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RESUMEN

Desde una perspectiva de desarrollo, la raiz de Arabidopsis tiene una organizacién simple, en
la cual un nimero pequefio de células madre en el &pice de la raiz generan todos los tipos de
células a partir de divisiones celulares seguidas de diferenciacion y expansion celular
regulada. El crecimiento de la raiz requiere la regulacion coordinada de programas de
desarrollo en conjunto con sefiales medioambientales, sin embargo, se desconoce la
interconexion entre ambos. Los mutantes ttll (Tetratrico-peptide Thioredoxin-Like 1)
presentan un fenotipo de arresto del crecimiento radicular y expansion radial exacerbada en
condiciones de estrés osmotico lo que hace que sean un modelo muy interesante para estudiar
dicha interconexion.

Este trabajo busca evaluar el papel del gen TTL1 en la sefializacion de respuestas a estrés
osmotico a nivel de raiz. Los objetivos especificos son: 1) la caracterizacion del meristemo de
raiz del mutante ttl1 y su capacidad de recuperacion de crecimiento en condiciones de estres
osmatico; y 2) el andlisis de la expresion de los genes TTL en el meristemo de raiz y su
relacion al crecimiento en estrés osmdtico, asi como la caracterizacion de la respuesta
transcripcional de dichos mutantes en la condicién anteriormente mencionada.

Los resultados en condiciones control muestran que aunque el largo de la raiz de ttl1 no se
diferencio estadisticamente del de Col-0, ttl1 tiene una tasa de crecimiento de la raiz 9% mas
lenta, un ciclo celular mas corto y una tasa de elongacion celular en el meristemo proximal
mas rapida que Col-0. Ademas, las células en el meristemo proximal fueron maés largas. En
condiciones de crecimiento con presiones osmaticas crecientes, la tasa de crecimiento de
todos los genotipos se desacelera, siendo mas dréastico el efecto para ttll. De los parametros
analizados, los que explican mas esta desaceleracién son la tasa de produccion celular que fue
menor para ttl1 y el tiempo que tardan en pasar las células de la zona de transicién a la zona

de elongacién que fue mayor.

El patron de expresion de TTL1 fue especifico y se localizo 5 dias post germinacion en el
centro quiescente, en el meristemo proximal en cértex, endodermis y estela. En el dia 6 post
germinacion se observa expresion en la epidermis de la zona de elongacién ademas de la
expresion mencionada para dia 5. También, se observé que los tratamientos que promovieron
mas la expresion de TTL1 en la epidermis y columella de la raiz primaria fueron media hora
de exposicion a 0.1 uM (Acido Indol Acético) AIA, 0.2 uM (epiBrasinolide) BL y 0.5 pM
(Propiconazole) PCZ. La exposicién de la raiz a media hora de estrés osmotico (0.4M

manitol) provocd la represion de TTL1, activandose a la hora de exposicion. El unico



tratamiento que logro revertir la disminucion de expresion durante la media hora de
exposicion a estrés osmotico fue el realizado con PCZ. Esta informacion sugiere la
participacion de las hormonas auxinas y brasinoesteroides en el control de la expresion de
TTLI1.

Se encontr6 interaccion genética de TTL1 con CESA6 (CELULOSA SINTASA 6), en
condiciones de crecimiento control y de estrés osmotico. La longitud de la raiz del doble
mutante fue significativamente menor que la de los mutantes simples y el genotipo silvestre,
lo mismo fue observado con la tasa de crecimiento. Esta interaccién en conjunto con los
cambios en las tinciones de la pared celular de las raices con Phloroglucinol y Direct Red
sugieren una contribucion de TTL1 en el proceso de sintesis o deposicion de la celulosa en las

paredes celulares.

Palabras clave: TTL1, Arabidopsis, mersitemo proximal, estrés osmético



1. INTRODUCCION

Las raices crecen en ambientes locales desafiantes de los que tienen que obtener agua,
nutrientes y el anclaje necesario para la sobrevivencia de la planta. Las células madres y el
meristemo que van a dar origen al crecimiento futuro de la raiz se encuentran en una posicion
vulnerable en la punta de la raiz protegidos por la cofia, lo que le permite estar préximo a las
condiciones del suelo para ajustar el crecimiento y desarrollo de la raiz segun las necesidades

de la planta de acuerdo a las demandas del ambiente (Robbins & Dinneny, 2018).

1.1 El crecimiento de la raiz es dirigido por la elongacion de las células generadas por

division de las células madre en el meristemo

El desarrollo y crecimiento de las raices han sido ampliamente estudiados en Arabidopsis, ya
que este drgano presenta una organizacion celular simple y su forma de crecimiento facilita el
analisis y la observacion (Petricka et al., 2012). El crecimiento y desarrollo de la raiz se da
gracias a que un numero pequefio de células madres en el apice de la misma, generan todos
los tipos de células a partir de divisiones celulares seguidas de diferenciacion y expansion
celular regulada (Scheres et al., 2002). El sistema radicular tiene origen embrionario en el
[lamado meristemo primario de raiz, en este estadio se posiciona y especifica el Nicho de
Células Madres (NCM): formado por el Centro Quiescente (CQ), que posee una actividad
mitotica casi nula y las Células Madre o iniciales (CM) que lo rodean y dividen y renuevan
activamente (Forzani et al., 2014; Perilli & Sabatini, 2010).

El meristemo apical de raiz (MAR) provee de nuevas células para la raiz en crecimiento, por
lo que perturbaciones en el arreglo espacial y funcionalidad del mismo, especificamente en el
CQ, afectan el desarrollo ulterior de la raiz primaria (Kong et al., 2015). EI CQ mantiene a las
CM inhibiendo su diferenciacion a través de sefiales del tipo “célula no auténoma”, a su vez
cada CM sufre de una division asimétrica en la cual la celula hija inferior pasa a ser la que se
dividira nuevamente y la superior pasara a diferenciarse. La anatomia de las raices refleja su
ontogenia en tanto que las células nuevas estan cercanas al apice de la raiz y las células “mas
viejas” son las que mas se alejan del mismo (Perilli & Sabatini, 2010; Fig.1). Segun Scheres
et al., 2002 la division de las CM puede ser Unicamente anticlinal (perpendicular al eje de
crecimiento) dando una Unica capa de células; o primero anticlinal y luego periclinal (paralelo
al eje de crecimiento) dando dos o mas capas celulares. Existen cuatro juegos de células
iniciales 0 madre que generan capas Unicas de células que se extienden a lo largo del eje

longitudinal y forman los distintos tejidos de la raiz: las CM de la cofia y la epidermis, las
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CM de la columella, las CM del cortex y endodermis y las CM de la vasculatura. Las CM de
la columella sufren division anticlinal seguida de expansion y diferenciacion (que implica la
aparicion de amiloplastos, relacionados al gravitropismo radicular), los otros tres conjuntos de
CM sufren divisiones anticlinales y periclinales y asi determinan las capas celulares
caracteristicas de las raices (Dolan L, et al. 1993; Scheres et al., 2002; Fig. 1). Un gran
descubrimiento en cuanto al desarrollo de la raiz es que, aunque los tejidos maduros tienen un
linaje celular distintivo que deriva de una célula inicial Unica, lo que determina la identidad de
las células es su posicion, en lugar de su linaje (Kidner et al., 2000;(Van den Berg et al.,
1995). A lo largo del texto iremos explicando como sefiales hormonales y factores de
transcripcion instruyen a las células acerca de la posicion en que se encuentran y por lo tanto

la identidad y el rol que le corresponde.

Estela

Epidermis Cortex

Patrdn de division celular para
formar la endodermis y el
cortex

Cofia lateral *
: 57 -+ -+

Células iniciales de
Columella cortex/endodermis

Figura 1. Seccién longitudinal del apice de la raiz de Arabidopsis donde se explicitan todas las capas
celulares (lateral root cap —cofia-, epidermis, stele —estela de haces vascualres-, endodermis, cortex,
columella y quiescent center QC — centro quiescente CQ-, ademas se muestra uno de los cuatro tipos
de CM, el de cdrtex y endodermis: cortex/endodermis initial) y los tipos de divisiones existentes en el
recuadro (anticlinal en la primera punta de flecha roja y periclinal en la segunda) Extraido de (Scheres
et al., 2002)

Siguiendo el eje longitudinal de la raiz primaria de Arabidopsis se distinguen cuatro zonas de
crecimiento: el Meristemo Proximal (MP), la Zona de Transicion (ZT), la Zona de Elongacion
(ZE) y la Zona de Diferenciacion (ZD) (Fig. 2) (Verbelen et al., 2006; Cederholm et al.,
2012). EI MP de la raiz, se extiende desde el CQ hasta la primera célula elongada. Se trata de
una zona con mucha actividad mitética de células isodiamétricas y donde se da una

elongacion anisotropica determinando el ancho final del 6rgano (Cederholm et al., 2012; Fig.
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2). La ZT es una zona de bajo crecimiento en largo y ancho. En la parte més cercana al MP
las células mantienen la division celular y en la parte mas alejada, desarrollan la competencia
de la elongacion anisotrépica longitudinal. Anatomicamente estas células no son muy
diferentes a las células del MP, ya que son isodiamétricas, poseen un nucleo central y
pequefias vacuolas (Cederholm et al., 2012; Fig. 2). La ZE es una zona de muy rapida
elongacion longitudinal donde las células son mas largas que anchas. Esto es debido a que
poseen una gran vacuola que, ademas, desplaza el nicleo hacia la pared celular. En esta zona
se producen importantes cambios a nivel celular, entre los que se destacan cambios en la
orientacion de los microtabulos que controlan los depésitos de celulosa a medida que la célula
se elonga, ablandamiento de la pared celular y resintesis de la pared una vez finalizada la
elongacion (Petricka et al., 2012%). La zona de diferenciacion que se caracteriza por la
aparicion de los primeros pelos radiculares en la epidermis, es donde las células alcanzan su
longitud madura ya que pierden la capacidad de expansion en el eje longitudinal (Cederholm
et al., 2012, Verbelen et al., 2006).

(a) (b) (c)

DZ

MZ

Il Lataoral root cap/epidemis initials [ Phloem pole pericycle

[ Lateral root cap ] Xylem pole pericycle
STH [ wMon-hair call epidermis Bl Phicem (meta- and protophicem)
Il Hair cell epidermis 1 Phioem {companion calls)
I Cortexendodemal initial (CEI) [ Procambium
- CEl daughter {CEID) ] Metaxylem
[ Cortex B Protoxylem
Il Endodermis I Columelia initials
[ Cuisscent centsr (QC) [] Columella

Figura 2. Esquema que representa zonas de crecimiento y tipos celulares de la raiz de Arabidopsis. (a)
zonas de crecimiento donde se observa que desde el SCN —Stem Cell Niche- (NCM) se extiende la
MZ —Meristematic Zone- (MP) hasta EZ —Elongation Zone- (ZE) y desde el primer pelo radicular en
adelante la DZ — Differentiation Zone — (ZD). En (b) se aprecia en detalle el PM (MP) y la TZ —
Transition Zone- (ZT) asi como también las capas celulares segun los colores de la referencia. En (c)
se muestra un corte transversal de raiz a la altura de la ZD. De izquierda a derecha, arriba abajo: CM
de la cofia y epidermis, Cofia, Células epidérmicas sin pelo, Células epidérmicas con pelo, CM del
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cortex y endodermis, Célula hija de CM de cdrtex y endodermis, Cortex, Endodermis, CQ, Polos de
floema en periciclo, Polos de xilema en pericilo, Floema (meta- y protofloema), Células acompafiantes
del floema, Procambium, Metaxilema, Protoxilema, CMC y Columella. Extraido de (Cederholm et al.,
2012)

1.2 El mantenimiento de la quiescencia y el estado indiferenciado de las células madre es

esencial para el crecimiento continuo de la raiz.

Para que se dé un crecimiento continuo de la raiz es necesario que el MAR sea longevo y
continuamente activo. Esto puede lograrse si el pool de célula madre se renueva
continuamente, ya que las células constantemente abandonan la region meristematica debido a
las divisiones celulares continuas. Este delicado equilibrio se logra a través de mecanismos de
regulacion complejos que involucran hormonas y factores de transcripcion (Burkart et al.,
2019).

El centro quiescente es esencial para la especificacion del NCM y el mantenimiento del
estado indiferenciado de las células madres iniciales (Van den Berg et al., 1995). La identidad
del centro quiescente es especificada por dos vias paralelas: la via de PLETHORA (PLT) y la
via de SHORT ROOT (SHR)/SCARECROW (SCR) (Aida et al., 2004) (Galinha et al., 2007;
Sabatini et al., 2003). Los genes PLT forman un clado de 6 factores de transcripcion del tipo
AP2 (Galinha et al., 2007), mientras que SHR y SCR pertenecen a la familia de factores de
transcripcion tipo GRAS (GIBBERELLIN INSENSITIVE (GAI), REPRESSOR OF GA1-3
(RGA), SCR) (Aida et al., 2004; Sabatini et al., 2003). Mutaciones en estos genes provocan la
pérdida de identidad del centro quiescente y la terminacion prematura del crecimiento de la
raiz. Las proteinas PLT se encuentran en altos niveles en el NCM donde promueven la
division celular (Galinha et al., 2007). SHR se mueve de la estela a la endodermis para activar
la transcripcion de SCR (Cui et al., 2007; Helariutta et al., 2000; Levesque et al., 2006). A su
vez, la expresion de SCR en el centro quiescente, a través de un mecanismo de tipo célula

autonoma, mantiene la identidad del mismo y de las células madres (Sabatini et al., 2003).

El factor de transcripcion codificado por el gen WUSCHEL-related homeobox (WOXS5) tiene
un papel importante en el mantenimiento de la quiescencia del CQ y el control del tamafio del
pool de células madre. WOX5 se expresa en el centro quiescente, su pérdida causa la
diferenciacion de las células madre de la columella y su aumento causa la sobre proliferacion
de las células madre. La expresion de WOX5 es excluida de las células circundantes por la
accion del péptido CLAVATA3/EMBRYO SURROUNDING REGION (CLE40) en conjunto
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con el receptor de tipo quinasa ARABIDOPSIS CRINKLY4 (ACR4) (Sarkar et al., 2007,
Stahl et al., 2009; Van den Berg et al., 1995) . Otro mecanismo de represion de la expresion
de WOX5 fuera del CQ, es mediante el represor ROW1 (REPRESSOR OF WUSCHEL1) que
se une a histonas en el promotor de WOX5 (Kong et al., 2015; Zhang et al., 2015) (Fig. 3). La
quiescencia del CQ es mantenida por la regulacion negativa que ejerce WOX5 mediante la
unién directa al promotor de CYCD3:3 controlando asi el pasaje de la fase G1 a S limitando
las divisiones celulares del CQ (Kong et al., 2015) (Forzani et al., 2014). Los genes PLTSs,
inducibles por auxinas, se expresan principalmente en el centro quiescente y sus alrededores,
los mutantes multiples no desarrollan MAR funcionales. PLT1, 2, 3 y 4 forman un gradiente
instructivo, necesario para separar las respuestas de auxinas en el NCM, el posicionamiento
correcto del CQ y la expresion de marcadores del CQ. SCR es necesario para regular la
expresion de WOX5 en el CQ, mientras que PLT1y PLT2 no tienen un rol determinante en la
regulacion de la expresion de WOX5 para mantener la identidad y arquitectura del CQ (Sarkar
et al., 2007).

Se conocen otros reguladores de la identidad de las células madres que controlan pos-
transcripcionalmente a las proteinas PLT, como JACKDAW (JKD), pero los mecanismos

todavia estan siendo descifrados (Petricka et al., 2012) (Fig. 3).

Key:
ac

I stem celt

Figura 3. Mantenimiento del nicho de células madre de raiz. Distintos tipos celulares se ordenan en
capas a lo largo de la raiz. ElI esquema muestra el NCM vy las interacciones regulatorias que lo
mantienen. SHR expresado en la estela se mueve hacia el CQ y las células iniciales del
cortex/endodermis para mantener el CQ y la identidad de las células madre; WOX5 mantiene la
identidad de las células madres circundantes. La expresion de WOX5 es confinada al CQ mediante la
represion ejercida por ACR4, gatillada por la sefial CLE40 originada por las células diferenciadas de la
columella. La expresion de PLT en todo el nicho también mantiene la identidad del CQ y las células
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madre. El destino de las células madre es controlado mediante la represion que ROW1 ejerce sobre la
expresion de WOX5. Modificado de Kong et al., 2015.

Se ha determinado que la acumulacion de la hormona auxina en el NCM es la sefial que
promueve la expresion de PLT, asi como también define que todas las células que expresan
SCR son competentes para adquirir identidad de CQ (Drisch & Stahl, 2015).

El crecimiento de la raiz va a estar determinado por divisiones celulares seguidas de
diferenciacion y expansion celular regulada, proceso en el cual intervienen las auxinas junto
con otras hormonas de manera sinérgica 0 antagénica y que veremos en mas detalle a

continuacion.

1.3 La regulacion del crecimiento de la raiz involucra un circuito de organizacion local y

de coordinacion a larga distancia.

La comunicacion célula a célula es esencial para la vida de las plantas, en las que el
crecimiento y desarrollo requieren de la coordinacion entre la proliferacion y la diferenciacion
celular. A su vez, la supervivencia de las plantas, organismos sesiles, depende de su repuesta
adecuada a una gama amplia de sefiales medioambientales. Las plantas se adaptan a su
ambiente alterando su crecimiento, desarrollo y metabolismo. Estas respuestas adaptativas
requieren tanto de la transduccién de sefiales intracelularmente como de un flujo de
informacion desde las células que reciben la sefial al resto de las células del organismo. Para
esta comunicacion, las plantas utilizan mayoritariamente sefiales hormonales y pequefios

péptidos (Chaiwanon et al., 2016).

Se conocen 9 grupos de hormonas que tiene roles durante el crecimiento y desarrollo:
auxinas, citoquininas, brasinosteroides (BR), giberelinas (GASs) y estrigonolactonas (SL). El
acido abscisico (ABA) y el etileno median las respuestas al estrés abidtico (Larrieu &
Vernoux, 2015).

Aqui nos centraremos en las sefiales hormonales que interaccionan para controlar el desarrollo
y crecimiento de la raiz. Intentaremos describir los circuitos intracelulares que integran
muchas sefiales y resultan en decisiones celulares, asi como los circuitos intercelulares que

conjuntamente programan el desarrollo.

Se ha visto que el meristemo apical de raiz contiene una poblacion de células altamente
organizadas. EI CQ contiene células que rara vez se dividen y mantienen a las células iniciales
adyacentes. La division celular mantiene la poblacién de células madre en la zona

meristematica, mientras que las células en la zona distal del meristemo dejan la mitosis,
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entran en la zona de transicion y seguidamente se elongan de manera rapida en la zona de
elongacion promoviendo el crecimiento de la raiz. El balance espacio-temporal de la actividad
de las células madres determina la velocidad del crecimiento de la raiz, y es mantenido por
varias hormonas vegetales (Pacifici et al., 2015). En particular nos detendremos en explicar
coémo los gradientes opuestos de auxina-brasinoesteroides y auxinas-citoquininas juegan roles
en la formacion de las zonas de division, elongacion y diferenciacion y el mantenimiento de
su balance (Chaiwanon & Wang, 2015; Moubayidin et al., 2013); y son blanco de sefiales

internas 0 medioambientales que controlan el crecimiento radicular.

1.4 El balance entre la division y elongacion celular se logra mediante dos gradientes

hormonales opuestos.

Las auxinas sintetizadas en el tallo son transportadas a la raiz via floema y transporte polar
mediado por PIN-FORMED 1 (PIN1) (Petrasek & Friml, 2009). La auxina derivada del tallo,
junto con la sintetizada localmente es redistribuida en la punta de la raiz y transportada en
direccion al tallo mediante PIN-FORMED 2 (PIN2) (Petrasek & Friml, 2009). Ademas del
transporte mediado por proteinas PIN, la localizacion de la acumulacién de auxinas esta
determinada por las proteinas AUX1/LAX que a través de un transporte no polar juegan un
rol en el patréon de distribucion de las auxinas (Band et al., 2014). Ambos mecanismos
establecen un maximo de auxinas en el CQ y un gradiente de distribucion de auxinas en la
zona meristematica proxima al CQ (Fig. 4). Este gradiente de auxinas contribuye al patron de
expresion de un gran numero de genes. Resultados obtenidos a través de analisis de
transcriptoma de secciones finas de apices de raiz muestran que muchos genes se expresan de
manera especifica en distintos tipos celulares y zonas de desarrollo (Brady et al., 2007). Se ha
encontrado un patron consistente en el cual los genes expresados en el CQ y en la zona
meristematica donde los niveles de auxinas son elevados, son activados por tratamientos con
auxinas, mientras que los genes expresados en la zona de elongacion son mayoritariamente
reprimidos por auxinas (Bargmann et al., 2013; Chaiwanon & Wang, 2015). Esto sugiere que
el gradiente enddgeno de auxinas contribuye en gran medida al patrdn de expresion de genes a

lo largo del gradiente de auxinas y desarrollo (Chaiwanon & Wang, 2015).
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Figura 4. Esquema que representa el transporte polar de auxinas en el apice de la raiz de Arabidopsis.
En (A) se muestra la localizacién de transportadores de auxinas: PIN1, PIN2, PIN3, PIN4 y PIN7 (en
los recuadros se encuentra la localizacién subcelular de PIN1, PIN2, PIN3 y PIN4 obtenida por
inmunolocalizacién) asi como el flujo de la hormona indicado con flechas. Lateral cap (cofia),
Columella, Quiescent center (Centro Quiescente CQ), Stele (estela de haces vasculares), Endodermis,
Cortex, Epidermis. (B) Localizacion subcelular de AUX1 por inmunolocalizacion en el apice de la
raiz; se muestra detallado en el recuadro la ubicacion contraria de AUX1 y PIN1 en las células del
protofloema. En (C) se ilustra el flujo de auxinas asi como el gradiente de acumulacion de la hormona
en la raiz, especificamente en CQ y columella, visualizado gracias a construccion DR5rev::GFP.
Extraido de (Michniewicz & Brewer, 2007).

En estos Gltimos afios ha surgido informacion del importante rol de los BR como sefial que
dirige el crecimiento de la raiz. Los mutantes deficientes en BR tienen raices cortas debido a
una insuficiente elongacion celular en la madurez, ademas tratamientos prolongados con altas
concentraciones de BR inhiben el crecimiento de la raiz, debido a la reduccion del tamafio del
meristemo producida por una aceleracién de la elongacion celular (Chaiwanon & Wang,
2015; Gonzalez-Garcia et al., 2011; Hacham et al., 2011). En la zona de elongacion, los
brasinoesteroides promueven la elongacion celular a través de la activacion del factor de
transcripcion BRASSINAZOLE-RESISTANT 1 (BZR1), y los BR enddgenos son requeridos
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para mantener un balance entre la zona meristematica y la de elongacion. En condiciones
normales, un maximo de BZR1 es encontrado en los nlcleos de las células epidérmicas de la
zona de elongacion, mientras que en el CQ y en el NCM BZR1 se encuentra
mayoritariamente en el citoplasma (Chaiwanon & Wang, 2015). Este patron de distribucion
de BZR1 depende de la concentracion interna de BR, que es guiada en parte por el
catabolismo de BR. Aplicaciones de bajas concentraciones de BR recuperan el patron de
BZR1 en mutantes deficientes en BR, mientras que la aplicacion de altas concentraciones de
BR provoca una rapida localizacién en el nucleo en todas las células del apice radicular. El
gradiente normal de BZR1 requiere también del gradiente de auxinas, ya que el tratamiento
exdgeno con auxinas incremente lentamente la localizacion citoplasmica de BZR1 en la zona
de elongacion, mientras que la inhibicion de la sintesis de auxinas causa la acumulacion de
BZR1 en el nucleo de las células del CQ y el NCM (Chaiwanon & Wang, 2015). Por otro
lado, los BR regulan la expresion del transportador de auxinas (PIN2) y de genes de sintesis
de auxinas y de esta manera modulan el nivel y la distribucion de auxinas (Vragovi¢ et al.,
2015).

A través del andlisis de los genes responsivos a BR obtenidos en la secuenciacion de ARN del
apice radicular se observo que los BR, ejerciendo su accion a través de BZR1, reprimen una
gran cantidad de genes expresados normalmente en el CQ y la zona meristemética, pero
activan la expresion de genes en la zona de elongacion (Chaiwanon & Wang, 2015; Vragovic¢
et al., 2015). Esto sugiere que los niveles bajos de BR/BZR1 en el CQ y la zona meristematica
permiten la expresion de genes reprimidos por BR y los niveles altos de BR/BZR1 en la zona
de elongacion contribuyen a la expresion de genes inducibles por BR en esta zona de
desarrollo (Chaiwanon & Wang, 2015; Vragovi¢ et al., 2015). El patron de los efectos de
BR/BZR1 en la expresién de genes es consistente con las funciones distintivas de BZR1
segun la zona de desarrollo de la raiz, promocion de la elongacion en la ZE de la epidermis y
promocion de la division celular en el CQ (Chaiwanon & Wang, 2015; Gonzalez-Garcia et
al., 2011). Esta evidencia muestra que en la raiz, las auxinas y BR estan distribuidas en
gradientes opuestos y ademas tienen efectos opuestos sobre la elongacion celular y el control
de genes que co-regulan (Chaiwanon & Wang, 2015).

Este antagonismo entre BR y auxinas no solo se limita a la elongacion celular, ya que ambos
regulan muchos factores de desarrollo claves de manera opuesta. Por ejemplo, PLT es
activado por auxinas y reprimido por BR. Como ya hemos visto, los niveles mas altos de las

proteinas PLT especifican la posicion de CQ y promueven la identidad y el mantenimiento del
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NCM. Niveles reducidos de PLT en la zona de transicion permiten la diferenciacion celular,
determinando el tamafio del MAR (Fig. 5; Mahonen et al., 2014). Lo mismo ocurre con la
expresion de BRAVO (encargado de inhibir la division del CQ) que es reprimida por los BR
(Vilarrasa-Blasi et al., 2014) y activada por las auxinas para promover la division de las
células del CQ (Chaiwanon & Wang, 2015). Por lo tanto, el antagonismo espacio-temporal
entre auxinas y BR refuerza los dominios espaciales de quiescencia celular, division y
diferenciacion/elongacion, el equilibrio entre estas dos hormonas controla la actividad de las

células madres y por lo tanto la velocidad de crecimiento de la raiz (Chaiwanon & Wang,

2015).

Auxina

uoioebuo|3

BR = BZR1 ™

UOISING ey

Figura 5. Esquema de la distribucion espacial de auxinas y brasinosteroides (BR) en las diferentes
zonas de la raiz. Ambas hormonas poseen patrones opuestos y efectos antagdnicos que regulan el
balance entre division y elongacion celular estableciendo el patron de distribucion del factor de
transcripcion BZR1. En el CQ se encuentra el pico méximo de auxinas que inhibe la sintesis de BR
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por lo tanto no existe acumulacion de BZR1 en el ndcleo, permitiendo la division celular.
Antagdnicamente, en la ZE se encuentra el pico maximo de BR que permite la acumulacion de BZR1
en ndcleos de las células de la epidermis de esta zona, garantizando la elongacién celular. Extraido de
(Chaiwanon & Wang, 2015).

Como hemos visto anteriormente, el crecimiento de la raiz depende del tamafio del meristemo
y de la tasa de diferenciacion del mismo. Las otras hormonas que interaccionan de manera
antagonica con las auxinas, para controlar la posicion de la ZT, son las citoquininas. Estas
hormonas promueven la diferenciacion celular en el MAR y son fundamentales para el
posicionamiento de la ZT, de quien depende el crecimiento coherente de la raiz ya que
determina el limite entre meristemo mitéticamente activo y la zona de elongacion celular (Di
Mambro et al., 2019; Moubayidin et al., 2013).

En Arabidopsis, el gen que preside esta coordinacion espacial es SCR. En el CQ, SCR reprime
la expresion del factor de transcripcion responsivo a citoquininas ARRL, el cual promueve la
diferenciacion celular controlando la produccion de auxinas a través del gen
ANTHRANILATE SYNTHASE BETA SUBUNIT 1 (ASB1). Las auxinas producidas por ASB1
en el CQ, se distribuyen en el meristemo via los transportadores de auxinas (PIN) (Friml,
2010) y es este mecanismo es suficiente para activar la expresion de ARR1 en la ZT, donde
ARRL1 controla la expresion de SHY2. SHY2 controla negativamente la actividad de las PINs
y el transporte polar de auxinas permitiendo que las citoquininas desencadenen el transito
hacia la diferenciacion celular (Dello loio et al., 2008 ; Moubayidin et al., 2013; Fig. 6 B).
Recientemente, Di Mambro et al., 2019 identificaron a la cofia (capa celular mas externa del
meristemo de raiz) como un sumidero de auxinas que controla el tamafio del meristemo y por
ende el crecimiento radicular. Para posicionar el minimo de auxinas y tener control sobre el
tamafio del meristemo, las citoquininas promueven la inactivacién de las auxinas mediante la
regulacién positiva del gen GETCHEN HAGEN 3.17 (GH3.17), que conjuga aminoacidos a
las auxinas (Di Mambro et al., 2017). GH3.17 se expresa en las capas externas de la cofiay en
células epidérmicas diferenciadas y la actividad de GH3.17 tiene un impacto en los niveles de
auxinas del meristemo, debido al reflujo que distribuye las auxinas sobre todo el apice (Di
Mambro et al., 2017).

Ademas, las citoquininas a través de ARR1 controlan la transcripcion de PIN5 que bombea
auxinas desde el citoplasma al lumen del reticulo endoplasmico (Di Mambro et al., 2019).

La accion combinada de estos dos genes permite cambios rapidos en los niveles de auxinas,

asegurando una respuesta rapida del meristemo radicular.
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Rao & Dixon, (2017) proponen que existe una asociacion entre las vias de sefializacion de BR
y la remodelacion de la pared celular. Como una respuesta frente a los diferentes desafios
ambientales, la remodelacidn de la estructura de la pared celular es necesaria.

Las hormonas BR regulan positivamente genes implicados en la pérdida de la pared celular,
como aquellos que codifican enzimas XTH (XyloglucanTransferase/Hydrolase) y expansinas.

También estan implicados en la orientacion de la deposicién de microfibrillas de celulosa, y
de la pared celular secundaria.
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Figura 6. Modelos esquematicos que muestran coOmo se da la interaccién entre citoquininas, auxinas y
factores de transcripcion en el dpice de la raiz. En (A) se muestra que las citoquininas (CK) activan al
factor de transcripcion ARR1 manteniendo bajos los niveles de auxinas en las células de la cofia
(resaltado en verde) mediante dos mecanismos: entrada de auxinas al reticulo endoplasmatico (ER) a
cargo de PIN5 y/o conjugacion con aminoacidos (IAA conjugation) y degradacion en citosol, via
GH3.17, minimizando la division y promoviendo la diferenciacion celular en la cofia. En (B), se
aprecia que el factor de transcripcion SCR en el CQ inhibe la percepcién de citoquininas (ARR1) y al
mismo tiempo promueve la sintesis de auxinas (ASB1), de forma “célula autonoma”. Las auxinas
sintetizadas en el CQ, via transporte polar de auxinas (Polar AuxinTransport — PAT-), en la ZT,
regulan positivamente a ARR1 promoviendo la expresion de SHY2 que regula negativamente la
expresion de los genes codificantes de transportadores de auxinas PIN. De esta forma se garantizan
bajos niveles de auxinas y altos niveles de citoquininas en la ZT, promoviendo la diferenciacion

celular de la zona y la division celular en el NCM. Extraido de (Di Mambro et al., 2019) (A) y
(Moubayidin et al., 2013) (B).

1.5 La pared celular regula el alcance y la extension de la expansion celular.
La pared celular desempefia muchas funciones durante la diferenciacion celular y en respuesta

a los cambios en el ambiente. Esto es posible gracias al gran nimero de diferentes
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polisacéridos y proteinas que la componen, que le permiten adaptar sus caracteristicas a
requerimientos diferentes (Li et al., 2014; Xu et al., 2008).

El compuesto principal de la pared celular es la celulosa, que consiste en unidades de glucosa
unidas por enlaces B-1,4, organizadas en microfibrillas. Las mismas forman una red
entrecruzada por una matriz de hemicelulosa y pectina, ademas de numerosas proteinas
(McFarlane HE, Doring A, 2014; Somerville, 2006). Las microfibrillas de celulosa son
sintetizadas por la Celulosa Sintasa (CESA), enzima ubicada en la membrana plasmatica
como complejo hexamérico (llamado “la roseta”) (revisado en Somerville, 2006; Li et al
2014).

El contenido y organizacion de las microfibrillas de celulosa determinan las propiedades de la
pared celular y por lo tanto controlan el desarrollo de la planta. La pared primaria (elastica) es
formada después de la division celular, mientras que las paredes secundarias (refuerzo
mecénico) pueden ser formadas mas tarde durante la diferenciacién. La composicion de los
complejos de la roseta activos durante la formacion de la pared celular primaria difiere de
aquellos activos durante la formacion de la pared celular secundaria, lo que resulta en distinta
sensibilidad frente a la accion de inhibidores de sintesis de celulosa como el isoxaben (Heim
DR, Skomp JR, Tschabold EE, 1990).

En Arabidopsis, la carencia de celulosa en las paredes celulares primarias conduce a una
reduccion en la expansion celular (Somerville, 2006) (Lei L., Li S., 2012). Las mutaciones en
cualquiera de los CESAs, CESA1 o CESA3 causan un desarrollo anormal en los embriones
(Arioli et al., 1998; Beeckman et al., 2009; Gillmor et al., 2002) y durante el desarrollo
postembrionario, el fenotipo de reduccion en la expansién celular resulta en una elongacion
celular reducida y una expansion radial exagerada en las células epidérmicas de hipocotilos
crecidos en oscuridad o en raices crecidas en luz (Baskin T.1., 2005) (Crowell et al., 2010) y
de raices (Fig. 7; (Cafio-Delgado et al., 2000). Por ejemplo, la primera mutacion identificada
en CESAL1 radial swelling root 1 (rswl) mostré un fenotipo exacerbado de expansion radial a

temperaturas restrictivas (Arioli et al., 1998).
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Figura 7. Fenotipo de expansion radial exagerado en células epidérmicas de raiz de mutante elil
(mutante en CESA3). A. Seccidn transversal de raiz primaria de Col-0 tefiidas con toluidine blue, B.
seccién transversal de raiz primaria de mutante elil tefiidas con toluidine blue (extraido de Cafio-
Delgado et al., 2000).

A través del estudio de mutantes que poseen alterado la elongacion de la raiz y/o hipocétilo,
se descubrieron varios genes no-CESA que también estan involucrados en la sintesis de
celulosa de la pared celular primaria (revisados extensamente en Li et al., 2014). Estos
mutantes indican que la sintesis de celulosa en las plantas es un proceso intrincado y muy
regulado.

Algunos de los mutantes bien caracterizados deficientes en celulosa incluyen al mutante
COBRA (AT5G60920). EI mutante cobra (cob) presenta un fenotipo exacerbado de expansion
radial en la zona de elongacion de la raiz, acompafiado de una desorganizacion de las
microfibrillas y una reduccién en el nivel de celulosa cristalina en dicha zona de la raiz
(Schindelman et al., 2001, Roudier et al., 2005; Fig. 8). EI mutante sos5 es un mutante
condicional que presenta un arresto del crecimiento radicular y una expansion de la raiz en presencia
de estrés salino (Fig. 8; Shiet al., 2003). Los mutantes feil y fei2 presentan interrumpida la expansion
anisotrdpica y la sintesis de los polimeros de la pared celular y actian de manera aditiva con los
inhibidores o las mutaciones (cob, sos5, cesa6) que interrumpen la sintesis de pared celular (Fig. 8; Xu
et al 2008). La expansion celular juega un rol fundamental para el desarrollo y crecimiento de
la planta. A pesar de su rol crucial, las sefiales regulatorias que controlan este proceso se
entienden poco. En células que se expanden longitudinalmente, las microfibrillas de celulosa
se depositan de manera perpendicular al eje de expansion, restringiendo la expansién radial
(Baskin T.I., 2005; Fig. 8).
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Figura 8. Fenotipo de raiz de los mutantes no-CESA. 1. Morfologia alterada de la raiz del mutante
s0s5: Ay C. raiz silvestre; B y D raiz de sos5 (extraido de Shi et al., 2003). 2. Morfologia alterada de
la raiz del mutante feilfei2: A. raiz silvestre vista con dptica Normarski, B. raiz de feilfei2 vista con
Optica Normarski, C. corte transversal de meristemo apical de raiz silvestre, D. corte transversal de
meristemo apical de raiz de feilfei2, E. corte transversal de zona elongacion de raiz silvestre y F. corte
transversal de zona de elongacién de raiz de feilfei2; extraido de Xu et al. 2008. 3. Organizacion de
las microfibrillas de celulosa alterada en la zona de elongacion de la raiz del mutante cob-4: A.
morfologia de raiz de silvestre, D, C, B orientacion de las microfibrillas de celulosa en raiz silvestre,
E. morfologia de raiz de cob-4, H, G, F. orientacion de las microfibrillas de celulosa en raiz de cob-4
(extraido de Roudier et al., 2005).

En concordancia con esto, el bloqueo de la sintesis de celulosa con inhibidores quimicos,
resulta en una pérdida rapida del crecimiento anisotropico (Desprez et al., 2002) (Scheible et
al., 2001) produciendo un fenotipo similar al observado en los mutantes relacionados a la
sintesis de pared celular, cambios en el contenido de celulosa pero no en los niveles de
turgencia (Hamann, 2015, Fig. 9).
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Figura 9: Efectos de la inhibicién de la sintesis de celulosa y tratamientos con sorbitol en la forma de
las células de puntas de raiz en plantulas de Arabidopsis. A. Puntas de raiz de plantulas en condiciones
control (mock); B. 300mM sorbitol, C. 600 nM isoxaben, D. sorbitol/isoxaben. Las plantas fueron
tratadas durante 2 horas. Expresion de la proteina amarillo fluorescente (YFP) asociada a un marcador
de membrana detectada usando microscopia confocal. Las células de interés estan indicadas con
flechas (extraido de Hamann 2014).

2. DESCRIPCION DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION E HIPOTESIS.
El crecimiento de la raiz requiere la regulacion coordinada de programas de desarrollo en
conjunto con sefiales medioambientales, sin embargo, se desconoce la interconexion entre
ambos. Los mutantes ttl1 (Tetratrico-peptideThioredoxin-Like 1) presentan un fenotipo de
arresto del crecimiento radicular y expansion radial exacerbada en condiciones de estrés
osmotico lo que hace que sean un modelo muy interesante para estudiar dicha interconexion.
El grupo de Biologia Molecular Vegetal de la Universidad de Mélaga identifico el mutante de
Arabidopsis ttl1 basado en el fenotipo de hipersensibilidad presente en el sistema radicular en
condiciones de estrés osmotico elevado. El gen afectado codifica una proteina que contiene 6
motivos Tetratrico-peptide (TPR) implicados en la interaccion proteina — proteina, esenciales
en respuesta a hormonas y regulacion del ciclo celular; y un motivo en el extremo C-terminal
con homologia con tioredoxina, proteinas redox implicadas en diferentes proceso de
desarrollo de todas las plantas (Thioredoxin-Like 1) (Rosado et al., 2006).
Se trata de una familia proteica especifica presente en todas las plantas que aparecieron en la
transicion del agua a la tierra, por esto tienen un rol esencial en la adaptacion de las plantas al
ambiente terrestre (Rosado et al, 2006).
TTL1 forma parte de una familia de cuatro miembros en Arabidopsis con similar estructura
intrén-exon y los dominios de aminoacidos conservados. TTL1, TTL3 y TTL4 presentan
patrones de expresion ubicua en condiciones de crecimiento normales, pero diferencial en

respuesta al estrés osmotico e ionico-osmotico inducido por NaCl. Por el contrario, TTL2
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presenta un patron de expresion muy especifico en los granos de polen (Lakhssassi et al.,
2012) (Fig. 10).

pTTLI::GUS pITL2:GUS pTTL3:GUS pTTL4::GUS
A B (‘ C K\
, / ‘: L2 o P

" epes
{/

Figura 10. Patrones de expresion de los genes TTL usando la construccidn con el gen reportero GUS.
Se observa cémo de (A — D), existe expresion de TTL1, TTL3 y TTL4 en plantulas de 2 dias, no se
aprecia expresion alguna para TTL2. Lo mismo sucede con plantulas de 10 dias observadas de (E —
H). De (I — M), se observa el patron cambiado de expresion, donde s6lo se aprecia coloracion en
TTL2, especificamente en las anteras. Extraido de (Lakhssassi et al., 2012)

Consecuentemente con los patrones de expresion, los mutantes simples ttll, ttI3 y ttl4
presentaron un crecimiento reducido de la raiz y una expansion radial exacerbada en las
células del 6rgano en condiciones de estrés osmotico. El analisis de los mutantes dobles y
triples mostré que TTL1, TTL3 y TTL4 tienen funciones parcialmente redundantes en la

tolerancia frente al estrés osmatico (Lakhssassi et al., 2012; Fig.11).
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Figura 11. Efecto del estrés osmotico (400 mM manitol) en la morfologia de la raiz de Arabidopsis
thaliana. Se aprecia en (A) el efecto en el fenotipo sobre la raiz de todos los mutantes simples menos
ttl2, cuyo fenotipo es igual al WT. La reduccién de la longitud asi como el aumento del ancho en la
raiz es mucho mas impactante en el mutante triple ttl1/ttl3/ttl4 (A - B). En (C) y (D), se muestran
cortes transversales de las raices del WT y del mutante triple, respectivamente en condiciones de
crecimiento control y en (E) y (F) luego del tratamiento con manitol. Se puede observar el
ensanchamiento de las células del cortex y epidermis del triple mutante como consecuencia del estrés.
(Lakhssassi et al., 2012).

Otros estudios desarrollados con TTL3 mostraron que el mismo esta involucrado en el
desarrollo de la vasculatura e interacciona con BRL2, homologo del receptor de
brasinosteroides BRI1 (Ceserani et al. 2009). Estudios realizados con construcciones
transcripcionales mostraron que los genes TTL responden de manera especifica a los BRs. El
hecho de que el mutante dwf6 (steroid-5-alpha reductase), afectado en la sintesis de BRs, y el
mutante bak1-1, afectado en la sefalizacién de BRs, presenten fenotipos de crecimiento de
raiz similares a los mutantes ttl en situaciones de estrés osmotico (Lakhssassi 2011) sugiere
que los brasinoesteroides pueden estar conectados con las respuestas al estrés osmotico en
plantas y las proteinas TTL pueden ser componentes comunes en dichas respuestas.
Recientemente, Amorin-Silva et al. 2019, mostr6 que las proteinas TTL son reguladores
positivos de la via de sefializacion de BR. a traves de evidencia fenotipica, molecular y
genética. TTL3 interacciona con el receptor quinasa BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1
(BRI1) y con el factor de transcripcion BZR. También demuestran que TTL3 tiene una
localizacion dual entre el citoplasma y la membrana plasmaética, los BR causan su localizacion

en la membrana plasmatica (Amorin-Silva et al., 2019).

El sistema radicular responde dindmicamente al estrés, mediante la regulacion de la direccién
y la tasa de crecimiento. Se ha observado que las células de la zona de elongacién de raices
sometidas a estrés salino, que provoca estrés osmotico e iénico, entran en un estado de
quiescencia durante varias horas antes de que el crecimiento finalmente se reanude. A nivel
celular, el estrés osmotico/ionico causa una expansion radial exacerbada, similar a la
disrupcion quimica o genética de la pared celular. Asi mismo se ha observado que los
mutantes deficientes en la organizacion de la pared celular son hipersensibles al estrés
osmotico/ionico. De estos estudios se desprende la existencia de redes complejas de
mecanismos de interaccion y compensacion que coordinan el mantenimiento del crecimiento

primario de la raiz con relacion a hormonas como auxinas, BR y sefiales medioambientales.
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2.1 Hipotesis

El gen TTL1 participa en el mantenimiento del crecimiento de la raiz en estrés osmotico, a

través del control de la expansidn anisotropica en la zona de elongacion de la raiz.

3. OBJETIVO GENERAL.:
Evaluar el papel del gen TTL1 en la sefializacion de respuestas a estrés osmatico a nivel de

raiz.

3.1 Objetivos especificos

3.1.1. Caracterizacion morfologica del meristemo de raiz del mutante ttl1 y su capacidad de
recuperacion de crecimiento en condiciones de estrés osmatico.

3.1.2. Analisis de la expresion de TTL1 en el meristemo de raiz y su relacion al crecimiento
en condiciones de estrés osmotico en ttll

3.1.3. Caracterizacion de la respuesta transcripcional de dichos mutantes en condiciones de

estrés osmoético.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Material vegetal

Se utilizaron mutantes y lineas marcadoras de Arabidopsis thaliana que se describen a

continuacion:

4.1.1 Mutantes

e ttl1, linea Salk_063943 (para TTL1; AT1G53300);
e prcl-1, mutante por E.M.S

4.1.2 Lineas marcadoras

e pTTLI1::GUS;

e pCYCD::GUS:GFP (D3;3);

e 35S BZR1 YFP (Chaiwanon et al, 2015)
e DR5::GUS (Ulmasov et al., 1997).

Los mutantes y las lineas marcadoras se encuentran en fondo Columbia-0 (Col-0), a menos

que se indique de otra manera, por lo que Col-0 se us6 como ecotipo silvestre.

4.1.3 Generacion de cruzas con prcl-1y lineas marcadoras en fondo ttl1

Para realizar las cruzas en el fondo mutante ttl1, se utilizé al mutante prcl-1 y las lineas
marcadoras como donadoras de polen. Flores del mutante prcl-1 y de las lineas marcadoras
pertenecientes a plantas de 35 dias en el estadio 12 (Smyth et al., 1990) fueron cruzadas
manualmente con el gineceo desnudo del mutante ttl1. Las semillas obtenidas de la cruza (F1)
se crecieron en sustrato hasta obtener semillas. Estas semillas (F2) fueron sembradas para
obtener las plantas doble homocigotas, con una prediccion de proporcion de 1/16 de la
progenie con este genotipo. Las semillas identificadas como posibles dobles mutantes fueron
recuperadas y sembradas para su verificacion. Las dobles homocigotas se analizaron en la
primera generacion por genotipado de T-DNA y presencia de GUS/GFP. Las cruzas seran
llamadas en adelante ttll x DR5::GUS; ttll x pCYCD::GUS:GFP (D3;3); ttll x
35S:BZR1:YFP.
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Las plantas doble homocigotas para ttl1 x prcl-1se confirmaron a través de genotipado para la
insercion de T-DNA en TTL1 y a través de experimentos de etiolacion de hipocétilo (que se

describen mas adelante) para el caso de prcl-1.

4.2 Esterilizacion y siembra de semillas

Las semillas para crecimiento en placas se esterilizaron con tratamiento de etanol 70%
durante 7 min, hipoclorito 20% durante 7 minutos y 3 lavados con agua destilada estéril.

Las semillas se sembraron en medio Murashige and Skoog (MS) + 1.5% de sacarosa. La

composicion del medio MS se indica en la Tabla 1 (Toshio Murashige & Folke Skoog, 1962):

Tabla 1. Composicion del medio Murashige & Skoog

Macronutrientes g/L Micronutrientes mg/L
NHsNO3 1.64 H3BOs 6
KNO; 1.90 CaCl, 0.023
KH2PO4 0.168 CuSO4 1.59
CaCl, 0.44 Na, EDTA 37.22
MgSO, 7H,0 0.37 FeSO4 7H,0 27.8
Kl 0.83
MnSO4 H2 O 15.1
Na>MoO4 2H,0 0.24
ZnS0O4 7TH20 8.628

Se ajusto el pH a 5.7 y se agreg6 10 g/L de agar. EI medio fue esterilizado en autoclave a
121°C durante 20 min. Las semillas se escarificaron por 48 a 96 hs en oscuridad a 4°C.

Para los ensayos en maceta se utiliz6 como sustrato una mezcla de turba, vermiculita y perlita
(3:1:1).

4.3 Condiciones de crecimiento

Luego de la estratificacion las placas con las semillas fueron trasladadas a condiciones
controladas en camaras del tipo biotron: fotoperiodo de dia largo 16h/8h (luz/oscuridad),
50uEm-2s-1 de intensidad luminica, 22°C de temperatura y 60% de humedad relativa, durante

5 dias para luego ser redistribuidas a diferentes medios.
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4.4 Tratamientos

El estrés osmotico fue inducido in-vitro con la adicion de 400 mM o 300 mM de manitol al
medio MS + 1.5% de sacarosa.

En determinados experimentos se llevd adelante una combinacion de estrés y hormonas (0.2
UM eBL —Brasinolide-, 0.1 uM IAA —Acido indolacético-), asi como también de estrés e
inhibidor de la hormona Brasinosteroide (0.5 uM PCZ — Propiconazole-) y estrés con
inhibidor de la sintesis de celulosa (isoxaben) en una concentracion de 600 nM.

Los controles de estos experimentos sin estrés fueron con las concentraciones: 0.1y 0.2 uM
eBL; 0.1 uM 1AA; 0.1,0.5y 1 uM PCZ, en medio MS + Sacarosa 1.5 %.

4.5 Analisis del meristemo proximal

Para tomar las medidas a comparar entre planta control y los mutantes (largo y ancho del
Meristemo Proximal (MP) y la Zona de Elongacion (ZE), asi como largos y anchos celulares
en estas zonas y el nimero de células del MP), las plantas fueron crecidas 5 dias a la luz en
condiciones controladas. Al 5to dia se tomaron las medidas necesarias y se trasladaron parte
de las plantulas a los diferentes medios de crecimiento durante 7 dias, donde se volvieron a
repetir las medidas (Perilli S., Sabatini S., 2010).

El largo del MP fue medido desde el centro quiescente hasta la primera célula elongada,
mirando el cortex de la raiz. Este punto fue tomado como el comienzo de la ZE la cual se
extendié hasta el primer pelo radicular. Los anchos fueron tomados en cada zona trazando
una linea perpendicular a la linea de los largos.

Las células del MP asi como la ultima célula del ZE (célula mas elongada, “madura”)
fueron medidas en su largo y ancho, trazando dos lineas perpendiculares en la misma fila
de células (cortex)

Para realizar las curvas de crecimiento las medidas desde el hipocétilo, hasta la punta de
la raiz, fueron realizadas con el software utilizando las fotografias tomadas a las placas en
los dias correspondientes, (en el dia 5 se realiz6 un punto en la punta de la raiz para
analizar el crecimiento real) y se midid en los dias siguientes segun fue variando el
planteo del experimento. Esto se llevé a cabo en los medios control y experimentales

(estrés, hormonas, inhibidor, estrés + hormonas, estrés + inhibidor).

4.5.1. Preparacion de la muestra para medicion de parametros de crecimiento.

Las muestras se fijaron en una solucion de 3 volimenes de etanol 100% y un volumen de

acido acético 100%, durante 15 minutos. Las muestras se clarearon con una solucion que
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contenia 8 volumenes de hidrato de cloral, 3 voliumenes de agua destilada y 1 volimen de
glicerol.

Una vez clareadas, las muestras se montaron sobre 40 uL de la solucién de hidrato de cloral

sobre el portaobjeto y se cubrieron con el cubreobijeto.

4.6 Célculo de parametros de crecimiento primario de la raiz

El célculo de los parametros se llevo a cabo segun Cole et al, 2014 (suplemento adicional
N°2) donde a partir de las medidas del largo de la raiz en el dia 6 y 8 se calculé:

a- tasa de crecimiento de la raiz: longitud dia 8 — longitud dia 6

b- tasa de produccion celular: a / promedio de la longitud de célula madura

c- longitud del ciclo celular: Cantidad de células en MP / b .In (2)

d- intervalo entre células consecutivas de la zona de transiciona ZE: 1/ b

e- tasa de elongacion celular: ¥ longitud celular max. de la MP / ¢

4.7 Genotipado de lineas generadas

4.7.1 Extraccién de ADN genémico

Dos o 3 pequefias hojas o inflorescencias de la planta se maceraron en nitrégeno liquido, con
buffer de extraccion (Shorty buffer: 0.2M Tris/ HCI Ph 9, 0.4M LiCl, 25 mM EDTA, 1%
SDS) hasta obtener una mezcla homogénea. Luego se centrifugd durante 10 min a 150.000
rpm. A 100 pL del sobrenadante se le agreg6é 175 uL de isopropanol fresco, se mezcl6 por
inversion y se volvio a centrifugar durante 15 min. A continuacion, se descarto el
sobrenadante y se conservo el pellet dejandolo secar durante 30 min en papel absorbente.

Este pellet con el ADN se resuspendido en 100 pL de buffer TE (TrissfEDTA), y
posteriormente se centrifugd por un 1 minuto y se transfirieron 90 puL a un nuevo tubo. Las
muestras fueron conservadas a -20°C.

El ADN extraido se cuantifico en un espectrofotometro Nanodrop2000 Spectrophotometer
(ThermoScientific) a 260nm. Una unidad de absorbancia a 260nm (Abs260nm =1) equivale a

una concentracion de 50ug/mL si la muestra es de ADN.
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4.7.2 Reaccion en Cadena de la Polimersa (PCR)
Las reacciones de PCR para amplificar el ADN, se llevaron a cabo en un volumen final de

10ul donde se utiliz6 una mezcla de reaccion que se detalla en la Tabla 2 (Ver secuencia de

los cebadores usados en Material Suplementario punto N° 1):

Tabla 2. Volimenes finales de los reactivos necesarias para la preparacion de la mezcla de PCRs.

Reactivo Volumen X1
Agua 6.4 pL
Buffer (Tag. | 1 L

Buf + KCI -

MgCly)

MgCl,25 Mm | 0.6 L
dNTPsMix 10 | 0.2 pL
um
Cebadores 10 | 0.3 pL c/u
UM (Forward y
Reverse) / (LB
Salk y Reverse)
Taq Pol. DNA 0.2 uL
ADN 1L

La mezcla se incubd en un termocilador Thermo con la siguiente configuracion en el
programa: 1 ciclo de desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 3 min, 30 ciclos de
desnaturalizacion a 94 °C durante 407, hibridaciéon de los cebadores a una temperatura de
annealing entre 3-5 °C inferior a la Tm de los cebadores, durante 40” y por Gltimo una
extension a 72 °C durante 1. Para culminar con un ciclo de extension final a 72 °C durante
5.

4.7.3 Electroforesis

El ADN se corrio en un gel horizontal de agarosa 1% en buffer TAE 1X (242 g/L Tris base,
57.1 mL/L acido acético glacial, 100 mL/L 0.5 M EDTA (pH 8.0) con 0.2 mM de
Syber®SafeDNA gel stain (Invitrogen). Las muestras previo a ser colocadas en el gel fueron
mezclaron con 2 pL de Buffer de carga (6X LoadingDye -ThermoScientific-). Las muestras
fueron sembradas en el gel junto a un marcador de peso molecular (1kb DNA Ladder.

GeneRuler™). Se corri6 el gel a 100mV en buffer TAE 1X durante 40 min. La visualizacion
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del gel se realizd6 en ldmparas de luz UV del equipo Dynalight dual intensity UV

transilluminador.

4.7.4 Genotipado de prcl-1 a través de condiciones de etiolacion

El protocolo para genotipar al mutante prc 1-1 fue modificado a partir de Espinosa-Ruiz et al.,
n.d.

Las semillas se esterilizaron y sembraron en placas de Petri cuadradas con medio MS + Sac
1.5% que son envueltas en papel aluminio para escarificarlas por dos dias a 4°C.

Pasados los 2 dias las placas se desenvolvieron y se expusieron a la luz durante 3 horas, para
luego volver a la oscuridad durante 20 horas (Fig. 12).

Transcurrido este tiempo, se retird la envoltura de aluminio de la mitad del experimento que
permanecio creciendo en luz, la otra mitad se dejo envuelta en aluminio hasta el dia 9. En este
momento se tomaron fotos para realizar las mediciones del largo del hipocotilo (Fig. 12).

m
DIiA v Esterilizar semillas y
h sembrarlas en placas
— con medio MS + Sac
) 1.5%
Envolver en aluminio y
guardar 2 diasa 4 °C
DiA —
L]
Desenvolver y pasar a
luz durante 3 hs
—— Volver a cubrir con
DIA aluminio por 20 hs

Trasferir las semillas a
placas cuadradas.

Desenvolver la mitad
del experimento

Desenvolver la mitad del experimento
que estaba con aluminio y tomar
fotografias del hipocétilo para medir

i "
-
|
—
b
| S

DiA 9

DiA 11 Tomar fotografias del hipocétilo de la
mitad que estaba descubierta para
medir

Figura 12. Experimento de etiolacién. Modificado de Espinosa-Ruiz et al., n.d.
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4.8 Histologia
4.8.1 Analisis de GUS

Para determinar la actividad GUS se realizo la reaccion histoquimica con el X — Gluc, in —
Vivo.
Las plantas se incuban en la solucion histoquimica a 37 °C overnight

Tabla 3. Volimenes de soluciones para la solucion histoquimica

Solucién 1mL
Buffer fosfato pH 7.0 | 500 uL
0.1M

EDTAO05M 2 uL
TRITON 10 X 10 pL

X —Gluc (40 mM; 20 | 25 pL
mg /1 mL DMSO)
Agua ultra pura 460 uL

Luego de la tincién los tejidos se fijan en una solucién v/v, 3:1 de etanol 100% y acido
acético 100% y se clarean y montan en solucion v/v 1:1 de hidrato de cloral y &cido lactico
20%.

En el caso de la visualizacion de la actividad GUS en la linea marcadora pCYCD::GUS:GFP
(D3;3) este procedimiento se modificd segun Forzani et al, 2014, donde se fijaron los tejidos
1 hora en acetona 90% a -20 °C, los tejidos fueron luego lavados dos veces al vacio durante 5
minutos en buffer fosfato pH 7.0 0.1 M. A continuacidn, se incubaron las plantulas durante 3
horas a 37 °C con un vacio de 10 minutos previo, en la solucion GUS de igual composicion
que la solucién histoquimica (Tabla 3) con el agregado de 1 mM KsFe(CN)s y 1 mM
KaFe(CN)g3H20.

4.8.2 YFPIGFP

En caso de observaciones de fluorescencia (YFP, GFP) las muestras se montaron

directamente sobre una gota de agua en el portaobjeto y se cubrieron con el cubreobjetos.
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4.8.3 Direct Red

Se realiz6 una solucién con medio MS 2.2 g/L y 0.1 g/L Direct Red 23 (Sigma Aldrich). Las
plantulas se incubaron 30 min en la solucion y se enjugaron con agua destilada. Se montaron

en agua.

4.8.4 Phloroglucinol

Se realiz6 una solucién de Phloroglucinol (Sigma Aldrich) al 1% en HCI 20%. Previo a la
tincion fueron clareados como fue explicado anteriormente. Las muestras se montaron

directamente sobre 40 uL de la solucion en el portaobjeto.

4.9 Equipos y software utilizados

A modo de fenotipar a los mutantes y medir sus pardmetros las fotografias de los mismos
fueron tomadas en Microscopio de Epifluorescencia ZEIZZ — AXIO Imager. M2. Con éptica
DIC (Contraste de Interferencia Diferencial). Las fotografias fueron tomadas con el software
propio del microscopio (Zeizz — ZENpro-Imaging Software).

También se recurrié a la microscopia confocal (Zeiss LSM800 - AiryScan) a modo de
confirmar determinados patrones y obtener las fotos definitivas.

Las imagenes obtenidas fueron analizadas con el software libre ImageJ - JAVA

El tratamiento gréfico y estadistico de datos se llevd a cabo con Microsoft Office Excel 2016

e InfoStat estudiantil (http://www.infostat.com.ar/index.php?mod=page&id=37) en su version

libre.
4.10 Andlisis de expresion en bases de datos

Para el analisis de expresién de diferentes genes en determinadas situaciones, las identidades
de los genes fueron obtenidas de The Arabidopsis Information Resource
(https://wwwe.arabidopsis.org/) para su posterior analisis en Arabidopsis eFP Browser
(http://bar.utoronto.ca/efp/cqi-bin/efpWeb.cqi).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados previos de Lakhssassi et al., (2012) indicaron que la ausencia de TTL1 provocaba
hipersensibilidad al estrés osmotico, evidenciada por un arresto del crecimiento de la raiz
primaria de Arabidopsis y un fenotipo de expansion exacerbada de las células del MAR.

A modo de explorar el rol de TTL1 en el crecimiento primario de la raiz de Arabidopsis,
durante este trabajo, se realiz6 un analisis detallado de varios parametros de crecimiento que
explican este proceso. Ademas, se investigd la integracion de TTL1 dentro de la red de
mecanismos regulatorios que controlan y producen el crecimiento primario de la raiz,
focalizdndonos en los mecanismos relacionados al eje auxinas-brasinosteroides (Chaiwanon
et al.,, 2016; Chaiwanon & Wang, 2015). Nuestros estudios fueron realizados tanto en

condiciones de crecimiento control como en condiciones de estrés osmoético.

5.1 En condiciones control, la tasa de crecimiento de la raiz primaria de ttl1 no se

diferencio significativamente de la raiz de Col-0.

Para determinar como es el desarrollo de la raiz primaria de ttl1 en comparacién a Col-0 se
realizaron curvas de crecimiento en condiciones control (medio MS + 1.5 % de sacarosa).
Con este objetivo se midié la longitud total de la raiz a partir del quinto dia post germinacion,
momento en el que el meristemo proximal ya esta establecido, hasta el décimo dia post
germinacién. La longitud final de la raiz primaria de ttl1 (2,93 + 0,7 cm) medida luego de 10
dias de crecimiento post-germinacion no se diferencid estadisticamente de Col-0 (3,09 + 0,7
cm; segun Tukey, p>0.05). Tampoco se encontraron diferencias significativas en la tasa de

crecimiento de la raiz del mutante con respecto a la del genotipo silvestre (Fig. 13).

» Ay=0,3711x-0,6293
30 A y=0,3382x-0,4059

Longitud de la raiz primaria (cm)

0,2 Col-0
tll

S 6 7 8 9 10

Dias post germinacién
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Figura 13. La tasa de crecimiento de ttl1 en condiciones de crecimiento control no presento
diferencias significativas en comparacion a Col-0. La grafica muestra las curvas de crecimiento
obtenidas en condiciones de crecimiento control para Col-0 (azul) y ttl1 (rojo). Medidas con letras
iguales indican gue no hay diferencias significativas, segin Tukey (p < 0.05); n=30.

La tasa de crecimiento de la raiz primaria depende de un balance delicado entre la division
celular y el grado de elongacién anisotropica de las células en respuesta a sefiales internas y
del medioambiente (Cederholm et al., 2012; Chaiwanon et al., 2016). Con el fin de entender
ese balance se analizaron imagenes de raices clareadas obtenidas por microscopia DIC
crecidas durante siete dias en medio control y analizaron el MP y la ZE midiendo las células
corticales desde las células madre iniciales cercanas al centro quiescente hasta el inicio de la
zona de diferenciacion (Fig. 14). Estos datos fueron usados para estimar la tasa de produccion
celular y la longitud del ciclo celular en esta capa celular (ver en Materiales y Métodos).

Figura 14. En condiciones de crecimiento control, el meristemo apical de raiz de ttl1 presenta menos
células corticales en el MP y estas son de mayor tamafio lo que explica que no existan diferencias
significativas en la tasa de crecimiento de la raiz primaria entre ambos genotipos. Imagen
representativa de los meristemos apicales de raiz de Col-0 y ttl1. Se indican las células corticales en
negro y el CQ en rojo y se indica la posicion de las diferentes zonas del meristemo en el eje
longitudinal (MP, ZT y ZE).

Se observo que el mutante ttl1 tiene menos células corticales en el MP que el genotipo

silvestre (Fig. 14, 15 B) y estas son mas anchas y largas que en el MP de Col-0 (Fig. 15 C, E).
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Asi mismo, se observé que el ancho total del MP de ttl1 es significativamente mayor que el
del MP de Col-0 (Fig. 15 D). En la ZE, las células corticales son més anchas en ttl1 que en
Col-0 (Fig. 15 F). La longitud de las células maduras fue mayor en Col-0 que en ttl1 (Fig. 15
G). No se encontraron diferencias significativas en la tasa de produccion celular en el MP y la
longitud del ciclo celular entre Col-0 y ttl1 en condiciones de crecimiento control (Test de
Student p> 0.05).
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Figura 15. Las gréficas representan el numero de células corticales (B); la longitud de las células
corticales en el MP (C); el ancho del MP (D); el ancho de las células corticales en el MP (E); el ancho
de las células corticales en la ZE (F) y la longitud de las células corticales maduras (G) para ambos
genotipos Col-0 y ttl1. (*) Indica medidas significativamente diferentes segin Tukey p<0,05, con
n=20.
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5.2 La tasa de crecimiento de la raiz primaria se desacelera a presiones osmoticas

crecientes.

Se estudid la tasa de crecimiento de la raiz primaria de Col-0 y ttl1 en presiones osmaticas
crecientes: -0,7 MPa (generada por 0,3 M manitol) y -1,2 MPa (generada por 0,4 M manitol).
Se obtuvieron las curvas de crecimiento de la raiz primaria de Col-0 y ttl1 luego de 7 dias de
crecimiento en medios con 300 mM y 400 mM de manitol (Material Suplementario Fig. 3y 2,
respectivamente). La tasa de crecimiento de la raiz primaria se desacelerd a presiones
osmoticas crecientes (Fig. 16). Col-0 redujo su tasa de crecimiento un 50.4 % luego de la
exposicion durante 7 dias a un medio con -0,7 MPa de presion osmética y un 88 % durante el
mismo tiempo de exposicion a un medio con -1.2 MPa de presion osmdtica. EI mutante ttl1
experiment6 una reduccion de su tasa de crecimiento significativamente mayor, siendo del
63,2 % en el medio con -0.7 MPa de presion osmotica y del 95% en el medio con -1.2 MPa de

presion osmética (Fig. 16).
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Figura 16. La tasa de crecimiento de las raices experimenta una desaceleracion cuando las mismas
son crecidas en presiones osmaticas crecientes: -0,7 MPa (generada por 0,3 M manitol) y -1,2 MPa
(generada por 400 mM manitol). La desaceleracion es mayor en el mutante ttl1 que en Col-0. Letras
diferentes indican diferencias significativas (T Student p< 0.001; n=30).
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5.3 La disminucion de la tasa de crecimiento por la exposicion a estrés osmatico esta

asociada a zonas de desarrollo de la raiz mas cortas.

Se analizaron iméagenes de raices clareadas obtenidas por microscopia DIC de raices crecidas
durante dos y siete dias en medio conteniendo 400 mM de manitol para obtener una
descripcion detallada del MP y la ZE. Los pardmetros de crecimiento fueron obtenidos
midiendo la longitud de las células corticales desde las células madre iniciales cercanas al
centro quiescente hasta el inicio de la zona de diferenciacion. El largo del MP disminuy6 por
el estrés osmotico tanto para Col-0 como para ttl1l. Sin embargo, Col-0 experimento esta
reduccion de manera gradual segun el tiempo de exposicién, a los dos dias de crecimiento en
estrés el MP de Col-0 media el 69.9% de su valor en condiciones de crecimiento control y a
los siete dias de exposicidn al estrés osmatico el 35.3 % (Material Suplementario Tabla 6). Lo
mismo ocurrid con el largo de la ZE que fue de 56% y 15.5%, a los dos y siete dias de
exposicion a 400 mM manitol, respectivamente (Material Suplementario Tabla 6). El largo de
las células corticales en la ZE fue significativamente menor a los siete dias de exposicion al
estrés osmotico en comparacion al crecimiento en medio control (Material Suplementario
Tabla 6).

Col-0

Figura 17. Luego de 7 dias de crecimiento en 400 mM de manitol se observé una reduccion del
nimero de células en el MP en ambos genotipos con respecto a la condicién control. Imagen
representativa de los MP de Col-0 y ttl1 luego de 7 dias de crecimiento en 400 mM de manitol.

Sin embargo, ttl1 experimenté la reduccion de las zonas durante los dos primeros dias de
exposicion al estrés osmatico (Material Suplementario Tabla 7). El largo del MP fue un 29%
del valor en crecimiento control y el de la ZE fue de un 15% y no se redujo mas al aumentar
el tiempo de exposicion (Material Suplementario Tabla 7). El largo promedio de las células

corticales maduras fue significativamente menor en estrés osmatico (Tabla 4 Ay B).
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El nimero de células en el MP disminuy6 con el estrés osmético de la misma forma que lo

descripto para el largo de las zonas de desarrollo (Material Suplementario Tabla 6y 7).

El analisis de los perfiles de células corticales en el MP fue usado para estimar la tasa de
produccién celular y la duracion del ciclo celular en este tejido para el crecimiento control y
el crecimiento durante siete dias en medio con 400 mM de Manitol (ver Materiales y
Métodos). En condiciones de crecimiento control, la tasa de produccion celular, estimada por
la relacion entre la tasa de crecimiento de la raiz y la longitud promedio de las células
maduras, fue similar para Col-0 y ttl1 (Tabla 5), como lo observado con la tasa de crecimiento
de la raiz (Figura 16). Sin embargo, la longitud del ciclo celular que se estimé a partir de la
tasa de produccion celular y el nimero de células en el MP, fue menor en ttl1, en condiciones
de crecimiento control (Tabla 5); indicando divisiones celulares méas réapidas. La tasa de
elongacion en el MP tiende a ser ligeramente mas rapida en ttl1 en condiciones de crecimiento
control (Tabla 5).

Tabla 4. El nimero promedio de células en el MP y la longitud promedio de las células maduras es
significativamente menor en ttl1 crecido en condiciones control. A. Parametros en condiciones de
crecimiento control y B. Parametros en condiciones de crecimiento con 400 mM Manitol. p<0.05 t
Student n=10.

| Longitud promedio
- - NuUmero promedio
; ] Longitud promedio B de la célula madura
Ndamero promedio ) de células en MP
A ) de la célula madura (um)
de células en MP
(km) Col-0| 12+/-14a 335+/-106a
Col-0 43+/-5a 147 +/-16 a ttl1 9.6 +/-2.5b 39.3+/- 6.3a
ttl1 32+/-5Db 101+/- 15D

Tabla 5. Parametros de crecimiento en el MP de raices de Col-0 y ttl1 en condiciones de crecimiento
control y 400 mM Manitol.

400 mM
Control ]
Parametros de crecimiento en el MP Manitol
Col-0 ttl1 Col-0 ttl1

Tasa de produccion celular (cél/h) 1.4 1.3 0.5 0.38
Longitud del ciclo celular (h) 21.3 17.1 15.9 17.5
Tasa de elongacién celular (um/h) 0.23 0.30 | 0.26 0.26
Tiempo entre ZT a ZE 0.71 0.77 1.99 2.63
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En condiciones de estrés osmético, se observé que en ambos genotipos la tasa de produccion
celular se vio reducida, pero la del mutante lo hizo en mayor proporcién. Se observo una
reduccion de la longitud del ciclo celular de Col-0 a niveles menores que los observados para
ttll (Tabla 5). No se observaron diferencias en la tasa de elongacion celular entre los
genotipos en estrés osmotico (Tabla 5). Estos resultados indican que la menor tasa de
crecimiento de la raiz asociada con la pérdida de funcion de TTL1 en condiciones de estrés
osmotico (Fig. 16) se debe a un niamero menor de células en el MP (Tabla 4 B) que se dividen
mas lento (Tabla 5) y pasan mas tiempo en la zona de transicion (Tabla 5) y alcanzan una
longitud menor a su madurez (Tabla 4 B).

A modo de confirmar el efecto del estrés osmatico sobre la proliferacion celular observada en
Col-0 y ttl1 evaluamos la expresion del gen CYCD3;3 que promueve la proliferacion celular en
la columella. En la figura 18 se observa como la expresion de CYCD3;3 importante para la
proliferacion celular de la columella se pierde luego de los 7 dias de exposicién a un medio con
400 mM de manitol.

Control

400 mM Manitol

pCYCD3;3::GUS 1l xpCYCD3;3::GUS

Figura 18. La expresion de CYCD3:3 se pierde en la columella de Col-0 y ttl1 en condiciones de
crecimiento de estrés osmotico. Raices de plantulas observadas en microscopio con dptica DIC a los 5
dias de crecimiento control y 7 dias de exposicion a estrés osmatico. n=20.

5.4 Analisis del patron de expresion de TTL1

Se analizd el patron de expresion del gen TTL1 en la base de datos disponibles para
Arabidopsis: eFP Browser. Se tomaron de esta Gltima los datos correspondientes a la
expresion absoluta de TTL1 (AT1G53300) en tejidos de Arabidopsis en distintas etapas de

desarrollo. Se observo que el gen se expresa en varios tejidos de la planta en distintos estadios

43



de desarrollo como habia sido reportado también por Lakhssassi et al., 2012, (Material
Suplementario Fig. 5).

Nos centramos en la expresion de TTL1 en la raiz primaria de Arabidopsis para tratar de
acercarnos al entendimiento de su rol en el desarrollo de este 6érgano. Los mapas analizados
estan basados en los resultados de (Brady et al., 2007). En este trabajo los autores obtuvieron
perfiles de expresion espaciotemporales en distintos estados de desarrollo de la raiz, en el eje
radial a traves de clasificacion de células con marcadores célula especificos y en el eje
longitudinal microdisectando 13 secciones que comprendian entre 3 y 5 células. Los niveles
mas altos de expresion de TTL1 son detectados en el CQ y la epidermis y columela lateral, en
los cuales se obtiene un nivel de expresion de 134.83 +/- 30.83 y 183.33 +/- 11.93,
respectivamente. Le siguen en nivel de expresion la columela baja con 82.61+/-23.1, el cortex
con 75,72 +/- 7.76 y la estela con 68.45 +/-21.83 (Fig. 19). De manera interesante, se vieron
diferencias en la expresion a lo largo del eje longitudinal de la raiz primaria, existiendo
maximos de expresion en células especificas del meristemo proximal y de la zona de
elongacion que se pueden visualizar con los colores naranjas oscuros y rojos, cortex zona 4 y
8 con 220.01 y 132.9, respectivamente. Asi como columela lateral en la zona 4 con 121.65
(Fig. 19).
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Figura 19. TTL1 se expresa en todos los tipos celulares de la raiz primaria de Arabidopsis, y a lo
largo de las zonas de desarrollo de la misma. Sin embargo, su expresion fue mas elevada en células
especificas: CQ, Epidermis y Columela y Cortex en las zonas 4 y 8. Obtenido de la base de datos
Arabidopsis eFP Browser (Winter et al. 2007; (Brady et al., 2007).

Ademas, a partir de los datos depositados por Dinneny et al. 2008 estudiamos la expresion de
TTL1 en respuesta a 140 mM de NaCl, que produce estrés salino. La expresion de TTL1
disminuy6 en la endodermis y CQ de 125+/- 23.89 a 86+/- 36.76, asi como en la epidermis

diferenciada por la exposicion a NaCl (Fig. 20).

Control i

Figura 20. La expresion de TTL1 en la columella lateral y la endodermis, asi como en la epidermis
diferenciada disminuye frente a la exposicién a 140mM de NaCl. Dinneny et al. 2008.

5.4.1 La sefal de GUS en las plantas pTTL1::GUS se localizé en el CQ en los primeros 5

dias post-germinacion.

Por otro lado se utilizé la linea pTTL1::GUS generada por (Lakhssassi et al., 2012) y se siguid
la expresion del gen en distintas etapas del desarrollo de la raiz (Fig. 21). Confirmandose la
expresion en CQ desde el dia 1 post germinacion (dpg) hasta el dia 6. En el dia 5 post
germinacion se observo también expresion en el meristemo proximal en células del cortex,
endodermis y estela. Y en el dia 6 post germinacion se observé también expresion en las

células epidérmicas en la zona de elongacion (Fig. 21).
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Figura 21. Patrén de expresion de pTTL1::GUS en la raiz primaria de Arabidopsis desde el dia 1 al 6
post germinacion. Se observa expresion en el CQ desde el dia 1. En el dia 5 post germinacion se
observa expresion en el CQ, meristemo proximal en cértex, endodermis y estela. En el dia 6 post
germinacion se observa expresion en la epidermis de la zona de elongacion ademas de la expresién
mencionada para dia 5. Fotografias tomadas con microscopia con optica DIC. n=15.

5.4.2 La sefial de GUS en las plantas pTTL1::GUS se redujo en el MP en respuesta a 30

minutos de estrés osmotico.

Con el fin de conocer si la expresion del gen es activada o reprimida por el estrés osmético y
las hormonas que controlan el desarrollo de la raiz primaria, se observé la respuesta de
tratamientos con 400 mM de manitol, auxinas, brasinoesteroides en la linea transcripcional
pTTL1::GUS en los siguientes tiempos de exposicion: Y2, 1, 6 y 12 horas (Fig. 22). A la media
hora de exposicion a 400 mM de manitol no se observo sefial de GUS por lo que se infiere
que la expresion del gen esta reprimida (Fig. 22 A). A la hora de exposicién a 400 mM
manitol se observa sefial de GUS en todo el meristemo proximal y en las células epidérmicas
de la zona de elongacion (Fig. 22 A). A las 6 horas de tratamiento con 400 mM de manitol la
sefial se restringe a las células epidérmicas desde el meristemo proximal hasta la zona de
elongacion y permanece en esta ubicacion hasta las 12 horas de exposicién al tratamiento
(Fig.22 A).

5.4.3 La sefial de GUS en las plantas pTTL1::GUS se intensifica en epidermis en

respuesta AIA, BLy PCZ

La exposicion a 0,1 uM AlA, produjo dos picos de expresion: uno en la columela y epidermis
a la media hora, y otro en la zona media del meristemo proximal (endodermis y estela) a las 6
horas de exposicién (Fig. 22 B). Cuando se combiné 400 mM manitol y 0.1 uM AIA, a la

media hora de exposicion al tratamiento, no hubo expresién del gen al igual que lo observado
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en el tratamiento que sélo tenia manitol. La expresion aparece a partir de la hora de
exposicion y la misma se localiza mayoritariamente en la zona meristeméatica y en la

epidermis con mayor intensidad a la hora'y 12 horas (Fig. 22 C).

Tanto ante la exposiciéon a 0.2 uM BL (Fig. 22 D) como al 0.5 uM PCZ (inhibidor de sintesis
de BL) (Fig. 22 F) se observa sefial GUS en todos los tiempos de exposicion. En el caso de
BL, la sefial mas fuerte se observd en epidermis y columela lateral en los 3 primeros tiempos,
mientras que a las 12 horas de exposicidn se vio restringida a la epidermis (Fig. 22 D). Para el
caso de PCZ, se observd un patron de expresion similar en los primeros tiempos de

exposicion, pero a las 12 horas la sefial se observo mas en el MP.

Cuando se combiné el tratamiento de 0.2 uM BL y 400 mM manitol, en los dos primeros
tiempos de exposicion no se observa la sefial en epidermis y columela, localizandose a las 6
horas en epidermis y a las 12 horas en el MP (Fig. 22 E). Sin embargo, al combinar el
tratamiento de 0.5 uM PCZ y 400 mM manitol se observd expresion a la media, una y 12
horas de exposicion mayoritariamente en epidermis (Fig. 22 G).

En sintesis, se observo que los tratamientos que promovieron mas la expresion de TTL1 en la
epidermis y columela de la raiz primaria fueron media hora de exposicion a 0.1 uM AlA, 0.2
UM BL y 0.5 uM PCZ. La exposicion de la raiz a media hora de estrés osmotico (0.4M
manitol) provocO la represion de TTL1, activandose a la hora de exposicion. El Gnico
tratamiento que logré revertir la disminucion de expresion durante la media hora de
exposicion a estrés osmotico fue el realizado con PCZ. Esta informacion sugiere la
participaciéon de las hormonas auxinas y brasinoesteroides en el control de la expresion de
TTLI.

Nuestros resultados son similares a los obtenidos por Lakhssassi et al., 2012, ya que ellos
también observaron que la expresion de TTL1, TTL3 y TTL4 aumenta con la aplicacién
exdgena de BR; confirmando que la expresion de estos genes es regulada por los

brasinoesteroides.

Ademas, nuestro estudio ofrece informacion mas especifica de la expresion de TTL1, como es
la misma en los diferentes momentos de desarrollo de la raiz, bajo los efectos de estrés
osmotico, hormonas, inhibidor de BR y combinaciones de estos, ademas de brindar datos
detallados de células en las que se da esa expresion, lo cual sugiere que TTL1 podria estar
involucrado en distintos procesos dependiendo del estadio de desarrollo.
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Figura 22. Patron de expresion
de pTTL1::GUS en respuesta a
distintos tiempos de exposicion a:
A) 400 mM manitol; B) 0,1 pM
AlA; C) 0,1 pM AIA y manitol
0,4 M, D) 0,2 uM BL, E) 0,2uM
BL y manitol 0,4 M, F) 0,5 uM
PCZy G) 0,5 uM PCZ y manitol
0,4 M. Fotografias tomadas con
microscopia con Optica DIC.
n=15. Barras = 100 pm.
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5.5 El mutante ttl1 mostré una respuesta diferencial a auxinas, de acuerdo a la sefial
GUS observada en las plantas ttl1 x DR5::GUS crecidas en condiciones control y de
estrés osmotico

Las raices de la progenie de la cruza entre ttl1 y la linea marcadora responsiva a auxinas
DR5::GUS (Ulmasov et al., 1997) mostr6 un patron de expresion diferente al de DR5::GUS
observado en las raices silvestres (Fig. 23). La respuesta a auxinas tiene una sefial tipica, un
pico maximo en el centro quiescente del meristemo proximal de raiz, en Col-0. Sin embargo,
en ttll la respuesta a auxinas se encuentra extendida hacia la zona de transicion. Luego de 7
dias de estrés osmotico la respuesta a auxinas se encuentra en columella, MP, ZE y ZD en
Col-0, mientras que en ttl1 se ve restringida al MP (Fig. 23).

DR5::GUS

DR5::GUS ttll x

Figura 23. Patrén de expresion de DR5::GUS en raices primarias de ttl1 comparado a Col-0 crecidas
en condiciones de crecimiento control (A) y 7 dias en medio con 0.4M manitol (B). Fotografias
tomadas con microscopia con 6ptica DIC. n=25. Barra 100 um
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5.6 El monitoreo de brasinoesteroides mediante el uso de la linea marcadora
35S::BZR1::YFP mostro que las células comienzan a elonga antes en ttl1

La sefializacion por brasinoesteroides incrementa la localizacién nuclear de BZR1. Por lo
tanto los niveles nucleares de BZR1 constituyen una herramienta de monitoreo de la
sefializacion por brasinoesteroides (Chaiwanon & Wang, 2015). En el meristemo de raiz de
Col-0, la proteina de fusion 35S::BZR::YFP se acumula a bajos niveles en los nucleos de las
celulas de la region del NCM pero a altos niveles en los nucleos de células epidérmicas en la
ZT y ZE (Chaiwanon & Wang, 2015) y se ha correlacionado con la rdpida elongacion.
Adicionalmente, BZR1 se acumula a niveles mayores en el floema, lo que correlaciona con la

funcién de esta hormona en la diferenciacién vascular (Chaiwanon & Wang, 2015).

En este trabajo observamos el patron de distribucion de BZR1 en raices de la progenie de la
cruza de ttl1 con 35S::BZR::YFP y lo comparamos con el patron en raices de Col-0. La figura
24 muestra el patron de distribucion de BZR1 en Col-0, siendo de localizacion citopldsmica
en el CQ y de localizacion mayoritariamente nuclear en las células epidérmicas de la ZT,
como fue descripto por Chaiwanon & Wang, 2015. En ttl1 el patrén de distribucion de BZR1
tiene localizacion mayoritariamente citoplasmica en la region del CQ, y en la ZT la sefal
nuclear es menos intensa y la misma se observa aplanada y desplazada hacia las esquinas de
la célula, lo que sugiere que en el mutante la expansion celular ha comenzado antes que en el
silvestre. (Fig. 24). Este tipo de imagen fue reportada por Chaiwanon & Wang, 2015, cuando
se aplicaba BL a las raices, lo que nos hace pensar que los cambios observados en la
elongacion de las células del mutante mediados por BZR1 probablemente sean propiciados
por una distribucion diferente de los BR.
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35:BZR1::YFP ttl1 x 35:BZR1:: YFP

Figura 24. Patron de expresion de BZR1 en raices de Col-0 y ttl1 después de 7 dias de crecimiento en
condiciones control. El patron observado en la ZT en ttll (imagen aumentada) sugiere que la
expansion celular empezé antes que en Col-0. n=30. Barra= 100 um

5.7 La aplicacion de BL no recupero6 la reduccion en el largo de la raiz producida por el

estrés osmatico.

El efecto inhibitorio de concentraciones en el orden nM a UM de brasinoesteroides sobre el
crecimiento de la raiz primaria se conoce hace varios afios (Clouse et al., 1996). El uso de
mutantes que son deficientes o insensibles a distintas hormonas ha sido muy importante para
dilucidar los mecanismos de accion de estas. Los mutantes deficientes en brasinoesteroides
pueden resultar de cambios en genes que codifican para enzimas de la via de sintesis de dicha
hormona y los mismos son rescatados al fenotipo silvestre una vez que se le aplica la hormona

de manera exdgena. Los mutantes insensibles a brasinoesteroides pueden mostrar el mismo
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fenotipo que los mutantes deficientes en brasinoesteroides, pero no son rescatados mediante el
tratamiento con brasinoesteroides. Los mutantes insensibles generalmente resultan de lesiones
en genes que codifican para receptores de hormonas o elementos de la via de traduccion de
sefiales y sus fenotipos no pueden ser rescatados por la aplicacién exdgena de la hormona
(Clouse et al., 1996). El uso de inhibidores de la sintesis de brasinoesteroides como el PCZ
también provoca una reduccion en el crecimiento de la raiz de de Arabidopsis, siendo menos
sensibles mutantes en la sintesis de estas hormonas (Hartwig et al., 2012). Para evaluar si
TTL1 tiene un rol en la via de percepcion y/o sefializacion de brasinoesteroides se estudio el
efecto sobre la longitud de la raiz de concentraciones de brasinoesteroides inhibitorias del
crecimiento radicular. En el genotipo silvestre, la longitud de la raiz fue significativamente
mas corta (72%) en medio con 0.2 UM de BL en comparacion al medio de crecimiento control
(Tabla 6). EI mutante ttl1 mostré mayor sensibilidad que Col-0 a la aplicacion exdgena de
BL, la longitud de la raiz de ttl1 crecida en medio con 0.1 uM de BL fue un 66 % que la de
Col-0 en condiciones control y 58% cuando fue crecida en medio con 0.2 uM de BL (Tabla
6).

Ademas, se estudio el efecto de la inhibicion de la sintesis de brasinoesteroides a través de la
aplicacion exdgena de PCZ. Las raices de Col-0 tratadas con PCZ no mostraron diferencias
estadisticamente significativas con respecto a las raices de Col-0 crecidas en condiciones
control (Tabla 6), mientras que ttl1 tratado con PCZ presenté un 67 % de la longitud de la raiz

con respecto a las condiciones control (Tabla 6).

El estudio realizado por Geng et al. 2013 mostré que el crecimiento de la raiz de Col-0 en
condiciones de estrés salino es multifasico. Durante las primeras 4-5 horas de tratamiento, la
tasa de crecimiento cae (fase “STOP”), luego el crecimiento se mantiene a una tasa baja por 4
horas (fase de “QUIESCENCIA”), la fase de quiescencia es seguida por una fase de
recuperacion que ocurre entre las 8 a 13 horas luego del comienzo del estrés (fase de
“RECUPERACION”). Finalmente se da la estabilizacion de la tasa de crecimiento entre las
13 a 24 horas después de comenzado el estrés (fase de “HOMEOSTASIS”). Las distintas
tasas de crecimiento y tiempos a los que la misma cambia durante el estrés salino sugiere que
la respuesta al estrés es regulada por un proceso temporal que involucra eventos de
sefializacion distintos; siendo la supresion de la via de brasinosteroides en la epidermis y
cortex el resultado de la sefializacion por estrés salino que puede explicar parte de la supresion
del crecimiento probablemente a través del impedimento fisico de elongacion celular causado

por el cambio osmético del ambiente en que se encuentra la raiz (Geng et al., 2013). Como
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ttl1 es hipersensible al estrés salino y osmético, evaluamos la combinacion de tratamientos
con 400 mM de manitol y BL o PCZ (Tabla 6). Observamos que la combinacién de 400 mM
Manitol + 0.2 uM de BL provoco que el largo de las raices de Col-0 fuera significativamente
mayor al observado en 400 mM de Manitol (20 % mas largas aprox.). Sin embargo, la
aplicacion de BL no provoco cambios significativos sobre las raices de ttl1 sometidas a estrés
osmatico (Tabla 6). No se observo efecto significativo sobre el largo de la raiz de ambos

genotipos con aplicacion de PCZ en combinacion con el estrés osmotico (Tabla 6).

Tabla 6. Longitud de la raiz de Col-0 y ttl1 luego de 9 dias de crecimiento expuestas a 400 mM
Manitol, 0.2 uM de BL, 0.5 uM de PCZ, 400 mM Manitol + 0.2 uM de BL y 400 mM Manitol + 0.5
UM de PCZ. Los porcentajes son en comparaciéon a Col-0 crecido en medio control. * Indica
diferencias significativas con Col-0 control segun t Student p<0.05, n=7 y las celdas de distinto color
indican tratamientos con efecto significativamente diferente.

Comparacion con el largo de la raiz de Col-0 en condiciones de crecimiento control

Efecto de reduccion del largo

400mM
400mM 400mM Manitol
. anitol +
Medio 0.5uM 0.1uM 0.2uM BL Manitol + Manitol + 400mM
control PCz BL 0.5 uM Manitol
0.2uMBL | 0.1uM BL
PCz
Col-0 | 100 % 80 % 81 % 2% * 78 % *
ttl1 98 % 67 % * 66 % *

Del anélisis detallado del comportamiento del crecimiento en condiciones control del mutante
ttl1 aunado con la caracterizacion del MP se desprende que ttl1 se parece a los mutantes
deficientes en BR ya que tiene una menor elongacion celular de las células maduras
(Chaiwanon & Wang, 2015) y tiene caracteristicas asociadas a concentraciones de BR
inhibitorias (Chaiwanon & Wang, 2015; Gonzalez-Garcia et al., 2011; Hacham et al., 2011),
ya que presenta una reduccion del largo del MP producida por una aceleracion de la
elongacion celular, evidenciada por los indices de crecimiento calculados y por el cambio en
la sefial de BZR1 observada en el fondo mutante ttl1. A su vez, el mutante presentd mayor
sensibilidad a las dosis crecientes de BL que Col-0, reduciendo la longitud de la raiz, también
observado por (Amorin-Silva et al., 2019).

53



A su vez, Amorin-Silva et al., 2019 demostraron a traves de la realizacion de estudios de co-
inmunoprecipitacion (ColP) y complementacion por fluorescencia molecular (BiFM) que
TTL3 interactda con BRI1, uno de los componentes mas importantes de la via de sefializacion
de BR. Ademaés, encontraron TTL3 y BRI1 co-localizan en las fibras de Hetchian
(caracteristicas de células plasmolizadas, unen membrana plasmatica y pared celular)
(Amorin-Silva et al, 2019). Lakhssassi et al., 2012, report6 la misma localizacion subcelular
para TTL1. Es posible, gracias a estos datos y a los resultados que obtuvimos con la
aplicacion de BL que provocd una reduccion del crecimiento de la raiz en ttll de igual
severidad que el estrés osmatico severo (7 dias en 400 mM de manitol) y el hecho de que la
aplicacion de BL no produzca un efecto de recuperacion del largo de la raiz en las raices de
ttl1 crecidas en estrés osmotico, sugiere la posible conexion de TTL1, los brasinoesteroides y

la adaptacion al estrés osmotico, de manera similar al observado para TTL3.

5.8 Existe interaccion genética de TTL1 con CESAG.

El patrén alterado de expansion celular observado en el mutante ttl1 sugiere un defecto en la
organizacion de la pared celular. Para empezar a estudiar si la pared celular esta alterada en el
mutante ttl1, realizamos comparaciones fenotipicas con el mutante prcl-1, que tiene
interrumpida la subunidad catalitica de la celulosa sintasa (CESAG6) (Fagard et al., 2000), y
estudiamos la interaccion genética mediante estudios de crecimiento del doble mutante ttl1 x
prcl-1 en condiciones de crecimiento control y estrés osmdtico, asi como su respuesta al
inhibidor de la celulosa sintasa, isoxaben. El isoxaben inhibe la produccién de celulosa
durante la formacion de la pared celular primaria a través de la inhibicién de la actividad de la
celulosa sintasa A (CESA3 y CESA 6) (Heim et al. 1989, Scheible et al. 2001, Desprez et al.
2002).

El crecimiento de plantulas de 6 dpg durante 1 dia en 600 nM de Isoxaben produjo el fenotipo
de hipersensibilidad a isoxaben tanto en raices de Col-0, ttl1, prcl-1y ttl1 x prcl-1 (Fig. 25
B). Este experimento deberia ser repetido utilizando un gradiente de concentraciones de
isoxaben a modo de estudiar la posibilidad de la existencia de diferencias mas sutiles en la

respuesta entre los genotipos.

La lignificacion ectdpica generalmente se correlaciona con un nivel de celulosa cristalina
menor y se puede evidenciar con tinciones con phloroglucinol. En nuestras condiciones de

crecimiento control no se observé este fendbmeno en los genotipos analizados (datos no
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mostrados). Sin embargo, las raices crecidas en 400 mM manitol durante 7 dias produjeron
lignificacion ectopica (Fig. 26 A). El mutante ttl1 presenté mayor lignificacion ectdpica que
Col-0 y niveles similares a los observados en prcl-1 mutante del cual ya se conoce que tiene
menor cantidad de celulosa cristalina (Fig. 26 A). La cruza de ttl1 x prcl-1 presentd mayor

lignificacion ectdpica que ambos por separado (Fig. 26 A).

Col-0 il prel-1 ttl1 x prcl-1

Col-0 ttl1 prcl-1 ttl1 x prcl-1

Figura 25. Respuesta de las raices expuestas a isoxaben. Plantulas de Arabidopsis de los genotipos
mencionados fueron crecidos durante 6 dias en MS + 1,5 % sacarosa y luego transferidos a un medio
que contenia 600 nM de isoxaben. Luego de 1 dia en el medio, se obtuvieron imagenes de las raices.
(A) Fenotipo observado sin isoxaben; (B) Fenotipo observado luego de 1 dia de exposicién a 600 nM
de isoxaben. Barra= 1 mm.
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El colorante Direct Red 23 es conocido por tefiir celulosa con gran especificidad permitiendo
la observacion de las microfibrillas mediante microscopia confocal (Liesche et al., 2013). En
este trabajo, utilizamos Direct Red 23 para investigar si las raices primarias de los genotipos
estudiados presentaban diferencias en el patron de tincion. Se observé que tanto en las raices
del mutante ttl1, prcl-1 y ttl1 x prcl-1, células en la zona de elongacion presentaban menor
presencia del colorante comparado a lo observado en la misma zona en el genotipo silvestre
(Fig. 26 B) lo que sugiere que habria menor concentracion de celulosa en las paredes de esas
células. Las imagenes presentadas son de microscopia de epifluorescencia, en la cual tenemos
una resolucién inferior a la microscopia confocal, por lo cual las mismas deberian ser
repetidas usando microscopia confocal para poder llegar a conclusiones mas precisas. Dado
este indicio seria bueno realizar un analisis bioquimico del contenido total de celulosa en
dichas raices para contar con datos

cuantitativos.

A

Col-0

tll x prc}‘-l

ttll x prel-1

Figura 26. Tincidn con Phlorogucinol (rojo) y Direct Red 23 (naranja) de plantulas de Arabidopsis de
los genotipos indicados. (A) La tincién con phloroglucinol evidencid lignificacion ectopica en raices
de ttl1, prcl-1vy ttl1 x prcl-1 expuestas a 7 dias de estrés osmético; (B) La tincion con Direct Red 23
sugiere que en la zona de elongacion de las raices de los mutantes existen células con menor contenido
de celulosa, las cuales se pueden apreciar con aumento en los recuadros al costado de las raices de
cada genotipo.

5.9 La longitud total de la raiz fue menor para el doble mutante ttl1 x prcl-1 en

comparacion a los mutantes simples y el genotipo silvestre.
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Luego de 8 dias en crecimiento control, el doble mutante ttl1 x prcl-1 presentd una tasa de
crecimiento y una longitud total de la raiz significativamente menor que los mutantes simples

y el genotipo silvestre (Fig. 27; Tukey p > 0.05).
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Figura 27. Curvas de crecimiento de raiz de Col-0, ttl1, prcl-1 y ttl1 x prcl-1 en medio control. El
doble mutante ttl1 x prcl-1 presentd las raices mas cortas luego de 8 dias de crecimiento en medio
control. Diferencias significativas, calculadas en base a Tukey (p<0.05), n=30. Medidas con letras
iguales no presentan diferencias significativas.

Como ya hemos mencionado, dos parametros de crecimiento que contribuyen a la tasa de
crecimiento y al largo final de la raiz, son el nimero de células en el MP y la tasa de
elongacion de las células de la ZE (medida como la longitud promedio que alcanzan las
celulas maduras). En el caso de las raices del doble mutante ttl1 x prcl-1 observamos un
menor numero promedio de células en el MP que Col-0 vy ttl1, pero no que prcl- 1 (Tabla 7).
En cuanto a la longitud promedio que alcanzan las células maduras, observamos que en ttll x
prcl-1 la misma fue significativamente menor que la de los mutantes simples y el genotipo
silvestre (Tabla 7).

Este resultado sugiere que TTL1 y CESA6 pueden participar de una misma via controlando la

elongacion anisotropica de las células en la zona de elongacion del meristemo de la raiz.

Tabla 7. Nimero promedio de células en el MP y longitud promedio de la célula madura en raices de
Col-0, ttl1, prcl-1 y ttll x prcl-1 crecidas en condiciones control (A). La longitud promedio de la
célula madura fue significativamente menor en el doble mutante ttl1 x prc-1 comparado a los mutantes
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simples y el genotipo silvestre. Las medidas fueron realizadas a los 8 dias de crecimiento en
condiciones control. p<0.05 t Student n=10.

A NUmero promedio Longitud promedio
de célulasen MP | de la célula madura (um)
Col-0 43 +/-5a 147 +/- 16 a
ttl1 33+/-5b 101 +/-15b
prcl-1 27 +/-5¢ 48 +/- 8b
ttll x prcl-1| 27 +/-2 ¢ 38+/- 9c

Cuando se creci6 al doble mutante ttl1 x prcl-1 en presiones osmaticas crecientes: -0,7 MPa
(generada por 0,3 M manitol) y -1,2 MPa (generada por 0,4 M manitol), se observé que la
tasa de crecimiento de la raiz primaria también se desaceleré como habiamos observado para
Col-0 y ttl1 (Fig. 28). Sin embargo, ttl1 x prcl-1 redujo la tasa de crecimiento un 40 % luego
de la exposicion durante 7 dias a un medio con -0,7 MPa de presion osmética y un 77 %
durante el mismo tiempo de exposicion a un medio con -1.2 MPa de presion osmotica, siendo
esta reduccién menor que la observada para Col-0 (50.4% a -0.7 MPa 'y 88% a -1.2 MPa) y
ttll (63.2% a -0.7 MPa y 95% a -1.2 MPa); pero mayor que la observada para el mutante
prcl-1 (un 26 % a-0,7 MPay un 73 % a -1.2 MPa; Fig. 28).

0.4 & ® Col-0

tll
# prel-1

tll x prcl-1
0.31

Tasa de crecimiento (cm/dia)
[=]
[3%)

0.1+

Control -0.7 MPa -1.2 MPa

Figura 28. La tasa de crecimiento de las raices experimenta una desaceleracion cuando las mismas
son crecidas en presiones osmaticas crecientes: -0,7 MPa (generada por 300 mM manitol) y -1,2 MPa
(generada por 400 mM manitol). La desaceleracion de la tasa de crecimiento es menos pronunciada
tanto para la raiz de prc1-1 como para la raiz de la cruza de ttl1 x prc1-1 (T Student p< 0.001; n=30).
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Cuando analizamos los pardmetros que contribuyen a la tasa de crecimiento de la raiz del
doble mutante ttl1 x prcl-1, observamos que la desaceleracion que experimenta la misma a -
0.7 MPa de presion osmotica esta explicada por el menor numero de células en el MP vy la
reduccion en la elongacion de las células en la ZE, medidas como longitud promedio de las
células maduras (Tabla 8 A). A -1.2 MPa de presion osmotica el parametro que afectd mas a
la tasa de crecimiento del doble mutante fue el nimero de células en el MP, ya que no se
observaron diferencias significativas en la longitud promedio de la célula madura con

respecto a los otros genotipos (Tabla 8 B).

Tabla 8. Nimero promedio de células en el MP y longitud promedio de la célula madura en raices de
Col-0, ttl1, prci-1 y ttll x prcl-1 crecidas en 300 mM (A) y 400 mM (B) de manitol. EI nimero
promedio de células en el MP y la longitud promedio de la célula madura fue significativamente
menor en el doble mutante ttl1 x prc-1 comparado a los mutantes simples y el genotipo silvestre en el
medio con 300 mM de manitol. En el tratamiento con 400 mM de manitol el nimero de células de ttl1
x prcl-1 fue significativamente menor comparado a los mutantes simples y al genotipo silvestre. En
este tratamiento no se observaron diferencias significativas en la longitud de las células maduras entre
los distintos genotipos. Las medidas fueron realizadas a los 8 dias de crecimiento en condiciones
control. p<0.05 t Student n=10.

A NUmero promedio Longitud promedio
de célulasen MP | de la célula madura (um)
Col-0 30+/-44a 79.8 +/-136 a
ttl1 25+/-39b 479+/- 88b
prcl-1 29+/-3.7a 50.8+/- 8.1b
ttll x prcl-1|21 +/-3.1¢ 39.3+- 82c
B NUmero promedio Longitud promedio
de célulasen MP | de la célula madura (um)
Col-0 12+/-14a 33.5+/-106a
ttl1 9+/-25a 39.3+/- 6.3a
prcl-1 10+/-13a 36.1+/- 95a
ttll x prcl-1| 5+/-3.1b 27.6+/- 88a

En los animales, el movimiento de las células es importante para la determinacion de la
forma. En las plantas, no existen movimientos celulares relacionados a la morfogénesis y la
pared celular se sintetiza simultaneamente con la division celular, por lo que el tamafio y
forma de los 6rganos depende de cémo y cuando las células se dividen y expanden (Benfey et

al., 1993; Cederholm et al., 2013). La pared celular es una estructura compleja y dinamica que
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cambia en respuesta al crecimiento y las condiciones ambientales, todavia se desconocen

componentes de las vias que contribuyen a esas respuestas (Baskin et al., 2005).

La presencia de células de distintos tamafios y formas en las distintas capas de la raiz de las
plantas silvestres indica que debe existir una regulacion célula especifica de la expansion
celular. Sin embargo, en los mutantes deficientes en la sintesis o deposicion de la pared
celular, todos los tipos celulares se encuentran expandidos en cierta medida (Benfey et al.,
1993). El mutante ttl1 presenta un fenotipo de expansion celular exacerbada en la zona de
elongacion de la raiz primaria condiciones de estrés salino y estrés osmético, siendo el tejido
mas afectado la epidermis. En mutantes como cob y prcl-1 el fenotipo de expansion
exacerbada se ha asociado a una mayor tasa de elongacion celular (Benfey et al., 1993).
Nuestros resultados muestran que las raices de ttl1 crecidas en condiciones control tienen un
menor numero de células corticales en el MP y las mismas son mas largas y anchas, ademas
nuestros calculos indican que la tasa de elongacion en el MP de ttl1 es mayor que la de Col-0,
y las células pasan mas tiempo en el MP antes de entrar en la ZE. Sin embargo, las células
maduras alcanzan una longitud estadisticamente menor que las de Col-0. En condiciones de
estrés osmotico, la tasa de elongacion en el MP es menor en ttl1 y las células demoran mas en
pasar a la ZE. Los resultados en condiciones de estrés osmatico estarian contrapuestos a lo
hipotetizado por Benfey et al. (1993), acerca de que los fenotipos condicionales de expansion
celular estdn asociados a una aceleracion de la tasa de elongacién celular. Un resultado
interesante fue que la longitud de las células corticales maduras se ve afectada en mayor
proporcién en Col-0 que en el mutante ttl1, similar a lo que reportan Xu et al. 2008 acerca de
la tasa de elongacion de la raiz de feilfei2 en condiciones de altas concentraciones de sacarosa

o sal.

El analisis del crecimiento del doble mutante ttl1 x prcl-1 sugiere que TTL1 y CESA6 podrian
estar contribuyendo en el crecimiento anisotrépico de las células, componente importante para
lograr la tasa de crecimiento de la raiz. Los datos de crecimiento sumados a los estudios de
tinciones relacionados al contenido de celulosa de la pared celular sugieren que TTL1 podria
tener una funcion regulatoria relacionada a la maquinaria de sintesis de celulosa que deberia

ser explorada con mayor profundidad.
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6. CONCLUSIONES

De la informacion obtenida del andlisis de las tasas de crecimiento de la raiz primaria y la
caracterizacion morfologica del meristemo de ttl1 en condiciones de crecimiento de estrés
osmotico se desprende que TTL1 participa en el proceso de expansion anisotropica que se
produce en la zona de elongacion, el cual establece un tamafio de las células maduras,
contribuyendo al crecimiento balanceado del 6rgano. Por otro lado, la interaccion genética
observada entre TTL1 y CESAG sugiere la participacion de TTL1 en el proceso de sintesis y/o

deposicion de la pared celular necesarios para el crecimiento anisotropico.

A su vez, la informacion obtenida de los tratamientos con brasinoesteroides aunada con la
informacion publicada para TTL3 (Amorim-Silva et al., 2019) nos hacen pensar en la
participacion de la proteina TTL1 favoreciendo la interaccion entre proteinas de la via de
sefializacion por brasinoesteroides necesaria para mantener el crecimiento de la raiz durante el

estrés osmatico.
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8. MATERIAL SUPLEMENTARIO

1. Secuencia de cebadores para TTL1

Los analisis genotipicos de este mutante fueron llevados a cabo utilizando los siguientes
cebadores: LBSALK (5°- TGG TTC ACG TAG TGG GCC ATC G - 3'); TTL1IDPCRF (5"-
TGG ACT CAC CACCACCAC TA - 3) y TTL1DPCRR (5°- ACC GAG TCT GCG AAC
AAG AT -3)

Figura 2. La curva de crecimiento de ttll en condiciones de estrés osmotico (400 mM
Manitol) no presento diferencias estadisticas con Col-0. Diferencias significativas, calculadas
en base a Tukey (p < 0.05), n=30. Medidas con letras iguales no presentan diferencias

significativas.
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Figura 3. La curva de crecimiento de ttll en condiciones de estrés osmoético (300 mM
Manitol) tuvo una pendiente mayor a la presentada en manitol 400 mM, al igual que Col-0 y

aunque el este ultimo crece 2 mm mas, los resultados no son estadisticamente diferentes.
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Diferencias significativas, calculadas en base a Tukey (p < 0.05), n=30. Medidas con letras

iguales no presentan diferencias significativas.
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Figura 4. La curva de crecimiento de los mutantes simples, ttl1 y prc 1-1 y del doble mutante,
ttll x prc 1-1, comparados a Col-0, en condiciones de estrés osmotico 400 mM manitol
permite visualizar que todos los mutantes retrasan su crecimiento, sin embargo, ttl1l no se
diferencia de Col-0, cuando los mutantes de CESA 6 si lo hacen. Diferencias significativas,
calculadas en base a Tukey (p<0.05), n=30. Medidas con letras iguales no presentan

diferencias significativas.
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Winter ef al., 2007. PLoS One 2(8). eT18

Figura 5. El mapa de desarrollo de Arabidopsis muestra que TTL1 se expresa en todos los
tejidos de la planta, en diferentes estadios, a excepcion de inflorescencias y siliquas maduras.
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Tabla 6. EI nimero de células en el MP de Col-0 se reduce de manera gradual al aumentar los
dias de exposicion al estrés osmotico. La tabla muestra las medidas de los pardmetros de las
zonas de desarrollo de la raiz primaria de Col-0 tomadas a dos y siete dias de exposicion a 400
mM manitol. Los valores mostrados son porcentajes del valor de Col-0 en condiciones de
crecimiento control, para cada parametro en condiciones de crecimiento en estrés osmotico.
Medidas con igual nimero de * no presentan diferencias significativas, segin Tukey, p>0.05.
n= 20 para dimensiones de las zonas y n=100 para dimensiones y nimero de células.

Efecto del tiempo de exposicién

Crecimiento

en

Crecimiento

Crecimiento durante 7

a estrés osmético en el | medio control durante 2 |dias en 400 mM
meristemo de raiz dias en 400 | Manitol
mM Manitol
MP Col-0 Col-0 Col-0
N° células corticales 100%* 77,2%** 40,4%***
Largo 100%* 69,9%** 35,3%***
Ancho 100%* 91,9% * 71,9%**
Largo celulas corticales 100%* 116%** 115,8%**
Ancho células corticales 100%* 119,5%** 105,1%**
ZE
Largo 100%* 56%* 15,5%**
Ancho 100%* 108,6%* 88,5%*
Largo células corticales 100%* 55,5%** 34%**
Ancho células corticales 100%* 100%* 76,4%*
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Tabla 7. El nimero de células en el MP de ttl1 se reduce de manera abrupta, toda la reduccion
se dio a los dos dias de exposicion al estrés osmotico. A los dos dias de exposicion al estrés
osmotico gradual al aumentar los dias de exposicion al estrés osmotico. La tabla muestra las
medidas de los parametros de las zonas de desarrollo de la raiz primaria de ttl1 tomadas a dos y
siete dias de exposicion a 400 mM manitol. Los valores mostrados son porcentajes del valor de
Col-0 en condiciones de crecimiento control, para cada parametro en condiciones de
crecimiento en estrés osmético. Medidas con igual nimero de * no presentan diferencias
significativas, segun Tukey, p>0.05. n= 20 para dimensiones de las zonas y n=100 para
dimensiones y numero de células.

Efecto del tiempo de exposicién
a estrés osmotico en el

meristemo de raiz

Crecimiento

medio control

en

Crecimiento durante 2
dias en 400 mM Manitol

Crecimiento durante 7
dias en 400 mM Manitol

MP ttl1 ttl1 ttl1

N° células corticales 100%* 36,6%** 37%**
Largo 100%* 28,9%** 29,9%**
Ancho 100%* 73,1%** 62,7%**
Largo células corticales 100%* 86,1%** 83,1%**
Ancho células corticales 100%* 87,4%** 79,4%**
ZE

Largo 100%* 15,9%** 9,8%**
Ancho 100%* 132,8%** 87,6%***
Largo células corticales 100%* 32,8%** 43,6%***
Ancho células corticales 100%* 74,7%** 67,9%**
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