventos de
proliferacién celular. (B) Los tratamientos con Sortin2 aumentan significativamente la densidad de raices
laterales emergidas GUS positivas desde las 48 horas de tratamiento en la linea pCycB1;1::GUS. (C) La
densidad de primordios positivos para eventos mitdticos tempranos se induce bajo tratamiento con Sortin2 en
plantulas de la linea pCycB1;1::GUS que carecian de primordios iniciados al ser traspasadas a los respectivos
tratamientos. (D) En la linea pCycB1;1::GUS, la densidad de raices laterales emergidas positivas para eventos
de proliferacién celular se incrementa significativamente bajo tratamiento con Sortin2 por 72 horas. Los datos
son el promedio de 5 réplicas experimentales (n=26-30). Las barras de error corresponden al error estandar.
Los datos se evaluaron estadisticamente con la prueba de t-student: *=p<0.05; **=p<0.01; ***=p<0.001; ns=no
significancia.

3.2.2 Evaluacion del efecto de Sortin2 en la induccion de maximos de auxina en

plantulas de Arabidopsis thaliana

Se ha descrito que la acumulacion local de auxina, denominada "maximos de auxina",
en las células del periciclo adyacentes a los polos del xilema que han sido diferenciadas
a células fundadoras, activa una cascada de sefializacion de auxina, lo que induciria las
sucesivas divisiones anticlinales y periclinales que dan origen al primordio de la raiz
lateral (Péret y col., 2009). Estos antecedentes nos hicieron preguntar si Sortin2 al

ejercer su efecto inductor de raices laterales, induce también la acumulacién local de

auxina en estos eventos.
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Para responder esta interrogante, se evalud, en plantulas de 7 dias germinadas y
crecidas en MS-agar o MS-agar suplementado con NPA 10 pM, la densidad de
primordios de raices laterales GUS positivos y/o de raices laterales emergidas GUS
positivas que corresponden a eventos maximos de auxina en la linea reportera
pDR5::GUS bajo tratamiento Control (DMSO 1%) y Sortin2 25 ug/mL por 24, 48 y 72

horas.

La morfologia de las plantulas germinadas en MS-agar de [a linea iransgénica
pDR5::GUS sometidas a los diversos tratamientos, se muestra en el anexo l|l. En €l se
visualizan domos que presentan en su punta actividad enziméatica GUS. Estos domos
corresponden a primordios de rafces laterales GUS positivos en todos los tratamientos.
Se ve que el tratamiento con Sortin2 induce la fusién de primordios de raices laterales y
la formacién de primordios de raices laterales opuestos principalmente en la porcion de
la raiz principal cercana a la punta de la raiz principal. Ademas, las raices laterales GUS
positivas inducidas por Sortin2 son mas cortas y se encuentran con menos

espaciamiento entre ellos a lo largo de la raiz principal.

En el anexo V se presentan plantulas, germinadas en MS-agar suplementado con NPA,
de la linea transgénica pDR5::GUS tratadas por 24, 48 y 72 horas con Sortin2 y con
DMSO 1%. En estos anexos se ve, al igual que en plantulas germinadas en MS-agar, la
formacion de domos que presentan en su punta actividad enzimatica GUS, los que
corresponden a los primordios de raices laterales GUS positivos. Ademas, en
tratamiento con Sortin2 las plantulas presentan primordios de raices laterales opuestos
y raices laterales GUS positivas menos espaciadas a lo largo de la raiz principal, al igual

como se ha reportado en Pérez-Henriquez y col., 2012.
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Plantulas de la linea reportera pDR5::GUS germinadas en MS-agar presentan una
induccién en la densidad de raices laterales emergidas GUS positivas a las 48 horas de
tratamiento con Sortin2 (Fig.13b). Interesantemente a las 72 horas de tratamiento con
Sortin2, tiempo en que se reporté la existencia de un mecanismo de raices laterales
inducido por Sortin2 (Pérez-Henriquez y col., 2012), tanto la densidad de primordios de
raices laterales GUS positivos como la densidad de raices laterales emergidas GUS

positivas, disminuyen significativamente en la linea pDR5::GUS (Fig.13a y 13b).

Por otra parte, en plantulas germinadas y crecidas en MS-agar suplementado con NPA,
el tratamiento con Sortin2 aumenta significativamente la densidad de primordios de
raices laterales DR5 positivos (Fig.13c). Ademas se obtuvo que el tratamiento por 72
horas con Sortin2 induce la densidad de raices laterales emergidas DR5 positivas

(Fig.13d) en la linea reportera pDR5::GUS.
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Figura 13: Sortin2 induce eventos maximos de auxina de novo. Plantulas de 7 dias de las linea
reportera pDR5::GUS germinadas y crecidas en MS-agar (A y B) o MS-agar suplementado con
NPA10uM (C y D), se traspasaron a tratamientos en MS-liquido con DMSO 1% (Control, barras grises) y
Sortin2 25 pg/mL (barras amarillas) por 24, 48 o 72 horas. (A) La densidad de primordios de raices
laterales positivos para eventos maximos de auxina no se ve inducida en tratamientos con Sortin2 en
plantulas de la linea pDR5::GUS con eventos de formacion de raices laterales ya iniciados. (B) En la linea
pDR5::GUS la densidad de raices laterales emergidas positivas para eventos maximos de auxina se ve
inducida a las 48 horas de tratamiento con Sortin2. (C) Al contabilizar, la induccién de Sortin2 en plantulas
de la linea pDR5::GUS que carecen de primordios de raices laterales iniciados, la densidad de primordios
de raices laterales positivos para eventos maximos de auxina se visualiza que Sortin2 induce
significativamente a este parametro. (D) A las 72 horas de tratamiento, Sortin2 induce la densidad de
raices laterales emergidas GUS positivas en plantulas de la linea reportera pDR5::GUS. Los datos son el
promedio de 5 réplicas experimentales (n=34-50). Las barras de error corresponden al error estandar.
Los datos se evaluaron estadisticamente con la prueba de t-student: *=p<0.05; **=p<0.01; ***=p<0.001;
ns=no significancia.

Estos resultados nos indican que Sortin2 induce eventos maximos de auxina de novo en
plantulas a las que se les sincronizo el ciclo celular de las células del periciclo, sugiriendo
fuertemente que el tratamiento con Sortin2 puede inducir eventos previos a la etapa de
iniciacién de la formacién de raices laterales. Los resultados obtenidos también indican
que Sortin2 no induce eventos maximos de auxina en plantulas con eventos de
formacion de raices laterales ya iniciados. Esto puede deberse a que en las plantulas
que fueron germinadas y crecidas en medio MS-agar, los eventos maximos de auxina
DR5 positivos estan saturados a lo largo de la raiz principal, por lo que Sortin2 estaria
promoviendo la formacion de primordios de raices laterales independiente de la

expresion del promotor DR5.
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3.2.3 Evaluacién de los eventos de diferenciacion de células del periciclo a células

fundadoras por Sortin2

Se ha identificado al factor de transcripcion GATA23 como el factor clave que especifica
la identidad de las células de! periciclo a células fundadoras (De Rybel y col., 2010).
Ademas se ha propuesto, en resultados previos en este Seminario de Titulo, que Sortin2
induce un evento previo a la iniciacion de la formacion de raices laterales. Es por eso
gue con el objetivo de evaluar el efecto del fratamiento local de Sortin2 sobre [a expresion
del factor de transcripcién GATA23, se trataron por 1, 3, 6, 9y 12 dias en placas de agar
segmentado (SAP), plantulas de 7 dias de la linea reportera pGATA23::GUS, crecidas
en MS-agar suplementado con NPA 10 uM. Las placas SAP contenian en su seccién

central ([I) DMSO 1% (Control), Sortin2, NPA 10 uM o Sortin2 mas NPA 10 pM.

Al evaluar la actividad de la proteina GUS comandada por el promotor de GATA23 enla
porcidn de la raiz principal que coincide con la seccidn Il de las placas SAP en plantulas
que se trataron por 9 dias (Fig. 14a}, se enconird que Sortin2 induce la actividad de GUS
en esta porcion. Ademas, el co-tratamiento con Sortin2 y NPA en la misma seccion, la
actividad del promotor GATAZ23 de igual manera se induce. Esto significa que el evento
inducido por Sortin2 para la formacion de raices laterales es independiente del transporte

polar de auxina.

La densidad de primordios de raices laterales positivos para la actividad del promotor
GATA23 en la region de la raiz principal que corresponde a la seccién central de las
placas SAP (Fig. 14b), nos indica que a los 3 dias de tratamiento localizado con Sortin2

y en el co-tratamiento de Sorlin2 y NPA existe una tendencia de inducir la densidad de
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primordios de raices laterales, sin embargo esta tendencia no es estadisticamente
significativa (Fig. 14b).

Por otra parte, la densidad de raices laterales emergidas positivas para la actividad del
promotor de GATAZ23 (Fig. 14c), nos revela que el tratamiento localizado de Sortin2
produce la induccién de raices laterales emergidas a los 9 dias de tratamiento. Esta
induccion producida por Sortin2 es independiente del transporte de auxina, ya que NPA
no es capaz de inhibir esta induccion al estar presente en la misma seccién.

Los resultados obtenidos nos indican que Sortin2 induce la actividad del promotor del
factor de transcripcion GATA23, lo que nos sugiere que Sortin2 estaria provocando la
diferenciacion de las células del periciclo, es decir, este compuesto esta induciendo un
paso previo a la etapa de iniciacion de la formacién de raices laterales.

A.

—0=~2300
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Figura 14:Sortin2 induce la actividad del promotor del factor de transcripcion GATA23. Plantulas
PGATA23::GUS de 7 dias crecidas en MS-agar suplementado con NPA 10 M se transfirieron a placas
de agar segmentado (SAP) que contienen DMSO 1% (Control), Sortin2 25 pg/ml, NPA 10 uM o Sorin2
pg/mL mas NPA 10 pM en la porcion central de la placa SAP. (A) Plantulas de la linea pGATA23:GUS
de 7 dias que se trasladaron a placas SAP por 9 dias, en ellas se ve que la presencia de Sortin2 provoca
la induccién de raices laterales emergidas GUS positivas. La barra de tamafio corresponde a 1 mm. (B)
Densidad de primordios de raices laterales positivos para la actividad del promotor de GATA23 en la
seccién [l de las placas SAP no varia significativamente en los fratamientos indicados. (C} La densidad
de ralces laterales emergidas positivas para |a actividad del promotor de GATAZ23 en la seccién Il de las
placas SAP alos 9 dlas de fratamiento. Sortin2 aumenta significativamente la induccién de raices laterales
emergidas, incluso en presencia de NPA. Los datos son el promedio de 3 réplicas experimentales (n= 5-
9). Las barras de error corresponden al error estandar. Los datos son analizados estadisticamente con la
prueba de t-student; *=p<0.05; **=p<0.01; ***=p<0.001; ns=no significancia.

3.3 Evaluacion de la induccién de la diferenciacion de las células del periciclo por

el mecanismo de formacion de raices laterales inducido por Sortin2

3.3.1 Analisis del efecto local de Sortin2 sobre la induccién de raices laterales

Arabidopsis thaliana es una planta dicotiledénea que posee un sistema radicular
pivotante, el cual consta de una raiz principal a partir de la cual se desarrollan las raices
laterales (Taiz y Zeiger, 2002). El patrén que presentan las raices laterales a lo largo de
la raiz principal en el sistema pivotante consta de que los primordios de raices laterales
y las raices laterales emergidas mas jovenes se encuentran cerca de la punta de [a raiz,
mientras que las raices laterales mas desarrolladas se localizan en las partes més
maduras de la rafz principal (Fahn y col, 1974). Se ha evidenciado que existen

acontecimientos que tienen lugar en el meristema basal de la rafz principal que
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determinan el posicionamiento de las raices laterales, es decir, en el meristema basal
determinadas células del periciclo adyacentes a los polos del xilema adquiririan la
identidad de células fundadoras (De Smet y col., 2007). Entre los acontecimientos que
tienen lugar en el meristema basal destacan la sefializacion de auxina que ocurre en el
cilindro central del meristema basal que se correlaciona con el espaciamiento regular de

las raices laterales (De Smet y col., 2007).

Frente a estos antecedentes se evalud el efecto del tratamiento con Sortin2 en las
diferentes zonas de la rafz principal. Para esto se utilizé la metodologia placas de agar
segmentado (SAP), trabajo que se realizé en nuestro laboratorio en colaboracién con el

estudiante de Doctorado Patricio Pérez-Henriquez.

Con el fin de determinar si el tratamiento con Sortin2 en las regiones de la raiz principal
correspondientes a la porcidn cercana al hipocotilo (seccidn 1) y a la que incluye el apice
de la raiz principal (seccién lll), inducla la formacion de raices laterales, se evalué la
densidad de raices laterales en plantulas de 7 dias del ecotipo silvestre Col-0 al
traspasarlas por 3, 6 6 9 dias a la placa SAP que contenia MS-agar suplementado con
Sortin2 25 pg/mL en las secciones | y [ll, y DMSO 1% en la seccidn Il. Por su parte Ia
placa SAP control que poseia en todas sus secciones MS-agar con DMSO 1% (Fig.

15a).

Como resultado se obtuve que en las secciones en las que esta presente Sortin2 en la
porcién superior y en el apice de la planta, existe una induccion mayor del nimero de
raices laterales en la raiz principal. Ademas de que las rajces laterales en esa zona son
mas cortas que en la porcidn de la raiz principal que esta en la seccién que no posee

Sortin2 (Fig. 15b) y que las que estan incubadas en Ia placa SAP control. Las placas
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SAP se dispusieron de manera horizontal. En la placa SAP control las raices laterales y
la raiz principal se curvan en favor de la gravedad, en cambio las raices laterales y la
raiz principal en la placa SAP que contiene Sortin2 en los extremos de la planta

presentan un comportamiento agravitropico (Fig. 15b).

La densidad de raices laterales (Fig. 15¢) revela que la presencia de Sortin2 en las
regiones de la raiz principal, que incluyen la zona cercana al hipocotilo y el meristema
basal, es suficiente para inducir la densidad de raices laterales en plantulas Col-0 desde
los 3 dias de tratamiento en placas SAP. Al identificar en qué [ugar de la placa se situaba
la mayor densidad de ralces laterales a los 6 dias de tratamiento (Fig. 15d), en donde la
induccion de la densidad de rafces laterales es mas notoria, se encontré que en las
secciones suplementadas con Sortin2 se induce una mayor densidad de raices laterales
en comparacién a las mismas secciones en la placa control. Ademas, la densidad de
ralces laterales en la seccién [l de la placa que posee Sortin2 en los extremos es mayor
que en la misma seccién de la placa control, sugiriendo que el efecto de Sortin2 podria
estar movilizandose a través de la planta, o bien que su accion es propagada a esas

regiones.
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Figura 15: Sortin2 induce la formacién de raices laterales localmente. (A) Plantulas de 7 dias del ecotipo
silvestre Col-0 se transfirieron a placas de agar segmentado (SAP) Control o Sortin2, conteniendo MS-agar
suplementado con DMSO 1% en las secciones de la placa SAP |, Il y lll, y Sortin2 25 ug/mL en las secciones
Iy llly DMSO 1% en la seccion Il, respectivamente. Cada seccién es separada por espacios de aire libres
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de MS-agar como se ve en los esquemas. (B} Crecimiento de plantas Col-0 de 7 dias que se frataron por
6 dias en placa SAP control y Sortin2. En flechas negras se marca el crecimiento de la ralz principal. En
flechas rojas se marcan las ralces laterales en las secciones | y [ll de [a placa que contienen Sortin2. En
flechas azules se ve que las ralces laterales que estan en la seccién DMSO 1% se asemejan a las raices
laterales de la placa control (flechas verdes). Las barras de tamafio corresponden a 1 cm. (C) Densidad de
raices laterales. El tratamiento localizado de Sortin2 en la.porcion de la raiz principal cercana al hipocotilo y
en la porcidn de la raiz principal que incluye al meristema basal, induce un aumento en la densidad de raices
laterales en plantas Col-0 después de 3 dias de ser transferidas. (D} La densidad de raices laterales en las
secciones de las placas SAP indica que [as regiones de la raiz principal en donde se induce la mayor
densidad de raices laterales coincide con la seccidn de la placa SAP que contiene Sortin2.Se cuantificaron
la densidad de primordios de raices laterales GUS positivos (E) v la densidad de raices [aterales emergidas
GUS positivas (F} en plantulas de la linea pCycB1;1::GUS de 7 dias que se traspasaron a placas SAP control
o Sortin2. Sortin2 es capaz de inducir la formacion de primordios de raices laterales y raices laterales
emergidas en la seccién en que esta presente. Los datos son el promedio de 3 réplicas experimentales
{n=31-45). Las barras corresponden al erfor estandar. Los datos se evaluaron estadisticamente con [a
prueba de t-student: *=p<0.05; **=p<0.01; **=p<0.001; ns=no significancia.
Ademas, se utilizé la linea pCycB1;1::GUS para determinar si el tratamiento localizado
con Sortin2 en las regiones de la raiz principal induce una mayor densidad de primordios
de raices laterales GUS positivos y/o de raices laterales emergidas GUS positivas. La
densidad de primordios de raices laterales GUS positivos (Fig. 15e) y de raices laterales
emergidas GUS positivas (Fig. 15f) revelan que en Ias regiones de [a raiz principal que
se trataron con Sortin2, hay una induccidén de la densidad de raices laterales emergidas.
Se obtuvo también que la densidad de primordios de raices laterales solo se induce en
la regién de la rafz principal que incluye al meristema basal. Esto puede indicar que
Sortin2 provoca la emergencia de primordios de ralces laterales arrestados en la region
de la raiz principal que se encuentra cercana al hipocotilo y la formacién de primordios

de raices laterales en la porcién de [a raiz principal que incluye al apice de ésta.

Entonces el tratamiento con Sortin2 en la zona cercana al hipocotilo y en la zona que
incluye a la punta de la raiz principal, induce la densidad de raices laterales. Sin
embargo, surgid la interrogante acerca de qué es lo que sucede si Sortin2 es
suplementado sélo en [a seccidn I, coincidiendo asi con la zona de la raiz principal que

se encuentra lejana al meristema basal. Para esto plantulas de 7 dias del ecotipo
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silvestre Col-0 que se traspasaron durante 3, 6 ¢ 9 dias a placas que poseian MS-agar
suplementado con Sortin2 25 ug/mlk en la seccion Il y DMSQ 1% en las secciones [ y |l
(Fig. 16a) y a la placa Control que contiene DMSC 1% en todas las secciones. En la
Fig. 16b se visualiza el resultado obtenido a los 6 dias después de que las plantas fueran
traspasadas a las placas SAP. En esta figura es evidente que Sortin2 induce un mayor
nimero de raices laterales emergidas en la seccion en que estéd presente (seccion Il).
Estas raices laterales inducidas son de menor tamario que las que se encuentran en las
otras secciones de la raiz principal de la misma placa y en la placa control, sugiriendo
que Sortin2 no tiene efecto en las otras secciones. También se observa que el
tratamiento con Sortin2 s6lo en la seccidn [l provoca que las plantulas sean parcialmente
agravitropicas, ya que la orientacién que presenta su raiz principal con el vector de

gravedad es menor que en las plantulas tratadas en la placa control.

Al estar Sortin2 en contacto sélo con la region central de la raiz principal, lejos del
meristema basal de la raiz principal, la densidad de rafces laterales se induce desde los
6 dias de iratamiento (Fig. 16c). Incluso, al evaluar en qué seccién de las raices se
inducia la mayor densidad de raices [aterales, se obtuvo que la induccién de [a densidad
de raices laterales es especificamente en [a regidn de la raiz principal que esta en
tratamiento con la seccién de la placa suplementada con Sortin2 (Fig. 16d), esto guiere

decir, que el efecto de Sortin2 es local.

Con el fin de determinar si el tratamiento localizado con Sortin2 en la porcidén central de
ia raiz principal inducia una mayor densidad de primordios de raices laterales GUS
positivos y/o de raices laterales emergidas GUS positivas, se evalué el tratamiento

localizado con Sortin2 en plantulas de 7 dias de la linea pCycB1;1::GUS por 6 diasen la
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placa SAP control y SAP Sortin2 central. La densidad de primordios de raices laterales
GUS positivos (Fig. 16e) y de raices laterales emergidas GUS positivas (Fig. 16f) indican
que la presencia de Sortin2 en la porcion central de la raiz induce localmente la densidad
de primordios de raices laterales y raices laterales emergidas positivas para GUS. Esto
sugiere que Sortin2 induce la diferenciacién de las células del periciclo, provocando la

induccién de primordios de raices laterales que se desarrollan como raices laterales

emergidas.
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Figura 16: Sortin2 induce la formacion de raices laterales independiente de su presencia en el
meristema basal de la raiz principal. (A) Plantulas de 7 dias del ecotipo silvestre Col-0 se transfirieron a
placas de agar segmentado (SAP) control o Sortin2 central, que poseian MS-agar suplementado con DMSO
1% en las secciones de la placa SAP |, Il y Ill, y Sortin2 25 pg/mL en la seccién Il y DMSO 1% en las
secciones | y lll, respectivamente. Cada seccion es separada por espacios de aire libres de MS-agar como
se ve en los esquemas. (B) Crecimiento de plantas Col-0 de 7 dias que se trataron por 6 dias en placa SAP
control y Sortin2 central. En flechas negras se marcan las raices laterales en la seccion Il de la placa que
contiene Sortin2. En flechas rojas se ve que las raices laterales que estan en las secciones que contienen
DMSO 1% se asemejan en ambas placas. En flechas amarillas se marca el crecimiento de la raiz principal.
Las barras de tamafio corresponden a 5 mm. (C) Densidad de raices laterales. El tratamiento localizado de
Sortin2 en la porcion central de la raiz principal, induce un aumento en la densidad de raices laterales en
plantas Col-0 después de 6 dias de ser transferidas. (D) La densidad de raices laterales en las secciones
de las placas SAP indica que la seccién en donde se induce la mayor densidad de raices laterales coincide
con la seccion que contiene Sortin2.Se cuantificaron la densidad de primordios de raices laterales GUS
positivos (E) y la densidad de raices laterales emergidas GUS positivas (F) en plantulas de la linea
pCycB1;1::GUS de 7 dias que se traspasaron a placas SAP control o Sortin2 central. Ambas cuantificaciones
dan cuenta que Sortin2 es capaz de inducir la formacién de primordios de raices laterales y raices laterales
emergidas en la seccidén en que esta presente. Los datos son el promedio de 3 réplicas experimentales
(n=29-43). Las barras de error corresponden al error estandar. Los datos se evaluaron estadisticamente con
la prueba de t-student: *=p<0.05; **=p<0.01; ***=p<0.001; ns=no significancia.

En resumen, con estos resultados se propone que Sortin2 puede inducir raices laterales
de manera local sobre la raiz principal, sugiriendo fuertemente que Sortin2 promueve la
diferenciacion de las células del periciclo irrumpiendo de manera independiente de las
sefiales que se llevan a cabo en el meristema basal de la raiz principal. Ademas, se
propone que el efecto provocado por el tratamiento local con Sortin2 se movilizaria, ya
que en las regiones de la raiz principal que no estan en contacto con Sortin2, de igual

manera presentan efectos tipicos del tratamiento con Sortin2, mayor nuimero de raices
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laterales, alteracion en la respuesta gravitrépica y disminucion del largo de las raices

[aterales.

3.3.2. Evaluacion del efecto local de Sortin2 sobre la induccién de eventos de

formacion de raices laterales

Se ha mostrado que Sortin2 induce la densidad de raices laterales al ser suplementado
en secciones acotadas de la raiz principal, sin embargo atin queda la interrogante si esta
induciendo la formacidn de eventos de raices laterales de novo o si esta promoviendo el
desarrolio de primordios de raices laterales que ya han sido iniciados y se encuentran a
lo largo de [a raiz primaria (Dubrovsky y Forde, 2012; Moreno-Risueno y Benfey, 2011).
Para determinar cudl de estas alternativas es lo que esta sucediendo, se utilizo plantulas
de 7 dias de la linea pCycB1;1::GUS que se crecieron en MS-agar suplementado con
NPA 10 uM. Mediante esta estrategia se ha controlado la reactivaciéon del ciclo celular
sincronicamente duranie las primeras etapas de la formacién de raices laterales
(Himanen y col., 2002), bloqueando el ciclo celular en la fase G1 en las células del
periciclo (Himanen y cof., 2002), por lo que las plantas carecen de primordios. Se
traspasaron las plantulas de 7 dias a placas SAP que contenian en la seccion [l de la
placa, MS-agar suplementado con DMSO 1% (Control), Sortin2 25 pg/mL, NPA 10 uM 6
Sortin2 25 pg/mL mas NPA 10 pM (Fig. 17a). Las secciones | y lll de las placas SAP
contentan MS-agar suplementado con DMSO 1% (Fig. 17a). Luego de 6, 9 y 12 dias de
tratamiento en las placas SAP, se cuantificé la densidad de primordios de raices laterales
GUS positivos y de raices laterales GUS positivas en las secciones de las plantas,
encontrandose que 6 dias de tratamiente localizado con Sortin2 son suficientes para
inducir la densidad de primordios de raices laterales localmente en la porcion de la raiz

principal que esta en contacto con la seccién de la placa que posee Sortin2 (Fig. 17b).
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Interesantemente, en presencia del inhibidor del transporte polar de auxina NPA, Sortin2
provoca un aumento significativo de la densidad de primordios de raices laterales
localmente, lo que quiere decir que el mecanismo de formacién de raices [aterales

inducido por Sortin2 es independiente del transporte polar de auxina.

Con respecto a la densidad de raices laterales emergidas GUS positivas la seccion 1l de
las plantas (Fig. 17c), se obtuvo que Sortin2 induce la densidad de raices laterales
emergidas localmente a los 12 dias de tratamiento. Esta induccién se produce incluso

en presencia de NPA.

Estos resultados avalan la propuesta de que Sortin2 promueve un evento anterior a la
etapa de iniciacién en la formacién de raices laterales, induciendo la diferenciacién de
las células del periciclo, ya que en plantulas que carecen de primordios de raices
laterales luego del fratamiento local con Sortin2 logra inducir nuevos primordios de raices
laterales. Es importante denotar que el efecto de Sortin2 ocurre inciuso en presencia del
inhibidor del transporte polar de auxina NPA. Ademas, se vio que el tratamiento local con
Sortin2 por tiempos prolongados no sélo induce primordios de raices laterales de novo,
sino que también promueve la induccién de la densidad de raices laterales emergidas,
lo que nos permite proponer que los primordios de raices laterales inducidos por Sortin2
terminan su desarrollo hasta raices laterales emergidas, provocando la modificacion de

la arquitectura radicular.

A partir de los resultados obtenidos se propone que el mecanismo de formacién de raices
laterales inducido por Sortin2 promueve un evento anterior a la iniciaciéon en la
organogénesis de raices laterales, sugiriendo fuertemente que el evento gatillado por

Sortin2 es en el que las células del periciclo adquieren la identidad de células
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fundadoras. Por esta razén seria que los tratamientos con Sortin2 inducen tanto la

densidad de primordios de raices laterales como la densidad de raices laterales

emergidas.
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Figura 17: Sortin2 induce la diferenciacion de las células del periciclo. Plantulas pCycB1;1::GUS de
7 dias crecidas en NPA 10 pM, y por lo tanto no poseen primordios de raices laterales iniciados, (A) se
transfirieron a placas de agar segmentado (SAP) que contienen MS-agar suplementado con DMSO 1%
(Control), Sortin2 25ug/mL, NPA 10 uM 6 Sortin2 25 pg/mL mas NPA 10 uM en la seccion central de la
placa (Seccién 11). (B) Densidad de primordios de raices laterales GUS positivos en la seccion |l de las
placas SAP. Sortin2 a los 6 dias de tratamiento induce primordios de raices laterales localmente, incluso
en co-tratamiento con NPA. (C) Densidad de raices laterales emergidas GUS positivas en la seccion Il de
las placas SAP. A los 12 dias de tratamiento, Sortin2 provoca la induccion de raices laterales emergidas
en presencia o ausencia de NPA. Los datos son el promedio de 3 réplicas experimentales(n=8-14). Las
barras corresponden al error estandar. Los datos se evaluaron con la prueba de t-student: *=p<0.05;
**=p<0.01; ***=p<0.001; ns=no significancia.
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DISCUSION

| as raices laterales se desarrollan postembrionariamente y su desarrollo es de vital
importancia para la adaptacion de las plantas al medio en que se encuentran, ya que las
rafces laterales, en conjunto con la raiz principal, determinan el volumen de suelo que la
planta es capaz de explorar, por lo que se plantea que la arquitectura del sistema
radicular es responsable tanto del anciaje de sustratos como del suplemento de agua y
minerales(De Rybel y col., 2012). Por lo que la plasticidad de 1a arquitectura del sistema
radicular es un rasgo importante que le permite a las plantas hacer frente a diferentes
tipos de estrés abidtico y es, por lo tanto, determinante en el contexto actual del cambio

climatico global (Lavenus y col., 2013).

Actualmente se ha planteado la hipétesis de que las células del periciclo pueden ser
destinadas a células fundadoras de raices laterales a través de un estimulo que estaria
rio arriba de la sefizlizacién de auxina (Ditengou y col, 2008). Existen diversas
evidencias que respaldan esta hipétesis. Como por ejemplo el hecho que estimulos
mecénicos gravitrépicos o curvatura transiente de la raiz principal inducen la formacion
de raices laterales por mecanismos independientes de componentes moleculares de la

via de sefializacién canénica de auxina (Ditengou y col., 2008).

Ademas, evidencia reciente muestra que la etapa de iniclacién de los primordios de
raices laterales requiere de la actividad del facilitador de auxina PIN3 en las células
endodermales(Marhavy y col., 2013), sin embargo, las células fundadoras de raices
laterales exhiben la expresion de pDR5:GFP previa a la acumulacion de PIN3 en las
células endodermales, sugiriendo que el destino de una célula fundadora de raiz lateral

ya ha sido especificado (Marhavy y col., 2013).
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En este trabajo se evidenci6 que el mecanismo de formacion de raices laterales gatillado
por Sortin2 induce un evento previo a la elapa de iniciacién de raices laterales,
provocando el cambio en el destino de las células del periciclo en Arabidopsis thaliana.
Esto se obtuvo mediante el uso de una herramienta genética como lo es el uso de
mutantes con defectos conocidos en la formacién de las ralces laterales. Se encontré
que mutantes en la iniciacién de raices laterales eran resistentes al efecto inductor de
raices laterales de Sortin2. Ademés, utilizando lineas transgénicas reporteras
evidenciamos gue Sortin2 induce eventos moleculares claves para el mecanismo de
formacion de ralces laterales, como la expresién de GATA23, CycB1;1 y DRS. Por
ultimo, al trabajar con la metodologia de placas de agar segmentado, obtuvimos que el
tratamiento local con Sortin2 promueve la diferenciacion de las células del periciclo a

células fundadoras de raices laterales.

4.1 Mutantes con defectos en la etapa de iniciacion de la formacién de las raices

laterales son resistentes al efecto de Sortin2

En la literatura se han clasificado distintas mutantes de Arabidopsis con defectos en las
etapas de la formacién de raices laterales (Casimiro y col., 2003; De Smet y col., 2006;
Péret y col., 2009). Se ha caracterizado, en la mayoria de estas mutantes, el gen
responsable de la mutacién y la funcidn que éste cumple en el contexto de [a formacién
de raices laterales. La evaluacién de la sensibilidad a Sortin2 de estas lineas modificadas
genéticamente nos permitié determinar que la induccion de raices laterales producida
por Sortin2 esté rio arriba de la etapa de iniciacion de raices laterales. Ademas,
encontramos que este mecanismo de formacién de raices laterales requiere que
determinadas protelnas involucradas en la iniciacién de raices laterales funcionen de

manera correcta.
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Con respecto a la sensibilidad a Sortin2 de las lineas silvestres encontramos que en Ws
las veces de induccion de primordios de raices laterales por SortinZ es mayor que en
Col-0 y ademas las veces de induccion de rafces laterales emergidas por Sortin2 es
menor que en Col-0. Esto parece indicar que la organogénesis de raices laterales
pareciera ser mas lenta en el ecotipo Ws al compararla con el ecotipo Col-0. Uno de los
motivos de estos fenotipos puede ser que en el ecotipo Ws las proteinas que participan
en el mecanismo de formacion de raices laterales inducido por Sortin2 se encuentran en

menor cantidad o presentan una actividad mas baja que en el ecotipo Col-0.

Las lineas resistentes nos indican que el efecto de Sortin2 esta situado rio arriba de la
iniciacién de raices laterales que involucra la funcién de fas proteinas 1AA14, CUL1,
CEG, MAX2, JKD Y COIl1, ya que sin ellas Sortin2 no puede llevar a cabo su efecto
inductor de raices laterales. Por ofra parte, se obtuvo que axr7-30, jaa12-1, 355::KRP2
y max2-2son parcialmente resistentes al tratamiento con Sortin2. Esto nos indica que
parte del efecto de Sortin2 sobre la formacion de raices laterales, puede llevarse a cabo
on ausencia de estas proteinas. Sin embargo, el efecto de Sortin2 estaria rio arriba de
la iniciacion de raices laterales que implica Ia funcién de las proteinas AXR1, 1AA12,
KRP2 y MAX2. Contrastantemente aux1-21y axr4-1 son hipersensibles al tratamiento
con Sortin2, esto quiere decir que la via que induce Sortin2 involucra o intersecta con un

proceso en que la funcién de las proteinas AUX1 y AXR4 es importante.

También se encontr6 que el efecto de Sortin2, con respecto ala formacion de primordios
de raices laterales, esta rio arriba de la etapa del desarrollo de ralces laterales que
involucra la funcién de las proteinas PIN1, RTY, ATPGP, NTL8 y SACY. Ademas se
obtuvo que las lineas pin3-4, pin3pin4, pin3pin7, pindpin7, pin1-101, pid14, agg1-1c,

35S8::NAC2 y glip2-1 son parcialmente resistentes al tratamiento con Sortin2, lo que
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sugiere que el efecto de Sortin2 se puede llevar a cabo por una via alternativa o distinta
a la que participan las correspondientes proteinas. Muy probablemente, y en base a que
Sortin2 estarfa rio arriba del evento de iniciacién, su blanco de accion se encuentra rio
arriba de la etapa del desarrollo de raices laterales que involucra la funcion de las
proteinas PIN3, PIN4, PIN7, PIN1, PID14, AGG1, NAC2Z y GLIP2. Por ofra parte, se
encontré que las lineas hipersensibles a Sortin2 son pin3-5, pin4-1, pid14wag1wag2, big,
DN-rop2, acr4, 358::PID21y pRBR::RBR-RFP. Vale decir, la accidn de Sortin2 incluye
o intersecta en una via de desarrollo de raices laterales que incluye ia funcién de las

proteinas PIN3, PIN4, ROP2, ACR4, WAGT, WAG2, PID14, PID21 y RBR.

Cabe mencionar que tanto pin3-4 como pin3-5 son mutantes nulas y presentan una
insercién de T-DNA en el primer exén del gen PIN3, sin embargo estas mutantes
presentan distintas sensibilidades a Sortin2, esto puede deberse a que [a porcién de
transcritos generados en las mutantes cumplen diferentes funciones que interfieren en

el mecanismo de accion de Sortin2 (TAIR).

Al evaluar si el efecto provocado por Sortin2 estaria rio arriba o rio abajo a la etapa de
emergencia de las raices laterales y si estas proteinas involucradas en la emergencia
son necesarias para que Sortin2 pueda ejercer su efecto inductor de raices laterales, se
obtuvo que Jox5-1 es parcialmente resistente al tratamiento con Sortin2 vy que lax3 es
igual de sensible a Sortin2 que sulinea parental. Esto nos indica que el efecto de Sortin2
esta rio abajo de la etapa de emergencia de las raices laterales que involucran a LAX3

y rio arriba de la que incluye a LOXS.
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Figura 18: Modelo propuesto para el mecanismo de formacion de raices laterales promovido por
Sortin2. Se propone a la accién de Sortin2 rio arriba de la iniciacién del primordio de raiz lateral y
necesitaria de CUL1, IAA14, COI1, MAX2 y CEG para poder iniciar una raiz lateral. Ademas, tomando en
cuenta los resultados de los anexos Il y lll, este mecanismo depende de la correcta funcién de SACS,
NTLS8, ATPGP, RTY y GLIP2 para continuar con el desarrollo y posterior emergencia del primordio de raiz
lateral (Figura modificada de Jung & McCouch, 2013)."El modelo se realizé tomando en cuenta las
mutantes resistentes al efecto inductor de raices laterales gatillado por Sortin2.
Esto nos permite plantear un modelo en que Sortin2 actia rio arriba de la etapa de la
iniciacién de las raices laterales y que necesita del correcto funcionamiento de las
proteinas CUL1, IAA14, CEG, MAX2 y COI1 para poder dar paso a la iniciacion de este
mecanismo de formacion de raices laterales. Posteriormente, necesita de las proteinas
SACY, NTL8, ATPGP y RTY para que los primordios de raices laterales puedan

desarrollarse (Fig. 18).

4.2 Sortin2 induce eventos mitéticos tempranos asociados a la iniciacion de raices

laterales en plantulas de Arabidopsis thaliana

Una raiz lateral es definida cuando determinadas células del periciclo adquieren el
destino de células fundadoras de raices laterales (Beveridge y col., 2007). Sortin2
provoca un aumento en la densidad de primordios de raices laterales CycB1;1 positivos

incluso en plantulas que carecen completamente de primordios de raices laterales (Fig.
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12), por lo que se puede afirmar que Sortin2 promueve la formacion de novo de eventos
mitoticos tempranos asociados a la iniciacion de raices laterales. Estos primordios de
ralces laterales contintian su desarrolio hasta emerger tiempos posteriores de
tratamiento de Sortin2. Esto propone que la potencialidad de la organogénesis de raices
laterales promovida por Sortin2 estaria latente en las raices y que una sefial, inducida
en este caso por Sortin2, desencadenaria este mecanismo de diferenciacion de células
del periciclo a células fundadoras. El hecho que estos eventos contintien e! patron de
division caracteristico de un primordio de raiz lateral y sean capaces de emerger desde
la rafz primaria, sugiere fuertemente que Sortin2 estaria estimulando eventos
fisiolégicos. Podria esperarse que el aumento de la densidad de ralces laterales
emergidas ayudaria a la planta a adaptarse al medio en que se encuentra, permitiendo
una mayor captacion de nutrientes y agua. Se ha descrito que la arborizacion de la raiz
promueve el desarrollo de plantas mas vitales en carencia de fosforo (Williamson y col.,
2001). Muy probablemente esto seria promovido por el mecanismo de formacion de

raices laterales gatillado por Sortin2, lo que deberia estudiarse en el futuro.

| a acumulacion de auxina reportada por el promotor DR5 se ha descrito como un evento
clave para la formacion de raices laterales, ya que se ha detectado la actividad DR5 en
las células del periciclo que se presume que adquirieron su destino como células
fundadoras de raices laterales (Sabatini y col., 1999).Esta acumulacion reportada por el
promotor DR5 se situa como un evento previo a la iniciacién de raices laterales. La
induccion de rafces laterales por Sortin2 no va acompafiada de la activacion de esta
linea reportera. De hecho, las plantulas de la linea reportera pDR5::GUS al ser tratadas
con Sortin2 disminuyen tanto la densidad de primordios de raices laterales GUS positivos

como la densidad de raices laterales emergidas GUS positivas (Fig. 7).
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Consistentemente con esto, se ha reportado que Sortin2 no actua como un inductor de
la sefializacion de auxina y no promueve la actividad transcripcional del gen reportero de
auxina DR5 (Pérez-Henriquez y col,, 2012). Otra explicacién podria ser que Sortin2
promueve la formacién de primordios de raices laterales independiente de los eventos
reportados en pDR5::GUS, ya que se ha reportado que la actividad del reporiero GUS
comandado por el promotor DR5 no necesariamente refleja los niveles de auxina en
fodos los casos, por el propio umbral de sensibilidad y saturacién de la via de
sefializacion de auxina (Benkova y col, 2003).Una alternativa seria evaluar la
sensibilidad de los eventos inducidos por Sortin2 en lineas reporteras mas sensibles a
auxina, como la basada en el gen de respuesta a auxina ARABIDOPSIS HISTIDINE
PHOSPHOTRANSFER PROTEIN 6 (AHP6) que esta inducido en las células del
protoxilema y en las células de los polos del xilema del periciclo antes que lo evidenciado
por lineas reporteras basadas en DR5 (Bishopp y col., 2011). De esta forma podriamos
detectar niveles méas bajos de concentracion de auxina que posiblemente induciria

Sortin2.

Por otra parte, se ha descrito que plantulas obtenidas en medios de cultivo en presencia
de NPA carecen de eventos de primordios de raices laterales (Casimiro y col., 2001}. Al
evaluar el tratamiento con Sortin2 en plantulas de la linea pDR5::GUS obtenidas en
medios de cultivo en presencia de NPA, se obtuvo que Sortin2 aumenta
significativamente la densidad de primordios de raices laterales DR5 positivos (Fig.7).
Ademas se ha detectado, mediante espectrometria de masas, un aumento de acido indol
acético en las raices tratadas con NPA, sin embargo se ha reportado que esta
concentracién es subdptima para iniciar raices laterales (Casimiro y col., 2001), por lo

gue esta induccién de eventos tempranos de la formacion de raices laterales por Sortin2,
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podria deberse a que la concentracién de écido indol acético reportada como subdptima
por Casimiro y col., 2012, es suficiente para que Sortin2 induzca la iniciacion de raices

laterales {Fig. 20).

En la organogénesis de las raices laterales se ha descrito gue tanto la produccién de
eventos méximos de auxina como los eventos de proliferacién celular, son importantes
para completar este proceso (Benkova y col,, 2003; Himanen y col., 2012). Se dice que
cada evento de raiz lateral proviene de un sitio donde hubo un maximo de auxina en [as
células del periciclo (Benkova y col., 2003), por [o que comparacion de la induccién de
estos eventos por Sortin2 resulté ser interesante. La Fig. 19 compara los resultados de
las secciones 4.2.1 y 4.2.2 de este Seminario de Titulo. Cabe sefialar que las pléntulas
germinadas y crecidas en MS-agar presentaron una diferencia con respecto al valor de
la densidad de primordios de raices laterales GUS positivos entre [as lineas reporieras
pDR5::GUS y pCycB1;1:GUS tanto en los fratamientos controles como en los
tratamientos con Sortin2. Esto puede deberse a que Sortin2 estaria desencadenando un
paso previo a la iniciacién de raices laterales que depende de manera distinta de los
eventos caracterizados que participan en la formacion de raices laterales, como por
ejemplo la acumulacién de auxina en las células del periciclo. Esta tltima hipotesis se
sustenta en que el mecanismo de formacién de raices laterales inducido por Sortin2 es
independiente del complejo receptor de auxina SCF™ (Pérez-Henriquez y col., 2012).
Alternativamente, puede ser que las lineas reporteras presentan un nimero de eventos
de formacién de raices laterales diferente al momento de ser traspasadas a los
tratamientos. En este sentido, los fratamientos controles en plantulas de las lineas
reporteras pDR5::GUS y pCycB1;1::GUS que carecen de eventos de iniciacién de

primordios de raices laterales, presentan valores de densidad de los respectivos eventos
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de formacién de raices laterales que no varian significativamente, lo que permite

descartar esta ultima opcion (Fig. 19b, comparacion de resultados de las secciones 4.2.1

y 4.2.2).
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Figura 19: Sortin2 induce mas eventos de proliferacion celular que eventos maximos de auxina.
Plantulas de 7 dias de las lineas reporteras pDR5::GUS (barras rojas) y pCycB1;1::GUS (barras azules)
germinadas y crecidas en MS-agar (A) o MS-agar suplementado con NPA 10 uM (B), se trataron por 24,
48 0 72 horas en MS-liquido suplementado con DMSO 1% (Control) y Sortin2 25 ug/mL. (A) En la linea
pCycB1;1::GUS Sortin2 induce la densidad de primordios de raices laterales positivos para eventos de
proliferacion celular. En cambio, esta induccién de eventos DR5 positivos bajo tratamiento con Sortin2 no
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se presenta en la linea pDR5::GUS. (B)La densidad de primordios de raices laterales positivos para
eventos maximos de auxina y eventos de proliferacién celular se induce bajo tratamiento con Sortin2 en
la linea pDR5::GUS y en la linea pCycB1;1:GUS, respectivamente. Los datos son el promedio de 5
réplicas experimentales (n=26-50). Las barras de emor corresponden al error estandar. Los dalos se
evaluaron estadisticamente con la prueba de t-student *=p<0.05; **=p<0.01; ***=p<0.001; ns=no
significancia.

Por ofra parte, al tratar las plantulas con Sortin2 por 72 horas, se obtuvo que la densidad
de primordios de raices laterales GUS positivos en [a linea pCycB1;1::GUS es mayor en
un 46% que en la linea pDR5::GUS. Esta diferencia puede deberse a que Sortin2 induce
eventos previos a la iniciacién de raices laterales, consistente con la evidencia genetica
presentada en este Seminario de Titulo, la que propone que Sortin2 esta rio arriba dela
iniciacién de raices laterales. Estos eventos tempranos serian entonces independientes
de los eventos de maximo de auxina reportados por la expresion de pDRS:GUS,
consistentemente con lo reportado por Pérez-Henrfquez y col.,, 2012. De esta manera
puede plantearse que Sortin2 induce un evento previo a la acumulacion de auxina que
desencadena la sefializacion de esta hormona en la organogénesis de raices laterales y

por ende, antes de la iniciacion de raices laterales.

4.3 El mecanismo de formacién de raices laterales inducido por Sortin2 promueve
la diferenciacion de las células del periciclo a células fundadoras de raices

laterales

El efecto de Sortin2, a nivel del desarrollo radicular, provocaria el cambio del destino de
células del periciclo a células fundadoras de raices laterales. Esto se ratifica con el hecho
gue Sortin2 induce la actividad promotor del gen GATA23 que corresponde al
componente molecular mas temprano que se ha identificado que controla la Identidad de
las células fundadoras de raices laterales en la raiz de Arabidopsis(De Rybel y col.,

2010). Este gen se expresa especificamente en las células de los polos del xilema del
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periciclo antes de la primera divisién asimétrica(De Rybel y col., 2010). La induccién de
la linea reportera se correlaciona con el hecho de que en plantulas silvestres aumenta
significativamente los niveles de mRNA de GATA23 bajo 6 horas de tratamiento con

Sortin2 (Pérez-Henriquez y col., 2014).

La induccién de la linea reportera pGATA23::GUS que se produce al ser germinadas y
crecidas en NPA en condiciones contro!, se deberia a que se provocan cambios en los
niveles de auxina que afectarian la expresién comandada por el promotor de GATA23
(comunicacién personal Dr. Tom Beeckman). De igual manera, se ve una induccion de
la actividad GUS bajo tratamiento con Sortin2 en comparacion al control mostrando que
Sortin2 puede estimular el proceso de organogénesis incluso al co-tratar localmente con

el inhibidor del transporte polar de auxina NPA (Fig. 20).

Los eventos anteriormente analizados avalan la hipdtesis de que Sortin2 promueve un
factor especificador de raices laterales, no identificado hasta el momento (Smet y col,
2010; Vanneste y col., 2005). Ademas, este analisis permite generar un modelo en el
que se propone que Sortin2, a una concentracion de auxina hipotética que no es
reportada por el promotor DR5 pero que sf induce la expresion de GATA23, es capaz de

diferenciar las células del periciclo a células fundadoras de raices laterales (Fig. 20).

Cuando las plantas de Arabidopsis son crecidas in vitro en condiciones estandares, las
raices laterales se distribuyen a lo largo de la rafz primaria y siguen un patrén alternado
a lo largo de la raiz (Mallory y col., 1970; Charlton, 1983). Esta distribucion regular es
controlada por un mecanismo semejante a un reloj endégeno que genera oscilaciones
de la respuesta a auxina en las filas de células del protoxilema en la zona de oscilacién

de Ia rafz primaria (Moreno-Risueno y col., 2010). El mecanismo de formacién de raices
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laterales inducido por Sortin2 es capaz de actuar localmente, es decir, estando presente
en distintas zonas de la raiz principal, en las cuales se incluye o no el meristema basal,
podemos encontrar que especificamente en las regiones de la raiz principal que estan

en contacto con Sortin2 es donde se induce la mayor densidad de raices laterales (Fig.15

y Fig.16).
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Figura 20: Modelo propuesto para el mecanismo de formacién de raices laterales inducido por
Sortin2 es capaz de diferenciar las células del periciclo a células fundadoras independiente del
complejo receptor SCFTRYAFBs Se grafica la concentracion de auxina hipotética con respecto a los
eventos DR5 positivos y DR5 negativos que se pueden detectar. Se sitla a la accion de Sortin2 como un
inductor de la expresion de GATA23 y por ende, un diferenciador del destino de las células del periciclo
a células fundadoras. Sortin2 ademas actua a concentraciones de auxinas que no son reportadas por el
promotor DR5, lo que se correlaciona con su independencia del complejo receptor SCFTR'AFEs reportada
en Pérez-Henriquez y col., 2012.

Ademas, el efecto que posee Sortin2 al estar presente en la zona del meristema basal,
puede postularse a que este compuesto o una sefial, activada o reprimida por Sortin2,

interfiere con la oscilacion génica caracteristica del meristema basal comandada por
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auxina, provocando la formacion de nuevos sitios de pre-ramificacion. Otra alternativa
es que Sortin2 inferfiera con la acumulacidn de auxina, ya que se ha determinado que
los sitios de pre-ramificacién dependen de la auxina sintetizada localmente, de la auxina
derivada desde la parte aérea que se transporta al apice de la raiz a través del floemay
del retorno de auxina, desde la punta de [a raiz primaria, a la zona del meristema basal

llevado a cabo por los facilitadores de eflujo de auxina PIN (Marhavy y col., 2013).

Ademés, el tratamiento local con Sortin2 induce [a formacitn de raices laterales en la
zona de la raiz principal lejana al meristema basal y cercana al hipocotilo, lo que estaria
sugiriendo que Sortin2 induce el desarrollo de primordios arrestados (Dubrovsky y col.,
2006) o que se especifican las células del periciclo a células fundadoras de raices
laterales. Nuestros resultados también nos indican que Sortin2 induce la formacién de
ralces laterales independiente de cuél zona de la raiz primaria esté en contacto con este
compuesto, lo que podria reforzar la propuesta de gue Sortin2 provoca un estimulo que
desencadena en la especificacion de las células del periciclo a células fundadoras de
raices laterales, ya que como hemos visto previamente Sortin2 activa y, al parecer,
depende de procesos distintos a los gatillados por auxina. Otra posibilidad es que Sortin2
se puede estar movilizando o movilice a una sefial que interfiera con la sefializacién
presente en el meristema basal de la raiz principal, provocando que una mayor poblacién
de células del periciclo se destinen a células fundadoras de raices laterales y en

consecuencia, aumente la densidad de raices laterales en esa zona.

El hecho que en el ensayo de agar segmentado se consideré la presencia de espacios
libres de aire como se indica en Zhang & Forde, 1998 hace menos posible que Sortin2
difunda libremente entre las distintas secciones de las placa. Sin embargo el compuesto

podria estar movilizandose por la raiz principal y asi causar su efecto. Esta Ultima
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posibilidad podria ser evaluada midiendo la cantidad de Sortin2 presente en las

porciones de la raiz primaria por espectrometria de masas u otra técnica.

Se ha descrito que parte del priming es una compleja regulacién entre el transporte de
auxina, la sefializacién de auxina y el reloj intemo que genera oscilaciones periodicas en
la expresién de genes en la region de! meristema basal (Van Norman y col., 2013), sin
embargo atin existen otros eventos relacionados con la especificacién de las células del
periciclo a células fundadoras de raices laterales que no han sido descritos. La aplicacion
de Sortin2 local a plantulas germinadas y crecidas en NPA, induce localmente la
densidad de primordios de raices laterales en tiempos tempranos de tratamiento con
Sortin2 y una induccion local de la densidad de raices laterales emergidas a tiempos
prolongados de tratamiento con Sortin2. Esto refuerza la hipétesis de que Sortin2 esta
provocando la diferenciacion de células del periciclo a células fundadoras de raices
laterales, es decir, el mecanismo de formacion de raices laterales inducido por Sortin2
esta actuando en un evento previo a la iniciacién de rafces laterales. Tambieén condice
con que estas células fundadoras continian un patrén de desarrollo hasta raices
laterales emergidas, postulando que Sortin2 estimula [a organogénesis de novo de las
raices laterales. Esto es consistente con que el mecanismo de formacién de raices
laterales inducido por Sortin2 no es inhibido por NPA (Pérez-Henriquez y col., 2012). Por
lo que el evento previo a la iniciacion, inducido por Sortin2, serfa independiente del

transporte de auxina reprimido por NPA,

El tratamiento local con Sortin2 también nos revela que la inhibicion del largo de la raiz
principal es independiente del lugar en que Sortin2 se disponga, por lo que se avala la
propuesta de que este efecto puede tener un blanco distinto al del que induce la

organogénesis de raices laterales, porque independiente de que si Sortin2 promueve [a
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organogénesis de raices laterales, igualmente se ve una tasa menor de crecimiento de
la raiz principal, aunque esto puede deberse a que las células elonguen menos, por lo

que se debe evaluar la longitud de las distintas zonas de desarrollo de la raiz principal.

4.4 Sortin2 ejerceria un efecto hormonal que provoca la iniciacion de raices

laterales

Entre las funciones de varios de los genes cuya mutacion produce diferencias en la
sensibilidad al efecto de Sortin2 se encuentran algunas caracteristicas en comun. Las
proteinas SLR1/IAA14, 1AA12 y CEG estén relacionadas con la sefalizacién de la
hormona auxina. MAX2 se encuentra implicada en la via de sefalizacién de las
estrigolactonas. COI1 esta envuelta en la sefializacién del acido jasménico. AXR1 y
CUL1 forman parte de los complejos receptor SCF y se encueniran involucradas en la
via de sefializacién de las hormonas auxina, acido jasmonico y estrigolactonas (Hua &
Vierstra, 2011), KRP2 esta implicada en la regulacion del ciclo celular y JKD controla el
patrén epidermal. Todas estas proteinas son necesarias para que se lieve a cabo el
mecanismo de formacién de raices laterales inducido por Sortin2, es decir, Sortin2
activaria o reprimiria una sefial que desencadenaria una respuesta hormonal que es
reconocida por el complejo receptor SCF" o SCFM¥2, que promueve una sefializacion
que necesitaria de la degradacion de las AUX/IAA y de un ciclo celular correctamente
regulado. Por lo demas, en concordancia con este resultado, se ha evidenciado en
nuestro laboratorio utilizando la linea DII-VENUS que el tratamiento con Sortin2 es

incapaz de degradar las proteinas AUX/AA.

Ademés, AXR4 y AUX1 estan involucradas en el transporte polar de la hormona auxina,

especificamente en el influjo de auxinas. Con los resultados obtenidos se plantea que la
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acumulacion de auxinas en el apoplasto provoca un ambiente beneficioso para [a sefial
que induce o reprime el mecanismo de formacion de raices laterales promovido por
Sortin2, ya que estas mutantes tienen defectos en el influjo de auxinas y el tratamiento
con Soriin2 promueve una mayor induccion de la densidad de primordios de raices

laterales al compararlas con la induccion provocada en la linea silvestre.

Por lo demas, las proteinas PIN1, PIN3, PIN4 y PIN7 estan involucradas en el transporie
polar de la hormona auxina, especificamente en el eflujo de auxinas. La resistencia a
Sortin2 de las mutantes de estos facilitadores con respecto al desarrollo de primordios,
nos sugiere que la acumulacién de auxinas en el citoplasma impide que se lleve a cabo
la formacion de raices laterales inducida por Sortin2, esto se correlaciona con la
hipersensibilidad de la mutante del facilitador de influjo AUX1. Sin embargo, la expresion
ectépica de PIN1 y la consecuente acumulacién de auxinas en el apoplasto en las
diversas capas de la raiz principal (Benkova y col., 2003), seria un ambiente
desfavorable para la promocién de primordios por Sortin2, lo que podria deberse a que
el eflujo excesivo de-auxinas en los diversos tejidos de la raiz posee un rol antagénico

en el mecanismo de formacién de raices laterales de Sortin2.

Por otra parte, PINOID, RCN1, ROP2, BIG, WAG1 y WAG2 estan implicadas en el
direccionamiento de las proteinas encargadas del transporte de auxina. La falta de PIN
fosforilado por PINOID provoca que s6lo una parte del efecto de Sortin2 en el desarrollo
de primordios de raices laterales emergidas se lleve a cabo y una alta tasa de
fosforilacion de los PIN por PINOID favorece de sobremanera que la accion de Sortin2
se lleve a cabo. Cabe mencionar que la proteina LAX3 esté involucrada en el tfransporte
polar de la hormona auxina, especificamente en el influjo de auxinas, lo que concuerda

con la hipersensibilidad de aux7-21 y axr4-1.
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LOXS5 participa en la via de la 9-lipoxigenasa, es decir, estd involucrada en la sintesis de
jasmonato (Vellosillo y col., 2007), al ser lox5-1 parcialmente resistente al efecto de
Sortin2, se apoya la propuesta de que Sortin2 ejerce un efecto hormonal que

desencadena este mecanismo de formacién de raices laterales.

Por dltimo, en este Seminario de Titulo se pudo evidenciar mediante distintas estrategias
de que el mecanismo de formacion de raices laterales gatillado por Sortin2 induce un
evento previo a la etapa de iniciacion de raices laterales, provocando el cambio en el
destino de las células del periciclo en Arabidopsis thaliana. Por lo gque se acepta la
hipétesis propuesta en este Seminario de Titulo. Ademas se propone que el tratamiento
con Sortin2 estaria emulando un evento fisioldégico que la planta censa y responde
aumentando la densidad de raices laterales para poder captar una mayor cantidad de
nutrientes y agua. Este evento se relacionaria con una via hormonal que, para
desencadenar la diferenciacion de las células del periciclo, no estaria relacionada con la

via candnica de sefializacion de la hormona auxina.
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CONCLUSIONES

. Sortin2 afecta un evento previo a la etapa de iniciacién en la organogénesis de

las raices laterales.

El correcto funcionamiento de las proteinas CUL1, IAA14, COI1, MAX2, SACY,
GLIP2, RTY, CEG, NTL8 y ATPGP se requiere para que Sortin2 o una sefial
inducida por Sortin2, desencadene el mecanismo de formacion de raices
laterales.

Sortin2 induce eventos moleculares claves para la iniciacion de raices laterales,
especificamente la expresion del factor de transcripcién que controla la identidad
de células fundadoras, GATA23, de la ciclina dependiente de quinasa que marca
divisién celular, CycB1;1 y promueve la actividad del promotor sintético que

responde a auxina, DR5.

. Sortin2 induce la formacién de eventos de proliferacién celular asociados a la

iniciacién de raices laterales que serian al menos temporalmente independientes
de los eventos de maximos de auxinas.

El mecanismo de formacién de raices [aterales de Sortin2 promueve los eventos
de diferenciacion de las células del periciclo a células fundadoras.

Sortin2 induce un evento previo a la iniciacién de raices laterales localmente y de
novo.

Se comprueba la hipétesis propuesta en que el mecanismo de formacion de
raices laterales de Sortin2 promueve un evento previo a la iniciacion de raices
laterales que diferencia a las células del periciclo a células fundadoras de raices

laterales.




81

PROYECCIONES

El trabajo experimental realizado en este Seminario de Titulo, abre nuevas interrogantes
en el estudio del mecanismo de formacion de raices laterales inducido por Sortin2 gue

pueden responderse con las siguientes aproximaciones:

- Deferminar si la accién de Sortin2 esta rio amiba o rio abajo de los componentes
moleculares afectados en las mutantes resistentes a Soriin2. Esto puede realizarse
mediante la evaluacion de la expresién de GATA23 y CycB1;1 mediante qPCR o
utilizando lineas reporteras con el background mutante de interés. Una induccién de la
expresién de GATA23 y/o CycB1;1 por Sortin2 en las mutantes resistentes nos indicaria
que la mutante no puede generar raices laterales porque su mutacion bloquea el
mecanismo de formacion de raices laterales inducido por Sortin2, no porque Sortin2 no

esté induciendo el evento de pre-iniciacion de raices laterales.

- Evaluar bajo tratamiento con Sortin2 los niveles endégenos de auxina de las mutantes
hipersensibles a Sortin2 relacionadas con el transporte de auxinas. Esto puede
evaluarse mediante espectrometria de masas o HPLC. Otra forma puede ser cruzando
estas distintas lineas con la linea reportera plAA2::GUS, esta linea reportera ha sido
caracterizada por presentar una alta expresién de GUS en las raices de Arabidopsis

(Nadella y col., 2006).

- Determinar si el tratamiento localizado con Sortin2 en las mutantes hipersensibles a
este compuesto puede generar la formacion de rafces laterales en estas lineas y si su

sensibilidad a Sortin2 se mantiene en estas condiciones.

- Evaluar la sensibilidad a Sortin2 de las mutantes en iniciacién cuando son germinadas

y crecidas en MS-agar suplementado con NPA. En estas condiciones se bloquearia de
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dos maneras la iniciacién de raices laterales de manera de determinar si el evento

inducido por Sortin2 se puede llevar a cabo.

- Realizar las réplicas experimentales faltantes de las mutantes como lox5-1, coi1-16,

entre ofras.

- Efectuar la cuantificacién de hormonas en plantulas sometidas a tratamiento con

Sortin2 a través de espectromelria de masas.
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I. Lista de mutantes y lineas transgénicas de Arabidopsis que presentan defectos
en la formacién de raices laterales.

Tabla 1: Lista de mutantes y lineas transgénicas de Arabidopsis que presentan defectos

en la formacién de raices laterales.

Fenotipo
Mutante/ . .
Tipo de Proceso Celular | relacionado .
trarll-sfn?éiica mutacién Gen (es) Involucrado arafces Referencias
9 laterales
Ntimero de
. Transporte polar raices Christensen y
358:PID21 Sobreexpresora | PINOID de atxinas laterales cof,, 2000
disminuido
Desarrollo
de
. Transporte polar primordios Benkova y col.,
358:PINt Sobreexpresora PIN1 de auxinas de raices 2003
laterales
enlentecido
Numero de
. . ralces Himanen y col.,
358:KRP2 Sobreexpresora KRP2 Ciclo celular laterales 2002
disminuido
Respuestaa Nurrgiig)sde
358:NAC2 Sobreexpresora NACS estimulos laterales He y col., 2005
ambientales aumentado
Numero de
Comunicacion primordios De Smet y col,
acrd Nula ACR4 . de ralces '
célula a céluta laterales 2008
aumentado
Sefalizacién N
. umero de
mediada por rafces Thung y cof
agg-fc Nula AGG1 receptores (ateral 2013 "
ligados a @ eratez
proteinas G aumentado
ARR3,
ARRA4, Niamero de
. ARRS, Sefializacion de ralces
ar345689 Parcial ARRS, citoquininas laterales To y col.,, 2004
ARRS, disminuido
ARRS
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Nimero de Lin &
atpgp1-101 Nula ATPGPq | Transportepolar | raices Wang,2005
de auxinas laterales Ye v col.. 2013
aumentado y eor,
Ntimero de
primordios
aux1-21 Nula AUX1 | TraBSPOREPOIAN | de raices | SWArLP ¥ col,
laterales
reducido
Sefializacion de Numero de
_ auxinasfécido raices Hotton v cof.,
axr1-30 Nula AXR1 jasmoénicof acido laterales 2011
giberélico disminuido
Numero de
’ . Transporte polar raices Hobbie y
axrd-1 Recesiva AXR4 de auxinas laterales Estelle, 1995
disminuido
Nimero de
} : Transporte polar raices Hobbie y
axrd-2 Recesiva AXR4 de auxinas laterales Estelle, 1995
disminuido
Nimero de
Ganancia de Sefializacidn de raices Yang y col.,
axrs-1 funcidn AXR5 auxinas laterales 2004
disminuido
Numero de
; Pérdida de Transporte polar raices .
big funcion BIG de auxinas laterales Gil y col., 2001
disminuido
) Tran:ggglcggn de Nimero de
CA-rop? Gananciade | popy | mediadas por raices Li y col,, 2001
funcidn GTPasas laterales
pequefias aumentado
Numero de
Sefializacién de raices Dong y cal.,
cey Nula CEG auxinas laterales 2006
aumentado
Numero de
coil-16 Pérdida de con Sefializacion de ralces Raya-Gonzalez
funcién &cido jasmonico laterales ycol, 2012

disminuido
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Sefalizacion de Namero de
Pérdida de auxinas/acido raices Helllman y
cult-2 funcion CUL1 jasménico/ acido laterales col,, 2003
giberélico disminuido
Sefalizacién de Nimero de
Pérdida de auxinas/acido raices Moon y cof,
cut1-6 funcién cut1 jasménico/ acido laterales 2007
giberélico disminuido
o Tran:;:lg;ltggn de Nlmero de
DN-rop2 Pérdidade | popy | mediadas por ralces 11y oo, 2001
funcidn laterales
GTPasas disminuido
pequefias
Nidmero de
. Resistencia a ralces Kim y col,
glip2-1 Nula GLIPZ patdégenos laterales 2009
aumentado
Nimero de
; Ganancia de Sefializacion rafces Alonso y col,
laai2-1 funcion IAA12 auxinas laterales 2003
disminuido
Desarrollo
de
. ; Patterning primordios Welch y col.,
fka-4 Parcial JKD epidermal de ralces 2007
laterales
acelerado
Numero de
ralces
fax3 Nula LAX3 Tragﬁﬁiﬁgi de laterales Swa%joja’ col.,
emergidas
disminuido
Ndmero de
. . raices .
lox5-1 Nula LOX5 B'Ziii'l}tﬁﬁgsde laterales Vello;[gg.;’ col.,
P emergidas
aumentado
Numero de
. Seifializacion de raices Kapulnik y cof,,
max2-1 Nula MAX2 acido giberélico laterales 2011
aumentado
Numero de
. Sefializacion de rafces Kapulnik y col.,
mex2-2 Nula MAX2 acido giberélico laterales 2012

aumentado
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Ndamero de
. Senalizacion de ralces Kim y col,
14i8-1 Nula NTL3 acido giberélico laterales 2008
disminuido
Numero de
; Transporte polar raices Huang y col.,
pidi4 Nula PINOID de auxinas laterales 2010
disminuido
Ntimero de
WAG1
. L, | Transporte polar ralces Huang y col.,
pid14wagiwag2 Nula V\IIQS%P de auxinas laterales 2011
disminuido
J Nimero de
iy Transporte polar ralces Benkova y col,,
pint-201 Nula PIN1 de auxinas laterales 2003
' disminuido
Numerode | Benkova ycol,
. Transporte polar rafces 2003
pin3-4 Nula PIN3 de aux%as laterales Friml J. y col,,
disminuido 2003
Numerode | Benkovay col.,
_— Transporte polar raices 2003
pin3-5 Nula PIN3 de auxinas laterales Friml J. y col,,
disminuido 2003
Nimerode | Benkova ycof,
s PIN3, Transporte polar raices 2003
pin3pin4 Nula PIN4 de auxinas laterales Friml J. y col.,
disminuido 2003
Ndmerode | Benkova ycol,
P PIN3, Transporte polar ralces 2003
pin3pin? Nula PIN7 de auxinas laterales Friml J. y col,,
disminuido 2003
Numero de | Benkova ycol,
- Transporte polar raices 2003
pin4-1 Nula PIN4 de auxinas laterales Friml J. y col.,
disminuido 2003
Ndmero de | Benkova y col.,
g PIN4, Transporte polar raices 2003
pindpin? Nula PIN7 de auxinas laterales Friml J. y cof.,
disminuido 2003
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Numerode | Benkova ycol,
o Transporte polar raices 2003
pin7-2 Nula PIN7 de auxinas laterales Friml J. y col.,
disminuido 2003
Numero de
. _ . raices Ingouft y col.,
PRBR:RBR-RFP | Sobreexpresora RBR Ciclo celular laterales 2008
aumentado
Crecimiento
. Transporte polar de raices Detuere y col.,
rend Parcial RCN1 de auxinas laterales 1999
retardado
Numero de
Biosintesis de rafces Seo y cof,
ry1-1 Nula RTY glucosinolatos laterales 1998
aumentado
Seiializacién Nimero de
mediada por ralces Wiliams y col.,
§a09-3 Nuta SAC9 fosfatidilinositole laterales 2005
S disminuido
Nlmero de
o primordios
skp2a Parcial SKP2A Seﬁgti?:;in de de raices Rosgggscof..
laterales
aumentado
Nimero de
Sefializacion de ralces Manzano y
skp2b Nula SKP2B auxinas laterales col, 2012
aumentado
Nolmero de
Ganancia de Sefializacién de rafces Hochholdinger
siri-1 funcién 1AA14 auxinas laterales y col., 2001

disminuido
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Il. Sensibilidad a Sortin2 de mutantes con defectos en la etapa de desarrollo de

formacion de raices laterales
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Figura 21: Mutantes con defectos en la etapa de desarrollo de formacién de raices laterales son
resistentes a la induccién de raices laterales emergidas por Sortin2. Plantulas de 7 dias se
traspasaron a tratamientos por 72 horas en MS-liquido suplementado con DMSO 1% (Control, barras
grises) y Sortin2 25 pg/mL (barras amarillas).(A) Densidad de raices laterales emergidas en los
tratamientos en las mutantes con defectos en la etapa del desarrollo de raices laterales. La densidad de
raices laterales emergidas se ve inducida en la mayoria de las lineas en tratamiento con Sortin2. Los
datos son el promedio de 3 réplicas experimentales (n=14-26), excépto en axr5-1, arr345689, rty1-1,
atpgp1-101, agg1-1c, ntl8-1, sac9-3 y glip2-1 que se efectud una réplica experimental (n=3-7). Las barras
corresponden al error estandar. Los datos fueron evaluados utilizando 13 prueba de t-student.*=p<0,05;
**=p<0,01; **=p<0,001; ns=no significancia. * corresponde a las mutantes que no se pudieron clasificar
en las categorias designadas. Los resultados obtenidos en A se expresan como (B) veces de induccién
de raices laterales emergidas relativa.

lll.Sensibilidad a Sortin2 de mutantes con defectos en la etapa de emergencia de
raices laterales
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Figura 22: Jax3, mutante con defecto en la etapa de emergencia de la formacidn de raices laterales,
es hipersensible a Sortin2. Plantulas de 7 dias de las lineas mutanfes /ax3 y lox5-1 se trataron en MS-
liquido que contenia DMSO 1% (Control, barras grises) o Sortin2 25 pg/mL (barras amarillas) durante 72
horas. (A)El tratamiento con Sortin2 induce la densidad de primordios de raices laterales en ambas
mutantes. Los datos para /ax3 son el promedio de 3 réplicas experimentales (n=22-25) y para lox5-1 es
de 1 réplica experimental (n=3). Las barras de error corresponden al error estandar. Los datos se
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evaluaron estadisticamente con la prueba de t-student: *=p<0,05; **=p<0,01;, ***=p<0,001; ns=no
significancia. (B) Los resultados obtenidos en A se expresan como veces de induccion relativa. El valor
1 representa las veces de induccidon de densidad de primordios de raices laterales obtenida bajo
tratamiento con Sortin2 en Col-0./ax3 se catalogd como hipersensible a Sortin2 (barra roja), ya que el
tratamiento con Sortin2 induce significativamente la densidad de raices laterales emergidas y las veces
de induccion relativa son mayores que 1,2. Por otra parte, lox5-1 presenta un comportamiento "silvestre”
en la sensibilidad a Sortin2 (barra morada), porque el tratamiento con Sortin2 induce significativamente
un aumento de la densidad de raices laterales, y las veces de induccion relativa se encuentran entre 0,9
y1,2.

IV. Plantulas de la linea pDR5::GUS germinadas en MS-agar, en tratamiento control
y Sortin2 por 24, 48 y 72 horas.

A.
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Figura 23: Morfologia de plantulas de la linea pDR5::GUS en tratamientos controles y
con Sortin2. Plantulas de 7 dias de la linea transgénica pDR5::GUS germinadas y crecidas en MS-

agar, se trataron en MS-liquido que contenia DMSO 1% (Control) por 24 (A), 48 (C) y 72 horas (E) y
Sortin2 25 ug/mL durante 24 (B), 48 (D) y 72 horas (F).

V. Plantulas de la linea pCycB1;1::GUS germinadas en MS-agar, en tratamiento
control y Sortin2 por 24, 48 y 72 horas

A.
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Figura 24: Actividad del promotor CycB1;1 en tratamientos controles y con Sortin2.
Plantulas de 7 dias de la linea transgénica pCycB1;1:GUS germinadas y crecidas en MS-agar, se
trataron en MS-liguido que contenia DMSO 1% (Control) por 24 (A), 48 (C) y 72 horas (E) y Sortin2 25
pg/mL durante 24 (B), 48 (D) y 72 horas (F).

VI. Plantulas de la linea pDR5::GUS germinadas en NPA en tratamiento control y
Sortin2 por 24, 48 y 72 horas

A.
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VII. Plantulas de la linea pCycB1;1::GUS germinadas en NPA en tratamiento control
y Sortin2 por 24, 48 y 72 horas

A.
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Figura 26: Actividad del promotor CycB1;1 en plantulas que luego de ser germinadas y
crecidas en NPA fueron sometidas a tratamientos controles y con Sortin2. Plantulas de 7
dias de la linea transgénica pCycB1;1::GUS germinadas y crecidas en MS-agar, se trataron en MS-
liguido que contenia DMSO 1% (Control) por 24 (A), 48 (C) y 72 horas (E) y Sortin2 25 pg/mL durante 24
(B), 48 (D) y 72 horas (F).
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