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Resumen

El meristemo radicular debe enfrentar uno de los ambientes mas complejos en la tierra: el suelo,
cuyas propiedades fisicoquimicas pueden variar dramdticamente en la escala de micras
exponiendo a las raices a distintos tipos de estrés como el osmético. El estrés osmatico limita la
habilidad de las células de absorber agua provocando un retraso del crecimiento. Nuestro grupo
viene trabajando con el mutante de Arabidopsis ttl1 y ha caracterizado el crecimiento de la raiz
del mutante en condiciones de crecimiento control y de shock osmético. En la caracterizacion
realizada se observd que ttl1 tiene un menor nimero de células corticales en el meristemo
proximal (MP), una longitud menor de la célula madura y paredes celulares mas elasticas en la
zona de elongacion del meristemo radicular en comparacion a Col-0 en raices crecidas en
condiciones de crecimiento control. Cuando las raices de tt/1 son sometidas a un shock osmotico
de 7 dias se observo que desaceleran su tasa de crecimiento debido a una disminucion en el
numero de células corticales en el MP y a una reduccion en el largo de la célula madura. Ademas,
se observo que ttl1 tiene un fenotipo de expansion exacerbada de las células epidermicas de la
zona de elongacion (ZE) del meristemo radicular en raices crecidas en condiciones de shock
osmotico. El presente trabajo se basa en la hipotesis de que existe una respuesta fenotipica y
transcripcional diferencial del meristemo radicular del mutante tt/1 de Arabidopsis en
condiciones de estrés osmotico. Los objetivos especificos fueron: 1) Caracterizacion del
meristemo de raices de Col-0y ##/1 y evaluacion de su capacidad de recuperacién en condiciones
de crecimiento en gradiente osmotico; 2) Andlisis de la expresion de genes de la familia TTL,
genes de sintesis y sefializacion de brasinosteroides, sintesis y remodelacion de pared y ciclo
celular en raices de tt/1 en condiciones control y de estrés osmotico.

Los resultados mostraron que las tasas de crecimiento de las raices de Col-0 y tt/1 crecidas en el
gradiente osmético se desaceleraron menos que en el shock osmético. Ademas, se observd una
menor disminucién en el numero de células en el MP y el largo de la célula madura con respecto
a lo ocurrido en el shock osmotico. En el crecimiento en gradiente osmotico la menor tasa de
crecimiento de la raiz de tt/1 fue asociada a un menor nimero de células en el MP, que pasan
mas tiempo en la ZT (Zona de Transicion) y que alcanzan una menor longitud en su madurez.
A diferencia del crecimiento en shock osmético, durante el crecimiento en gradiente osmotico
no se observo la expansion radial exacerbada en las células epidermicas de la ZE de t#/1.
También comprobamos transcripcionalmente que en condiciones control los genes de
biosintesis de pared celular primaria en el mutante #t/1 tienen niveles de expresiéon mas bajos
que el genotipo silvestre lo que es concordante con la mayor flexibilidad de las paredes celulares
de las células epidérmicas de la ZE del mutante. La expresion de los genes CESAs en el gradiente
osmotico podria explicar la ausencia del fenotipo de expansion celular exacerbada en tt/1. En
condicion control, los patrones de expresion de genes vinculados a sintesis y sefializacion de
BRs podrian sugerir que tt/1 tiene niveles menores de auxinas y brasinosteroides. La pérdida de
integridad de la pared celular en el mutante tt/1, sumado a los patrones de expresion de los



genes que integran el Complejo Celulosa Sintasa y la CYCD3;1 sugieren que el gen TTL1 podria
estar involucrado en un mecanismo “de afuera hacia adentro”controlando la progresion del
ciclo celular en el MP de Arabidopsis.

Palabras clave: TTL1, arabidopsis, meristemo proximal, estrés osmotico
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1. Introduccion

1.1 El crecimiento de la raiz primaria de Arabidopsis thaliana es impulsado por
la expansion anisotrdpica de las células en el meristemo radicular.

La raiz juega un rol fundamental en el suministro de agua, la adquisicién de nutrientes y el
anclaje en el suelo. Es capaz de adaptar su crecimiento en respuesta a estimulos biologicos, asi
como a estimulos abidticos incluyendo el déficit hidrico. La arquitectura final que alcanza la raiz
es la consecuencia de la actividad de los meristemos que se adaptan para responder a las
condiciones medioambientales (Kolb et al., 2017).

La estructura simple de la raiz de Arabidopsis thaliana (Arabidopsis) la ha convertido en un
organo modelo para estudiar diversos procesos fisiologicos, de desarrollo y de tolerancia y
adaptacion frente a diferentes tipos de estreses ambientales (Cederholm et al., 2012; Masson et
al., 2002).

Transversalmente la raiz se estructura en epidermis, cortex y endodermis, capas celulares que
se organizan en cilindros concéntricos que rodean la estela central (sistema vascular mads
periciclo). Por fuera de la epidermis se encuentra la columella y la columella lateral cuya funcion
es proteger el meristemo de la raiz a medida que explora el suelo (Cederholm et al. 2012; Figura
1).

P
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Figura 1. Eje transversal de la raiz primaria de Arabidopsis. ep: epidermis. c: cortex. e: endodermis. p:
periciclo. px: protoxilema. pp: protofloema. Imagen extraida de Scheres et al., 2002.

En meristemo apical de la raiz (MAR) primaria de Arabidopsis existe un pequefio nimero de
células madre multipotentes (o células iniciales) que generan todos los tipos celulares de este
organo. Existen cuatro tipos de células iniciales: 1) las que dan origen a las células epidémicas y
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la columella lateral; 2) las que originan la collumela; 3) las que dan origen al cortex y
endodermis; y 4) las que originan la estela central (Scheres et al., 2002). Las células madre rodean
el centro quiescente (CQ), un par de células mitdticamente inactivas. E1 CQ envia sefiales
celulares no auténomas a las células madres inhibiendo su diferenciacion (Perilli & Sabatini,
2010). En conjunto el CQ y las propias células madre forman el nicho de las células madre (NCM)
(Cuadrado-Pedetti et al., 2021; Scheres et al., 2002). En la Figura 2 se muestra el eje longitudinal
de la raiz primaria de Arabidopsis, la cual se organiza en cuatro zonas de desarrollo: 1) el
meristemo proximal (MP) que se extiende desde el CQ a la primera célula elongada; donde
células isodiamétricas con alta actividad mitdtica comienzan a expandirse radialmente,
definiendo el ancho de la raiz; 2) La zona de transicion (ZT), donde las células que estan cerca
de MP contintian teniendo alta actividad mitdtica, mientras que las células de la parte distal
sufren expansion anisotrdpica en el eje longitudinal; 3) Zona de elongacion (ZE), donde la tasa
de elongacion celular aumenta exponencialmente; 4) Zona de diferenciacion (ZD), donde las
células completamente elongadas son desplazadas, adquieren su identidad celular definitiva y
no se elongan mas (Cuadrado-Pedetti ef al., 2021; Cederholm et al., 2012). El crecimiento de la
raiz alcanza un régimen estacionario que es el resultado de un balance delicado de division
celular, elongacion y diferenciacion (Cuadrado-Pedetti et al., 2021; Scheres et al., 2002).
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Figura 2. Eje longitudinal de la raiz primaria de Arabidopsis.
NCM: Nicho de Células Madre. MP: Meristemo Proximal. ZT:
Zona de Transicion. ZE: Zona de Elongaciéon. ZD: Zona de
Diferenciacion. Las flechas rojas indican el limite entre el MP
y la ZT. La flecha verde muestra los primeros vasos del xilema
visibles en el tejido vascular. Los asteriscos indican pelos
radiculares. El recuadro de la izquierda muestra la
organizacion de los tejidos radiculares: columela (col),
columela lateral (col lat), epidermis (epid), cortex (cor),
endodermis (endo) y estela (est). Imagen adaptada de Salvi et
al., 2020.
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1.2 La expansion celular esta regulada por las caracteristicas de la pared celular.

Las células de las plantas, como las de muchos procariotas y hongos, estan encapsuladas por
paredes celulares. Las células meristematicas, se caracterizan por poseer paredes celulares
primarias delgadas (0.1-1 pm de espesor) que consisten mayoritariamente en polisacaridos
complejos y una cantidad pequefia de proteinas. Algunos tipos celulares, una vez alcanzado su
tamano final, producen una capa de pared celular secundaria cuya estructura y composicion es
de alta especificidad de acuerdo con la funcién celular que se llevard a cabo (Hofte & Voxeur,
2017; Cosgrove, 2005). La composicion genérica de la pared celular primaria de Arabidopsis
puede ser descripta como: 15-40% de celulosa, 20-30% de hemicelulosa, y 30-50% de pectinas
(Cosgrove & Jarvis, 2012). De los tres componentes, la celulosa es el que posee una alta fuerza
de tension que impide y/o dirige la expansion celular.
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Las microfibrillas de celulosa estdn compuestas por cadenas lineales de 3-1,4 glucano. Alrededor
de 18 cadenas son empaquetadas en microfibrillas de un ancho aproximado de ~3 nm. La
celulosa es sintetizada por un complejo proteico membranoso que es parte de la familia
CELULOSA SINTASA A (CESA) que se mueve usando los microtibulos como guia (Cosgrove,
1997). En el genoma de Arabidopsis existen 10 miembros de la familia CESA. Al complejo
funcional de sintesis de celulosa, se lo conoce como roseta. Cada roseta tiene 6 subunidades y
cada subunidad esta compuesta por tres proteinas CESA diferentes. Para la sintesis de la pared
celular primaria se requiere a CESA1, CESA3 y CESA6 (Cosgrove, 2005). Los mutantes en los
genes CESAI (rsw1-1) y CESA3 (ixr1-2) presentan defectos severos en la sintesis de pared celular,
mientras que el mutante de CESA6 (prcl) presenta un fenotipo suave debido a la redundancia
funcional con los genes CESA6-like (Allen et al., 2021), asi como menor contenido de celulosa
cristalina (Williamson et al., 2001; Fagard et al., 2000; Arioli et al., 1998).

Si bien la presencia de la pared celular confiere ventajas como un exosqueleto robusto y la
proteccion frente a factores bidticos y abidticos, la misma representa un desafio para la
expansion celular (Gorgues et al., 2022). Para que las células de las plantas puedan expandirse la
estructura de la pared celular tiene que aflojarse (Cosgrove, 2005), un proceso que es mediado
por las proteinas llamadas a-EXPANSINAS (EXPAs) que estan ubicadas en la propia pared
celular y son activadas por un pH bajo en el apoplasto (Cosgrove, 2005; Sampedro & Cosgrove,
2005). Las expansinas rompen enlaces de hidrogeno entre las microfibrillas de celulosa y entre
estas y demds componentes de la pared celular (Quiroz-Castafieda & Folch-Mallol, 2002;
Cosgrove, 2000), asi habilitan la expansion celular dirigida por la turgencia. Se ha demostrado
que en el meristemo de raiz de Arabidopsis las bombas de protones ancladas en las membranas
AHA1 y AHA2 crean las condiciones de pH necesarias para que la proteina EXPA1 afloje las
paredes celulares y como consecuencia se dé la elongacion celular (Pacifici et al., 2018). Una vez
elongadas, las paredes celulares de las células deben ser re-sintetizadas incorporando nuevos
polimeros o modulando su interaccion para mantener la forma y el tamano alcanzado. Este
mecanismo es esencial durante la aclimatacion al estrés osmotico o salino (Xin et al., 2022; Rui &
Dinneny, 2020). Cualquier cambio en el gradiente osmdtico, ya sea por aumento o disminucion
del potencial hidrico en el medio externo o cambios en la concentracion interna de solutos,
conduce a cambios directos en la turgencia que pueden modificar el volumen celular y la rigidez
de los tejidos. Es por esto, que, para permitir el crecimiento por expansion, las células tienen que
mantener un didlogo constante entre las propiedades fisicas de la pared celular, la concentracion
de solutos y la turgencia (Gorgues et al., 2022). La naturaleza exacta de las sefiales que le
permiten a las plantas percibir los cambios en la disponibilidad de agua todavia no estan
claramente definidos. A nivel celular, cambios en la osmolaridad externa impactan directamente
en las propiedades mecanicas de la pared celular y/o membrana (Gorgues et al., 2022, Figura 3).
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Figura 3. Cambios en la pared celular primaria en condiciones de déficit hidrico. A. Estructura de la
pared celular. La pared celular primaria consiste mayoritariamente de microfibrillas de celulosa,
hemicelulosa y pectina. La orientacion de las microfibrillas es determinada por el arreglo de los
microtabulos. El arreglo actual sugiere que la hemicelulosa se une a las fibrillas de celulosa y las pectinas
forman una red que cubre la celulosa. Las flechas azules indican presion de turgencia. B. Cambios en las
propiedades de la pared celular en condiciones de déficit hidrico. C. Bajo déficit hidrico, la pared celular
se deforma y se disocia de la membrana plasmatica. La sintesis de celulosa es interrumpida debido a la
depolimerizacion de los microtiibulos en esas condiciones. Distintos tipos de estreses pueden inducir
cambios tinicos adicionalmente al efecto general causado por la pérdida de agua en la célula. Por ejemplo,
los iones Na+ pueden interrumpir el entrecruzamiento de la pectina, asi como el arreglo de los
microtubulos. Cambios en la integridad de la pared celular pueden ser monitoreados directamente por
RECEPTOR-LIKE KINASES (RLKs) o indirectamente por canales mecanosensitivos localizados en las
membranas. Imagen adaptada de (Gorgues et al., 2022).
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1.3 Regulacion de la sintesis de brasinosteroides en Arabidopsis

Los brasinosteroides (BRs), una clase de hormonas esteroideas de plantas cuya estructura es
similar a las hormonas esteroideas de animales, controlan un amplio rango de actividades
bioldgicas. Se ha demostrado que son esenciales para el crecimiento de las plantas, su
reproduccion y la respuesta ante estreses bidticos y abioticos (Vriet et al., 2012; Symons et al.,
2008; Sasse, 2003; Clause & Sasse, 1998). Existen mas de 50 BRs naturales, entre los cuales el
brasinolide (BL) es el que presenta mayor actividad bioldgica. En Arabidopsis, se conoce la ruta
metabolica completa que involucra la biosintesis e inactivacion de los BRs. Ademas, los BRs no
son transportados a largas distancias, lo que hace importante conocer los mecanismos de
regulacion temporal y espacial durante el desarrollo (Symons & Reid, 2004).

La biosintesis de BRs, que tiene como principal producto al BL, es una via de triterpenoides que
involucra rutas paralelas, llamadas la via de oxidacion C-6 temprana y tardia que parten del
campesterol (CR) como precursor y la via de oxidacion temprana C-22 que es independiente de
campestanol (CN). Estas vias estdn interconectadas en varios puntos, no funcionan de manera
autonoma (Fujioka & Yokota, 2003, Figura 4). El paso mediado por la enzima 22ahidroxilasa
DWAREF4 (DWF4) es el determinante en la velocidad del flujo de la via (Chung & Choe, 2013).
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Figura 4. Ilustracion de la via de sintesis de brasinosteroides (BRs). La via comienza con el precursor
Campesterol (CR) y las vias mayoritarias de sintesis de BRs estan sobreiluminadas con colores diferentes.
La via de oxidacion temprana C-22 es independiente de campestanol y estd sobreiluminada en Amarillo.
Existen dos vias dependientes de campestanol (CN): la via de oxidacion C-6 temprana y tardia. La via
temprana de oxidacion de C-6 (en verde) sufre oxidacion C-6 delante de C-22. La via de oxidacion C-6
tardia (puarpura) hidroxila C-22 adelante de C-6. Las lineas punteadas indican mas de un paso enzimatico.
Esquema modificado de Chung & Choe, 2013.

Ademas de los niveles internos de BRs en la planta, la ruta de sefializacion de BRs es de vital
importancia para regular diversos procesos bioldgicos como la elongacion celular (Zhu et al.,
2013). A pesar de los esfuerzos de muchos laboratorios para encontrar los componentes de la
via de senalizacion de BRs, la misma no esta tan bien caracterizada como la via de biosintesis. A
diferencia de los receptores de hormonas esteroideas en animales que funcionan como
activadores transcripcionales, el receptor de BRs es un receptor de membrana de tipo LRR
quinasa denominado BRASSINOSTEROID INSENSITIVE1 (BRI1) (Li & Chory, 1997). BRI1 tiene
3 homologos en Arabidopsis, de los cuales BRL1(BRI1-LIKE1) and BRL3 (BRI1-LIKE3) son
receptores de BRs en la vasculatura (Cano-Delgado et al., 2004). Otros componentes de la via de
sefializacion son las proteinas que interacttian con BRI1: BRI1T-ASSOCIATED-KINASE1 (BAK1),
BRI1-KINASE INHIBITOR (BKI1) y TRANSTHYRETIN-LIKE (TTL?); asi como las quinasas
sefalizadoras (BSKs) y componentes rio abajo como las proteinas BSU1, 14-3-3 y factores de
transcripciéon como BRII-EMS-SUPPRESSOR 1 (BES1) (Clouse, 2011). La wunién de
brasinosteroides a BRI1 promueve su interaccion con BAK1 y la actividad quinasa, que iniciard
una cascada de senalizacion que finalizard con modificaciones en la expresidn génica (Zhu et al.,
2013, Figura 5).
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Figura 5. La via de sefalizacion por brasinosteroides (BRs). En ausencia de BL (BL-), BKI1, que se une
a CDG1 y BSKs en el citoplasma, interacciona con la forma inactiva de BRI1 para prevenir la union de
BAKI1 a BRII. La proteina constitutivamente activa BIN2, fosforila sus sustratos: BZR1 y BES1, que son
factores de transcripcion especificos de BRs. Las formas fosforiladas de estos factores de transcripcion
no entran al ntcleo y son retenidas por proteinas 14-3-3 en el citoplasma. En presencia de BL (BL+), BL
se une a BRI1, que induce auto y transfosforilacion de BKI1 y BAK1. BKI1 fosforilado se disocia de BRI1
y es retenido por las proteinas 14-3-3. BAK1 y BRI1 forman heterodimeros y la cascada de fosforilacion
secuencial transmite la sefial a través de CDG1 y BSKs. CDG1 y BSK1 fosforilados son liberados del
receptor BRI1 y activan a la proteina fosfatasa BSU1. BSU1 activado inhibe a BIN2/DWF12 a través de la
defosforilacion de la Tyr200 de BIN2. Liberados de BIN2, BZR1 y BESI regulan transcripcionalmente a
sus genes blanco. Dependiendo del contexto de las secuencias cercanas a la secuencia de reconocimiento
de BZR1 (BRRE), BZR1 y BES1 pueden inducir o reprimir la expresion de sus genes blanco. Las lineas
rojas que terminan en una linea perpendicular indican inactivacion y las flechas verdes indican
activacion. Figura modificada de Chung & Choe, 2013.

Las respuestas transcripcionales generadas por genes responsivos a brasinosteroides permiten
que la planta crezca y se adapte ante sefales internas y externas, incluyendo la tolerancia a
estreses bidticos y abidticos (Vriet et al., 2012). Las respuestas frente al estrés en plantas estan
estrechamente relacionadas con procesos de desarrollo, pero la interaccion entre estas vias
todavia no se comprende de manera cabal.

El patrén de expresion limitado de DWF#4 a tejidos mitoticamente activos y el enriquecimiento
de BRs activos en tejidos que expresan DWF4, indican que la actividad de DWF4, que es
regulada principalmente a nivel transcripcional, determina el flujo de la via de sintesis de
brasinosteroides. Para mantener la homeostasis de BRs, los niveles de ARNm correspondientes
a genes de la via de biosintesis de BRs, debe aumentar o disminuir para modular los niveles de
BRs. El transcripto de DWF4 se acumula en los mutantes deficientes en la sefalizacion de BRs,
asi como después del tratamiento con un inhibidor de la sintesis de BRs (Brz). Contrariamente,
la aplicaciéon de epi-BL (epi-Brasinolide) disminuye rdpidamente los niveles de transcripto de
DWF4. La transcripcion de CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC DWARF (CPD) también
exhibe una respuesta rapida frente a la aplicacion de epi-BL y Brz. Sin embargo, DETIOLATED
2 (DET2) solo responde a Brz. La expresion de la mayoria de los genes de la via no es afectada
en el mutante bril-401, lo que sugiere que la regulacion negativa requiere al receptor BRII.
Curiosamente, la respuesta transcripcional normal de DWF4 en bri1-401 frente a epi-BL y Brz

sugiere que hay un mecanismo no identificado que regula la transcripcion de DWF4 (Tanaka et
al., 2005).
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1.4 Los brasinosteroides y el crecimiento de la raiz primaria.

Es bien conocido que los BRs, al igual que las auxinas, giberelinas y citoquininas, juegan un
papel importante en la regulacion del crecimiento a través de la promocion de la elongacién y/o
la division celular (Gonzalez-Garcia et al., 2011). Los BRs regulan la expresidn génica, estimulan
la division, elongacion y diferenciacion celular. En particular en raiz, los BR promueven el
crecimiento de la raiz activando la expansion celular, controlando el namero de células en el
meristemo y la progresion del ciclo celular; asi como la modulacion de la division celular en el
centro quiescente (Gonzalez-Garcia et al., 2011).

La progresion del ciclo celular normal en el dpice radicular estd controlada por la sefializacion
de BRs que mantiene el balance entre la renovacion de las células madre y la velocidad de
diferenciacion y elongacion de su progenie. La reduccién de la sefializacion por BRI1 (como en
los mutantes bril-116) reduce tanto la elongacion celular como la entrada en la fase M del ciclo
celular, conduciendo a la produccion de meristemos mas pequefios y por lo tanto una pérdida
parcial en la actividad de renovacion de las células madres distales. La evidencia combinada de
que tanto las plantas que sobre-expresan BES1 como las plantas tratadas con BL presentan una
salida prematura del ciclo celular y una aceleracion de la diferenciacion indican que los BRs son
detrimentales para el tamafio del meristemo y el crecimiento de la raiz. En el NCM, los BRs
cumplen un rol exclusivo en la renovacion del centro quiescente y la diferenciacion de células
madres aguas arriba de reguladores de la dindmica de las células madres conocidos como WOX5
(Gonzalez-Garcia et al., 2011; Hacham et al., 2011). Los BRs promueven la actividad mitética y la
expresion de la CYCLIN D3 y CYCLIN B1 en el meristemo de raiz (Gonzélez-Garcia et al., 2011;
Hacham et al., 2011). La percepcion de BRs en la epidermis es suficiente para controlar el
crecimiento de la raiz y el tamano del meristemo (Hacham et al., 2011).

Durante la fase de elongacion celular es necesaria una sintesis elevada de celulosa para
reconstruir la pared celular (Refrégier et al., 2004). Se ha observado que los mutantes deficientes
en sintesis o percepcion de BRs contienen menos celulosa que los genotipos silvestres (Xie et al.,
2011). La expresion de los genes CESA relacionados a sintesis de pared celular primaria esta
disminuida en estos mutantes, y solo es inducida por la aplicacion externa de BRs en los
mutantes deficientes en la sintesis de esta hormona (Xie ef al., 2011). Ademas, se sabe que el
factor de transcripcion BES1 se puede asociar a los promotores de la mayoria de los genes CESA
relacionados con la sintesis de pared primaria (Xie et al., 2011). Durante el crecimiento primario
de la raiz, la sefializacion por BR activa la transcripcion de BES1 y promueve la asociacion de
BESI a los motivos E-box (CANNTG) en los promotores de los genes CESA1, CESA3 y CESA6
para activar su expresion y la sintesis de celulosa en las células de la zona de elongacion (Figura
6) lo que promueve el crecimiento (Novakovic et al., 2018; Xie et al., 2011).
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Figura 6. Modelo que ilustra el mecanismo de regulacion de la expresion de los genes CESA durante
el crecimiento de la raiz. La sefializacion por brasinosteroides (BR) activa la transcripcion del factor de
transcripcion BES1 y promueve su union a los motivos E-box (CANNTG) de los promotores de los genes
CESA1, CESA3 y CESA6 para inducir su expresion durante la fase de elongacién en el crecimiento
primario de la raiz. Figura modificada de Xie et al., 2011.

1.5 Interaccion entre auxinas y brasinosteroides en la elongacion celular.

Se ha demostrado que las auxinas y BRs actian de manera antagonica en el proceso de
elongacién celular en la raiz. Andlisis transcriptomicos en plantas silvestres de Arabidopsis
mostraron que los genes inducidos por BRs pero reprimidos por auxinas tienden a estar
relacionados a la organizacion y biogénesis de la pared celular y al transporte de agua, mientras
que los genes reprimidos por BRs e inducidos por auxinas tienden a estar involucrados en la
biogénesis de los ribosomas (Chaiwanon & Wang, 2015). A nivel celular, el tratamiento con
auxinas en plantas silvestres reduce la elongacion celular y aumenta la expansion radial en la
zona meristematica, aumentando las dimensiones de la punta de la raiz en el eje radial, a la
inversa que lo observado con la aplicacion de BRs. Ademas, el tratamiento con auxinas inhibe
dramaticamente la elongacion celular en la ZE (Chaiwanon & Wang, 2015). Las raices silvestres
tratadas con BRs mostraron una iniciacién temprana de elongacion celular en la ZT, mientras
que la aplicaciéon de auxinas no produjo cambios en la iniciacién de la elongacion, sino una
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menor capacidad de elongacion en la ZE, en comparacion al crecimiento sin hormonas
(Chaiwanon & Wang, 2015).

1.6 Antecedentes de los genes de la familia TTL.

El gen Tetratricopeptide Thioredoxin-Likel (TTL1) fue identificado a partir de “screenings”
genéticos de mutantes con un crecimiento radicular reducido y una expansion radial exacerbada
de las células epidérmicas de la ZE bajo concentraciones elevadas de NaCl (Rosado et al., 2006).
Los genes TTL en Arabidopsis codifican una familia de cuatro proteinas (TTL1, TTL2, TTL3 y
TTL4) especificas de plantas terrestres que poseen una arquitectura modular en comun,
conteniendo seis dominios TPR distribuidos en posiciones especificas de la secuencia, y un
extremo C-terminal que presenta homologia a tioredoxinas (TRLX) de clase h pero que carece
de un residuo de Cisteina (Cys) en el sitio activo requerido para la actividad reductasa. (Figura
7A). Los dominios TPR son motivos conservados de 34 aminoacidos que forman una estructura
secundaria helicoidal y son clasificados como modulos de interaccion proteina-proteina. En
plantas, los dominios TPR estdn involucrados en respuestas a fitohormonas, desarrollo
radicular, distribucion de plastidos y maquinaria fotosintética (Xin et al., 2022; Bhuiyan et al.,
2015; Hu et al., 2014; Lakhssassi et al., 2012; Yang et al., 2011; Rosado et al., 2006; Schapire et al.,
2006; Jacobsen et al., 1996). Se predice que las proteinas TTL interactiian y funcionan como co-
chaperonas de Hsp90, gracias a la identificacion de aminodcidos conservados en sus motivos
TPR conocidos como abrazaderas de carboxilato (Xin et al., 2022; Lakhssassi et al., 2012; Prasad
et al., 2010; Rosado et al., 2006). Desde el punto de vista filogenético la familia TTL se divide en
dos clados, donde uno contiene al par TITL1/TTL2 y el otro al par TTL3/TTL4. Cada clado se
habria generado por duplicacion de un gen ancestral (Lakhssassi et al., 2012; Rosado et al., 2006;
Figura 7B).
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Figura 7. A. Localizacién de los dominios TPR (anaranjados) y TRLX (negros) caracteristicos en los
cuatro miembros de la familia TTL. Imagen tomada de Prasad et al., 2010. B. Relacion filogenética entre
los cuatro TTLs. TTL1 y TTL2 pertenecen a un clado y TTL3 y TTL4 a otro. Se indican valores de
bootstrap. Imagen extraida de Rosado et al., 2006.

El gen TTL2 de Arabidopsis no posee expresion en la raiz en comparacion con TTL1, TTL3 y
TTL4 que presentan una localizacién ubicua en dicho érgano. Los mutantes simples 2 no
presentan fenotipo de hipersensibilidad radicular al exponerlos a concentraciones
incrementales de manitol, a diferencia de tt/1, ttI3 y ttl4 que si muestran un fenotipo de
hipersensibilidad a 300 mM y 400 mM manitol. Esto sugiere que un gen TTL ancestral tuvo un
rol importante en la tolerancia al estrés osmdtico y luego de una duplicacion segmental, TTL2
modifico su funcidn original. TTL2 se expresa especificamente en el gametofito masculino. El
mutante tt[2 posee defectos en la transmision del polen, lo que provoca una reduccion en la
fertilidad de la planta (Lakhssassi et al. 2012).

Las investigaciones en raiz se han enfocado en el estudio funcional de TTL1, TTL3 y TTL4
utilizando simples, dobles y triples mutantes para ello (Xin et al., 2022; Kesten et al., 2022 ;
Cuadrado-Pedetti et al., 2021; Amorim-Silva et al., 2019; Lakhssassi et al., 2012; Rosado et al.,
2006). El triple mutante tt/1tt/3ttl4 es el genotipo que presenta mayor hipersensibilidad al estrés
osmotico en comparacion a los mutantes simples y dobles, sugiriendo que los genes TTL poseen
funciones similares en la tolerancia al estrés osmotico. Sin embargo, en experimentos de dosis
génica se descubrid que estos genes no son completamente redundantes, sino que la respuesta
al estrés osmotico depende de la contribucion individual de cada TTL. En adicion a esto,
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Lakhssassi et al. 2012 demostro que tt4 fue el tnico mutante que incrementd el crecimiento de
la raiz y el peso fresco de sus cotiledones en concentraciones moderadas de NaCl, ademas las
plantulas de este mutante presentaron un aumento significativo en el contenido de Na*. Esto
sugiere que TTL4 sufrio un proceso de neofuncionalizacion que lo distingue del resto de las
TTLs y que ttl4 es capaz de mejorar la tolerancia de la planta al NaCl ya sea mediante un
transporte optimizado del Na* a larga distancia o aumentando la capacidad de las plantulas
para compartimentalizarlo.

Por otro lado, un estudio reciente de nuestro grupo, evidencio que al menos un ortoélogo de TTL
en soja (Glycine max) presenta expresion diferencial en condiciones de restriccion hidrica a nivel
traduccional (Sainz et al., 2022), confirmando la funcion de estos genes durante la adaptacion a
distintos tipos de estrés abidtico.

Seguin analisis fenotipicos, moleculares y genéticos, se ha demostrado que los genes TTL1, TTL3
y TTL4 ademas de su rol en la tolerancia al estrés abidtico, son reguladores positivos de la
sefializacion por BRs y su expresion es inducida especificamente por la aplicacion de esta
hormona (Amorim-Silva et al. 2019; Prasad et al., 2010).

Durante los ultimos afios el grupo de investigacién liderado por Miguel-Angel Botella
(Universidad de Malaga, Espana) se dedico al estudio de la proteina TTL3 cuyo gen es el mds
expresado en raiz entre los genes de la familia TTL. TTL3 se ha identificado como un compafiero
de interaccion del dominio citoplasmatico fosforilado de un receptor tipo quinasa de la familia
BRI con un rol importante en el desarrollo del sistema vascular (Amorim-Silva et al., 2019;
Lakhssassi et al., 2012; Ceserani et al., 2009). Amorim-Silva et al., 2019 demostraron que TTL3
interactia con las formas constitutivamente activas de BRI1, BSU1 y BZR1, ademads de que se
asocia in-vivo con la mayoria de los componentes involucrados en la senalizacion de BRs.
También mostraron por primera vez que, frente al estimulo de BRs en las células, TTL3 es
reclutado desde el citosol hacia la membrana plasmatica, donde actuando como andamiaje, es
capaz de amplificar y estabilizar la senal inicial de la hormona. A su vez reportaron que TTL3
es una proteina de membrana periférica que muestra una localizaciéon dual en el citosol y en la
membrana plasmatica como parte del Complejo Celulosa Sintasa (CCS) (Pedersen et al., 2023;
Zhang et al., 2021; Davis et al., 2010; Paredez et al., 2006).

Kesten et al. 2022 demostraron que TTL3: 1) interactiia directamente con CESA1 exclusivamente
en la membrana plasmatica; 2) posee interacciones con los microtiibulos; 3) es esencial en la
regulacion de los microtiibulos y en la dindmica del CCS para permitir la biosintesis de la
celulosa durante el estrés salino. Los dos ultimos resultados fueron confirmados por (Xin et al.,
2022), que ademas demostraron que TTL3 se asocia a endomembranas. Condiciones que causan
alteraciones en el contenido de celulosa como alta salinidad o alteraciones genéticas en el CCS,
desencadenan el reclutamiento de TTL3 desde el citosol al CCS en la membrana plasmatica,
permitiendo la estabilizacion de los microtiibulos (Kesten et al., 2022).
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Con respecto a TTL1, recientemente Kesten et al., 2022 mostraron la localizacion dual de esta
proteina en el citoplasma y en la membrana plasmatica principalmente en las células de la ZE
de la raiz. Esto podria sugerir que TTL1, al igual que TTL3, es una proteina periférica de
membrana que co-migra con el CCS. Este grupo también encontréo mediante experimentos de
dobles hibridos en levaduras (Y2H) que TTL1 es capaz de interactuar directamente con CESAL.
Ademas, los valores de epistasis calculados en el trabajo previo de nuestro grupo sugieren que
TTL1 y CESA6 podrian participar secuencialmente en la formacion de la pared celular
(Cuadrado-Pedetti et al., 2021).

1.6.1 Caracterizacion de ttl1 en condiciones control

Nuestro grupo se ha centrado en entender los mecanismos de desarrollo de las raices para
adaptarse al estrés osmaotico a través del uso de las respuestas de tt/1. Debido a que el mutante
ttl1, se encuentra en fondo Columbia-0 (Col-0), el mismo se utilizd6 como genotipo silvestre. En
condiciones control la tasa de crecimiento de la raiz de Col-0 no es diferente a la del mutante ¢/1
(Figura 8A). En condiciones control Col-0 cuenta en promedio con 43 + 5 células en su MP
(Figura 8B) y el largo de la célula madura posee en promedio 147 + 16 uM. Sin embargo, tt/1
cuenta en promedio con 33 + 5 células en su MP (Figura 8B) y el largo de la célula madura es en
promedio de 101 + 15 uM. Trabajos previos de nuestro grupo han reportado que el mutante ¢t/1
presenta las paredes celulares de las células en elongacion mas elasticas que Col-0 incluso en
condiciones control (Cuadrado-Pedetti et al., 2021).

1.6.2 Caracterizacion de ttl1 en condiciones de shock osmotico.

No se detectan diferencias morfologicas en la organizacion del MP de ttI1 ni en condiciones
control ni de estrés osmotico (Cuadrado-Pedetti et al., 2021, Figura 8B y 8C); sin embargo, el
crecimiento en condiciones de shock osmotico reduce la tasa de crecimiento de la raiz primaria
(Figura 8A) mediante la inhibicion de la elongacion celular seguida de una reduccién en el
numero de células en el meristemo proximal (Cuadrado-Pedetti et al., 2021, Figura 8C). Bajo
estrés hiper-osmotico y salino, la epidermis y el cortex celular de las raices de tt/1 se hinchan
radialmente (al igual que las raices de tt/3) probablemente por una disrupcion en la sintesis y
deposicion de celulosa, hemicelulosa, pectinas y/o modificacion de sus interacciones. Esto
genera una alteracion en el crecimiento anisotrdpico de este érgano (Xin et al., 2022; Cuadrado-
Pedetti et al., 2021; Cajero-Sanchez et al., 2019; Rosado et al., 2006, Figura 8C). A partir de datos
de AFM, nuestro grupo detecté que bajo condiciones de estrés osmotico, las paredes celulares
de ttl1 no alcanzan la magnitud de rigidez de Col-0. Esto sugiere un posible rol de TTL1 en el
mantenimiento de las propiedades fisicas de la pared celular necesario para un crecimiento
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radicular apropiado durante el estrés osmotico. En este proceso, también estaria involucrada la
homeostasis entre auxinas y BR (Cuadrado-Pedetti et al., 2021).
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Figura 8. A. Tasa de crecimiento de raices de Col-0 y #t/1 en condicién control, en 300 mM y en 400 mM
manitol. Letras diferentes son diferencias estadisticamente significativas (t Student p <0.001; n = 30). B.
Corte longitudinal de las raices primarias de Col-0 y t#/1 indicando las zonas de desarrollo en condicion
control y C. en estrés osmotico (-1,2MPa). MP: Meristemo Proximal. ZT: Zona de transicion. ZE: Zona
de elongacion. Imagen adaptada de Cuadrado-Pedetti et al., 2021.

Cuando una raiz explora el suelo puede ser que no se encuentre inmersa en una situacion en
donde toda la raiz esté expuesta al mismo potencial osmotico. Por eso en este trabajo
simulamos una situacion en donde la raiz va encontrando paulatinamente potenciales
osmoticos crecientes. En esta tesis se realizé una comparacion entre el crecimiento en shock
osmotico con datos obtenidos por Cuadrado-Pedetti et al., 2021 y el crecimiento de las raices
en un gradiente osmatico.
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2. Hipotesis

Existe una respuesta fenotipica y transcripcional diferencial del meristemo radicular del
mutante ft/1 de Arabidopsis en condiciones de estrés osmotico.

Obj etivo General: Entender el rol de TTLI en raices de Arabidopsis durante la

adaptacion al estrés osmotico.

ObjetiVO especifico 1. Caracterizacién del meristemo de raices de Col-0 y #1 y
evaluacion de su capacidad de recuperacion en condiciones de crecimiento en gradiente

osmotico.

Ob] etivo especifico 2. Anélisis de la expresién de genes de la familia TTL, genes de
sintesis y sefializacion de brasinosteroides, sintesis y remodelacién de pared y ciclo celular en
raices de #t/1 en condiciones control y de estrés osmotico.

Ob] etivo especifico 3. Con el fin de evaluar la existencia de correlacion entre los genes
que se transcriben y los que se traducen activamente, realizaremos experimentos de
inmunopurificacion de polisomas mediante la técnica TRAP (Translating Ribosome Affinity
Purification), en raices de Col-0 y tt1 crecidas bajo condiciones control, de shock y gradiente
osmotico.
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3. Materiales y meétodos

3.1 Material vegetal y condiciones de crecimiento.

Se utiliz6 la linea original de insercion T-DNA SALK_063943 (para TTL1; AT1G53300), las lineas
marcadoras pTTL1::GUS, DR5:GUS (Ulmasov et al., 1997), ttl1 x DR5::GUS (Cuadrado-Pedetti
etal., 2021) y la linea sobreexpresante 35S::HF-RPL18 (CS66056, stock ABRC) (Zanetti et al., 2005).
Debido a que los mutantes, lineas marcadoras y sobreexpresantes se encuentra en fondo
Columbia-0 (Col-0), el mismo se utilizo como genotipo silvestre.

En una cdmara de flujo laminar las semillas se sumergieron en 70% etanol durante siete minutos,
luego en hipoclorito de sodio 20% con TWEEN®20 (Sigma, nimero de catalogo: P1379-100mL)
por siete minutos, y por ultimo se realizaron 5 lavados con agua milli-Q estéril.

Las semillas estériles se sembraron en medio Murashige and Skoog (Murashige & Skoog, 1962),
Tabla 1 del Anexo) + 1,5% sacarosa + 1,2% agar con un pH de 5,7 en placas de petri cuadradas
de 12.0 cm x 12.0 cm. Las mismas se estratificaron por 48 h en oscuridad a 4°C.

Previo a la siembra de las semillas, el medio de cultivo fue esterilizado en autoclave por 20 min
a 121°C. El medio de cultivo descrito fue considerado como el medio control. Para los ensayos
en maceta se utilizé como sustrato una mezcla de relacion 3:1:1 de turba, perlita y vermiculita
respectivamente. Las macetas utilizadas poseian un tamafo de 25 cm de largo x 15 cm de ancho.
Después de la estratificacion, las placas sembradas se pasaron a una cdmara del tipo biotrén con
condiciones controladas: fotoperiodo de dia largo 16 h luz/ 8 h oscuridad, intensidad luminica
de 50 ptEm2s temperatura de 22°C y 60% de humedad relativa. Después de siete dias post-
germinacidn, las plantulas fueron redistribuidas a diferentes tratamientos.

3.2 Tratamiento de shock osmotico

Las plantulas de 7 dias post-germinacion se transfirieron a placas que contenian medio MS +
1,5% +1,2% agar pH 5.7 + 400mM manitol. Este medio de cultivo genera un potencial osmotico
de -1.2 MPa.
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3.3 Tratamiento en gradiente osmotico.

Utilizando un gradientémetro (Figura 9A) y un recipiente vertical con las mismas dimensiones
de una placa de petri de 12.0 cm x 12.0 cm (Figura 9B) generamos el medio de cultivo sélido de
una extension de 4.5 cm. El gradiente osmotico se establecio a través de la mezcla de dos medios,
uno sin manitol y el otro con 400 mM manitol. Esta mezcla produce potenciales osmoticos
crecientes desde 0 MPa hasta -1,2 MPa. Las placas para el crecimiento de las plantas se armaron
colocando de manera secuencial 1 bloque de medio con 400 mM de manitol (3.0 cm), 1 bloque
de medio con gradiente osmotico (4.5 cm) y 1 bloque de medio sin manitol (2.0 cm) (Figura 9C).
Para la preparacion de los medios se trabajé en cdmara de flujo laminar y se utilizaron materiales
y medios esterilizados en autoclave o luz ultravioleta dependiendo de las caracteristicas de los
mismos (ver nota 1 en Anexo).

La formacion del gradiente fue evaluada utilizando el colorante Rojo Congo y mediante ensayos
de germinacion de semillas como se puede observar en la Figura 1 del Anexo.
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A } il
0 mM manitol 2.0 cm
12.0 cm
B Y , e 0 - 400 mM manitol (Gradiente osmatico) 4.5 cm
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} L
12.0 cm

Figura 9. Sistema utilizado para establecer el gradiente osmotico. A. Gradientometro. B. Placa vertical de
acrilico. C. Esquema representativo de una placa de petri que contiene el gradiente osmotico. Se colocd
secuencialmente 1 bloque de medio con 400 mM de manitol (3.0 cm), 1 bloque de medio con gradiente
osmotico (4.5 cm) y 1 bloque de medio sin manitol (2.0 cm).

Se colocaron 5 a 6 plantulas de 7 dias post germinacion por genotipo en la misma placa. Las
puntas de las raices se colocan en 0 mM de manitol en el limite de entrada al gradiente. Se
tomaron fotografias todos los dias para medir el crecimiento de las raices en el gradiente
osmotico y se correlaciond el potencial osmotico alcanzado por las raices a través del tiempo
apoyandonos en una regla (Figura 10) que correlaciona la concentracion de manitol con
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potenciales osméticos estimados utilizando un osmdmetro crioscopico modelo OSMOMAT 030
(Gonotech, Berlin, Germany).

Figura 10. Imagen que muestra como se sembraron las plantulas en las placas de cultivo con gradiente
osmotico. Las plantulas se colocan en 0 mM de manitol y las puntas de las raices se ubican en la entrada
al gradiente. Se muestra la regla que correlaciona las concentraciones de manitol con los potenciales
osmoticos medidos con el osmdmetro modelo OSMOMAT 030 (Gonotech, Berlin, Germany).

3.4 Tratamiento con hormonas.

Se realizaron experimentos con hormonas y algunos inhibidores de hormonas: Auxinas (0,1 uM
IAA - Acido indolacético, Sigma, nimero de catélogo: 18639.5G), citoquininas (1 uM BAP - 6-
Bencilaminopurina, Sigma, nimero de catdlogo: B3408-1G), Brasinosteroides (0,2 uM eBL —
epiBrasinolide, Sigma, nimero de catdlogo: E1641-2MG), Giberelinas (1 uM Ga-3 - Acido
giberélico, Sigma, nimero de catdlogo: G7645-1G), el inhibidor de brasinosteroides (0,5 pM
PCZ- Propiconazole, Supelco, nimero de catadlogo: 45642) y el inhibidor de Giberelinas (1 pM
PAC - Paclobutazole, Supelco, nimero de catalogo: 46046).

Las concentraciones indicadas de hormonas e inhibidores fueron afiadidas al medio de cultivo
control y al medio suplementado con 400mM de manitol.

3.5 Analisis de las tasas de crecimiento.

Las curvas de crecimiento de Col-0 y #t/1 se realizaron para el experimento de gradiente
osmotico. El crecimiento de las raices fue monitoreado y fotografiado diariamente durante 25
dias. Las imagenes fueron tomadas con una camara fotografica digital Sony® Cyber-shot DSC-
HX1. El largo de las raices se midié desde el hipocotilo hasta la punta de la raiz utilizando el
programa libre Image J Fiji (Schindelin et al., 2012).
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3.6 Analisis del meristemo proximal.

Las raices fueron clareadas con una solucion compuesta por 8 volumenes de hidrato de cloral, 3
volumenes de agua destilada y 1 volumen de glicerol.

Una vez clareadas, las raices se montaron en un portaobjeto con 40 pL de la solucion de hidrato
de cloral y se cubrieron con un cubreobjeto.

Los preparados de microscopia fueron observados y fotografiados con el Microscopio de
Epifluorescencia ZEISS — AXIO Imager. M2. Con optica DIC (Contraste de Interferencia
Diferencial) o Nomarski.

Para el andlisis del meristemo proximal se contaron las células del cortex y se tomaron las
medidas de largo y ancho de las mismas, desde el centro quiescente hasta la primera célula
elongada. Este punto fue considerado como el inicio de la ZE, la cual se extendid hasta el primer
pelo radicular. La tultima célula de la ZE fue considerada como la célula mas elongada o “célula
madura” cuyo largo y ancho fue medido (Perilli & Sabatini, 2010).

3.7 Calculo de parametros de crecimiento primario de la raiz.

El calculo de pardmetros se realizd segun (Cole et al., 2014) para las raices crecidas en gradiente

osmatico.

a- Tasa de crecimiento de la raiz: (longitud al dia 25 — longitud al dia de entrada a 300 mM
manitol) / namero de dias.

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

c- Longitud del ciclo celular: ((Cantidad de células en MP/b) * In@)

d- Intervalo entre células consecutivas de la ZT a ZE: 1/b

3.8 Analisis de GUS.

Se evaluaron tres lineas reporteras con promotores de genes fusionados a la 3-glucoronidasa
(GUS): TTL1:GUS, DR5:GUS y tt11 x DR5:GUS. Plantulas de estas lineas fueron sometidas a una
combinacién de estrés y hormonas para evaluar la actividad GUS al realizar la reaccién
histoquimica con el X-Gluc in-vivo. Los tratamientos experimentales para cada linea fueron:

e Control ® Shock osmotico (400mM manitol)
e Control +1 pM Ga-3 ¢ Shock osmotico +1 uM Ga-3
* Control +1 uM PAC ® Shock osmotico + 1 uM PAC
* Control +1 uM BAP * Shock osmotico + 1 uM BAP
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Luego de 30 min en cada tratamiento, se procedid a realizar la tincion de GUS, para esto se
modifico el protocolo de (Weijers et al., 2001). Los tejidos fueron fijados por una hora en 90%
acetona a -20°C. Luego se lavaron dos veces por cinco minutos con buffer fosfato 0.1 M pH 7.0
en condiciones de vacio. Posteriormente los tejidos se infiltraron con buffer de tincién (Tabla 1)
por diez minutos bajo condiciones de vacio y después las muestras se incubaron durante toda
la noche (16 h) a 37°C. Al dia siguiente los tejidos tefiidos con GUS fueron fijados en una mezcla
3:1 de etanol y acido acético. Luego fueron clareados y montados en una gota de una solucion
v/v 1:1 de hidrato de cloral y 20 % acido lactico.

Tabla 1. Composicion para ImL del buffer de tincion utilizado para evaluar la actividad GUS.

Reactivo Volumen (pL)
Buffer fosfato 0.1 M pH 7.0 500

EDTA 0.5 M 2

Tritén 10X 10

X-Gluc (40 mM) (Thermo Scientific, nimero de | 25
catalogo: R0851)

KsFe(CN)s (stock 10 mM) 100
KsFe(CN)s (stock 5.1 mM) 196
Agua ultra pura 167

3.9 Genotipado de #t11.

Para confirmar la presencia de la insercion de T-DNA en homocigosis en el gen TTL1 se realiz6
el genotipado del mutante.

3.9.1 Extraccion de ADN genémico.

Para la extraccion de ADN gendmico se colectaron una o dos hojas de entre 1 cm y 3 cm de
longitud de plantas creciendo en sustrato. Estas fueron maceradas con nitrogeno liquido, luego
se anadieron 175 uL de Shorty buffer (Tabla 2), se continué macerando hasta obtener una mezcla
homogénea y se agregaron 175 pL mas de buffer. La mezcla se centrifugd por 10 min a 13.000 x
g. A 100 uL de sobrenadante se le agreg 175 pL de isopropanol fresco, se mezcld por inversion
y se centrifugd nuevamente durante 15 minutos a 13.000 x g. Se descarto el sobrenadante y se
dejo secar el pellet por 10-15 minutos al aire libre. Luego el pellet con el ADN se resuspendio en
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100 pL de buffer TE (Tris/EDTA) pH 8.0. Se tomd 1 puL de las muestras de ADN como molde
para las PCRs subsecuentes y se guardaron para su conservacion a -20°C.

Tabla 2. Componentes del Shorty buffer

Componente Concentracion

Tris/HCl pH9.0 | 02M

LiCl 04M
EDTA 25 mM
SDS 1%

3.9.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) a tiempo final.

Las reacciones de PCR para amplificar el ADN se realizaron en un volumen final de 10 uL con
el kit Taq DNA polymerase, recombinant (5U/uL) (Thermo Scientific, n® de catadlogo: EP0406)
segun la Tabla 3. En la Tabla 2 del Anexo se listan las secuencias de los cebadores utilizados.
La mezcla se incubd en el termociclador Labcycler 48 de SensoQuest. En la Tabla 4 se exponen
los pasos de ciclado utilizado.

En el caso de ttI1 como es una linea SALK, para genotiparlo es necesario utilizar dos juegos de
primers. Un par correspondiente a la amplificacion del gen de TTL1, y otro par utilizando un
primer Forward (Fw en adelante) que sea complementario al T-DNA insertado en el mutante
(LB SALK) y uno Reverse (Rv en adelante) complementario al gen TTL1 (Koiwa et al., 2006;
Rosado et al., 2006).

At1g53300

0 Prirgw M goQ P’““e'vﬁ\f““‘ 1800 2700 2954

[ I I I I I I I ‘ ‘ ‘
—

Primer Rv TTL1

ATG
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Figura 11. Secuencia de ADN del gen TTL1 (At1g53300). La flecha negra indica el lugar de insercién del
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T-DNA, que da lugar al mutante tt/1. Las flechas verdes indican la ubicacion de los primers utilizados
para genotipar a tt/1. Imagen adaptada de Rosado et al., 2006.

Tabla 3. Reactivos utilizados en una reaccion de PCR de 10 pL.

Reactivos Volumen Concentracion final
10X Taq Buffer 1 uL 1X

25 mM MgCl2 0.6 uL 1.5 mM

10 mM dNTPs 0.2 uL 0.2 mM de cada uno
10 uM Fw Primer 0.2 uL 0.2 uM

10 uM Rv Primer 0.2 uL 0.2 uM

ADN molde 1 uL 10pg -1 g

Taq DNA Polimerasa | 0.05 pL 1.25U0

H20 6.75 pL

Tabla 4. Paso del ciclado de PCR utilizado

Paso Temperatura (°C) Tiempo Ntmero de
ciclos
Desnaturalizacién inicial 95° 90 segundos 1
Desnaturalizacién 95° 30 segundos 35
Temperatura “annealing” Dependiente de 35

primers (tm- 5°C)

Extension 72° 1 milnuto/Kb 35

Extension final 72° 5 minutos 1

3.9.3 Electroforesis en gel de agarosa.

El ADN se corri¢ en un gel horizontal de agarosa 1% en buffer TAE 1X (Tabla 3 Anexo), con 0.2
mM de SyberTMSafeDNA gel stain (Invitrogen, niimero de catdlogo: S33102). Antes de cargar
el ADN en el gel, se los mezcl6 con 2 uL. de DNA Gel Loading Dye (6X) (Thermo Scientific™,
numero de catalogo: R0611).

Las muestras fueron sembradas en el gel junto a un marcador de peso molecular (MPM).
Dependiendo del tamano del amplicon se utilizaron dos MPM: GeneRuler 100bp plus DNA
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Ladder (Thermo Scientific™, nimero de catalogo: SM0321); o GeneRuler 1Kb DNA Ladder,
(Thermo Scientific™, niimero de catdlogo: SM0311).

Se corrio el gel a 100 mV en buffer TAE 1X durante 45 min. La visualizacion del gel se llevo a
cabo en el equipo Dynalight Dual Intensity UV Transilluminator.

En la electroforesis resultante del genotipado del mutante ¢t/1 se espera no obtener bandas en el
carril donde se cargd la PCR con los primers para amplificar TTL1, sin embargo es deseado
obtener una banda en el carril donde se cargd la PCR con el primer Fw complementario al T-
DNA (LB SALK) y Rv complementario a TTL1. En la Figura 2 del Anexo se muestra un patron
tipico de bandas resultante del genotipado de t/1.

3.10 Ensayos de expresion diferencial de genes.

En la Figura 12 se muestra un esquema general de los pasos a seguir para realizar un
experimento de RT-qPCR que se describen a continuacion.

5
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Siembra de semillas de Plintulas crecidas en Cosecha de raices Extraccion de RNA Pasaje del RNA a ¢cDNA Corrida de RT-qPCR con genes de interés
{rabidopsis de Col-0 y 1) Control (7 dias) de raices cosechadas Andlisis de resultados
111 en control por 7 dias 2) 400mM manitol (7 dias) y tratamiendo con DNAsa

3) Gradiente osmético
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Figura 12. Esquema general de un experimento de RT-qPCR.
3.10.1 Extraccion de ARN.

Para los experimentos en medio control y en shock osmotico (400 mM manitol) se utilizaron tres
réplicas bioldgicas, cada una con 50 - 60 raices de plantulas crecidas durante siete dias en cada
condicidn. Para el experimento en gradiente también se contd con tres réplicas bioldgicas, cada
una con 6 — 7 raices de plantulas crecidas durante 25 dias en el gradiente. El MP de estas raices
se encontraba en el rango de 300 — 400 mM manitol. El largo alcanzado por las raices en este
experimento fue suficiente para extraer la cantidad de ARN necesaria para realizar ADN copia
(ADNg).

A partir de las muestras colectadas se realizé la extraccion de ARN con TRIzol™ (Invitrogen™,
numero de catalogo: 15596026) segun las instrucciones del fabricante. El pellet de ARN se
disolvié en 20 uL de agua tratada con DEPC libre de nucleasas (Invitrogen™, niimero de
catdlogo AM9915G). Se tom¢ una alicuota de 1 pL de los ARN para control y se procedio al
tratamiento con ADNasa.
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El ARN fue sometido a un tratamiento con ADNasa I libre de ARNasas (NEB®, numero de
catdlogo M0303S). A 20 uL de ARN se le agregaron 2 uL de buffer 10X y 0.5 uL de enzima (5
unidades) y se incubo6 a 37°C por 10 min en thermoblock, luego se anadieron 2 uL. de EDTA 50
mM. La enzima se inactivo por calor a 75°C por 10 min.

A efectos de evaluar la integridad y cantidad del ARN extraido se corrid una electroforesis en
gel de agarosa al 1% en buffer TAE 1X. El procedimiento seguido fue igual que en el punto 3.9.3.
En cada pocillo se cargd 1 uL. de ARN y 0.2 uL buffer de carga 6X. Ademas del ARN obtenido
luego del tratamiento con ADNasa, también se corrieron las alicuotas tomadas previamente a
este proceso a efectos de descartar la degradacién del ARN generado por una contaminacion
durante el tratamiento. En la Figura 3 del Anexo se puede ver el perfil de bandas de muestras
de ARN obtenido luego de realizar una electroforesis en gel de agarosa 1%.

3.10.2 Sintesis de ADNCc.

Las estimaciones de concentraciones de ARN se realizaron en base a la visualizacion de las
bandas obtenidas en los geles de agarosa y su comparacién con el MPM de 100 pb Plus (Thermo
Scientific™, ntimero de catdlogo: SM0321) de referencia. Estas estimaciones se usaron para la
generacion de los ADNc. La reaccion de retro-transcripcion se llevo a cabo con el kit
SuperScript® IV Reverse Transcriptase (Invitrogen™, namero de catdlogo: 18090050) utilizando
oligo d(T)2 y siguiendo las instrucciones del fabricante.

Con el fin de evaluar la correcta sintesis del ADNCc se realizaron RT-PCRs (PCR a tiempo final
semicuantitativa) segtin el punto 3.9.2 y 3.9.3 utilizando primers de actina (Tabla 2 Anexo) para
diferenciar la amplificacion de ADN gendmico de la de ADNCc (Figura 4 Anexo).

3.10.3 RT-qPCR.

Se utilizaron dos kits diferentes:

* PoweUp™SYBR™ Green Master Mix for qPCR (Applied Biosystems™, nimero de catalogo:
A25742)

* Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master MIX (2X) (Thermo Scientific™, namero de catélogo:
K0222).

Las reacciones de ambos kits se configuraron del mismo modo segtn la Tabla 5.

Se utilizaron las tiras de ocho tubos MicroAmp™ Fast 8-Tube Strip, 0.1 mL junto a las tapas
MicroAmp™ Optical 8-Cap Strips (Applied Biosystems™, nimeros de catdlogo: 4358293 y
4323032 respectivamente).
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Tabla 5. Componentes necesarios para configurar una reaccion de RT-qPCR de 10 pL.

Reactivos Volumen Concentracion final
PoweUp™SYBR™ Green Master Mix (2x)/ Maxima | 5 uL 1X

SYBR Green/ROX qPCR Master MIX (2X)

10 uM Fw Primer 0.6 pL 0.6 UM

10 uM Rv Primer 0.6 uL 0.6 uM

AND molde 1 uL <500 ng

Agua libre de nucleasas 2.8 uL

El termociclador utilizado fue el QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System, 96-well, 0.1 mL
Applied Biosystems™, nimero de catalogo: A28138). Los programas de ciclado y de las curvas

de disociacidon se muestran en la Tabla 6 y 7 respectivamente.

Tabla 6. Programas de ciclado utilizados con cada kit de RT-qPCR.

PoweUp™SYBR™ Green | Maxima SYBR Green/ROX

Master Mix (2x) qPCR Master MIX (2X)
Pasos Temperatura | Tiempo Temperatura | Tiempo Numero

°C) (°O) de ciclos
Activacion UDG 50 2 min 50 2 min 1
Desnaturalizacion inicial 95 2 min 95 10 min 1
Desnaturalizacion 95 15s 95 15s 40
“Annealing”/Extension 60 1 min 60 1 min

Tabla 7. Condiciones de la curva de disociacion utilizada con ambos kits de RT-qPCR.

Paso Tasa de variacion (°C/ s) | Temperatura (°C) | Tiempo
1 1.6 95 15s

2 1.6 60 1 min

3 0.15 95 15s
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3.10.4 Calculo de eficiencia de primers.

Antes de realizar los experimentos de expresion diferencial de genes, es necesario calcular la
eficiencia de los primers de los genes de interés. Para esto se mezclaron diferentes ADNc y se
realizaron 6 diluciones seriadas 1/10. Luego se configuraron 12 reacciones de RT-qPCR segun la
Tabla 6 correspondientes a dos réplicas técnicas de cada dilucion.

Luego de la corrida se extrajeron los valores de CT de cada muestra y se procedio a calcular el
promedio de las réplicas técnicas de cada muestra. Después se graficé una curva estandar
conformada por los logaritmos del valor de las diluciones vs el promedio de los CT de las
muestras para cada dilucion. El resultado esperado es una recta cuyo R? sea proximo a 1y la
pendiente obtenida a partir de la ecuacion de la recta sea proxima a -3.32, ya que este valor
asume una eficiencia de primers del 100%. Luego de obtener la pendiente de la recta, se utiliz6
dicho valor en la siguiente ecuacion:

Eficiencia = (10¢V/pendiente)_1)*100.

En la Tabla 4 del Anexo se muestra la eficiencia de los primers utilizados en este trabajo.

3.10.5 Ajuste de CT de gen housekeeping y experimentos de expresion diferencial de genes.

Para cada ensayo de RT-qPCR se consideraron tres réplicas bioldgicas y dos réplicas técnicas.
Antes de comenzar con los ensayos de expresion diferencial de genes se realizo el ajuste de CT
del gen housekeeping para todas las muestras. Para ello se realiz6 una corrida de RT-qPCR con
las réplicas bioldgicas y técnicas de cada genotipo (Col-0 y ttl1) en las tres condiciones
experimentales (control, shock y gradiente osmotico) con los primers del gen RELACIONADO
A CITOCROMO C OXIDASA (Geng et al., 2013) de Arabidopsis que fue utilizado como gen
housekeeping. Se extrajeron los valores de CT de la corrida de las muestras y se busco que en la
proxima corrida de RT-qPCR el gen housekeeping amplificara aproximadamente en los mismos
valores de CT en todas las muestras (entre 18 y 20). Esto se logré mediante la ecuacion:

Ajuste CT =2 (ctque quiero - ct que tengo),

Para los célculos del fold-change o tasa de cambio de la expresion de los diferentes genes
evaluados, se sigui6 el método 222 propuesto por Livak (Livak & Schmittgen, 2001). Es
importante mencionar que si las eficiencias de los pares de primers que se utilizaron en un
ensayo de expresion diferencial de genes no poseen una eficiencia similar y entre el 90% y el
110%, entonces para calcular el fold-change es necesario aplicar el ajuste matematico de Pfaffl
(Pfaffl, 2001). En cada corrida de qPCR se incluyeron los primers para amplificar el gen
housekeeping. Las muestras de Col-0 en control se usaron como condicion calibradora para
normalizar los ACT de las muestras de Col-0 en shock y gradiente osmotico, y de tt1 en control,
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shock y gradiente osmdtico. Ademas en cada experimento, se incluyd un control negativo con

ausencia de molde de ADNc.

En la Figura 5A del Anexo se ejemplifican las curvas que se obtuvieron a partir de un

experimento de RT-qPCR. Las curvas de disociacion se utilizaron como un indicador de una

correcta amplificacion (Figura 5B del Anexo). En la Tabla 8 se indican las secuencias de los

primers utilizados en los ensayos de RT-qPCR.

Tabla 8. Secuencia de primers utilizados en los experimentos de RT-qPCR

Gen a amplificar

Secuencias de los primers

RELACIONADO A CITOCROMO C
OXIDASA (AT4G37830)

Fw:5- GCG ATT GTA CGT TCA GCT CTT TC-3'

Rv:5- GTG CTC TTT GTT GTG CTT CAC C-3’

CESA1 (AT4G32410)

Fw:5- TCA TCA TAC CCG AGA TAA GCA AC-3

Rv:5- ACG ACT GGT AGC CAA CTG TTT AC-3

CESA3 (AT5G05170)

Fw: 5- CGT GCT GAC AGG ACC AGT ATT-%

Rv: 5- CTT ACT CGT GGG AAG GGA GAG G-¥

CESA6 (AT5G64740)

Fw: 5- ACA GCA CAG AAA GTG CCT GAG-¥

Rv: 5’- GGA GCA TTT GAT AGA ACC CCA-3'

TTL1 (AT1G53300)

Fw: 5'- GCTAGCCAAATCGATCCAAG-¥

Rv: 5-AGCTCCCCATCTTTCCATCT-3’

TTL3 (AT2G42580)

Fw:5'- ATG GTG GAT GTG GAG GAG AG-3’

Rv: 5’- AGC AGA GCC AAA CTC CAA AA-3

TTL4 (AT3G58620)

Fw: 5-ACCCGCTGTCACTTCTCAGT-3

Rv: 5’- CTAACGGAGGCTCGTGTAGC-3'

PECTATO LIASA12 (AT5G04310)

Fw:5'-CGG AAG GTG ACGTTA TGG TT-3'

Rv: 5-TCA ATG TGA AAA GCC CAT CA-3'

CSLA9 (AT5G03760)

Fw: 5'-TCG GTT TAC TCG AAG GAG GA-3

Rv: 5-GAT TGC TTG TGC GAA AAG GT-3'

EXPANSINA 1 (AT1G69530)

Fw:5'-AAG GCT ATG GAA CCA ACA CG-3

Rv: 5-ATT TTC GCC ACT GGA ATT G-3

AHAT (AT2G18960)

Fw:5-AAT TTT CGC CAC TGG AAT TG-3'

Rv: 5-ACC AAC TCC TTG ACC TGG TG-3'
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AHA?2 (AT4G30190) Fw: 5'-TGC TCA AAG GAC ACT TCA CG-3'

Rv: 5GCC CIT TAG CTIT CAC GAC TG-3'

CYCD3:1 (AT4G34160) Fw: 5'-CCTCTCTGTAATCTCCGATTCAA-3'

Rv: 5- AAAGGGTTTGCATCAATCACG-3'

BES1 (AT1G19350) Fw:5'- CGA GTT GGT GAT CCA CAC AAT A-3'

Rv: 5-GGA GGA AGC GAT GAA GGA ATA C-3'

BAK1 (AT4G33430) Fw: 5-GTC AGA AAG TAG TGT CGC CA-3

Rv: 5'-ACT TGT AGC GTC AGG ACA GC-3'

DWF4 (AT3G50660) Fw:5'- GTG GGT GGA AAG TGT TAC CG-3

Rv: 5 -CTG TTG CCA TCT CCA AGG AT -3"'

CPD (AT5G05690) Fw:5'-AGC AAC TCG GTA ACG ACA GG-3'

Rv: 5'- CAG AGA GTG CAA CCCTAG CC-3

3.11 Preparacion de la muestra y extraccion de ARN para analisis de
transcriptoma.

Se crecieron plantulas en placas de Petri cuadradas durante 7 dias sobre tafeta de seda
previamente colocada sobre el medio de crecimiento descripto en la seccion 4.2. La diseccion se
realizé bajo el estereomicroscopio Olympus SZ61 (Olympus, Tokyo, Japan). Se realizé la
diseccion del meristemo proximal de raiz a 0.5 mm desde la punta, incluyendo la cofia y la zona
de divisién celular, Figura 2). Se colectaron alrededor de 300 puntas para cada replica biologica
y se usaron 3 réplicas biologicas independientes para el analisis transcriptomico. Las puntas de
raices fueron colocadas en 50 pL. de buffer de extraccion del kit ARCTURUS™ PicoPure™ RNA
Isolation Kit (Applied Biosystems™, ntiimero de catdlogo: KIT0204) en la tapa del tubo de
microcentrifuga previamente rotulado y rapidamente congelados en nitrégeno liquido. Las
puntas fueron maceradas con un pistilo. E1 ARN total fue extraido siguiendo las instrucciones
del fabricante del kit ARCTURUS, eluyendo las muestras en un volumen final de 14 pL. La
concentracion de ARN fue determinada en un Qubit™ 4 (Invitrogen™, nimero de catdlogo:
Q33240), y la calidad de las muestras fue evaluada usando el Bioanalyzer Agilent 2100 (Agilent
Technologies, Santa Clara, California, USA).
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3.12 Puesta a punto de preparacion de librerias para ARN-seq para plataformas
de secuenciacion nueva generacion Illumina.

Se utilizaron 400 ng de ARN total para depletar el ARN ribosomal utilizando riboPOOL Kit_v1-
4 (siTOOLs Biotech GmbH) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, el ARN total
se hibridizé con sondas de ADN biotinilidas disefiadas para hibridar con ARN ribosomal
(ARNr) perteneciente al citoplasma y organelos celulares, permitiendo la remocién con esferas
magnéticas recubiertas con estreptavidina. Una vez finalizada la remocion del ARNTr, se
limpiaron los concentrados de buffers y sales del ARN remanente mediante precipitacion con
etanol y purificacidn a través de esferas SPRI.

10 ng de ARN depletado de ARNr fueron utilizados para generar la libreria utilizando Collibri
Stranded RNA library Prep Kit for Illumina™ Systems (Invitrogen™, n° de catdlogo:
A39003024). Se fragmentd el ARN utilizando ARNase III a 30°C durante 3 minutos para obtener
fragmentos de aproximadamente 300 pb. Estos fragmentos fueron purificados para hibridizar
con la mezcla de adaptadores (es un set de oligonucle6tidos de ARN/ADN con secuencias
monohebras degeneradas en un extremo y una secuencia definida en el otro). Una vez
hibridados, los adaptadores son ligados. A partir de la poblaciéon de ARN con adaptadores
ligados se sintetizan ADNc con la enzima SuperScript IV. Luego el ADNc es amplificado a través
de PCR incorporando los adaptadores compatibles con secuenciacion Illumina, generando
librerias listas para secuenciacion de lectura tinica o pareada.

3.13 Puesta a punto de ensayos de inmunopurificacion de polisomas.

3.13.1 Confirmacion de la presencia de RPL18 en la linea sobreexpresante 35S::HF-RPL18

Las lineas 355::HF-RPL18 y ttl1 x 355::HF-RPL18 seran utilizadas para realizar ensayos a futuro
de inmunopurificacién de polisomas mediante la técnica TRAP (Translating Ribosome Affinity
Purification, (Jin & Xiao, 2018; Zanetti ef al., 2005).

Las semillas comerciales 35S::HF-RPL18 adquiridas del ABRC stock (https://abrc.osu.edu/,
Zanetti et al., 2005) fueron genotipadas para confirmar la presencia de RPL18. En la Figura 13 se

muestra la construccion 35S:: HF-RPL18 y se indica la posicidn de los primers utilizados para
comprobar la presencia de RPL1S.

Las plantas positivas para RPL18 se conservaron para semillar y ademads se colecté material
vegetal para extraer proteinas totales.
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Figura 13. Esquema de la construccion 355::HF-RPL18. 355: promotor fuerte 35S del virus del mosaico de
la coliflor (CaMV), HF: etiqueta His-FLAG, OCS: terminador 3'OCS, NPTII: gene de resistencia a
kanamicina, LB: left border (borde izquierdo) del T-ADN, RB: right border (borde derecho) del T-DNA,
355m: 820 nt del promotor fuerte 35S del CaMV, niimeros: longitudes nucleotidicas estimadas para las
secuencias de ADN. Las flechas negras indican la direccion de la transcripcion. Las flechas verdes indican
la posicion de los primers forward y reverse utilizados para verificar la presencia de la construccion en
las plantas de Arabidopsis. Imagen adaptada de Mustroph et al., 2009.

3.13.2 Obtencion del extracto proteico y cuantificacion SDS-PAGE y Western blot.

A partir de 50-60 mg de hojas de plantas de las lineas de interés se realiz6 una extraccion de
proteinas totales. Las hojas fueron congeladas en nitrégeno liquido y maceradas hasta obtener
un polvo fino. A este macerado se le anadid buffer de extraccion de proteinas (Tabla 5 Anexo)
en una relacién 5:1 (buffer: tejido), y se centrifugd a 4°C y a 13.000 x g durante 10 min. El
sobrenadante se paso a un tubo eppendorf de 1,5 mL nuevo y se centrifugé nuevamente con las
mismas condiciones. Se volvid a traspasar el sobrenadante a un eppendorf nuevo. Luego se
cuantificaron las proteinas mediante el método de Bradford (SIGMA, n° de catalogo: B6916-500
mL). Se partié de una curva de calibracién con BSA (0 mg/mL, 0.25 mg/mL, 0.5 mg/mL, 1.0
mg/mL y 1,4 mg/mL). Una vez conocida la concentraciéon de proteina en cada muestra, se
diluyeron las muestras mas concentradas a efectos de igualar las concentraciones a cargar en el
gel de poliacrilamida, ademas se afiadieron 5 uL de buffer de carga con SDS (Tabla 6 Anexo).
Por ultimo, antes de cargar las muestras en el gel, estas se calentaron a 95°C por 5 min para
desnaturalizar las proteinas. Una vez transcurrido el tiempo, las muestras se colocaron
rapidamente en hielo.

3.13.2.1 Elaboracion de geles de poliacrilamida.

Se elaboraron dos geles de poliacrilamida al 12% (Tabla 7A y B Anexo), uno para evaluar la
calidad y concentracion del extracto proteico mediante tincion con azul de Coomassie y el otro
para transferir a una membrana de PVDF (Roche, nimero de catdlogo: 03010040001) mediante
western blot.

Las muestras se cargaron en el gel de carga, y se corrieron con buffer de corrida (Tabla 8 Anexo)
a 80 mV hasta que alcanzaron el gel de corrida, una vez alli el voltaje se subio a 100 mV, y el gel
corrié por 45-60 min mas. Luego se transfirido uno de los geles a un recipiente con solucion de
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commassie (Tabla 9 Anexo) y se dejo en agitacion por una hora. Luego se descarto la solucion y
se realizaron cuatro lavados en agitacion con solucion de destefiido (Tabla 10 Anexo).

3.13.2.2 Western blot.

El segundo gel corrido se sumergid en buffer de transferencia (Tabla 11 A y B Anexo) durante
10 min junto con dos papeles Whatman, dos esponjas, y una membrana de PVDF activada
previamente en metanol. Se arm¢ el dispositivo de transferencia, se lo coloco en la cuba y se
transfirio durante una hora a 100 mV. Una vez finalizada la transferencia, se desmontd el
dispositivo y la membrana se tifié con rojo Ponceau al 0.5% (Tabla 12 Anexo) hasta que aparecio
la sefal. Se lavd con agua destilada y se incubd con TBS (Tabla 13 Anexo) durante 10 min en
agitacion a temperatura ambiente, se descarté la solucion y se lavd dos veces mas.
Posteriormente se bloqued la membrana con solucion de bloqueo 5% [5 g leche en polvo
descremada/100 mL TTBS (TBS 1X + Tween 20 0.05%)] durante 1 h a temperatura ambiente. Esta
solucion se descartd y se realizaron tres lavados de 10 min con TTBS.

Con el objetivo de detectar la proteina RPL18 marcada con la etiqueta His-FLAG, se afadio6 la
solucion del anticuerpo primario anti FLAG (dilucion 1:1000 en solucién de bloqueo. Sigma,
numero de catdlogo: F3165) a la membrana y se la incubd a 4°C durante toda la noche. Al dia
siguiente se descartd la solucion del anticuerpo y se lavo la membrana tres veces por 10 min con
TTBS.

Luego se agrego la solucion del anticuerpo secundario conjugado a una peroxidasa (HRP), anti
mouse para el anticuerpo primario anti FLAG (dilucién 1:80.000 en solucién de bloqueo. Sigma,
numero de catdlogo A9044). Se incubd la membrana durante una hora a temperatura ambiente
y se realizaron tres lavados consecutivos de 10 min con TTBS.

Por ultimo se incubd la membrana con el sustrato Clarity™ Western ECL substrate (BioRad,
numero de catdlogo: 170-5061) o Supersignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate
(Thermo Scientific, nimero de catalogo: 34095) y se la reveld con el Blot Scanner c-Digit® de Li-
cor®

3.13.3 Generacion de la linea ##11 x 35S::HF-RPL18 mediante cruzamiento.

Una vez confirmada la presencia de la proteina RPL18 por western blot se procedio a cruzar la
linea 35S::HF-RPL18 con el mutante ft/1. Se utilizé a tt/1 como donador de polen. Esta eleccion
se debid a que las plantas de la linea comercial 355::HF-RPL18 resultaron ser plantas semi-
estériles que poseian un menor nimero de granos de polen en comparacion con una flor de Col-
0. Por esta razon los gineceos desnudos de plantas de 35 dias en el estadio 12 (Smyth et al., 1990)
pertenecientes a la linea 355::HF-RPL18 se utilizaron como receptores del polen del mutante
ttl1. Hasta este punto se llego en este trabajo, de todas formas en el futuro las semillas obtenidas
de la cruza (F1) se creceran en sustrato hasta obtener semillas. Estas semillas (F2) se sembraran
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para obtener las plantas doble homocigotas, con una prediccion de proporcion de 1/6 de la
progenie de este genotipo (Cuadrado-Pedetti, Tesis de Maestria, 2020). Se colectard y congelara
en nitrogeno liquido, material vegetal de las plantas cuando las hojas de las rosetas alcancen
entre 1 a 3 cm de largo. Se extraera ADN de dicho material y se analizaran los dobles
homocigotas por genotipado de T-DNA (Figura 11) y presencia de RPL18 (Figura 13). La cruza
generada se nombrara t#/1 x 35S::HF-RPL1S.

3.14 Software y bases de datos utilizados.

Las fotografias de microscopia fueron tomadas con el Zeiss — ZENpro-Imaging Software del
microscopio utilizado. El andlisis fotografico se realizo en el paquete de procesamiento de

imagenes Fiji del software Image] (https://imagej.net/software/fiji/). El compilado y edicién de
algunas imagenes se realizd con el programa Adobe Photoshop 2021 version 22.3.0.

El tratamiento grafico y estadistico de datos se realiz6 con el programa Excel del paquete
Microsoft Office Professional Plus 2013.

El andlisis estadistico de las tasas de crecimiento de Col-0 y #t/1 se realiz6 mediante un ANOVA
y se considero significativo un p-valor < 0.001. Las demds comparaciones estadisticas se
realizaron mediante la prueba T de Student considerando un resultado significativo cuando el
p-valor < 0.05.

Se utilizo la base de datos de libre acceso de Arabidopsis, TAIR (https://www.arabidopsis.org/)

para obtener las secuencias de ADN y ARNm de los genes de interés, asi como también para el
uso de las herramientas que esta base de datos brinda como el BLAST o la integracion que
incluye del eFP browser.

La base de datos eFP browser (https://bar.utoronto.ca/efp//cgi-

bin/efpWeb.cgi?dataSource=Regeneration) fue utilizada para visualizar los niveles de expresion

de TTL1 luego de la aplicacion de diversas hormonas.

La evaluacion in-silico de los primers utilizados se realiz6 con los software online OligoAnalyzer
de IDT (https://www.idtdna.com/calc/analyzer) y con la herramienta Primer-BLAST de NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).

La evaluacion in-silico de promotores se realizd con el software publicamente disponible
PlantPAN 4.0 (http://plantpan.itps.ncku.edu.tw/plantpan4/index.html).
La visualizaciéon de secuencias de ADN y de primers se realizo en el software libre SnapGene™

Viewer versién 7.0.3.
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4. Resultados

En los estudios previos de Cuadrado-Pedetti et al., 2021; Lakhssassi et al., 2012; Rosado et al.,
2006, existe evidencia de que la ausencia del gen TTL1 causa hipersensibilidad al estrés osmético,
lo que genera una desaceleracion en la tasa de crecimiento de la raiz primaria de Arabidopsis y
un fenotipo de expansion celular exacerbada en las células del MP. Para entender el rol de TTL1
en las respuestas transcripcionales de las raices durante la adaptacion al estrés osmdtico, en este
trabajo se estudio el crecimiento en un medio de gradiente de potenciales osmoticos, el cual
simula un suelo en el que las raices van encontrando cada vez menos disponibilidad de agua.
Para ello se utilizaron datos obtenidos previamente del crecimiento de las raices bajo
condiciones de shock osmotico (Cuadrado-Pedetti et al., 2021), y se los compard con los datos
obtenidos a lo largo de este trabajo del crecimiento primario de las raices bajo condiciones de
gradiente osmotico (0 a -1,2 MPa de potencial osmético).

4.1 Tasa de crecimiento de las raices de Col-0 y ¢£I1 en condiciones de gradiente
osmotico.

La tasa de crecimiento de la raiz primaria depende de un balance delicado entre division,
expansion y diferenciacion celular (Cuadrado-Pedetti et al., 2021; Chaiwanon et al., 2016;
Cederholm et al., 2012).

Para evaluar el crecimiento de la raiz primaria de /1 en condiciones crecientes de potencial
osmotico (0 a -1.2 MPa; 0 a 400 mM manitol) se midi6 la longitud total de las raices de las
plantulas a partir del dia en que se las colocé en el gradiente (dia siete post germinacion) por 25
dias para obtener las curvas de crecimiento.

La primera observacion interesante fue que a potenciales osmoticos crecientes las raices de
muchas plantulas se curvaban buscando el agua (Figura 14), algunas raices llegaron a 300 mM
manitol y otras a 400 mM manitol, en el periodo de 25 dias, lo que nos llevo a calcular las tasas
de crecimiento por rango de concentraciones de manitol (0-50 mM; 200-300 mM y 300-400 mM
manitol, Figura 15).

La segunda observacion fue que las tasas de crecimiento de las raices crecidas en el gradiente
osmotico se desaceleraban menos que en el shock osmotico. La longitud final de la raiz primaria
de Col-0 luego de 25 dias creciendo en el gradiente fue 6.154 + 1.02 cm y su tasa de crecimiento
fue de 0.262 + 0.02 cm/dia. La longitud final de la raiz primaria de tt/1 en el gradiente fue de
5.345 + 0.884 cm y la tasa de crecimiento fue 0.215 + 0.02 cm/dia. Los resultados obtenidos en el
gradiente osmatico se compararon con las tasas de crecimiento de Col-0 y /1 obtenidas por
Cuadrado-Pedetti et al., 2021 en condiciones control y de shock osmético (Figura 15). Luego de
25 dias de crecimiento en gradiente osmotico la tasa de crecimiento de Col-0 fue un 44% menor
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a la tasa crecimiento observada en condiciones de crecimiento control (Col-0: 0.395 + 0.01 cm/
dia). La tasa de crecimiento del mutante t/1 experimento una reduccion del 62% luego de crecer
durante 25 dias en potenciales osmoticos crecientes en comparacion a su tasa de crecimiento en
condiciones control (#t/1: 0.38 + 0.01 cm/dia). En cambio, la reduccion en la tasa de crecimiento
observada luego de 7 dias a un potencial osmoético de -1.2 MPa fue de 88% para Col-0 y 95%
para ttl1 en comparacion a la tasa en crecimiento control.

Figura 14. A potenciales osmoéticos crecientes las
raices de muchas plantulas se curvan buscando
agua. Se muestran las plantulas de Col-Oy tt/1 enel
gradiente osmético en el dia 10.

Shock osmoético Gradiente osmotico

- Col-0
Col-0Control ____—— 0 5omM
Col-0
Col-0 300 mM 200-300 mM
Col-0
Col-0 400 mM 300-400 mM
1
111 Control 0-50 mM
i1
#11 300 mM 200-300 mM
i1
R mp—— 300-400 mM
0.0 0.1 0.3 0.4
Tasa de crecimiento (cm/dia) Tasa de crecimiento (cm/dia)
B
Control 300 mM 400 mM 0-50 mM 200-300 mM | 300-400 mM
manitol manitol manitol manitol manitol
Col-0vs tt/1 | NS w & Col-Ovsttll | * & &

Figura 15. El crecimiento en gradiente osmotico genera una desaceleracion del crecimiento menos
abrupta que el crecimiento en shock osmético. A. Frecuencias poblacionales de las tasas de crecimiento
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de la raiz de Col-0 y #t/1 en condiciones de shock osmotico (400 mM manitol, datos de Cuadrado-Pedetti
et al., 2021) y gradiente osmotico (0-400 mM manitol). Con respecto a Col-0 control, bajo condiciones de
shock osmético (400 mM manitol) Col-0 redujo su tasa de crecimiento 88% y tt/1 95%. Sin embargo, bajo
condiciones de gradiente osmotico Col-0 desacelerd su tasa de crecimiento un 44% y ttl1 un 62% en
comparacion a sus tasas de crecimiento en condiciones control. La representacion se realizd con el
paquete “ggridges” del software R. Se utilizé un n>10 plantas por cada genotipo en cada condicion
experimental evaluada. B. Tablas con las significancias resultantes de las comparaciones estadisticas
entre Col-0y tt/1 para cada tratamiento. El analisis realizado fue ANOVA y se considero significativo un
p-valor <0.001.

4.2 Analisis del MP de raices de Col-0 y #t/1 bajo condiciones de gradiente
osmotico.

Se analizo el MP de raices crecidas durante 25 dias en el gradiente osmético utilizando
microscopia con Optica Nomarski. En la Figura 16 se muestra la estructura del MP de las raices
de Col-0y ttl1 que alcanzaron el rango de 300-400 mM manitol tras crecer durante 25 dias en el
gradiente osmotico. No se observa el fenotipo de expansion radial exacerbada en las células del
meristemo de ft/1, que si se ve en condiciones de shock osmotico (Figura 8C), es decir que no se
observa una interrupcion en el crecimiento anisotropico de las células epidérmicas de la zona
de elongacion.

Se cuantificé el numero de células corticales del MP desde las células madre iniciales cercanas
al centro quiescente hasta la primera célula elongada delimitante de la ZT (Perilli & Sabatini,
2010, Figura 17A). Para Col-0, el numero de células en el MP fue en promedio de 43 + 5 células
en condiciones de crecimiento control. Luego de 25 dias de crecimiento en el gradiente osmaotico
se observd que el nimero de células en el MP de Col-0 se redujo un 49% (el MP contaba en
promedio con 22 * 4 células; Figura 17A), a diferencia de lo observado luego de 7 dias de
crecimiento a -0.7 MPa y -1.2 MPa de potencial osmético en donde se observé un 30% y 72% de
reduccion, respectivamente (Cuadrado-Pedetti et al. 2021).

El namero de células en el MP de tt/1 en condicion control fue en promedio de 33 + 5 células. El
mutante redujo el nimero de células del MP en 51% (el MP contaba en promedio con 21 + 3
células; Figura 17A) con respecto a Col-0 control, cuando crecié durante 25 dias en el gradiente
osmotico. Contrariamente luego de 7 dias de crecimiento a -0.7 MPa y -1.2 MPa de potencial
osmotico, el mutante redujo el nimero de células en el MP en un 42% y 76% con respecto a Col-
0 control, respectivamente (Cuadrado-Pedetti et al. 2021).

Otro parametro evaluado fue el largo de la célula madura (célula mas elongada en la ZE, Perilli
& Sabatini, 2010). En las raices de Col-0 crecidas durante 25 dias en el gradiente osmotico, el
largo de la célula madura fue de 75.38 + 14.5 um, lo que representa una reduccion de un 49%
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con respecto al crecimiento en condiciones control (146.53 + 16.02 um), mientras que este
parametro en la raiz de t/1 fue de 82.89 + 9.06 um, lo que representa una reduccion del 43% con
respecto a Col-0 control (Figura 17B). Este pardmetro no fue diferente estadisticamente entre
Col-0y tt1 (T. Student p-valor < 0.05). El crecimiento durante 7 dias en shock osmético provoco
una reduccion del largo de la célula madura en un 76% (el largo de la célula madura era de 35.92
+ 722 um) y 73% (el largo de la célula madura era de 39.45 + 6.54 um) para Col-0 y tt1,
respectivamente (Figura 17B). Este parametro no fue diferente estadisticamente entre Col-0 y
ttl1 (T. Student p-valor < 0.05).

=

:
)
¥

N
-

|

R! l-!

100 pm

Figura 16. ttl1 no presenta el fenotipo de expansion celular exacerbada en su MP luego de 25 dias de
crecimiento en gradiente osmotico. Estructura del MP de las raices de Col-0 y tt/1 que alcanzaron el
rango de 300-400 mM manitol luego de crecer durante 25 dias en el gradiente osmdtico. NCM: Nicho
células madre. MP: Meristemo proximal. ZT: Zona de transicién. Imagenes tomadas con el Microscopio
de Epifluorescencia ZEISS — AXIO Imager. M2. Con 6ptica Nomarski y un aumento 20X.
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Figura 17. El crecimiento en gradiente osmatico generd una disminucion menos abrupta en el numero
de células en el MP y en el largo de las células maduras en Col-0 y #t/1. En A nimero promedio de
células en el MP y en B longitud promedio de la célula madura de raices de Col-0 y ¢t/1 en condiciones
control, de shock osmotico (datos tomados de Cuadrado-Pedetti et al., 2021) y de gradiente osmotico.
Con respecto a Col-0 en control, en condiciones de shock osmotico (400 mM manitol) Col-0 redujo su
numero de células en el MP en 72% y ttI1 en 76%. Sin embargo, en el rango de 300 — 400 mM manitol,
Col-0 sufrié una reduccién del 49% en el numero de células del MP y t/1 del 51%. Las raices de Col-0 en
shock osmético (400 mM manitol) sufrieron una reduccion en el largo de la célula madura del 76% y las
de ttl1 del 73% con respecto a las raices de Col-0 en condicion control. Sin embargo, las raices de Col-0
crecidas durante 25 dias en el gradiente osmotico experimentaron una disminucién en el largo de la
célula madura de 49%, mientras que la reduccion del largo de la célula madura de #/1 con respecto a
Col-0 control fue del 43%. Se utiliz6 un n > 10 plantas de cada genotipo para cada condicion. Letras
diferentes (a y b) corresponden a significancia estadistica evaluada mediante Test de Student (p < 0.05).
Las barras de error corresponden al desvio estandar.

El nimero de células corticales del MP fue utilizado para estimar la tasa de produccién celular
y la duracion del ciclo celular de las raices de Col-0 y ttI1 crecidas durante 25 dias en el gradiente
osmotico (Tabla 9).
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En condiciones control la tasa de crecimiento de Col-0 y ttI1 no fue estadisticamente diferente
segun la prueba T. Student (p-valor < 0.05). Sin embargo, la tasa de produccion celular en tt/1
fue significativamente mayor, pero el largo del ciclo celular y el tiempo que demoraron las
células en pasan de la ZT a la ZE fue menor en comparacién a Col-0 (Tabla 9).

El crecimiento durante 25 dias en gradiente osmoético provoco una disminucion en la tasa de
produccion celular del MP de las raices de Col-0 en comparacion al crecimiento en condiciones
control, al igual que el largo del ciclo celular (Tabla 9). Sin embargo, el tiempo que demoraron
las células en pasar de la ZT a la ZE aumentd en comparacion a lo observado en condiciones de
crecimiento control.

Por otro lado, cuando ¢#tI1 fue crecido durante 25 dias en gradiente osmotico redujo su tasa de
produccion celular pero aumento el largo del ciclo celular y el tiempo en que demoran en pasar
dela ZT ala ZE en comparacion a lo observado cuando es crecido en condiciones control (Tabla
9). El crecimiento en gradiente osmotico provocd una disminucion estadisticamente significativa
[segun T. Student (p-valor < 0.05)] de la tasa de produccién celular de ¢t/1 con respecto a Col-0,
asi como un aumento en el largo del ciclo celular y en el tiempo en que las células de la ZT
demoraron en pasar a la ZE (Tabla 9).

Tabla 9. Pardmetros de crecimiento en el MP en raices de Col-0 y tt/1 en condiciones de crecimiento
control y de gradiente osmotico. Se utilizo un n > 10 plantas de cada genotipo para cada condicion. Letras
diferentes entre Col-0 y tt/1 indican diferencias estadisticamente significativas segun Test de Student (p
<0.05).

Control
Parametros de crecimiento de MP Col-0 | ttl1
Tasa de crecimiento (pm/h) 162.5+5.0 (a) 158.3 + 4.58 (a)
Tasa de produccion celular (cel/h) 1.25+0.21 (a) 1.76 £ 0.39 (b)
Largo del ciclo celular (h) 24.6 £4.9 (a) 13.7 +3.7 (b)
Intervalo entre células consecutivas de la ZT a ZE (h) 0.82 +0.13 (a) 0.59+0.14 (b)

Gradiente osmotico (0 a -1,2 MPa, 300-400mM manitol)

Parametros de crecimiento de MP Col-0 1
Tasa de crecimiento (um/h) 54.0 £ 14.5 (a) 41.5+16.3 (b)
Tasa de produccion celular (cel/h) 0.78 £0.24 (a) 0.52+0.22 (b)
Largo del ciclo celular (h) 18.6 + 6.7 (a) 25.0+4.3 (b)
Intervalo entre células consecutivas de la ZT a ZE (h) 1.42 +0.21 (a) 1.8 +0.38 (b)

En resumen, la reduccion en la tasa de crecimiento de Col-0 luego de 25 dias en gradiente
osmotico con respecto al control, se debi6 al menor niimero de células en el MP, resultado de
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una menor tasa de produccion celular acompafada de un aumento en el tiempo que demoran
las células en pasar de la ZT a la ZE, y ademads una disminucion en el largo de la célula madura.
ttl1 luego del crecimiento durante 25 dias en el gradiente osmotico, sufrié una reduccion en su
tasa de crecimiento como consecuencia de una menor tasa de produccion celular y un ciclo
celular mas largo que resulté en un menor nimero de células en el MP, ademas de un aumento
en el tiempo que demoraron las células en pasar de la ZT a la ZE, seguida por una menor
longitud de la célula madura.
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4.3 Prediccion de los motivos de union a la region promotora de TTL1

La presencia de motivos de unién de factores de transcripcion involucrados en las vias de
senalizacion de hormonas en la region promotora de TTL1 podria implicar la posibilidad de
activacion o represion del gen TTL1 en presencia de las hormonas.

Analizamos la region promotora de TTLI en busca de motivos de regulacion en respuesta a las
hormonas que regulan el crecimiento del MP de raiz en Arabidopsis. Encontramos motivos para
brasinosteroides, auxinas y citoquininas de los cuales se presenta su ubicacion en la Tabla 10.

Tabla 10. Prediccion de los motivos de unioén a 2000 pb de la region promotora de TTLI1. La tabla muestra
la posicion de los motivos predichos que resultaron del andlisis utilizando PlantPAN 4.0 (Chow et al.,
2019). CANNTG corresponde al motivo responsivo a BRs (Novakovi¢ et al., 2018; Cheng et al., 2017),
TGTCTC es el motivo responsivo a auxinas (Miranova et al., 2014) y AGATHY (Xie et al., 2018) es el
motivo de responsivo a citoquininas. A: Adenina. C: Citosina. G: Guanina. T: Timina. N: Base no
especificada. H: A, C o T. Y: base pirimidinica (C o T). Se utiliz6 la el software publico Plant.PAN 4.0

CANNTG

Position | Strand | Hit sequence | Located in Tandem repeat | Located in CpG island
143 + caagtg NO NO
269 + catgtg NO NO
318 - catgtg NO NO
714 + catttg NO NO
753 - catgtg NO NO
786 - catatg NO NO
824 - catatg NO NO
1002 - catttg NO NO
1066 - catttg NO NO
1147 - cacatg NO NO
1332 - catatg NO NO
1462 + caaatg NO NO
1561 - cagatg NO NO
1741 - caactg NO NO
1834 + cagtig NO NO
TGTCTC
Position | Strand | Hit sequence | Located in Tandem repeat | Located in CpG island
1635 # tgtctc NO NO
AGATHY
Position | Strand | Hit sequence | Located in Tandem repeat | Located in CpG island
311 - agattt NO NO
885 + agatat NO NO
915 - agattc NO NO
936 : agatct NO NO
1226 + agatac NO NO
1356 . agatat NO NO
1475 + agattt NO NO
1811 + agattt NO NO
1927 - agatat NO NO
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4.4 Analisis del MP de raices de Col-0 y #tI1 en respuesta a distintas hormonas e
inhibidores.

4.4.1 Respuestas a hormonas e inhibidores en condiciones de crecimiento control.

Se evalud la respuesta del MP al tratamiento con las siguientes hormonas: 1 uM BAP, 1 uM Ga3,
0,1uM AIA, 0,2 pM BL y los siguientes inhibidores hormonales 0,5 pM PCZy 1 uM PAC. En la
Figura 18 se muestran las imagenes obtenidas por microscopia con 6ptica Nomarski del efecto
de la exposicion por 24 h a los tratamientos en medio de crecimiento control. En condiciones de
crecimiento control, Col-0 tiene mads células en el MP que tt/1. En la seccion C de la Figura 18 se
muestra el nimero de células en el MP de Col-0 y t#1 luego de la exposicion a los tratamientos
antes mencionados. Ambos genotipos respondieron reduciendo el niumero de células en el MP
ante los tratamientos con respecto a Col-0 control (Figura 18C). Ademads, conservaron las
diferencias estadisticamente significativas entre el nimero de células a excepcién del
tratamiento con 0.5 uM PCZ (Figura 18C). Col-0 respondio a los tratamientos con 1 uM Ga-3,
1uM PACy 0.2 uM BL reduciendo el numero de células con respecto al tratamiento control, sin
embargo tt/1 mantuvo el mismo namero de células que en el control.

Curiosamente, la aplicacion de 1 uM BAP y 0.1 uM AIA al medio control generd la maxima
reduccion en el nimero de células en el MP de ttl1 con respecto a Col-0 en condiciones control.
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Col-0 ttl1 Col-0 ttl1

Control Control + 1uM BAP Control + 1uM Ga-3 Control + 1uM PAC

Col-0 ttl1 Col-0
Control Control + 0.1uM AIA Control + 0.5 yM PCZ

N° de células en el MP
4,7
I

Figura 18. Los tratamientos control suplementados con 1 uM BAP y 0.1 AIA uM son los que
provocaron una mayor reduccion del namero de células en el MP de #t/1. Numero de células en el MP
de raices de Col-0 y ttl1 sometidas durante 24 h a un medio de cultivo control suplementado con
hormonas (BAP, Ga-3, AIA o BL) o inhibidores hormonales (PAC o PCZ). Imagenes tomadas con el
Microscopio de Epifluorescencia ZEISS — AXIO Imager. M2. Con 6ptica Nomarski. En A las fotos fueron
tomadas con un aumento 20X, y en B las imagenes se tomaron a 10X. Se utilizé un n > 8 raices en cada
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genotipo para cada condicion. Se indica barra de escala correspondiente a 100 pum. MP: Meristemo
Proximal; NCM: Nicho de las Células Madre. La flecha blanca indica la Zona de Transicion (ZT). En C se
muestra el grafico resultante de la cuantificacion de las células del MP. Las barras de error corresponden
al desvio estandar. Letras diferentes indican significancia estadistica entre ambos genotipos en un misma

EY4

condicion experimental. Los indican significancia estadistica con respecto a Col-0 control. Los “#”

indican significancia estadistica con respecto a tt/1 control y se indican (cuando corresponde) solo para
ttl1. Las comparaciones estadisticas se realizaron mediante la prueba T. Student (p value < 0,05).

4.4.2 Respuestas a hormonas e inhibidores en condiciones de crecimiento en shock osmético.

Cuando se combind el crecimiento en 400 mM de manitol con las hormonas e inhibidores de
crecimiento (Figura 19), se observd que la respuesta de ambos genotipos solo fue diferencial
frente a 1uM BAP, 1uM PAC y 0.5 uM PCZ. La aplicacion de BAP provoco una disminucion
estadisticamente significativa en el nimero de células en ambos genotipos siendo menor en tt/1
con respecto a su crecimiento sélo en manitol. La aplicaciéon de PAC provocd una disminucion
estadisticamente significativa en el nimero de células del MP de tt/1 comparado a su MP en
manitol. Mientras que la aplicacién de PCZ redujo significativamente el nimero de células en
ambos genotipos comparado con el tratamiento con manitol. Los tratamientos con 400 mM
manitol suplementados con los inhibidores hormonales (PAC y PCZ) fueron los que
ocasionaron la mayor reduccion de células corticales en el MP de t#/1 con respecto a Col-0 en 0.4
mM manitol, siendo 54% la reduccion celular para el primer inhibidor, y 51% para el segundo.
La aplicacion de AIA en combinacién con manitol, provocd una disminucion estadisticamente
significativa del nimero de células en ambos genotipos con respecto al tratamiento con manitol,
sin embargo la aplicacién de BL solo redujo significativamente el nimero de células en el MP
de ttl1. El tratamiento con Ga3 en combinacién con manitol no tuvo efecto sobre el nimero de
células de ningun genotipo.
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Figura 19. Los tratamientos en shock osmoético suplementados con los inhibidores hormonales PAC y
PCZ fueron los que generaron la mayor reduccion de células en el MP de tt]1. Numero de células en
el MP de raices de Col-0 y #t/1 sometidas durante 24 h a un medio de cultivo con 0.4 M manitol
suplementado con hormonas (BAP, Ga-3, AIA o BL) o inhibidores hormonales (PAC o PCZ). Imagenes
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tomadas con el Microscopio de Epifluorescencia ZEISS — AXIO Imager. M2. Con 6ptica Nomarski. En A
las fotos de microscopia fueron tomadas con aumento 20X, mientras que en B las imagenes se tomaron
con un aumento de 10X. Se utilizé un n > 8 raices en cada genotipo para cada condicion. Se indica barra
de escala correspondiente a 100 pum. MP: Meristemo Proximal; NCM: Nicho de las Células Madre. La
flecha blanca indica la Zona de Transicion (ZT). En C se muestra el grafico resultante de la cuantificacion
de las células del MP. Las barras de error corresponden al desvio estandar. Letras diferentes indican

ey

significancia estadistica entre ambos genotipos en una misma condicién experimental. Los indican
significancia estadistica con respecto a Col-0 en 0.4 M manitol. Los “#” indican significancia estadistica
con respecto a tt/1 en 0.4 M manitol y se indican (cuando corresponde) solo para tt/1. Las comparaciones

estadisticas se realizaron mediante la prueba T. Student (p value < 0,05).

4.5 Patron de expresion de TTL1 en raices sometidas a hormonas e inhibidores
hormonales.

A modo de obtener informacion acerca de la expresion de TTL1 frente a diferentes condiciones
hormonales hemos indagado en el software publico eFPbrowser
(https://bar.utoronto.ca/efp//cgi-bin/efpWeb.cgi?dataSource=Regeneration, (Winter et al., 2007).

La Figura 20 muestra los niveles de expresion de TTL1 luego de 30 min, 1 h o 3 h de la aplicacion
de citoquininas (zeatina), giberelinas (Ga-3), auxinas (IAA) o brasinosteroides (brasinolide) a un
medio de cultivo control. La zeatina provoca un aumento en la expresion de TTLI luego de una
hora de su aplicacion. Luego de 3 h de la aplicacion de Ga-3 es cuando se observa el mayor
aumento en la expresion de TTLI1. Sin embargo, la expresion de este gen se mantuvo constante
en los tres tiempos estudiados luego de la adicién de IAA al medio. El brasinolide fue la
hormona que mas potencio la expresion de TTL1. Aunque se observa que a los 30 min ya existe
un aumento moderado de la expresion de este gen con respecto al control, al cabo de 3 h es
cuando se observa el mayor nivel de expresion.

Cuadrado-Pedetti ef al., 2021 ensayo el patron de expresion de la linea reportera pTTL1::GUS en
control y shock osmotico frente a diferentes condiciones hormonales (auxinas y
Brasinosteroides) y al inhibidor de brasinosteroides propiconazole. Con el fin de continuar con
el estudio de los efectos de otras hormonas vegetales en el patron de expresion de la linea
reportera, se evalu6 la expresion de pTTL1:GUS en plantulas de 7 dias post germinacion
sometidas por 30 min a medios de cultivo control y con 400 mM manitol suplementados con 1
uM Ga-3, 1 uM BAP y 1 uM de PAC (Figura 21).

En el medio control la expresién de TTL1 se visualiza en el NCM y en las células mdas proximas
a este. Con BAP la expresion de TTL1 se da en todas las capas celulares del MP, al igual que en
el caso de suplementacion con PAC. Con Ga-3 la expresion de TTL1 se restringio a la estela del
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MP y al NCM.

En el medio suplementado con 400 mM manitol, TTL1 se expres6 en cortex endodermis y estela.
Cuando se afiadid BAP o PAC a este medio, la expresion de TTLI se dio en el NCM y en la
epidermis. Sin embargo, la suplementacion con Ga-3 en el medio con manitol gener6é que la
expresion de TTL1 ocurriera en todas las capas celulares del MP.
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Figura 21. El patron de expresion de pTTL1::GUS es diferente entre la condicion control y el shock
osmotico. Patron de expresion de las raices de la linea reportera pTTL1::GUS sometidas al crecimiento
durante 30 minutos en medios de cultivo control y con 400 mM manitol (-1.2 MPa potencial osmético)
suplementados con 1 uM Ga-3, 1 uM PAC y 1 uM BAP. La tincién con el sustrato X-Gluc se realizé por
16 h. Imagenes tomadas con el Microscopio de Epifluorescencia ZEISS— AXIO Imager. M2. Con
Optica Nomarski y un aumento 20X. Se utilizé un n > 8 raices para cada genotipo en cada tratamiento.

4.6 Ensayos de expresion diferencial de genes.

En trabajos previos del grupo se identifico, a través de microscopia de fuerza atémica, que el
mutante #/1 tiene las paredes celulares mas elasticas que el genotipo silvestre, lo que explica el
fenotipo de expansion exacerbada de las células en la zona de elongacién observado en el
mutante. Esta evidencia, sumada a la comprobacion de existencia de interaccion genética entre
TTL1 y CESA6, componente del complejo CCS encargado de sintetizar pared celular primaria
en el meristemo apical de raiz, pusieron en evidencia el rol de TTL1 en el mantenimiento de la
integridad de la pared celular (Cuadrado-Pedetti et al., 2021). A su vez, la supresion de la
expresion de TTL1 y la via de sehalizacion de BRs en respuesta al estrés osmotico y al
tratamiento con BRs, sumado a la evidencia de interaccion in vivo de TTL3 con la mayoria de las
proteinas de la via de senalizaciéon de BRs (Amorin-Silva et al. 2019) y la interaccion TTL1 con
CESA1 (Kesten et al., 2022) sugieren un rol de TTL1 mediando la adaptacion al estrés osmotico
a través de la homeostasis de auxinas y brasinosteroides (Cuadrado-Pedetti et al., 2021).

En el presente trabajo pusimos el foco en tratar de entender las respuestas transcripcionales del
mutante #t/1 relacionadas al mantenimiento de la integridad de la pared celular del MP durante
la adaptacion al estrés osmético y mediado por brasinosteroides. Para ello evaluamos mediante
ensayos de RT-qPCR la expresion de los siguientes genes: 1) genes de la familia TTL que se
expresan en raiz primaria; 2) genes relacionados con la sintesis de componentes de la pared
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celular: CESA1, CESA3, CESA6; CESA9 ; 3) genes relacionados con la remodelacion de la pared
celular durante la expansion anisotropica TIPO PECTATO LIASA 12 (PLL12), Expansina Al,
AHA1 y AHAZ2; 4) genes relacionados con la sintesis y sefializacion de brasinosteroides DWF4,
CPD, BAK1, BESI; 5) genes relacionados a ciclo celular y expansion celular CYCD3;1, cuyos
resultados presentamos a continuacion.

4.6.1 Evaluacion de la expresion de los genes TTL en raices de Col-0 y ttI1 en condiciones
control, shock osmotico (-1,2 MPa de potencial osmoético) y gradiente osmético (0 a -1,2 MPa
de potencial osmotico).

Para entender el rol de TTL1 en la adaptacion al estrés osmdtico analizamos su expresion en
raices de Col-0 y ttI1 crecidas en condiciones control, en condiciones de shock y de gradiente
osmotico (Figura 22) y la expresion de los miembros de su familia TTL3 y TTL4 que se expresan
en raiz (Lakhssassi et al., 2012; Rosado et al., 2006). Los resultados mostraron que en raices de
Col-0 crecidas en el shock osmotico la expresion de TTL1 es significativamente menor en
comparacion con la situacion control. Sin embargo, en el gradiente osmotico, la expresion de
TTL1 se mantuvo a los niveles observados en condiciones de crecimiento control (Figura 22). En
raices de Col-0 crecidas en shock osmatico la expresion de TTL3 y TTL4 no presentd diferencias
significativas con respecto a los niveles en condiciones de crecimiento control (Figura 22).

En raices de ttl1 crecidas en condiciones control, la expresion de TTL3 es significativamente
menor a la expresion en raices de Col-0. Sin embargo, en las raices de /1 sometidas a shock
osmotico, la expresion de TTL3 aumenta significativamente con respecto a su expresion en
ambos genotipos crecidos en medio control. Tanto en las raices de Col-0 y tt/1 crecidas en
gradiente osmotico, se observd un aumento significativo en la expresion de TTL3 con respecto a
la expresion del mismo gen en ambos genotipos crecidos en la condicion control.

Solo se observé un aumento estadisticamente significativo de la expresion de TTL4 en raices de
ttl1 crecidas en shock osmético en comparacion al crecimiento en medio control.
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Figura 22. El mutante tt/1 tiene un patron de expresion de los genes TTL3 y TTL4 diferente a Col-0
tanto en crecimiento control como en estrés osmatico. Niveles normalizados de expresion de los genes
TTLs en Col-0y ttl1 en control, shock (-1.2 MPa de potencial osmotico) y gradiente osmotico (0 a -1.2 MPa
de potencial osmotico) obtenidos mediante RT-qPCR. En cada experimento se utilizaron tres réplicas
biologicas y dos réplicas técnicas. En los experimentos control y de shock osmotico se utilizé un n > 50
raices en cada réplica bioldgica para cada genotipo. En los experimentos en gradiente osmotico se utilizo
un n > 6 raices en cada réplica bioldgica para cada genotipo. Las barras de error corresponden al desvio
estandar. La letra “a” indica significancia estadistica mediante la prueba T. Student (p < 0.05) con respecto
a los niveles de expresion de Col-0 en control. La letra “b” refiere a significancia estadistica mediante la
prueba T. Student (p < 0.05) con respecto a los niveles de expresion de ttl1 en control, y se indica (cuando
corresponde) sbélo para ttl1 en las condiciones de estrés osmdtico. El gen RELACIONADO A
CITOCROMO C OXIDASA (AT4G37830) fue utilizado como housekeeping.

4.6.2 Evaluacion de la expresion de los genes CESA en raices de Col-0 y ttI1 en condiciones
control, en shock osmatico (-1,2 MPa de potencial osmético) y en gradiente osmético (0 a -1,2
MPa de potencial osmotico).

Evaluamos mediante experimentos de RT-qPCR los niveles de expresion de cuatro genes clave
en la sintesis de celulosa de la pared celular primaria de la raiz de Arabidopsis: CESA1, CESA3,
CESA6 (componentes del CCS) y CSLA9 que puede suplir la funcion de alguna de las anteriores.
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En condiciones de crecimiento control, los niveles de expresion de CESAI, CESA6 y CSLA9 son
significativamente menores en las raices de ¢t/1 con respecto a los niveles en las raices de Col-0.
En condiciones de shock osmotico, la expresion de CESA6 y CSLA9 en raices de Col-0 fue
significativamente menor a la observada en el medio control, al igual que en ¢/1. Es de destacar,
que en las raices de tt/1 crecidas en shock osmotico se detecté un aumento en la expresion de
CESA6 y CSLA9 con respecto a la observada para el mismo genotipo en medio de crecimiento
control. Los niveles de expresion de CESAI en raices de ttl1 crecidas en shock osmotico
alcanzaron los niveles observados en las raices de Col-0 crecidas en condiciones control.
Curiosamente en condiciones de crecimiento de shock osmético, los niveles de expresion de
CESA3 fueron significativamente mayores comparados a los niveles de expresion en la raices de
ambos genotipos crecidos en medio control, siendo mayor el incremento en el mutante (Figura
23).

En raices de Col-0 crecidas en condicion de gradiente osmotico, CESA3 fue el tinico gen que vio
afectada su transcripcion, presentando un aumento estadisticamente significativo con respecto
a la situacion control. Algo similar ocurrio en las raices de tt/1 crecidas en el gradiente osmético,
en donde los niveles de expresion de CESA1 y CESA6 permanecieron iguales a los observados
en las raices de Col-0 crecidas en medio control; mientras que los niveles de expresién de CESA3
aumentaron significativamente con respecto a los observados en raices de Col-0 crecidas en
medio control. De manera interesante, al comparar los niveles de expresion de estos dos genes
con respecto a los observados en raices de #t/1 crecidas en medio control, notamos un aumento
estadisticamente significativo. Por altimo, si se comparan los niveles de expresiéon de CSLA9 en
el mutante crecido en condiciones de gradiente osmotico con respecto al genotipo silvestre
crecido en medio control, se observa una reduccion estadisticamente significativa (T. Student, p
<0.05) de su expresion (Figura 23).
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Figura 23. El patron de expresion de genes vinculados a la sintesis de pared celular en las raices de
Col-0 y ttl1 es diferente entre el crecimiento bajo condiciones de shock y de gradiente osmético.
Niveles normalizados de expresion de los genes CESAs en Col-0 y tt/1 en control, shock (-1.2 MPa de
potencial osmético) y gradiente osmotico (0 a -1.2 MPa de potencial osmotico) obtenidos mediante RT-
gPCR. En cada experimento se utilizaron tres réplicas bioldgicas y dos réplicas técnicas. En los
experimentos control y de shock osmotico se utilizé un n > 50 raices en cada réplica bioldgica para cada
genotipo. En los experimentos en gradiente osmotico se utilizéd un n > 6 raices en cada réplica bioldgica
para cada genotipo. Lasbarras de error corresponden al desvio estdndar. La letra “a” indica significancia
estadistica mediante la prueba T. Student (p < 0.05) con respecto a los niveles de expresion de Col-0 en
control. Laletra “b” refiere a significancia estadistica mediante la prueba T. Student (p <0.05) con respecto
a los niveles de expresion de tt/1 en control, y se indica (cuando corresponde) sdlo para ttl1 en las
condiciones de estrés osmético. El gen RELACIONADO A CITOCROMO C OXIDASA fue utilizado como

housekeeping.

4.6.3 Evaluacion de la expresion de los genes TIPO PECTATO LIASA 12, Expansina A1, AHA1
y AHA2 en raices de Col-0 y #tl1 en condiciones control, en shock osmético (-1,2 MPa de
potencial osmético).
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Para explorar si los cambios en las propiedades fisicas de las paredes celulares observados en el
mutante tt/1 se deben a otros actores claves en la sintesis y remodelamiento de la pared celular
evaluamos la expresion mediante RT-qPCR de los siguientes genes: TIPO PECTATO LIASA 12
(PLL12), Expansina A1 (EXPAI1), AHA1 y AHA2. Estos genes son clave en los procesos de
crecimiento de raiz y presentan expresion diferencial en el estrés salino (Geng et al., 2013). En la
Figura 24 se muestran los niveles de expresion de estos cuatro genes en Col-0 y ttI1 en
condiciones control y de shock osmotico. No se detectaron cambios en la expresion del gen TIPO
PECTATO LIASA12 en ninguno de los dos genotipos en las condiciones ensayadas. Algo similar
ocurrid con el gen Expansina 1, cuya expresion tinicamente aumentd con respecto a la situacion
control, al someter a ##/1 a condiciones de shock osmético. Los niveles de expresion de los genes
AHA1y AHA?2 en las raices de t/1 en condiciones de crecimiento control son significativamente
menores con respecto a los niveles en las raices de Col-0. Los niveles de expresion de AHAI y
AHA?2 permanecieron invariables en las raices de Col-0 crecidas en shock osmético, sin embargo,
en las raices del mutante t/1 se observé un aumento significativo de la transcripcion de los
mismos llegando a los niveles encontrados en raices de Col-0 crecidas en medio control.
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Figura 24. ttl1 presenta mayores niveles de expresion de Expansina 1, AHA1 y AHA2 en condiciones
de shock osmético con respecto al control. Niveles normalizados de expresion de los genes TIPO
PECTATO LIASA 12 (A), Expansina 1 (B), AHA1 y AHA2 (C) en Col-0 y ttI1 en control y shock osmotico
(-1.2 MPa de potencial osmotico) obtenidos mediante RT-qPCR. En cada experimento se utilizaron tres
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réplicas biologicas y dos réplicas técnicas. Se utilizd un n > 50 raices en cada réplica bioldgica para cada
genotipo. Las barras de error corresponden al desvio estandar. La letra “a” indica significancia estadistica
mediante la prueba T. Student (p < 0.05) con respecto a los niveles de expresion de Col-0 en control. La
letra “b” refiere a significancia estadistica mediante la prueba T. Student (p < 0.05) con respecto a los
niveles de expresion de tt/1 en control, y se indica (cuando corresponde) sélo para tt/1 en las condiciones
de estrés osmético. El gen RELACIONADO A CITOCROMO C OXIDASA fue utilizado como housekeeping.

4.6.4 Evaluacion de la expresion de genes involucrados en la via de senalizacion y de
biosintesis de brasinosteroides en raices de Col-0 y /1 en condiciones control y de estrés
osmotico.

Se evalud la expresion del co-receptor de membrana BAKI, asi como la expresion del factor de
transcripcion BEST que se une a los promotores de genes responsivos a brasinosteroides (Kim et
al., 2009, Figura 25).

Ademas, se estudio la expresion de DWF4 y CPD/DWE3 dos genes claves en la biosintesis de BR
en Arabidopsis (Chung & Choe, 2013). Dicha expresion se evaluo en tt/1 en condiciones control,
de shock y de gradiente osmatico (Figura 26).

En condiciones de crecimiento control, las raices de tt[1 tienen niveles de expresion
significativamente mayores de BAKI en comparacion con la expresion en raices de Col-0. Sin
embargo, en condiciones de crecimiento en shock osmotico los niveles de expresion de BAK1
fueron iguales a los de las raices de Col-0 crecido en medio control para las raices de ambos
genotipos.

Los niveles de expresion del factor de transcripcion BES1 fueron significativamente mayores en
raices de ttl1 crecidas en medio control al igual que lo observado para los niveles de expresion
de BAK1.
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Figura 25. La transcripcion de BAK1 y BES1 es mayor en ttl1 en condicion control comparado con Col-
0. Niveles normalizados de expresion de los genes BAK1 (A) y BES1 (B) en Col-0y ttI1 en control y shock

64



osmotico (-1.2 MPa de potencial osmoético) obtenidos mediante RT-qPCR. En cada experimento se
utilizaron tres réplicas bioldgicas y dos réplicas técnicas. Se utilizd un n > 50 raices en cada réplica
biologica para cada genotipo. Las barras de error corresponden al desvio estandar. La letra “a” indica
significancia estadistica mediante la prueba T. Student (p < 0.05) con respecto a los niveles de expresion
de Col-0 en control. El gen RELACIONADO A CITOCROMO C OXIDASA fue utilizado como

housekeeping.

En condiciones de crecimiento control, los niveles de expresion de DWF4 y CPD/DWE3 en raices
de ttl1 son significativamente menores a los observados en las raices de Col-0 control.

En condiciones de shock osmotico, los niveles de expresion en raices de Col-0 son
significativamente menores a los niveles observados en raices de Col-0 crecidas en medio
control. En esta condicion no se observan cambios en los niveles de expresion de estos genes en
las raices de t#/1.

Curiosamente, en condiciones de crecimiento en gradiente osmotico, las raices de ttl1 tienen
niveles de expresiéon de DWF4 y CPD/DWEF3 significativamente menores a los observados en las
raices de tt/1 crecidas en condiciones control.
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Figura 26. La expresion de genes vinculados a la biosintesis de BRs es menor en Col-0 y #t/1 en todas
las condiciones experimentales ensayadas en comparacion con Col-0 control. Niveles normalizados de
expresion de los genes DWF4 y CPD/DWF3 en Col-0 y tt/1 en control, shock (-1.2 MPa de potencial
osmotico) y gradiente osmotico (0 a -1.2 MPa de potencial osmotico) obtenidos mediante RT-qPCR. En
cada experimento se utilizaron tres réplicas biologicas y dos réplicas técnicas. En los experimentos
control y de shock osmotico se utilizé un n > 50 raices en cada réplica biologica para cada genotipo. En
los experimentos en gradiente osmdtico se utilizd un n > 6 raices en cada réplica biologica para cada
genotipo. La letra “a” indica significancia estadistica mediante la prueba T. Student (p < 0.05) con
respecto a los niveles de expresion de Col-0 en control. La letra “b” refiere a significancia estadistica
mediante la prueba T. Student (p < 0.05) con respecto a los niveles de expresion de tt/1 en control, y se
indica (cuando corresponde) sélo para tt/1 en las condiciones de estrés osmotico. El gen RELACIONADO
A CITOCROMO C OXIDASA tue utilizado como housekeeping.

4.6.5 Evaluacion de la expresion de CYCD3;1 en raices de Col-0 y ¢tI1 en condiciones control
y de estrés osmético.

Para entender la relacion de TTLI con la progresion del ciclo celular analizamos mediante
experimentos de RT-qPCR la expresion del gen CYCD3;1 que es un factor esencial en la
transicion de la fase G1 del ciclo celular a la fase S (Menges et al., 2006, Figura 27).

En condiciones de crecimiento control, los niveles de expresion de CYCD3:1 en raices de tt/1
fueron significativamente menores a los niveles de expresion en las raices de Col-0. Sin embargo,
en condiciones de shock osmotico, los niveles de expresion de CYCD3:1 aumentaron
significativamente en las raices de ambos genotipos en comparacion a los niveles de expresion
en las raices de Col-0 crecidas en medio control.

66



B CYCD3;1

45
35
2,5
1,5

a
0,5
0 -

Col-0 Control ttl1 Control Col-0 Shock ttl1 Shock

Tasa de cambio
N
N
c

Figura 27. En condiciones control, en el mutante ##/1 hay menor expresion del gen CYCD3;1 con
respecto a Col-0. Sin embargo, el shock osmdtico generé un aumento en la transcripcion de este gen
en ambos genotipos estudiados. Niveles normalizados de expresion del gen CYCD3;1 en Col-Oy tt1 en
control y shock osmdtico (-1.2 MPa de potencial osmdtico) obtenidos mediante RT-qPCR. En cada
experimento se utilizaron tres réplicas biologicas y dos réplicas técnicas. Se utilizé un n > 50 raices en
cada réplica bioldgica para cada genotipo. Las barras de error corresponden al desvio estandar. La letra
“a” indica significancia estadistica mediante la prueba T. Student (p < 0.05) con respecto a los niveles de
expresion de Col-0 en control. La letra “b” refiere a significancia estadistica mediante la prueba T. Student
(p <0.05) con respecto a los niveles de expresion de ttI1 en control, y se indica (cuando corresponde) sélo
para ttl1 en las condiciones de estrés osmético. El gen RELACIONADO A CITOCROMO C OXIDASA fue
utilizado como housekeeping.

4.7 Puesta a punto de extraccion de ARN a partir de pocas células y generacion
de libreria de ADNc para ARN seq.

Con el fin de evaluar la existencia de correlacion entre los genes que se transcriben y los que se
traducen activamente en raices de Col-0 y tt/1 crecidas bajo condiciones control, de shock y
gradiente osmotico, nos proponemos realizar experimentos de RNA-Seq y ensayos de
inmunopurificacion de polisomas mediante la técnica TRAP (Translating Ribosome Affinity
Purification, Jin & Xiao, 2018; Zanetti et al., 2005).
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4.7.1 Extraccion de ARN de pocas células.

Se prob¢ la diseccion de distinta cantidad de meristemos en Col-0 y diferentes métodos para
romper el tejido antes de la extraccion y probar el rendimiento del kit de extracciéon (ver
Materiales y métodos) de ARN. Obtuvimos el mayor rendimiento (417 ng ARN total),
disectando alrededor de 350 MP, cortando debajo de la lupa estereoscopica a 0,5 mm de la punta
de la raiz de Col-0.

4.7.2 Deplecion del ARN ribosomal (ARNr).

Utilizamos el kit riboPOOL el cual estd disefiado para partir de inputs de ARN de 100ng a 5 ng
y depleta el 95% de los ARN ribosomales segtin las especificaciones del fabricante.

Trabajamos con una muestra que tenia 417 ng de ARN total cuantificada a través de Bioanalyzer
(Figura 28) y un RIN de 6.9. Luego de la deplecion tuvimos un rendimiento de 10,6 ng/ul, siendo
el rendimiento total de 74.2 ng, que también fue cuantificada con Bioanalyzer (Figura 28), en
este caso obtuvimos un RIN de 2.4.
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Figura 28. Electroferogramas de ARN antes (A) y después (B) de la deplecion del ARN
ribosomal (ARNT) obtenidos con Bioanalyzer.
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4.7.3 Fragmentacion del ARN.

Se fragmentaron los 74.2 ng de ARN depletado de ARNr utilizando RNAsa III por 3 min a 30°C
para obtener fragmentos de 300 pb y se purificaron utilizando Dynabeads.

4.7.4 Hibridacion y ligacion de adaptadores.

El ARN limpio del paso anterior se hibridé con los adaptadores en el termociclador a 65 °C por
10 min, utilizando una rampa de enfriamiento de -0,5°C/s hasta llegar a 20°C por 5 min. Después
se preparo la reaccion de ligacion y se incubd en el termociclador durante 15 min a 20°C.

4.7.5 Reaccion de retrotranscripcion.

Se retrotranscribio el ARN con los adaptadores ligados incubando la reacciéon con la enzima
SuperScript IV en un termociclador a 50 °C por 10 min y 85 °C por 5 min. Una vez terminada la
retrotranscripcion se purifico el ADNc para amplificarlo.

4.7.6 Amplificacion del ADNc e indexado.

Se prepard una reaccion de PCR con el master mix de primer indexados utilizando de 12 a 14
ciclos de amplificacion para inputs de ARN que estén entre 1 a 4 ng de ARN total.

Por ultimo se purifico el ADNc indexado y se cuantifico a través de Bioanalyzer el resultado de
la libreria generada. En esta primera prueba obtuvimos muy bajo rendimiento en la libreria
generada por lo cual no se envid a secuenciar (Figura 29).
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Figura 29. Electroferograma de ADNc generado utilizando Collibri Stranded RNA Library Prep
kit.
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4.8 Puesta a punto de ensayos de inmunopurificacion de polisomas.

4.8.1 Confirmacion de la presencia de RPL18 en la linea sobreexpresante 35S::HF-RPL18

Para los ensayos de inmunopurificacién de polisomas, se adquirio desde el ABRC stock la linea
sobreexpresante 355::HF-RPL18 (Zanetti et al., 2005). RPL18 es una proteina ribosomal, que al
estar marcada con la etiqueta His-FLAG permitira realizar una inmunopurificacion de
polisomas al utilizar un anticuerpo anti-FLAG. Plantas de esta linea fueron evaluadas mediante
PCR en tiempo final segtin 3.9 y 3.13.1 para confirmar la presencia de la construccion HF-RPL18.
En la Figura 30 se muestra el patron de banda obtenido de esta confirmacién. A modo de control
de la adecuada calidad del ADN extraido, para cada planta evaluada también se amplifico el
gen de la ACTINAS. De esta forma, si el amplicon HF-RPL18 no era detectado en las plantas era
seguro que se debia a la ausencia de este, y no a una incorrecta extraccion del ADN. Las semillas
producidas por las plantas confirmadas con la presencia de la construccion fueron conservadas,
mientras que las plantas negativas para la construccion fueron descartadas.

C+ C+ C- C-
Act8 HF-RPL18 Act8 HF-RPL18 MPM Act8 HF-RPL18
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Figura 30. Patron de bandas tipico obtenido en una electroforesis en gel de agarosa 1% para la verificacion
de la presencia de la construccion HF-RPL18. C+ es el control positivo, en este se utilizo el ADN de plantas
confirmadas previamente con la construccion. C- es el control negativo, en este se sustituy6 el ADN en
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las reacciones PCR por agua. ACT8 corresponde a la amplificacion de la ACTINAS a modo de control de
calidad del ADN, cuyo amplicon ronda los 1200 pb. HF-RPL18 es el amplicon que se espera obtener en
las plantas transgénicas comerciales y posee un tamano esperado de aproximadamente 700 pb. El MPM
utilizado en este ensayo fue el GenRuler 1Kb plus. Se evalué un n = 26 plantas.

4.8.2 Confirmacion de la deteccion de la proteina RPL18.

A partir de las plantas confirmadas por PCR con la presencia de RPL18 se colectaron entre 50 y
60 mg de material vegetal y se procedio a la extraccion de proteinas segtin el punto 3.13.2. Se
utiliz6é un extracto de proteinas de Col-0 a modo de control negativo. Se cuantificé mediante el
método Bradford la concentracion de proteina extraida, la cual estuvo entre en un rango entre
1.14 pug/uL y 2.17 pg/uL. El extracto de proteina fue evaluado en dos SDS-PAGE en paralelo con
geles al 12% de acuerdo con el punto 3.13.2. Un gel fue tefiido con azul de Commassie para
determinar si la extraccion habia sido exitosa y el extracto no estaba degradado. El otro gel fue
utilizado para realizar un western blot segin el punto 3.13.4. La membrana fue tefiida con rojo
Ponceau para verificar la correcta transferencia de las proteinas a la membrana (Figura 31). La
membrana se incubd con el anticuerpo primario anti FLAG (dilucion 1:1000 en solucion de
bloqueo) durante toda la noche. Al dia siguiente, luego de los lavados con TTBS, se incubd la
membrana con el anticuerpo secundario anti-mouse (dilucién 1:80.000 en solucién de bloqueo)
conjugado a HRP. Por ultimo, se afiadid el sustrato de la peroxidasa y se revel6 la membrana.
La Figura 31 muestra que todas las plantas evaluadas de la linea sobreexpresante 355::HF-RPL18
poseen la proteina RPL18 marcada con la etiqueta FLAG.

Una vez confirmada la presencia de RPL18 el siguiente paso fue generar las cruzas con tt/1. Para
ello se siguio el punto 3.13.3. Actualmente las semillas obtenidas de la cruza (F1) se sembraron
en sustrato y serdn genotipadas para encontrar plantas con la presencia de la construccion HF-
RPL18 y heterocigosis para ttl1. Aquellas plantas que cumplan con ambas caracteristicas seran
propagadas hasta la F2, donde se buscaran plantas dobles homocigota para t/1 y que contengan
en su genoma la construccion HF-RPL1S.
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Figura 31. Confirmacion de la proteina HF-RPL18 en la linea sobreexpresante 35S::HF-RPL18 mediante
western blot, utilizando un anticuerpo primario anti FLAG. El tamano de la proteina esperada es de 40
kDa aproximadamente. En la parte inferior se muestra la tinciéon de la membrana con rojo Ponceau a
modo de control de carga. La banda que se observa corresponde a la subunidad mayor de la Rubisco. Se
evalu6 un n =5 de plantas confirmadas previamente por PCR con la construccion 355:HF-RPL18 (desde
el segundo carril al sexto). Se utiliz6 Col-0 a modo de control negativo (primer carril). El PageRuler
Prestained Protein Ladder fue el MPM utilizado.
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5. Discusion

5.1 El gradiente osmotico produjo una menor reduccion en la tasa de crecimiento
de las raices de Col-0 y ¢tI11 comparado al shock osmético.

El agua es un recurso esencial que puede limitar el crecimiento de las plantas. Su disponibilidad
es inicialmente sensada por tejidos radiculares. La habilidad de las raices para ajustar su
fisiologia y morfologia bajo condiciones de déficit hidrico vuelve a este 6rgano un modelo util
para entender como las plantas responden al estrés hidrico (Yuan et al., 2021; Dinneny, 2019).
Estudios previos han demostrado que el estrés osmatico reduce la tasa de crecimiento de la raiz
primaria (Cuadrado-Pedetti et al., 2021; Yuan et al., 2021; Cajero-Sanchez et al., 2019; Rowe et al.,
2016). Estas investigaciones comparten la forma en que trabajan el estrés osmdtico in-vitro:
exponiendo a las raices de las plantulas a un shock osmético generado a partir de altas
concentraciones homogéneas en un medio de manitol o polietilenglicol (PEG) con el fin de
alcanzar altos potenciales osmoticos (-0.37 MPa, -0.7 MPa o -1.2 MPa). Sin embargo, cuando una
raiz explora el suelo puede ser que no se encuentre inmersa en una situacion en donde toda la
raiz esté expuesta al mismo potencial osmotico. Por eso en este trabajo utilizamos un enfoque
novedoso en donde simulamos una situacion en donde el MP de la raiz se va encontrando
paulatinamente con potenciales osmoticos crecientes, para estudiar el crecimiento primario de
la raiz de Arabidopsis.

El largo de la raiz depende del balance entre la tasa de division y elongacion celular.
Generalmente, un alto numero de células en el MP produce mas células que se elongan y
diferencian, dando como resultado una alta tasa de crecimiento de la raiz (Salvi et al., 2020;
Svolacchia et al., 2020). Es por ello que estudiamos el perfil de células corticales contando el
numero de células en el MP y la longitud de la célula madura (Cuadrado-Pedetti et al., 2021;
Cajero-Sanchez et al., 2019; Cederholm et al., 2012; Perilli & Sabatini, 2010). En trabajos anteriores
hemos reportado que en condiciones de crecimiento control, tt/1 tiene la misma tasa de
crecimiento de la raiz que el genotipo silvestre, sin embargo, tiene un menor nimero de células
en el MP y alcanza una longitud de la célula madura menor. Cuando las raices de Col-0 y tt/1
son crecidas en condiciones de shock osmético, se produce una desaceleracion en la tasa de
crecimiento radicular en ambos genotipos, siendo mayor la desaceleracion en el mutante. En
condiciones de crecimiento en shock osmotico, la reduccion en la tasa de crecimiento de la raiz
de ttl1 puede ser explicada por la inhibicion en la elongacién de las células en la ZE (medida
como el largo de la célula madura) seguido de la reduccion del niamero de las células en el MP
dependiendo de la severidad del estrés osmatico (Cuadrado-Pedetti et al., 2021; Cajero-Sanchez
et al., 2019; Kong et al., 2018; Geng et al., 2013).
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Sin embargo, durante el crecimiento en gradiente osmotico (rango 300-400mM manitol)
observamos que tanto Col-0 como tt/1 redujeron menos la tasa de crecimiento de la raiz en
comparacion a la reduccion observada en el shock osmotico (Figura 15) y esta reduccion fue
asociada a una pérdida en el numero de células en el MP (Figura 17A), que pasan mads tiempo
en la ZT (Tabla 9) y que alcanzan una menor longitud en su madurez (Figura 17B).

En la bibliografia consultada no hemos encontrado investigaciones que utilicen un gradiente
con potenciales osmoticos crecientes como el utilizado en esta tesis. Sin embargo, existen trabajos
que reportan el uso de un gradiente hidrico con potenciales osmoticos decrecientes (-0.35 MPa
a -0.08 MPa, Miao et al.,, 2021, 2018; Saucedo et al., 2012) que evidencian que la respuesta
hidrotrdpica de las raices de Arabidopsis es ecotipo dependiente (Miao et al., 2018). En nuestros
experimentos utilizando el gradiente de potenciales osmoticos crecientes se observd que a
medida que las raices alcanzaban mayores potenciales osmoéticos, mostraban la respuesta
hidrotrdpica al curvarse para intentar seguir creciendo en un entorno con mayor disponibilidad
de agua, sin embargo, en un punto estas raices continuaron su crecimiento hacia las zonas con
mayores potenciales osmoticos, lo que sugiere una interaccion entre el hidrotropismo y el
gravitropismo. Esta respuesta también ha sido reportada en otra investigacion en donde plantas
silvestres detenian el crecimiento de la raiz al encontrar un potencial osmético elevado y lo re-
orientaban curvandose hacia una zona de mayor disponibilidad de agua (Eapen et al., 2003).
Resultados similares a los nuestros fueron encontrados al someter a la raiz del genotipo silvestre
de Arabidopsis a un gradiente de temperatura creciente (Gonzalez-Garcia et al., 2023) y a un
gradiente de distancias de germinacion de semillas a un medio contaminado con metales
(Bochicchio et al., 2015).

5.2 La expresion de TTL1 es inhibida por el shock osmoético en raices de Col-0.

Evaluamos la expresion de TTL1 en raices del genotipo silvestre crecido en condiciones de shock
osmotico y de gradiente osmotico. El crecimiento de las raices de Col-0 en condiciones de shock
osmotico provocd una disminucion significativa de los niveles de expresion de TTL1 en
comparacion al crecimiento en condiciones control. Estos resultados coinciden con la expresiéon
reportada en los datos publicos de microarreglos presentados en el Electronic Fluorescent
Poctograph browser (eFPbrowser, Winter et al., 2007) durante la exposicion de plantulas de Col-
0 a un shock osmoético de 300mM de manitol (Kilian et al., 2007). Sin embargo, en las raices de
Col-0 crecidas en el gradiente osmotico no se observaron variaciones de los niveles de expresion
de TTL1 (Figura 22). La expresion de TTL3 en raices de Col-0 no se vio afectada por el shock
osmotico, resultado coincidente a lo observado los datos ptblicos del eFPbrowser (Winter et al.
2007; Kilian et al., 2007). Sin embargo, en condiciones de gradiente osmotico, la expresion de este
gen aumento significativamente con respecto al control (Figura 22). Ademas, evaluamos la

74



expresion de TTL3 y TTL4 en las raices del mutante #t/1 crecidas en condiciones de shock y
gradiente osmotico (Figura 22). Las raices de tt/1 crecidas en condiciones control tienen niveles
de expresion de TTL3 menores a los de Col-0.

Las raices de ttl1 crecidas en ambas condiciones de estrés osmotico tuvieron niveles de expresion
de TTL3 significativamente mayores a los niveles de expresion en las raices del genotipo silvestre
crecidas en medio control. Los niveles de expresion de TTL4 solo se incrementaron
significativamente en las raices de tt/1 crecidas en shock osmotico con respecto a las raices de
Col-0 crecidas en la misma condicion. En el eFPbrowser también se reporté un aumento en la
expresion de TTL4 luego del crecimiento de raices de Col-0 por 24 h en shock osmético (300 mM
manitol, Winter et al. 2007; Kilian et al., 2007).

El aumento de los niveles de expresion de TTL3 y TTL4 en el mutante #t/1 crecido en condiciones
de shock osmético podria implicar un mecanismo de regulacion compensatoria, en el que ambos
genes suplen a TTL1 en su ausencia.

5.3 El1 MP del mutante #tI1 no presenta el fenotipo de expansion celular
exacerbada luego del crecimiento de las raices durante 25 dias en el gradiente
osmotico.

El estrés osmotico genera una reduccion en el potencial hidrico externo, lo que provoca la salida
del agua de las células y como consecuencia causa la disminucion en su presion de turgencia.
Este fendmeno es conocido como plasmolisis y su caracteristica principal es la separacion de la
pared de la membrana celular. Sin embargo, el protoplasto es capaz de seguir unido a la pared
a través de las hebras de Hecht (Rui & Dinneny, 2020; Yoneda et al., 2020; Pont-Lezica et al.,
1993). A medida que contintia el estrés osmotico, la presion de turgencia de las células se
recupera paulatinamente hasta alcanzar un estado estable que se equilibra con el potencial
hidrico externo, lo cual redunda en una disminucion en la tasa de crecimiento de la raiz (Rui &
Dinneny, 2020; Feng et al., 2016), tal como hemos observado en nuestros experimentos en shock
osmotico (Cuadrado-Pedetti et al., 2021; Figura 8A). Es importante mencionar que a nivel celular
en el genotipo silvestre, el estrés osmotico interrumpe el crecimiento anisotrdpico de las células
epidérmicas en la zona de elongacidn, las cuales se ensanchan radialmente (Cuadrado-Pedetti
et al., 2021; Rui & Dinneny, 2020; Cajero-Sanchez et al., 2019; Dinneny et al., 2008). Sin embargo,
al someter a #t/1 a condiciones de shock osmotico durante el mismo tiempo, Cuadrado-Pedetti
at al., 2021 observo que la expansion radial de las células del MP se daba de manera exacerbada
en comparacion a Col-0 (Figura 8C). Curiosamente, no observamos la expansion radial
exacerbada en el MP de las raices de tt/1 crecidas durante 25 dias en gradiente osmotico.

75



5.4 TTL1 podria formar parte de un mecanismo “de afuera hacia dentro”
controlando la progresion del ciclo celular en el MP de raiz de Arabidopsis.

La deposicion de la pared celular en las plantas es uno de los procesos mas importantes durante
los pasos finales de la division celular. La citocinesis en plantas requiere de un mecanismo “de
adentro hacia afuera” mediante el cual el ciclo celular controla por ejemplo el trafico vesicular y
el metabolismo de sintesis de la pared celular para permitir la formacién de novo de la pared
celular. La division celular comienza con la formacion de un anillo denso de microtabulos y
filamentos de actinas que marca la futura zona de division y coordina la fusion de la nueva
membrana sintetizada, separando a la nueva célula hija de las ya existentes. Las vesiculas llevan
enzimas biosintéticas asi como precursores de la pared celular requeridos para sintetizar de novo
la pared celular (Gigli-Bisceglia & Hamann, 2018). La celulosa, que es sintetizada a partir del
CCS localizado en la membrana plasmatica naciente, es detectada desde las primeras fases de la
citocinesis. Sin embargo, se conoce poco de los mecanismos responsables de la regulacion de la
deposicion de pared celular durante la division celular. Los brasinosteroides y la regulacion
transcripcional han sido implicados en la produccion de celulosa durante la formacion de la
pared celular primaria (Gigli-Bisceglia & Hamann, 2018). El conocimiento de la regulacion del
ciclo celular en respuesta al estado de la pared celular es muy limitado. En Arabidopsis, la
manipulacién de la celulosa a través de la inhibicion de la sintesis o mutaciones en los genes
CESAs activa un set de genes de respuestas a dano de la pared celular (Gigli-Bisceglia &
Hamann, 2018). Estas respuestas incluyen abultamiento de las células epidérmicas, cambios en
la composicion de la pared celular (incluyendo deposicién de lignina) e inhibicion del
crecimiento entre otros (Gigli-Bisceglia & Hamann, 2018). Recientemente, se ha reportado que
la inhibicién de la sintesis de pared celular utilizando Isoxaben (inhibidor de las CESAs) produce
un enlentecimiento de la progresion del ciclo celular en raices de Arabidopsis, ademas de la
reduccion de los niveles de los transcriptos de CYCD3;1 y CYCB1,1(Gigli-Bisceglia et al., 2018).
Ademas, se conoce que estas respuestas son sensibles a cambios osmoticos y pueden ser
suprimidas con co-tratamientos osmoticos. Lo que podria constituir un mecanismo de “afuera
hacia dentro” que controla el ciclo celular luego de una distorsion de la integridad de la pared
celular (Figura 32; Gigli-Bisceglia & Hamann, 2018).
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Figura 32. Representacion esquematica de los eventos del ciclo celular en Arabidopsis. Los bloques de
colores diferentes indican puntos de control para dafio del ADN (verde), punto de control a ser
caracterizado (amarillo); punto de control del huso mitético (violeta). Las lineas que terminan en una
linea perpendicular y las flechas indican inactivacion o induccion de la progresion del ciclo celular por
un estimulo externo. Figura modificada de Gigli-Bisceglia & Hamann, 2018.

Nuestro grupo ha reportado que las raices del mutante ft/1 crecidas en condiciones control
tienen las paredes celulares mas flexibles que el genotipo silvestre en las células de la ZE de la
raiz, un menor numero de células en el MP y células maduras mas cortas comparado al genotipo
silvestre (Cuadrado-Pedetti et al., 2021). En este trabajo encontramos que los niveles de expresiéon
del gen CYCD3;1 en las raices de tt/1 crecidas en condiciones control fueron menores a los niveles
observados en las raices de Col-0 crecidas en la misma condiciéon (Figura 27). Ademas, en
nuestras condiciones de crecimiento en shock osmotico (400 mM manitol) observamos un
aumento en los niveles de expresion de CYCD3;1 en las raices de ambos genotipos (Figura 27)
al igual que lo observado por Gigli-Bisceglia et al., 2018 en el genotipo silvestre crecido en estrés
osmatico.

Por otro lado, en este trabajo analizamos la expresion de los genes CESAI, CESA 3, CESA6 y
CSLA9 encargados de la sintesis de celulosa en la pared primaria (Figura 23).

Seguin datos del eFP Browser luego de someter a raices de Col-0 a 300 mM de manitol por 24 h,
la expresion de CESA1, CESA3, CESA6 y CSLA9 disminuye con respecto a la expresion en el
medio sin manitol (Winter et al., 2007). Nuestros resultados de los niveles de expresion de
CESA6 y CSLA9 luego de someter las raices de Col-0 a 400 mM de manitol durante 7 dias
coinciden con lo reportado en el eFP browser. Sin embargo, en nuestras condiciones
experimentales, los niveles de transcripcion de CESAI se mantuvieron igual al tratamiento
control. Mientras que los niveles de CESA3 aumentaron significativamente. En condiciones de

77



gradiente osmotico, las raices de Col-0 presentaron niveles de expresion significativamente
mayores de CESA3 con respecto a los observados en el medio de crecimiento control.

Es de destacar que en raices de tt/1 crecidas en condiciones de crecimiento control los niveles de
expresion de CESA1, CESA6 y CSLA9 son menores en comparacion a Col-0. Sin embargo, en
condiciones de crecimiento de shock osmotico se detecté un aumento de la expresion de CESAI,
CESA6, CSLAY, siendo CESA3 el que increment6 mas sus niveles de expresion, en las raices de
ttll con respecto a los niveles observados en el mismo genotipo en condiciones control.
Curiosamente, en raices de tt/1 crecidas en el gradiente osmdtico se observaron incrementos
significativos de los niveles de expresion de CESA1 y CESA6 con respecto a los niveles en raices
de ttl1 crecidas en medio control. Los niveles de expresion de CESA3 en las raices crecidas en
gradiente osmdtico aumentaron significativamente con respecto a los niveles observados en
raices de ambos genotipos crecidas en medio control. Xie ef al., 2011 demostraron que CESA3 no
es responsivo a BRs, lo que sugiere que su regulacion puede ser a partir de una via alternativa,
entre las cuales podemos incluir la percepecion del estrés osmotico y/o la percepcion de la
integridad de la pared celular (Gigli-Bisceglia & Hamann, 2018). Esto podria explicar el aumento
de los niveles de expresion de este gen en ambos genotipos en estrés osmotico. Ademas, en esta
condicion en tt1 el aumento de la expresion de CESA3 es mayor que en Col-0, lo que podria
sugerir la existencia de un mecanismo compensatorio, en el que este gen aumenta su
transcripcidon para compensar la menor expresion de los otros integrantes del CCS en ausencia
de TTL1.

Por otro lado, evaluamos la expresion de genes involucrados en la remodelacion de la pared
celular: PECTATO LIASA12, EXPA1, AHA1 y AHA? en raices de ambos genotipos crecidos en
condiciones control y de shock osmdtico (Figura 24). No encontramos diferencias significativas
en los niveles de expresion de la PECTATO LIASA12 entre los genotipos en ninguna de las
condiciones ensayadas, a diferencia de lo observado en los experimentos de estrés salino (Geng
et al., 2013). Tampoco encontramos diferencias en los niveles de expresion de EXPA1 entre Col-
0 y ttl1 en condicion control. Sin embargo, la expresion de EXPAI se incremento
significativamente en el mutante #t/1 en el shock osmotico. Ademas, los niveles de expresion de
AHA1y AHA2 en las raices de ttl1 son significativamente menores a los de Col-0 en condiciones
de crecimiento control. Sin embargo, se incrementan en las raices de tt/1 crecidas en condiciones
de estrés osmotico. Estos resultados podrian explicar en parte la incapacidad de rigidizar la
pared celular de ##/1 en condiciones de estrés osmdtico observados en el trabajo de Cuadrado-
Pedetti et al. 2021 y el transito rapido hacia la diferenciacion celular observado en el mutante #¢/1
en condiciones de shock osmoético (Pacifici ef al., 2018).

En resumen, en condiciones control, la pérdida de integridad de la pared celular en el mutante
ttl1, medida por las alteraciones de sus propiedades fisicas, sumado a los patrones de expresion
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de los genes que integran el CCS (menor expresion de CESA1, CESA6 y CSLA9 con respecto a
Col-0 control) y la menor expresion de la CYCD3;1 sugieren que el gen TTL1 podria estar
involucrado en un mecanismo “de afuera hacia adentro” controlando negativamente la
progresion del ciclo celular en el MP de Arabidopsis. Este mecanismo implicaria que una
perturbacion en la pared celular es capaz de ser sensada por los receptores alli presentes, los
cuales desencadenrian una cascada de sefnalizacion que terminaria por activar genes vinculados
a la progresion del ciclo celular como las ciclinas.

5.5 Relacion de TTL1 con las hormonas que controlan el crecimiento de la raiz
de Arabidopsis

Las divisiones celulares en el MP y la elongacion celular en la ZE contribuyen al crecimiento de
la raiz, y su balance es fundamental en este proceso que estd regulado principalmente por
citoquininas, auxinas, brasinosteroides y giberelinas (Chaiwanon & Wang, 2015; Ubeda-Tomas
et al., 2012; Beemster & Baskin, 1998). Si bien estas hormonas regulan diversos procesos por si
solas, existe evidencia de que hay cooperacién y comunicacion cruzada entre sus vias de
sefalizacion (Depuydt & Hardtke, 2011).

Los resultados del andlisis del promotor de TTL1 muestran que presenta motivos responsivos a
citoquininas correspondientes a los que se unen los factores de transcripcion ARR tipo B, auxinas
y brasinosteroides (Nguyen et al., 2016). Segun el eFP browser la aplicacion de zeatina a un
medio control, induce la expresion de TTL1 (Figura 20). Lo que coincide con nuestros resultados
de los experimentos con la linea reportera TTL1::GUS (Figura 21). Al analizar el crecimiento de
raices de Col-0 y tt/1 en un medio control suplementado con BAP durante 24 h (Figura 18), se
observo que ambos genotipos reducen significativamente el niumero de células del MP, lo que
coincide con lo reportado por (Dello loio et al., 2007). Sin embargo, la reduccion de células en el
MP de ttl1 es mayor, esto apoya la hipdtesis antes propuesta de que TTL1 podria estar
controlando la progresion del ciclo celular en el MP de Arabidopsis. Bajo estrés osmotico (400
Mm manitol, -1.2 MPa potencial osmoético) TTL1 se expresé en cortex, endodermis y estela. Sin
embargo, al suplementar este medio con BAP la expresion de TTLI se dio en el NCM y en la
epidermis (Figura 21). El andlisis del crecimiento de raices de Col-0 y tt/1 en condiciones de
shock osmético y BAP muestran que ambos genotipos disminuyeron el nimero de células del
MP, sin embargo, Col-0 fue quien tuvo la mayor reduccion (Figura 19).

Segun el eFP browser las giberelinas inducen la expresion de TTL1 considerablemente luego de
las 3 h de aplicacion al medio (Figura 20). Esto no concuerda con los resultados obtenidos con
la linea reportera pTTL1::GUS. Es posible observar que en este tiempo el nimero de células del
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MP disminuyé con respecto al observado en Col-0 sin tratamiento, sin embargo, esta reduccion
es menor que la observada para otras hormonas lo que coincide con lo reportado por
Hetherington et al., 2021 que dice que el efecto de las giberelinas es menor en el crecimiento de
la raiz primaria.

Ademas, la expresion de TTL1 es inducida por la accion de auxinas (Figura 20; Cuadrado-Pedetti
et al., 2021). En este trabajo vimos que tanto Col-0 como ft/1 respondieron de la misma manera a
las concentraciones de auxinas utilizadas, reduciendo el niimero de células en el MP. Por el
contrario (Perilli & Sabatini, 2010) reportan que la adicion de 0.1 nM AIA al medio resulta en el
aumento del tamano del MP, esta contradiccién puede deberse a las dosis de AIA utilizadas. Es
probable que la concentracion que utilizamos en este trabajo sea inhibitoria del crecimiento, y
por eso ocurre la reduccion en el numero de células del MP. Bajo condiciones de shock osmético
+IAA la reduccion en el nimero de células en ambos genotipos resulta del efecto combinatorio
de los dos tratamientos. Cuadrado-Pedetti et al., 2021 reportd que la respuesta a auxinas se ve
disminuida luego de 7 dias de shock osmotico en el mutante #/1.

En este trabajo observamos que en las raices del mutante crecidas durante 7 dias en medio
control los niveles de expresion de dos genes de la via de sefalizaciéon por BRs (BAK1 y BESI,
Figura 25) son significativamente mayores en el mutante ¢f/1 en comparacion a Col-0. Ademas,
ttl1 tiene un MP mads pequetio, una transicion rapida de las células hacia la ZE y células maduras
mas cortas, similar a lo que ocurre con el mutante bril-116 y en el mutante dwf4 que tiene
reducida la sefializacién por BRs y a lo que ocurre con la sobreexpresion de BES1 y el tratamiento
con epi-BL (Chaiwanon & Wang, 2015; Gonzalez-Garcia et al., 2011; Hacham et al., 2011). Sin
embargo, no encontramos cambios en el patron de expresion de BZR1 en las células epidérmicas
de la raiz de tt/1 en comparacion con las de Col-0 (Cuadrado-Pedetti et al., 2021; Chaiwanon et
al., 2015).

Por otro lado observamos que los niveles de expresion de dos genes de biosintesis de BRs (DWF4
y CPD, Figura 26) son significativamente menores en las raices del mutante tt/1 crecidas durante
7 dias en medio control en comparacion con Col-0. Estos resultados concuerdan con la aplicaciéon
de epi-BL que disminuye rdpidamente los niveles de transcripto de DWF4 y CPD, y discrepa con
lo que ocurre en mutantes deficientes en la percepcion de BRs, que acumulan transcriptos de
DWF4 (Amorim-Silva et al., 2019; Tanaka et al., 2005). Por un lado los menores niveles de
expresion de los genes de biosintesis de BRs podrian sugerir que /1 es un mutante que posee
mas BRs que Col-0; sin embargo, los niveles de expresion de BAK1 sugieren que los niveles de
BRs son menores en el mutante. Estos datos sumados al fenotipo de tt/1 que es muy sutil y no
se asemeja a los fenotipos de los mutantes deficientes en la sintesis y/o sefializacion de BRs que
son enanos, nos hacen pensar en un desbalance entre la homeostasis de auxinas y BRs. La Figura
33 muestra el modelo propuesto para tt/1 en condicion control y relaciona auxinas y BRs. Como
se menciond anteriormente, BES1 presenta niveles de expresion mas elevados en /1 con

80



respecto a Col-0. Es sabido que BES1/BZR1 son factores de transcripcion que inhiben la via de
biosintesis de BRs (Chung & Choe, 2013), lo que coincide con la represion de DWF4 y CPD
observada en nuestros resultados. La represion de la via de biosintesis, daria como resultado
una menor cantidad de BRs, y, por lo tanto, en un intento por tratar de sensar la hormona, la
transcripcion del co-receptor BAKI aumenta, como observamos en el mutante. La menor
cantidad de BRs concuerda con el menor largo de la célula madura en tt1. La transcripcion de
BZR1/BES]1 es reprimida por la hormona auxina (Chung & Choe, 2013). Los mayores niveles de
expresion observados en ttl1 de BES1 con respecto a Col-0 sugieren que hay una menor cantidad
de auxinas en el mutante. La menor cantidad de auxinas puede confirmarse en los experimentos
que realizaron Cuadrado-Pedetti et al., 2021 con las lineas reporteras DR5::GUS y ttl1 x

DRb5::GUS.

Auxm

o |
ALY
CK> BL l,

T Lo e 7

T BAS1, SOB7

Brz, Brz2001, Pcz BIA1/ABSA1,

BR biosynthetic inhibitors PIZ, BEN1
BAT1

Aux/IAA

Figura 33. ttl1 es un mutante con menos cantidad de BRs y auxinas en condicion control. Modelo del
mutante tf/1 en condicién control en relaciéon a BRs y auxinas. Las flechas rosadas corresponden a los
niveles de expresion de genes o cantidad de hormonas en tt[1 con respecto a Col-0. Nuestros resultados
muestran que tt/1 posee mas expresion de BESI que Col-0. Este factor de transcripcidn inhibe la via de
biosintesis de BRs, lo que provoca que haya menos cantidad de esta hormona. Para poder sensarla BAK1
se sobre-expresa. Los niveles de expresiéon de BESI sugieren una menor concentracion de auxinas.

Imagen adaptada de Chung & Choe, 2013.
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En raices de t#/1 crecidas en shock osmotico los niveles de expresion de BES1 y BAK1 bajan a los
niveles observados en las raices de Col-0, lo que concuerda con la supresion de la via de BRs
observada por la exposicion al estrés (Geng et al., 2013) . Por otro lado, en las condiciones de
shock osmatico los niveles de transcriptos de DWF4 y CPD fueron significativamente menores
en raices de Col-0 y en el gradiente osmotico sus niveles bajaron en tt/1 similar a la represion
temporal observada en condiciones de estrés salino (Geng et al., 2013).

Para entender el rol de TTL1 en condiciones de estrés osmotico, es de nuestro interés estudiar la
expresion de los otros componentes de la via de sefalizacion de BRs para tener un panorama
mas completo de la homeostasis de BRs. Por otro lado, también deberia estudiarse, a nivel
transcripcional, el didlogo cruzado con otras hormonas como las auxinas y citoquininas que
afectan tanto la expresion de TTL1 como la tasa de produccion celular en el meristemo de tt/1.
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6. Conclusiones

En este trabajo analizamos el crecimiento de la raiz primaria del mutante ¢t/1 en condiciones
crecientes de potencial osmotico, para evaluar las respuestas del MP cuando se va encontrando
paulatinamente con menos disponibilidad de agua.

La tasa de crecimiento de las raices del genotipo silvestre y del mutante se desaceleraron menos
en el gradiente osmotico que en el shock osmotico en comparacion a las tasas de crecimiento en
condiciones control.

Durante el crecimiento en gradiente osmotico la menor tasa de crecimiento de la raiz de tt/1
(evaluada en el rango 300-400 mM manitol) fue asociada a una pérdida de células en el MP, que
pasan mas tiempo en la ZT y que alcanzan una menor longitud en su madurez.

A diferencia de lo observado en el crecimiento en shock osmdtico, en el gradiente osmotico 1
no presentd el fenotipo de expansion exacerbada en el MP.

Comprobamos transcripcionalmente que en condiciones control los genes de biosintesis de
pared celular primaria en el mutante ¢t/1 tienen niveles de expresién mas bajos que el genotipo
silvestre lo que es concordante con la mayor flexibilidad de las paredes celulares de las células
epidérmicas de la ZE del mutante. El aumento de la expresion de TTL3 en tt/1 en condiciones de
estrés osmotico podria indicar que TTL3 esta suplantando el rol de TTL1 en su ausencia.

En condicion control, ttl1 presenta mayor transcripcion de los genes de senalizacion de BRs y
menor expresion de genes relacionados a biosintesis de estas hormonas, lo que sugiere que tt/1
podria ser un mutante con un desbalance en la homeostasis de auxinas y brasinosteroides. El
patron de los genes vinculados a BRs, en conjunto con la disminucion en la expresion de la
CYCD3;1 con respecto a Col-0, concuerda con el menor numero de células y el menor largo
celular. La pérdida de integridad de la pared celular en el mutante tt/1, sumado a los patrones
de expresion de los genes que integran el Complejo Celulosa Sintasa y la CYCD3;1 sugieren que
el gen TTL1 podria estar involucrado en un mecanismo “de afuera hacia adentro” controlando
negativamente la progresion del ciclo celular en el MP de Arabidopsis.

En las condiciones de crecimiento de estrés osmatico, la expresion de los genes CESAs aumentan
en ttl1 con respecto a lo observado en crecimiento en medio control, sin embargo, el patrén de
expresion de estos genes es diferente a Col-0 lo que concuerda con el intento de aumentar la
rigidez de las paredes celulares de tt/1 en esta condicién, aunque no se alcance la magnitud de
rigidez de las paredes celulares de Col-0. La expresion de los genes CESAs en el mutante tt/1 en
las raices crecidas en el gradiente osmotico podria explicar, en parte, porque no se ve el fenotipo
de expansion celular radial exacerbada en las células de la ZE en tt/1.
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7. Perspectivas

Este trabajo de tesis es sdlo una parte de un proyecto de investigacion. Si bien se ha avanzado
en la mayoria de los objetivos del mismo, ain queda mucho trabajo por delante. Por esta razon
consideraré varios puntos dentro de este apartado.

1) Si bien hemos avanzado en la extraccion de RNA para generar las librerias con el fin de
realizar un experimento de RNA-Seq, ain nos falta seguir poniendo a punto las técnicas para
lograr estandarizarlas. Una vez que esto ocurra, las muestras se enviardn a secuenciar y
obtendremos una lista de genes sujetos a control de transcripcion en Col-0 y ¢/1 bajo condicion
control y de shock osmético.

2) Nuestro grupo tiene interés en conocer el traductoma de tt/1, por esta razdn se realizaran
ensayos de inmunopurificaciéon de polisomas mediante la técnica TRAP. Tenemos plantas de
ttl1 x 355:HF::RPL18 de la generacion F1 que seran evaluadas por PCR para verificar la presencia
de la construccion y para encontrar heterocigotas para ft/1. Luego, la F2 serd sembrada y las
plantas positivas para la construccion HF:RPL18 seran genotipadas en busca de plantas
homocigotas para ttl1. Posteriormente, se evaluard la presencia de RPL18 en las plantas positivas
mediante western blot. Una vez alcanzado ese punto, se procederd con la parte experimental de
la inmunopurificacion de polisomas y el envio a secuenciacion. Esperamos obtener una lista de
genes sujetos a regulacion traduccional.

3) Con el fin de estudiar el interactoma de TTL1 se realizardn experimentos de proximity
labeling.
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Anexo

Nota 1. Esterilizacion de materiales para realizar el medio con gradiente osmotico. Es
importante mencionar que si bien el gradientémetro es de vidrio y por tanto autoclavable, no
asi las placas verticales de acrilico donde se genera el gradiente. Estas tltimas se esterilizaron
con 70% etanol durante 20 minutos, se secaron con gasas estériles y se las expuso a luz UV
durante 15 minutos. Posteriormente se generd el medio de cultivo de gradiente osmotico en una
camara de flujo laminar en estas placas de acrilico y se traspasé con ayuda de una espatula (de
10 cm de ancho) estéril a las placas de Petri estériles definitivas. Por las razones antes
mencionadas trabajamos en condiciones de semi-esterilidad por periodos largos
(aproximadamente 25 dias) por lo que se monitore6 diariamente las placas, a efectos de quitar
contaminaciones que pudieran aparecer.

b) concetracion
de manitol (mM) Col-0 ttl1

0
100
200 it R B R
300
400

3

c
°
o
©
=
E
@
oo
R

5

8

o 100 200 300
(] manitol (mM)

Figura 1. Verificacion de la correcta formacion del gradiente osmoético. En a método cualitativo a través
del uso del colorante Rojo Congo en el medio sin manitol. En b se ve la imagen del ensayo de germinacion
de semillas en el medio con gradiente osmotico. En ¢ se muestra la representacion grafica del porcentaje
de germinacion de las semillas de Col-0 y tt1 resultado del crecimiento en b. Se consideraron cuatro
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réplicas bioldgicas, con un n > 19 semillas en cada franja de concentraciéon de manitol por cada genotipo.
Las letras indican significancia estadistica mediante Test de Student con un p value <0.05.

ttl1 Col-0

t-1 -2 tAl tA2 tB1 1B2 1 C2 CAl1 CA2 (Bl (B2

e

Figura 2. Perfil de bandas resultante de la genotipacion de tt/1. Las letras t y C corresponden a tt/1 y Col-
0 respectivamente. Se evaluaron dos plantas por cada genotipo (A y B). t- y C- son controles negativos
(PCR sin ADN genoémico). Los “1” indican que el par de primers utilizado en la PCR fue el de
amplificacion de TTL1, mientras que los “2” indican que el par de primers utilizado en la PCR fue el de
LB SALK y el rv de TTL1. El amplicén esperado en Col-0 es de 1261pb en el carril CA1 y CB1, que
corresponden al gen TTL1 sin la insercidon del T-DNA (homocigosis para TTL1). La homocigosis para tt1
se corrobora al visualizar una banda de aproximadamente 750pb en los carriles tA2 y tB2. Si hubiera
existido heterocigosis en alguna planta de tt/1, se deberian ver bandas en ambos carriles t.1 y t.2. El MPM
utilizado fue el GenRuler de 100bp plus.

Sin ADNasa : Con ADNasa

- -

28S -
185 -

e
PR

Figura 3. Perfil de bandas obtenido a partir de una extraccion de ARN de raices de Arabidopsis con
TRIzol. En la electroforesis se corrieron las muestras de ARN obtenidas antes y después del tratamiento
con ADNasa. Es posible visualizar los ARN ribosomales 28S y 18S. Se utiliz6 el GenRuler 100pb plus
como MPM
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Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa 1% resultante de una amplificacion por PCR del gen ACTINA
8 utilizando ADN gendmico (ADNg) o ADNc de Col-0 como molde a amplificar. Es posible distinguir
diferentes tamanos entre las bandas de amplificacion de ambos moldes (1200pb para el ADNg y 1000pb
para el ADNc). Se utiliz6 el GenRuler 100pb plus como MPM

A B

Amplification Plot Melt Curve Plot (Derivative)

Derivative Reporter
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Figura 5. En A se muestra un ejemplo de las curvas de amplificacién obtenidas en una corrida de RT-
qPCR y en B se muestra un ejemplo de curva de disociacion. Las curvas rojas corresponden al gen
RELACIONADO A CITOCROMO C OXIDASA, las curvas azules al gen de biosintesis de
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brasinoesteroides DWF4 y la curva amarilla corresponde al control negativo del experimento. La recta

negra indica el umbral o threshold considerado.

Tabla 1. Componentes del medio Murashige and Skoog (Murashige & Skoog, 1962)

Macronutrientes g/L Micronutrientes mg/L
NHNO; 1.64 H;BO; 6
KNO; 1.90 CaClz 0.023
KH>PO; 0.168 CuS0y 1.59
CaCl> 0.44 Na; EDTA 37.22
MgSOy 7TH>0 0.37 FeSO, TH,O 278
Kl 0.83
MnSO; H2 O 15.1
Na:MoQy 2H:0 0.24
ZnS0y TH:O 8.628

Tabla 2. Secuencias de primers utilizados en las reacciones de PCR a tiempo final.

Primer Secuencia primer Funcion
TTL1DPCRF 5- TGG ACT CAC CAC CAC CAC | Genotipacion de ttl1
TA-3’
TTL1DPCRR 5- ACC GAG TCT GCG AAC AAG
AT-3
LB SALK 5 TGG TTC ACG TAG TGG GCC
ATC G-3
MS1 5 GCG GTTTTC CCC AGT GTT GTT | Amplificacién de Actina8
G-3’
MS2 5 TGC CTG GAC CTG CIT CAT
CAT ACT-3
Fw_HF-TAG 5- CAC CAT GGG ACA TCA CCA | Verificacién de presencia de
TCA TCA CC-3 RPL18 en las lineas 35s::HF-
RPL18 y ttl1 x 35s::HF-RPL18
3" OCS_Rev 5 CAT GCG ATC ATA GGC GTC
TCG-3’
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Tabla 3. Componentes del buffer TAE 50X

Componentes Concentracion
Tris base 242 g/L.

Acido acético glacial | 57.1 mL/L
EDTA (pH 8.0) 100mL/L

Tabla 4. Eficiencia de los primers utilizados en los ensayos de RT-qPCR. Los juegos de primers que se

utilizan para calcular un fold-change y poseen una eficiencia por fuera del rango dptimo entre 90%-110%

(marcados en amarillo), necesitan una correccion matematica adicional basada en el método de Pfaffl

(Pfaffl, 2001).

Gen que amplifica Eficiencia
RELACIONADO CITOCROMO C
OXIDASA 101%
CESA1 105%
CESA3 97%
CESA6 99%
TTL1 95%
TTL3 102%
TTL4 109%
PECTATO LIASA12 108%
CSLA9 83%
EXPA1 98%
AHA1 100%
CYCD3:1 95%
AHA?2 97%
BES1 93%
BAK1 91%
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Tabla 7A.

DWF4 92%

CPD 87%

Tabla 5. Composicion de buffer de extraccion proteinas

Componente

Tris-HCI 50 mM pH 7.4

EDTA ImM

Triton 0,05%

Inhibidor de proteasa (cOmplete™ Mini, EDTA-free, n° catalogo: 118361700001): 1
pastilla/10 mL de buffer

Tabla 6. Composicion buffer de muestra para proteinas (5X)

Componente

Tris- HCl 60mM pH 6.8

2 3-mercaptoetanol 14.4 mM

Glicerol 25%

Azul de bromofenol 0,1% (Millipore, n° catalogo: 108122)

SDS 0.1%

Componentes de la solucién necesarios para preparar dos geles de corrida 12% a utilizar en

un SDS-PAGE (15 mL finales)

Componente Volumen (mL)

H0 49

30% mix de acrilamida (Acrylamide-bis ready-to- | 6.0
use solution 30% (37.5:1). Millipire, N° catalogo:

100639)
1.5 M Tris (pH 8.8) 38
10% SDS 0.15
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10% APS

0.15

TEMED

0.006

Tabla 7B. Componentes de la solucion necesarios para preparar dos geles de carga a utilizar en un
SDS-PAGE (5 mL finales)

Tabla 8. Composicion del buffer de corrida utilizado en el SDS-PAGE (5X)

Tabla 10. Composicion de la soluciéon de destenido (1L)

Componente Volumen (mL)
H-0 34

30% mix de acrilamida 0.83

1.5 M Tris (pH 6.8) 0.63

10% SDS 0.05

10% APS 0.05

TEMED 0.005

Componente

Tris 25 mM (sin ajuste pH)

Glicina 192 mM

SDS 0.1%

Tabla 9. Composicion soluciéon commassie

Componentes

0.1% Azul brillante R-25 (Sigma, n° de

catalogo: B0149

10% acido acético

50% metanol

40% H20
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Componente Volumen (mL)
H20 450
Metanol 450

Acito acético 100

Tabla 11A. Composicion buffer de transferencia (8X)

Componente

Tris 25 mM

Glicina 192 mM

Tabla 11B. Composicion buffer de transferencia (1X)

Componente Volumen (mL)
Buffer transferencia (8X) 100
H20 700
Metanol 200

Tabla 12. Composicion de solucion rojo Ponceau

Componen

tes

1% acido acético

0.5% rojo Ponceau (Sigma, n° de catalogo:
P-3504) disuelto en H20 destilada

Tabla 13. Composicion del buffer TBS (10X)

Componente

Tris base 0.2 M

NaCl1.5M
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