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RESUMEN

El presente Trabajo Fin de Grado pretende contribuir a la diseccion genética de la formacion
de raices adventicias a partir de explantos foliares en Arabidopsis thaliana. En el sistema
experimental que hemos utilizado, la formacion de raices adventicias se produce en una
region localizada de la base del peciolo en respuesta a la escision foliar y sin la adicidon
exogena de hormonas. Mediante el uso de lineas marcadoras, hemos caracterizado a nivel
espacial y temporal los principales eventos moleculares que tienen lugar durante el
desarrollo de las raices adventicias. Nuestros resultados nos permiten proponer algunas de
las rutas genéticas implicadas en las distintas etapas durante el proceso de regeneracion
tisular. Por ultimo, hemos estudiado los niveles de expresién de algunos de estos genes en

mutantes afectados en el proceso de formacién de raices adventicias.

PALABRAS CLAVE: raices adventicias, regeneracidn, Arabidopsis thaliana, organogénesis.

ABSTRACT

The objective of this work is to contribute to the genetic dissection of adventitious root
formation in Arabidopsis thaliana leaf explants. In our experimental approach, adventitious
root formation proceeds from a defined location in the petiole base after leaf excision and
without exogenously-added hormones. By means of defined marker lines, we temporally
and spatially characterized the major molecular events happening during adventitious root
development. Our results allowed us to propose some of the genetic pathways involved in
the different stages of plant tissue regeneration. Finally, we studied the expression level of

some of these genes in mutants affected in adventitious root formation.

KEYWORDS: adventitious roots, regeneration, Arabidopsis thaliana, organogenesis.
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1. INTRODUCCION

1.1 Objeto de estudio

La actividad investigadora llevada a cabo en el laboratorio del Prof. José Manuel
Pérez pretende enriquecer los conocimientos relacionados con el control genético,
ademas del componente fisioldgico y hormonal, que regula la regeneracion de érganos
vegetales. Para contribuir a la diseccion genética del proceso de regeneracién
radicular, usaremos la crucifera Arabidopsis thaliana, la cual ha sido ampliamente
adoptada como sistema modelo del desarrollo vegetal (Page y Grossniklaus, 2002).
Durante el proceso de regeneracion se ha observado que el ratio hormonal
auxinas/citoquininas tiene un papel protagonista, de manera que si es elevado se
induce la formacién de raices, mientras que si es bajo se propicia la formacion de tallos
y hojas (Skoog y Miller, 1957). En ultima instancia, el balance hormonal regula la
organogénesis adventicia mediante la activacion o represién de rutas génicas
especificas que controlan los procesos del desarrollo de los nuevos drganos (lkeuchi et
al., 2016). El estudio de los mecanismos moleculares que controlan la organogénesis
de novo a partir de organos adultos es de interés fundamental en agricultura ya que
esta informacién seria util para optimizar los procesos de multiplicacion clonal de

variedades de élite o contribuir a la mejora de especies recalcitrantes.
1.2 Formacidn de raices adventicias en plantas dicotiledéneas

Las raices adventicias son aquellas que se originan a partir de tejidos no
radiculares como tallos u hojas (da Rocha Correa et al., 2012). La formaciéon de este
tipo de raices se produce en respuesta a estimulos externos, generalmente estreses
abidticos tales como inundaciones (Vidoz et al., 2010), déficits nutricionales (Miller et

al., 2003) o tras una herida (Ahkami et al., 2009).

La formacién de raices adventicias a partir de tallos preformados o esquejes se
ha dividido en tres etapas: (1) la fase de induccién, durante la cual algunas células
revierten su identidad y se especifican como células iniciadoras de los nuevos
primordios radiculares, (2) la fase de iniciacién, en la que domina la proliferacién
celular y se forman los primordios, y (3) la fase de expresion (también llamada fase de
elongacion), que comprende el crecimiento macroscdpico de los primordios y se

establece su conexion vascular con el tallo (Cano et al., 2014, de Klerk et al., 1999).
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En muchas especies vegetales las células precursoras de las raices adventicias no
estan preformadas y derivan de células especificas, como las células del periciclo en el
hipocétilo de Arabidopsis thaliana tras una herida (Sukumar et al., 2013, Verstraeten
et al., 2013), o las células del cambium vascular en los esquejes de clavel o petunia

(Agullé-Anton et al., 2013, Ahkami et al., 2013).
1.3 Regulaciéon hormonal de la formacidn de raices adventicias
1.3.1 Auxinas

Las auxinas presentan una funcion relevante durante la formacién de raices
adventicias en muchas especies vegetales (Bellini et al., 2014). Una elevada
concentracion enddgena de esta hormona esta normalmente asociada con altas tasas

de enraizamiento adventicio (Caboni et al., 1997, Wiesman et al., 1988).

Se conocen dos vias principales de biosintesis del acido indolacético o AIA, que se
corresponde con la auxina biolégicamente activa: (1) sintesis del AIA independiente del
triptéfano (Zhang et al., 2008, Ouyang et al., 2000) y (2) sintesis del AIA dependiente
del triptéfano. La ruta principal de sintesis de AlA es la del cido indol-3-piravico (IPA)
y tiene lugar en dos etapas. En la primera, el triptéfano es transformado en IPA por la
enzima triptéfano aminotransferasa (TAA1). El IPA se transforma en AIA por las
flavinas monooxigenasas de la familia YUCCA (Dai et al., 2013). Por otro lado cabe
destacar la ruta de la indol-3-acetaldoxima (IAOX), que solo se encuentra en algunas
especies de cruciferas, como Arabidopsis thaliana, que poseen la familia enzimatica
CYP79B, concretamente las enzimas CYP79B2 y CYP79B3, capaces de transformar el
triptéofano en indol-3-acetaldoxima (Mano et al.,, 2012, Mashiguchi et al., 2011,
Sugawara et al., 2009). La sintesis de AIA se lleva a cabo en la parte aérea de la planta,
principalmente en las hojas jovenes y se transporta polarmente hasta las raices por
accion de las proteinas PIN. El primer miembro descrito de esta familia es PIN-
FORMED1 (PIN1), cuyo mutante, pinl, presenta un fenotipo similar a plantas silvestres
tratadas con inhibidores quimicos del transporte polar de auxinas, como TIBA (acido
2,3,5-triyodobenzdico) y NPA (acido N-1-naftiltaldmico). EI gen PINI codifica una
proteina transmembrana que se localiza en la membrana basal de las células
vasculares (Krecek et al., 2009, Paponov et al., 2005). Debido a su funcion esencial en

el transporte polar de auxinas, las proteinas PIN se requieren de manera especifica en
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diversos procesos del desarrollo vegetal que requieran concentraciones elevadas de
dicha hormona. Durante la embriogénesis, PIN1, PIN4 y PIN7 contribuyen a la correcta
especificacion del eje apical-basal del embrién (Friml et al., 2003; Figura 1A). El
crecimiento de la raiz principal requiere del establecimiento de un maximo de auxina
en el apice de la raiz y un reflujo de auxina hacia la zona meristematica que depende
de la expresion y localizacidn subcelular de los transportadores PIN1, 2, 3, 4 y 7 (Blilou

et al., 2005; Figura 1B).

PIN7

A B
Produccion
de auxinas
R

Figura 1.- Funcion de los transportadores PIN durante el desarrollo vegetal. (A)
Generacion del eje apical-basal durante la embriogénesis de Arabidopsis thaliana. (B)
Generacion y mantenimiento del reflujo de auxina en el &pice radicular. En morado se indica la
sintesis de auxinas. En verde se indica la respuesta a auxinas. Las flechas indican la direccion
del transporte de auxinas y su color se corresponde con las distintas proteinas PIN. EL: zona de
elongacién. DIV: zona de division. Tomado de (A) Friml et al. (2003) y (B) Blilou et al. (2005)
con ligeras modificaciones.

Una vez llegan al tejido diana, las auxinas ejercen su accion a través de su unién
al receptor TIR1 (TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1), que forma parte del complejo

TRL en respuesta a la

SCF™! de ligasa de ubicuitina. La activacién del complejo SCF
auxina promueve la degradacién de los correpresores transcripcionales de la familia
AUXIN/INDOLE3-ACETIC ACID (Aux/IAA) por el proteosoma 26S (Tan et al., 2007). Las
proteinas Aux/IAA inhiben la actividad de los factores de transcripcion de la familia
AUXIN RESPONSE FACTOR (ARF) que regulan directamente la transcripcidon de los
genes diana de la sefial de auxina mediante su union en cis a los elementos AuxRE
(Auxin Responsive Element) en la region reguladora de estos genes (Krogan et al.,

2015). Algunos de estos factores de transcripcion regulados por auxinas y que

participan en la formacion de raices adventicias son ARF6 y ARF8, que actuan como
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reguladores positivos de la formacion de raices adventicias en el hipocdtilo, y ARF17,
gue actua como un regulador negativo. Aguas abajo de estos tres factores de
transcripcion se han identificado los genes GH3.3, GH3.5 y GH3.6 que codifican amido
sintasas que conjugan residuos de aminoacidos, como aspartico (Asp) o isoleucina (lle),
a diversas hormonas, como AIA o acido jasmodnico. Estos genes GH3 se requieren para
la modulacion de los niveles enddgenos de AIA y acido jasmonico durante las primeras
etapas del desarrollo de las raices adventicias (Gutierrez et al., 2012, 2009). Otros
genes situados aguas abajo de la auxina en el hipocdtilo son LBD16 y LBD29, que
contribuirian a la iniciacién y diferenciacion, de los primordios radiculares (Welander

et al., 2014).

En un trabajo reciente realizado en esquejes de clavel (Agulld-Anton et al., 2014),
se ha observado que tras la formacién de las raices adventicias, los niveles endégenos
de auxina decrecen hasta recuperar unos niveles basales, lo que concuerda con el
efecto inhibitorio de la auxina cuando se aplica exégenamente en estadios avanzados
de la formacién de raices adventicias (de Klerk et al., 1999). Se ha propuesto que la
restauraciéon de niveles basales de auxina endodgena se llevaria a cabo por los
mecanismos habituales de degradacién de hormonas en los que intervienen distintas
peroxidasas, o mediante su conjugacidon con aminodacidos y azucares que dan lugar a

formas inactivas de la hormona (Caboni et al., 1997, Nordstrom et al., 1991).
1.3.2 Citoquininas

Las citoquininas son, junto a las auxinas, otra de las hormonas que también
contribuyen a la formacion de raices adventicias (Della Rovere et al., 2013). Los niveles
enddégenos de citoquininas descienden durante las fases tempranas de |la
organogénesis radicular, para alcanzar su maximo en la fase de emergencia y
crecimiento macroscopico de los primordios (Della Rovere et al., 2016). Se ha
observado que la aplicacion exdgena de citoquininas inhibe la formacion de raices
adventicias (de Klerk et al., 1999), probablemente debido a su efecto positivo para la
diferenciacién prematura del primordio radicular durante las fases iniciales del

crecimiento de los primordios (Bollmark y Eliasson, 1986).

La biosintesis de citoquininas se lleva cabo a partir del AMP (adenosin

monofosfato ciclico) en varios 6rganos de la planta, tanto de la parte aérea como en
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las raices (Miyawaki et al., 2004). La enzima isopentenil transferasa (IPT) transfiere el
grupo pentilo desde el pirofosfato de dimetilaliio (DMAPP) al AMP, formando el
ribétido de isopenteniladenina. Este compuesto es finalmente hidrolizado gracias a la
enzima LONELY GUY, con la consecuente pérdida de la ribosa y un grupo fosfato para
dar lugar a las citoquininas activas, la isopentenil adenina y la trans-zeatina (EI-Showk
et al., 2013). Evidencias experimentales sefialan que algunas citoquininas, como la
trans-zeatina, se transportan desde la raiz hasta los érganos aéreos en respuesta a los
niveles de nutrientes del substrato y son utilizadas como una sefial para coordinar el
crecimiento de la parte aérea con la cantidad de nutrientes disponibles en el suelo

(Hirose et al. 2008, Matsumoto-Kitano et al. 2008).

La via de sefializacidn intracelular de las citoquininas se basa en un sistema de
transduccion de dos componentes similar a los encontrados en bacterias. En primer
lugar, la citoquinina se une al dominio extracelular de su receptor transmembrana que
contiene un dominio histidina kinasa intracelular. Tras la unién de las citoquininas, se
transfiere un grupo fosfato desde su dominio aceptor hasta un residuo de aspartato
situado en el dominio kinasa. Posteriormente se produce la transferencia del grupo
fosfato del dominio kinasa hasta la proteina histidina fosfotransferasa (AHP), la cual se
trasloca al nucleo, y transfiere finalmente dicho grupo fosfato hasta un residuo
aspartato de los efectores, llamados RESPONSE REGULATORS (RR) y Arabidopsis
RESPONSE REGULATORS (ARR) en la especie modelo Arabidopsis thaliana, los cuales
actuaran como represores o activadores de los genes diana de las citoquininas (El-

Showk et al., 2013).

Los ejemplos de genes regulados por citoquininas e involucrados en la formacién
de raices adventicias no son tan abundantes como en el caso de las auxinas, aunque si
gue existen algunas referencias bibliograficas. PtRR13 ha sido descrito como un RR de
tipo B que actia como un regulador negativo de la formacidn de raices adventicias en
un hibrido de chopo (Populus tremula x Populus alba) (Ramirez-Carvajal et al., 2009).
La sobreexpresion de PtRR13 disminuye la tasa de produccién de raices adventicias a
partir de explantos de tallo y, ademas, éstas presentan menor longitud que las raices
adventicias silvestres. Ademas de las respuestas individuales inducidas por auxinas y
citoquininas, se ha descrito la interconexién de sus vias de sefializacion para regular

algunos procesos del desarrollo radicular (Muraro et al., 2011). Por un lado, se ha
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demostrado que la senal de las auxinas regulan positivamente los genes IPT7 e IPT5,
responsables de la biosintesis de citoquininas (Miyawaki et al., 2004), mientras que las
citoquininas son capaces de regular los genes YUCCA5, YUCCA5-like y YUCCA6, que
intervienen en la biosintesis de auxinas, mediante la accién de los reguladores ARR3,
ARR4, ARR5, y ARR6, ya que el cuadruple mutante arr3,4,5,6 mostraba niveles de
biosintesis de auxina mas elevados que su fondo genético silvestre (Jones et al., 2010).
Por otro lado, se ha determinado que las citoquininas parecen estar involucradas en la
inhibicion del transporte polar de auxinas, a través de la regulacién de la expresion de

los PIN (Sim&skova et al., 2015, Ruzicka et al., 2009).
1.3.3 Otras hormonas

Recientemente se ha descrito que otras hormonas vegetales, como el acido
jasmonico y las estrigolactonas, también estarian involucradas en la formaciéon de
raices adventicias en distintas especies (Sinohara et al., 2013, Gutierrez et al., 2012,
Rasmussen et al., 2012). En Arabidopsis, el jasmonato parece tener un efecto represor
en la formacién de raices adventicias dado que niveles endégenos elevados de esta
hormona estan correlacionados con un menor niumero de raices adventicias (Gutierrez
et al., 2012). En el triple mutante gh3.3 gh3.5 gh3.6 se observé una disminucién
notable en la formacién de raices adventicias y niveles de jasmonatos anormalmente
superiores respecto a su fondo silvestre. Esto parece indicar que los niveles enddgenos
de jasmonatos estarian regulados indirectamente por componentes de la via de las
auxinas, presumiblemente debido a la sobreexpresion de las enzimas de biosintesis de
acido jasmonico que origina la perdida de funcion de los genes GH3.3, GH3.5 y GH3.6.
En el mismo trabajo se observd que los mutantes opr3 y dde2-2, deficientes en la
biosintesis de jasmonatos, presentaron una mayor capacidad para la formacién de

raices adventicias a partir de hipocétilos etiolados (Gutierrez et al., 2012).

En cuanto a las estrigolactonas, se ha propuesto que ejercen una funcién
represora en la formacion de raices adventicias, de forma independiente a las
citoquininas (Rasmussen et al.,, 2012). Esta funcién se llevaria a cabo a través del
control de la iniciacién de las raices adventicias, de manera directa por la inhibicién de
las divisiones formativas, y de manera indirecta limitando el transporte de auxinas.

Esto ultimo concuerda con el trabajo de Shinohara et al. (2013), en el que se


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%C5%A0im%C3%A1%C5%A1kov%C3%A1%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26541513
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determind que las estrigolactonas inducen la endocitosis de los transportadores PIN1

en la membrana plasmatica en los tallos.
1.4 Semejanzas y diferencias entre raices laterales y raices adventicias

A pesar de la aparente similitud morfoldgica entre las raices laterales y las
adventicias, existen diferencias importantes en el proceso de formacion de estos dos
tipos de raices. En Arabidopsis, las raices laterales se originan a partir de las células del
periciclo adyacentes a las células polares del xilema (xylem pole pericycle cells) en las
raices previamente existentes (de Smet et al.,, 2006) y siguiendo un patrén
predeterminado (Goh et al., 2016, Péret et al.,, 2009, Casimiro et al., 2003). Por el
contrario, las raices adventicias se originan de distintos érganos (hipocétilos, hojas,
tallos, etc.) y por tanto, de diferentes tipos celulares. Las raices adventicias generadas
a partir del hipocétilo pueden surgir de células del parénquima vascular, células
jovenes del floema o células del cambium interfascicular proximas a las del floema. Las
raices formadas en explantos de tallo parecen generarse a partir de células del tejido
vascular en Arabidopsis, a partir de células cercanas al tejido vascular en Populus
trichocarpa o de células del cambium interfascicular en Malus domestica (Bellini et al.,
2014). Concretamente en Arabidopsis, las raices adventicias generadas en el hipocétilo
proceden de las células del periciclo adyacentes a las células polares del xilema, al igual
gue las raices laterales (Sukumar et al., 2013), mientras que las raices adventicias
generadas a partir de hojas se desarrollan del cambium vascular (Correa et al., 2012).
Estos resultados sugieren que, en Arabidopsis, la formacion de raices adventicias a

partir de hipocadtilo o a partir de hoja en no seguirian rutas idénticas.

Las raices adventicias no se diferencian de las raices laterales Unicamente en el
tejido a partir del cual se forman o la identidad de las células que dan lugar al nuevo
drgano, sino que también existen diferencias en los mecanismos moleculares que
regulan la formacidén de ambos tipos de raices. Se han descrito genes especificos de la
formacion de raices adventicias a partir de hipocdtilo que no estarian involucrados en
la formacion de raices laterales de Arabidopsis thaliana (Verstraeten et al., 2014).
Algunos de estos genes son ARGONAUTE1 (AGO1), cuyo mutante agol muestra
defectos en la formacién de raices adventicias pero no laterales (Sorin et al., 2005),

PECTIN METHYLESTERASE3 (PEM3), cuya mutacién provoca una disminucion en el
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numero de raices adventicias pero no en el nimero de raices laterales (Guénin et al.,
2011) o ROOT INITIATION DEFECTIVE1 (RID1), necesario en la fase de iniciacién de la
formacién de raices adventicias a partir de hipocétilo pero no para la iniciacién de las
raices laterales (Konishiy Sugiyama, 2003). Ademas, también se han descrito mutantes
de maiz que son capaces de desarrollar raices adventicias situadas en la base del tallo
(lamadas raices en corona en esta especie), pero que no forman raices laterales y

viceversa (Coudert et al., 2010, Hochholdinger et al., 2009).

Células fundadoras de Cortex
Protoxilema Células fundadoras de RL RLy PRL epidermis Endodermis
Periciclo Médulo 1 Médulo 2 Médulo2  Médulo 3 Modulo 2 Madulo 4
DR5 =) Auxina Auxina Auxina Auxina Auxina Auxina
1l
IAA28 SLR/IAA14 SLR/IAA14  BDL/IAA12 SLR/IAA14  SHY2/IAA3
1 1 1 1 1
ARF5,6,7,8 ARF7,19 y otros? ARF7, 19 ARFS ARF7,19 ARF7
and 19 v N ¥ b ¥
\ Polarizacion de las Iniciacion de la Emergencia

Especificacion células fundadoras formacion de RL

)
'

Meristemo Zona de i
!

1 ]
\ ' !
Meristemo ! Zona de migracién | ! Zona de iniciacién
]
basal i nuclear ' ' de RL

Desarrollo

Figura 2.- Distintos modulos durante el desarrollo de raices laterales. Las células de color
naranja se corresponden con células del periciclo y las células de color azul se corresponden a
células que muestran la expresion de un marcador de respuesta a auxinas. En rojo se muestran
las consecuencias de la accion de los distintos mddulos. (PRL: primordio de raiz lateral; RL:
raiz lateral). Imagen obtenida de Lavenus et al. (2013), con ligeras modificaciones.

No obstante, la formacidon de raices laterales y adventicias también presenta
modulos comunes (Figura 2), en el que tres proteinas ARF (ARF17, ARF6 y ARF8)
estarian regulando la formacion de raices adventicias y dos de ellas (ARF6 y ARF8) se
encontrarian también involucradas en la formacion de raices laterales junto a
MONOPTEROS (MP)/ARF5, ARF7 y ARF19, concretamente durante la fase de
especificacion, en la que se marcan las células que mas tarde dardn lugar a la raiz
lateral, siendo regulados negativamente por IAA28. Ademas, MP/ARF5, ARF7 y ARF19
intervienen en otras fases de la formacion de raices laterales como la fase de
migracion nuclear, donde estarian regulados negativamente por SOLITARY ROOT
(SLR)/IAA14, la fase de iniciacion (regulados negativamente por SLR/IAA14 y
BODENLOS (BDL)/IAA12) y la fase de emergencia (regulados negativamente por
SLR/IAA14 y SHY2/IAA3) (Lavenus et al., 2013, Gutierrez et al., 2012; Figura 2).
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1.5 Sistemas basados en la escision y cultivo de explantos foliares

Recientemente se han desarrollado en Arabidopsis protocolos de analisis de
enraizamiento adventicio a partir de explantos de hoja en los que el medio de cultivo
no contiene tratamiento hormonal exdégeno para favorecer la produccion de raices
adventicias (Chen et al., 2014, Correa et al., 2012). Con este abordaje se ha conseguido
esclarecer algunos de los factores que afectan a la formacion de este tipo de raices,
tales como las condiciones luminicas, la edad de la hoja o la demanda de carbohidratos
del explanto. El establecimiento de este protocolo le ha permitido al grupo del
investigador Lin Xu describir los primeros eventos de reprogramacion celular y
determinar algunos marcadores clave en estas etapas (como WOX11 o WOX5) en un
primer enfoque a pequefia escala (Liu et al., 2014). Para finalizar, su trabajo mas
reciente trata de un ensayo de secuenciacién del transcriptoma por RNA-Seq, gracias al
cual fueron capaces de identificar un enriquecimiento en factores de transcripcion de
la familia NAC (acrénimo resultante de las iniciales de los genes a partir de los cuales se
identificé esta familia: NAC, ATAF1/2 y CUC2) entre 24 y 48 horas tras el corte. Estos
factores de transcripcidn no son regulados por auxina, se expresan de manera
asimétrica (Unicamente en el explanto y no en la planta madre) y parecen ser
necesarios para la formacion de raices adventicias ya que la linea transgénica
Pro35S:NAC1-SRDX, la cual posee un mecanismo molecular de silenciamiento génico
especifico para NAC1, mostrd una reduccién del 80% de la capacidad de enraizamiento
adventicio (Chen et al., 2016). Con todo, consideramos que el estudio de la formacién
de raices adventicias a partir de explantos foliares en el modelo de Arabidopsis puede
aportarnos informacién relevante sobre los componentes genéticos especificos de la
induccion de raices adventicias a partir de tejidos diferenciados y que esta informacién
podrian aplicarse a la formacién de raices adventicias en otras especies de plantas no

modelo, como tomate o clavel.
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2. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

Los estudios genéticos destinados a la identificacion de los factores moleculares
implicados en la formacidn de raices adventicias en Arabidopsis thaliana son escasos. El
protocolo desarrollado con anterioridad en el laboratorio del Prof. José Manuel Pérez para la
induccidon de raices adventicias en ausencia de tratamiento hormonal (Ruiz-Cano, 2014)
permitid cribar un elevado numero de mutantes de ADN-T de Arabidopsis thaliana e
identificar genes involucrados en el proceso de formacién de raices adventicias. En dicho
trabajo se identificaron 63 mutantes afectados en la formacidn de raices adventicias en el
hipocotilo, 44 de ellos con menor capacidad de enraizamiento adventicio que el fondo
genético Col-0, y 19 con mas raices adventicias que el silvestre. De esta manera fue posible
clasificar los genes como reguladores positivos o reguladores negativos, respectivamente.

A nivel molecular, la formacién de raices adventicias conlleva eventos de
reprogramacion celular conducentes a dotar de identidad radicular a los nuevos primordios
(Welander et al.,, 2014). En paralelo se produciria un aumento de la actividad mitdtica,
necesaria para el crecimiento y desarrollo de los primordios radiculares (Bellini et al., 2014).
Dada la escasa informacion actualmente disponible acerca de los componentes moleculares
responsables de la organogénesis adventicia, los objetivos especificos de este Trabajo Fin de

Grado son:

e Caracterizar molecular y espaciotemporalmente el proceso de formacion de

raices adventicias en explantos foliares.

e Generar un modelo de formacidon de raices adventicias a partir de explantos

foliares sobre el que llevar a cabo otro tipo de ensayos.

e (Caracterizar mutantes afectados en la formaciéon de raices adventicias, con
posibilidad de determinar en qué fase del proceso estaria involucrado el locus
evaluado, lo que a su vez permitiria enriquecer el modelo establecido en este
trabajo.

Para ello usaremos un protocolo basado en la escisidn y cultivo de explantos foliares
de Arabidopsis thaliana, en los que se induce la formacidn de raices adventicias en ausencia
de aplicacién exdgena de hormonas. El proceso de desarrollo de raices adventicias se
estudiard a nivel histologico mediante el uso de microscopia laser confocal y microscopia

Optica convencional, y se analizard una bateria de lineas transgénicas portadoras de
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construcciones que combinan secuencias de genes testigo, como el de la GREEN
FLUORESCENT PROTEIN (GFP), con secuencias de genes marcadores de los distintos eventos

gue tienen lugar durante la organogénesis adventicia.

En su vertiente mas aplicada, este trabajo contribuird a evaluar nuevas estrategias
biotecnoldgicas con potencial para optimizar el enraizamiento adventicio, especialmente
interesante en el sector agrondmico ya que facilitaria la reproduccién vegetativa de la
planta, o la obtenciéon de biomasa y productos de interés secretados por las raices, actuando
las plantas en este caso a modo de biorreactores, campo de la biotecnologia con un gran

futuro por delante.



PROCEDIMIENTOS
EXPERIMENTALES
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3. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

3.1. Material vegetal

Para la realizacién de los experimentos descritos en este trabajo se utilizaron los
mutantes y las lineas transgénicas de Arabidopsis thaliana que se indican en la Tabla 1.
Todas las lineas utilizadas eran homocigotas para las inserciones y/o las mutaciones
indicadas. Se ha incluido también la estirpe silvestre Col-0 como referencia. Las semillas
fueron conservadas a 4°C durante, al menos, una semana para romper la dormancia y

favorecer la germinacion de manera sincrona.

Tabla 1.- Lineas de Arabidopsis thaliana que se han utilizado en este trabajo

Linea Funcién génica Fondo Referencias Semillas cedidas por
genético
ProDR5:GUS Ulmasov et al., Dr. Jian Xu, University
Col-0 .
Respuesta a auxinas 1997 of Singapore
ProDR5:GFP P Ottenschlager et
Col-0 NASC a
al., 2003
ProARR5:GUS Rgspug;ta a Col-0 D'Agostino et al., Dr 3. Xu
citoquininas 2000
ProwOX11:GUS g - Dr. Lin Xu, Shanghai
F Col-0 Xuetal., 2014 Institutes for Biological
adventicias .
Sciences
ProGATA23:NLS:GFP Iniciacion de raices Col0 De Rybel et al., Dr. Miguel Moreno-
laterales 2010 Risuefio, CBGP
ProCYCB1;1:CYCB1;1:GFP  Ciclo celular. Paso de P. Doerner, sin
Col-0 ) Dr. Peter Doerner
fase G, a fase M publicar
ProWOX5:YFP; Establecimiento y Dr. M. Moreno-
ProCycB1;1:CYCB1;1:GFP manutencion de Col-0 Pietal., 2015 RS
. Risuefo
centro quiescente
J0121 Expre5|on. d.e GFP en co4 Laplaze et al,, 2005 Dr. M MoNreno-
periciclo Risuefio
J2661 Expresion de GFP en Levesque et al., Dr. M. Moreno-
. C24 -
periciclo 2006 Risuefio
mars1-2 Diferenciacion del
tejido vascular Col-0 Wilson-Sanchez et Dr. José Luis Micol,
lars3-1 Procesado de ARN al., 2014 UMH
ribosémico
pin2 pin7 Transporte polarde o 5 iy et al,, 2005 Dr. Ikram Blilou,
auxinas Wageningen
pin3 pin7 Transportg polar de Col-0 Blilou et al., 2005 University
auxinas
axr2-1 Respuesta de auxinas  Col-0  Timpte et al., 1994 NASC 2
ahp2 ahp4 ahp5 Sefializacion de Col-0 Hutchison et al., NASC 2

citoquininas

2006

*NASC: The European Arabidopsis Stock Centre.
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3.2. Cultivos en cajas de Petri

Las semillas se sembraron en cajas de Petri de 120 x 120 x 10 mm, que contenian
65 mL de medio sélido de Murashige y Skoog con 1% de sacarosa (medio MS al 1% de
sacarosa). Para la preparacién de 1 L de este medio de cultivo se afiaden a 900 ml de agua
destilada: 2,15 g de sales de Murashige y Skoog (Duchefa), 10 g de sacarosa, 0,5 g de MES
(acido 2-[N-morpholino] etano sulfénico) y 2 mL de una mezcla de vitaminas Gamborg B5
(Duchefa). A continuacion, se ajusta el pH a 5,7 con KOH 1 M, se afiaden 6,5 g de agente
gelificante Plant agar (Duchefa) y se ajusta el volumen a 1 L con agua destilada. El medio se
esteriliza mediante autoclave (121°C durante 20 min) y se dispensa en las cajas de Petri en

condiciones asépticas utilizando una cabina de flujo laminar horizontal (Telstar AH100).

Las semillas se esterilizaron mediante su inmersidn, con agitacion ocasional, durante
10 min en una disolucién acuosa del 40% de lejia comercial (NaCIO al 4% m/v) y 3 uL/mL de
una disolucién del 1% v/v de Tritdon X-100. A continuacion, se retird la disolucion anterior y
se realizaron tres lavados, de 5 min cada uno, con 1 mL de agua destilada estéril, dejando

finalmente las semillas en la suspension acuosa del ultimo lavado.

Para la siembra de las semillas, se tomaron con una pipeta y se depositaron de una
en una sobre la superficie del medio de cultivo. Tras la siembra, las cajas de Petri se
precintaron con cinta quirdrgica Micropore de 12,5 mm y se estratificaron durante 48 h a
4°C en oscuridad para sincronizar su germinacion. Las cajas se incubaron en horizontal a 22 +
1°C en una cdmara de cultivo Panasonic MLR-352 y permanecieron 12 dias en luz continua

(50 umol m? s*) para favorecer el desarrollo de la parte vegetativa.

Se ha descrito previamente que la escisidn de las hojas vegetativas y su cultivo induce
la formacion de raices adventicias en la region del corte (Chen et al., 2014). A los 12 dias
después de la germinacidn se cortd el primer par de hojas por la base del peciolo y se
pasaron éstas a cajas de Petri con medio MS al 2% de sacarosa (20 g de sacarosa en 1 L de
medio de cultivo que se prepard tal como se ha indicado anteriormente). Las cajas de Petri
con los explantos foliares procedentes de lineas marcadoras y los mutantes lars3-1 y mars1-
2 se incubaron en las condiciones de cultivo descritas anteriormente pero en oscuridad. Las
cajas de Petri se analizaron a diferentes tiempos después de la escisiéon: 0 h, 24 h, 48 h, 72 h,

4 diasy 7 dias.
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Los explantos foliares de las lineas mutantes que se indican en la Tabla 1 (a excepcidn
de los mutantes lars3-1 y mars1-2) crecieron en la cdmara de cultivo Panasonic MLR-352 a
22 £ 1°Cy luz continua (50 umol m?s?). En cada caja de Petri se depositaron 42 explantos
de cada linea mutante y 7 de su fondo genético silvestre, que utilizd como referencia. El

numero de raices adventicias se determind 7 y 10 dias después de la escision.
3.3. Observacion microscdpica y tincion GUS

Las observaciones de rutina de las plantulas se llevaron a cabo con una lupa

trinocular Motic SMZ-168, equipada con una camara fotografica Nikon D3200.

Los explantos foliares de las lineas testigo con el gen GUS, que codifica la
B-glucuronidasa, se incubaron durante un minimo de 4 h a 37°C en una disolucién de tincién
gue contiene el sustrato cromogénico X-Gluc (acido 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
glucurdnico). Para la preparacion de 100 mL de la solucidn de tincion se afiaden a 62 mL de
agua destilada: 13,42 mL de NaH,PO4 (200 mM), 11,58 mL de Na,HPO4 (200 mM), 2mL de
Triton X-100 (10% v/v), 5 mL de K3FeCNg (100 mM), 5 mL de K4FeCNg (100 mM) y 1 mL del
sustrato X-Gluc (100 mM).

Para la observacién microscépica de los explantos foliares, se fijaron en una
disolucién de etanol al 96% durante 48 h a 4°C. A continuacion, los explantos se lavaron con
una solucion de tampodn fosfato 0,1 M a pH 6,8 durante 1 h y se transfirieron a una
disolucién aclarante (80 g de hidrato de cloral en 30 mL de agua destilada) en la que se
mantuvieron durante toda la noche. Las muestras se montaron en un portaobjetos de 76 x
26 mm, en una solucién preparada a partir de 80 g de hidrato de cloral, 20 mL de glicerol y
10 mL de agua destilada, y se cubrieron con un crubreobjetos de 22 x 22 mm. La
observacion de estas preparaciones se realizé con un microscopio Motic BA210, bajo
iluminacidon en campo claro, y su fotografia con un dispositivo fotografico Moticam 580INT.

El analisis de la expresion de los marcadores basados en proteinas fluorescentes se
llevd a cabo mediante un microscopio laser confocal Nikon D-ECPLIPSE C1 (Nikon
Instruments) utilizando el software de control EZ-C1. Las muestras se montaron en un
portaobjetos de 76 x 26 mm, en una solucion de tampdn fosfato 0,1 M a pH 6,8 y se
cubrieron con un crubreobjetos de 22 x 22 mm. Para la excitacién de las proteinas
fluorescentes GFP (GREEN FLUORESCENT PROTEIN) y YFP (YELLOW FLUORESCENT PROTEIN)

se utilizd el laser de Ar (A = 488 nm), y la deteccién de la fluorescencia emitida se llevd a
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cabo entre 515 y 530 nm. Se utilizaron los otros dos laseres, el de He-Ne (A =543 nm) y el de
UV (A = 408 nm) para cuantificar la autofluoresencia de las muestras. Para la visualizacion de
la estructura de los tejidos se utilizd el canal adicional de microscopia diferencial de
contraste de interferencia (DIC o Nomarski) de este equipo. Para ajustar la intensidad de los
laseres y descartar la autofluorescencia, se utilizaron los explantos foliares de la estirpe Col-0
de cada ensayo como referencia. Todas las imagenes de un determinado marcador y un

determinado tiempo fueron obtenidas utilizando los mismos pardmetros.
3.4. Aislamiento de ARN de Arabidopsis thaliana

Se ha obtenido ARN de explantos foliares a distintos tiempos después de la escision y
para los genotipos Col-0, mars1-2, lars3-1 (Fernandez-Lépez, 2016). En cada uno de los
tiempos ensayados se recolectaron y se congelaron en nitréogeno liquido un minimo de 6
explantos foliares de cada genotipo en tubos Eppendorff de 1,5 mL (3 réplicas por genotipo y
tiempo). La extraccion del ARN se ha llevado a cabo con 50 mg de cada muestra utilizando el
Spectrum™ Plant Total RNA Kit (Sigma) y siguiendo las instrucciones indicadas por el
fabricante. La eficacia de la extraccion fue evaluada determinando, mediante un
espectofotémetro Nanodrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Fisher), la concentracion en
acidos nucleicos, y sometiendo 1 pL de la disolucion de ARN a electroforesis en un gel de
agarosa al 1% con el fin de estimar la concentracion de ARN no degradado y confirmar la

ausencia de ADN gendémico.

Para la sintesis del ADN complementario (ADNc) se empleé como molde 1 pg del ARN
total obtenido previamente y se utilizé el iScript™ cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad), siguiendo las
instrucciones indicadas por el fabricante. El ADNc resultante fue diluido afiadiendo 40 pL de

agua destilada estéril.
3.5. PCR cuantitativa en tiempo real

Para el disefio de oligonucledtidos cebadores se tuvo en cuenta que cada pareja
amplificase fragmentos de pequefio tamafo del primer tercio de la secuencia codificante de
cada gen. Para evitar amplificaciones inespecificas de ADN gendmico, uno de los cebadores
de cada pareja se disefid para que hibridase de manera especifica con dos exones
consecutivos. La especificidad de la hibridacion de los cebadores se confirmé in silico con el

programa BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins). Las secuencias de

los cebadores utilizados en este trabajo se detallan en la Tabla 2.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins
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Las mezclas de reaccion para la amplificacion por PCR se prepararon con 7 plL de
SsoAdvanced SYBR Green Supermix (Bio-Rad), 4 ul de la pareja de cebadores (5uM), 1 uL del
cDNA y 2 plL de agua destilada estéril. Las amplificaciones de PCR se llevaron a cabo en
placas de 96 pocillos en un termociclador StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied
Biosystems). Para cada genotipo en cada uno de los tiempos ensayados se obtuvieron dos

réplicas de la sintesis del ADNc y tres réplicas técnicas de cada amplificacion por PCR.

Tabla 2.- Oligonucleétidos que se han utilizado en este trabajo

Gen Cebador Forward (F) Cebador Reverse (R) Tamafio (en pb)
At4g26410 GAGCTGAAGTGGCTTCCATGAC GGTCCGACATACCCATGATCC 81
IAA14/SLR AGCTCCTTTACCATGGGGAG GCCGATGTTTGTCGAGTCATG 170
Wox11 AATTTTCAATACCAACAAGGGGC CCAAATCTTCTCCAAACGTTGC 106
CYCB1;1 CTACTAAGAAGAAAGCGACCA CTCCATTCACTCTCAACAGAC 154
WOX5 TCATCAACCATCAACTAGAGATG CTCTAGCTCTCATTTTGTCCAC 143

El programa del termociclador que se utilizé se detalla a continuacion: (1) activacion
de la polimerasa 20 s a 95°C, y (2) 40 ciclos de: 15 s a 95°Cy 1 min a 64°C. A continuacion, se
llevé a cabo un ensayo para la estimacion de la cinética de disociacién de los productos de
PCR amplificados utilizando un rango de temperaturas de 65 a 95°C con incrementos de
0,3°C cada 5 s. El andlisis de la cinética de disociacidon nos permitié confirmar la especificidad
de los cebadores utilizados. La determinacion de los valores de expresion relativa de cada

-AAC

locus amplificado se llevd a cabo mediante el método del 271, descrito en Livak vy

Scmittgen (2001), utilizando el gen At4926410 como referencia (Czechowski et al., 2005).
3.6. Pruebas estadisticas

Los parametros estadisticos (media, desviacion estandar, etc.) fueron calculados
mediante el software Statgraphics Centurion XVI (StatPoint Technologies Inc., USA). Para
comparar los distintos genotipos entre si se ha utilizado la prueba de rango multiple de la
diferencia minima significativa de Fisher (LSD; Least Significant Difference) (Sanchez-
Rodriguez et al., 2010). Los valores criticos que se utilizaron para contrastar las diferencias
entre los genotipos, correspondientes a un nivel de significacion del 5%, fueron

proporcionados por este programa.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Estudio de la seiializacion hormonal de auxinas y citoquininas durante la
formacion de raices adventicias en explantos foliares
4.1.1. Senalizacion de auxinas

Para estudiar la sefializacidén de las auxinas a nivel temporal y espacial hemos utilizado
lineas transgénicas de Arabidopsis que contienen, en homocigosis, la construccion
ProDR5:GUS (Ulmasov et al., 1997) o ProDR5:GFP (Ottenschlager et al., 2003). La secuencia
DR5 es un promotor sintético que contiene 9 repeticiones en tandem del elemento de
respuesta a auxina AuxRE del gen GH3 de la soja (Ulmasov et al., 1997). Este promotor dirige
la expresion del gen testigo GUS, que codifica la B-glucuronidasa (ProDR5:GUS), o del gen
testigo GFP (GREEN FLUORESCENT PROTEIN), que codifica la proteina fluorescente verde
(ProDR5:GFP). La expresion de estos genes testigo depende de la unidn de los factores de
respuesta a auxina ARF a los elementos AuxRE del promotor DR5, que ocurre segun los
niveles de auxina intracelular (Chandler, 2016, Tan et al., 2007). En consecuencia, los niveles
de expresion de la B-glucuronidasa, que se visualizan a partir del producto de la degradacién
del sustrato colorimétrico X-Gluc (acido 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-glucurdnico), o de la
GFP, que se visualizan directamente mediante microscopia laser confocal, se correlacionan
con los niveles de auxina intracelular y con la activacion de su respuesta. Estas dos lineas
marcadoras se han utilizado ampliamente para caracterizar la respuesta a auxina en distintos
procesos del desarrollo, tales como el crecimiento de la raiz primaria (Liu et al., 2013), el
desarrollo foliar (Koenig et al., 2009), la dehiscencia de la antera o la maduracion del polen

(Cecchetti et al., 2008).

A partir de explantos foliares de la linea ProDR5:GUS hemos determinado que la
expresion del gen GUS se inicia en algunos explantos (54% de ellos) a las 24 horas después
de la escision (hde). A partir de las 48 hde, la expresién del gen GUS se generaliza a la
totalidad de los explantos. La expresidn se localiza en algunas células vasculares de la region
basal del peciolo (0,1-0,3 mm desde la escision) (Figura 3). A partir de las 48 hde se observa,
ademads, un engrosamiento notable de la regién vascular como consecuencia de la formacién

de nuevas células por division celular de las ya preexistentes.
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Figura 3.- Formacion de raices adventicias en explantos foliares en la linea ProDR5:GUS. (A)
Porcentaje del area del peciolo que muestra expresion del gen GUS. Las letras minusculas indican
diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05). (B) Expresion de GUS durante la formacion de
raices adventicias en la base del peciolo de explantos foliares. Los nUmeros en las imagenes indican el
nimero de muestras que mostraron el patron de expresion representado del total de muestras
analizadas. dde/hde: dias/horas después de la escision. Las barras de escala indican 100 pum.

Hemos confirmado estos mismos resultados con la linea ProDR5:GFP, comprobandose
que la expresion del gen testigo GFP se inicia a las 24 hde (93% de los explantos), se expande
a continuacién y se mantiene en esta region vascular hasta los 7 dias después de la escision
(dde), momento en el que empieza a desaparecer de esta region (Figura 4). La acumulacién
progresiva de la sefial del gen testigo GUS o GFP tras la escision podria interpretarse como el
resultado de un incremento en los niveles de auxina intracelular, un incremento en los

niveles de respuesta a la auxina intracelular o una combinacién de ambos procesos.

En hojas silvestres, la sintesis de auxinas se restringe a los hidatodos (Wang et al.,
2011) y se transporta de manera polar hacia las raices a través de sus haces vasculares
(Blilou et al., 2005, Paponov et al., 2005). En nuestro caso, el incremento en los niveles de
auxina en la region vascular proxima a la escision podria estar causado por el transporte

polar Unicamente. Para confirmar nuestra hipotesis hemos cuantificado la respuesta de

18
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formacién de raices adventicias en algunos mutantes afectados en el transporte polar de
auxinas como los dobles mutantes pin-formed3 (pin3) pin7 y pin2 pin7 (Blilou et al., 2005).
Estos mutantes mostraron una capacidad reducida de enraizamiento adventicio en relacion
a su fondo genético Col-0 (Figura 5). Nuestros resultados confirman la funcién esencial del
transporte basipeto de auxinas en el establecimiento de un maximo de respuesta a esta
hormona en la regién vascular proxima a la escision, que precede a la formaciéon de raices

adventicias y que se requiere para este proceso.

Figura 4.- Formacion de raices adventicias en explantos foliares en la linea ProDR5:GFP.
Expresion de GFP durante la formacién de raices adventicias en la base del peciolo de explantos
foliares. Los numeros en las imagenes indican el nimero de muestras que mostraron el patron de
expresion representado del total de muestras analizadas. dde/hde: dias/horas después de la escision.

Las barras de escala indican 200 pm.

Durante la formacion de raices adventicias, el aumento de los niveles intracelulares
de auxina, ya sea por causas genéticas, como en el mutante sur2 (Pacurar et al., 2014), o
fisioldgicas, como la adicion exdgena de IBA (acido indol-3-butirico) (Ludwig-Miiller et al.,
2005), incrementa la respuesta en la region basal del peciolo, y se confirma que la formacion
de un maximo de respuesta de auxinas la precede. En resultados recientes del grupo de la
Dra. Lin Xu se ha observado que la escision de la hoja induce la sintesis de auxinas en el
limbo foliar a través de la expresion de algunos genes de la familia YUCCA (YUC), como YUC4
(Chen et al., 2016b) por lo que parte de la auxina acumulada en la zona del corte provendria

de sintesis in situ y no debido al transporte polar de auxina procedente de los hidatodos.
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Se analizé también el enraizamiento adventicio del mutante axr2-1 (Timpte et al.,
1994) que presenta una respuesta a auxinas constitutivamente menor respecto a su fondo
genético Col-0. Nuestros resultados muestran que el mutante axr2-1 es incapaz de generar
tantas raices adventicias como Col-0 a pesar de que el contenido intracelular de auxinas es

constante en estos explantos (Figura 5).
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Figura 5.- Capacidad de enraizamiento adventicio de explantos foliares de los mutantes
relacionados con el transporte de auxinas (pin2pin7, pin3pin7), sefializacion de auxinas (axr2-1) y
sefializacion de citoquininas (ahp2,4,5) y su fondo genético Col-0. Las letras minusculas indican

diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05).

4.1.2. Seinalizacion de citoquininas

El gen ARR5 de Arabidopsis codifica un factor de transcripcién de la familia de los ARR
de tipo A cuya expresidon depende de la concentracion de citoquinina (To et al., 2004). En
ausencia de tratamiento hormonal exdgeno, la expresion del gen ARR5 se restringe a los
meristemos apicales, tanto del tallo como de la raiz, y se correlaciona positivamente con las
células en divisién celular (D’Agostino et al., 2000). Para estudiar la sefializaciéon de las
citoquininas en los explantos foliares hemos utilizado lineas transgénicas de Arabidopsis que
contienen, en homocigosis, la construcciéon ProARR5:GUS:GFP. Estas lineas contienen un
fragmento de 1,5 Kb de la secuencia situada aguas arriba del sitio de inicio de la traduccion
de ARR5, suficiente para inducir la expresion de las secuencias de los genes testigo (GUS y
GFP) mediada por citoquininas. Tras la adicion de citoquinina exdgena, todas las células de

las lineas ProARR5:GUS:GFP expresan el gen testigo (D’Agostino et al., 2000).
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Figura 6.- Formacion de raices adventicias en explantos foliares en la linea ProARR5:GUS:GFP.
Expresién de GFP durante la formacion de raices adventicias en la base del peciolo de explantos

foliares. Se siguen las pautas definidas en la Figura 4.

Tras el anélisis mediante microscopia confocal de fluorescencia de estas lineas (Figura
6), podemos confirmar que la expresién del gen GFP se hace patente a partir de las 24 hde
en la zona basal del peciolo y se mantiene activa en la region vascular de la zona del corte
hasta los 4 dde. A los 7 dde, con la formacidon de los nuevos primordios, la expresion del gen
GFP se restringe a las células centrales de la columela y el centro quiescente, tal como se

habia descrito previamente (D’Agostino et al., 2000).

Con el objetivo de respaldar los resultados obtenidos y determinar qué tipo de
regulacidon ejercen las citoquininas durante la formacién de raices adventicias, se analizé la
capacidad de enraizamiento del triple mutante arabidopsis histidine phosphotransfer
protein2 (ahp2) ahp4 ahp5 (ahp2,4,5), afectado en la sefializacion de estas hormonas.
Nuestros resultados muestran que dicho mutante presenta una menor capacidad de
produccién de raices adventicias por lo que, durante la formacidon de este tipo de raices a

partir de explantos foliares, las citoquininas tendrian un papel regulador positivo (Figura 5).
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4.2. Estudio de marcadores implicados en la desdiferenciacion vy
especificacion celular

Para profundizar en los eventos moleculares que tienen lugar durante la formacion de
raices adventicias, hemos estudiado marcadores situados aguas abajo de la sefial hormonal
que podrian estar implicados en las etapas de desdiferenciacion celular y especificaciéon

tisular, proliferacion celular y determinacién de la identidad radicular, respectivamente.

4.2.1 Expresion de WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX11

WOX11 pertenece a la familia de genes WOX (WUSCHEL-related homeobox), conocidos
por regular activamente diversos procesos del desarrollo vegetal (Zhang et al., 2010). En
arroz, OsWOX11 tiene una funcion esencial en la formacién de las raices en corona (crown
roots), tipicas de plantas monocotiledéneas, y los mutantes de pérdida de funcion en este
gen son incapaces de generar correctamente este érgano (Zhao et al., 2009). OsWO0OX11
actuaria junto con el factor de transcripcion ERF3, activando la expresién de RR2, uno de los
ultimos componentes de la via de sefializacidn de las citoquininas que actua positivamente
en el crecimiento de estas raices (Zhao et al., 2015). En un trabajo reciente del grupo de la
Dra. Lin Xu, se ha determinado que WOX11 y su paralogo WOX12 son esenciales para la
formacion de raices adventicias en explantos foliares de Arabidopsis thaliana (Liu et al.,
2014). WOX11 y WOX12 actuan aguas abajo de la sefial de auxina activando la expresién de
LBD16 y LBD29, los cuales promueven la transicion a células fundadoras de raices (root
founder cells) de algunas células del procambium vascular en la regién préxima a la herida

(Liu et al., 2014).

Dado que la bibliografia existente otorga una funcién relevante a WOX11 en la

formacion de raices adventicias, se eligié el marcador ProWOX11:GUS para su estudio.

Solo fue posible observar expresion del gen GUS a las 48 horas después de la escision.
En ningln caso observamos expresion a tiempos anteriores, y solo en 1 de los 25 explantos
de tiempos posteriores (72 hde). Este patrén de expresion parece indicar que la accién de
WOX11 solo es necesaria en momentos tempranos y durante un corto periodo de tiempo,
en concordancia con su papel inductor durante la formacion de las raices adventicias.
Ademas, estos resultados también muestran que es necesario el previo establecimiento de
un maximo de auxinas y citoquininas para permitir la respuesta organogenética, ya que

ambos marcadores hormonales (DR5 y ARR5) se expresan antes que WOX11.
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Figura 7.- Formacion de raices adventicias en explantos foliares en la linea ProWOX11:GUS. (A)
Expresion de GUS durante la formacion de raices adventicias en la base del peciolo de explantos
foliares. Se siguen las pautas definidas en la Figura 4. (B) Detalle de la expresion de GUS en explanto

foliar 48 hde. La barra de escala indica 100 pm.

4.2.2 Expresion de marcadores de identidad del periciclo

A partir del sistema GAL4/UAS de Drosophila melanogaster (Brand y Perrimon, 1993),
el Prof. Jim Hasseloff desarrollé un sistema equivalente en Arabidopsis que ha permitido la
obtencién de lineas marcadoras que expresan la proteina GFP en tejidos concretos (Haseloff
et al., 1999). Dos de estas lineas, J0192 y J0121, presentan una expresion localizada de la
GFP en las células del periciclo tanto de la raiz principal como de las laterales (Laplaze et al.,
2005; Figura 8).

En el hipocétilo de Arabidopsis, las raices adventicias surgen a partir de células del
periciclo siguiendo un patrén similar al de las raices laterales (Verstraeten et al., 2014). Para

determinar si en los peciolos existian células con identidad de periciclo o si se inducia esta
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identidad durante la formacion de raices adventicias, hemos estudiado la expresién de GFP

en explantos foliares de la linea J0121.

Figura 8.- Formacion de raices laterales en la linea J0121. En verde, expresion de GFP en los
distintos estadios de la formacion de raices laterales de acuerdo a la clasificacién de Malamy et al.
(1997). E: Emergencia de la raiz. En rojo se muestra la pared celular de los haces vasculares y de la

epidermis radicular. Tomado de Dubrovsky et al. (2006), con ligeras modificaciones.

Desde el momento del corte (0 hde) y hasta el final del experimento (7 dde) se observé
expresion de GFP en las células de la epidermis del peciolo de los explantos (Figura 9). Sin
embargo, en las células de la regidn vascular sélo se observd expresion de GFP a partir de las
48 hde, cuya intensidad se incrementd durante el experimento, alcanzando todo el haz

vascular del peciolo a los 7 dde (Figura 9).

Figura 9.- Formacion de raices adventicias en explantos foliares en la linea J0121. Expresion de
GFP durante la formacidn de raices adventicias en la base del peciolo de explantos foliares. Se siguen

las pautas definidas en la Figura 4.
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Durante la formacion de la raiz lateral, la expresién de la GFP en la linea J0121
permanece constante en el periciclo hasta que el primordio llega a la fase lll, momento en el
que ésta disminuye localmente. En etapas mas tardias del desarrollo de la raiz lateral, la
expresion de la GFP se observd en la zona de unidn del periciclo de la raiz lateral con el
periciclo de la raiz principal (Dubrovsky et al., 2006; Figura 8). Siguiendo una deduccién
similar, las regiones del peciolo en las que no se visualiza la GFP serian, presumiblemente,
zonas en las que se estarian dando las condiciones necesarias para la formacion de raices

adventicas.

Para confirmar los resultados obtenidos, hemos analizado también la expresion del
gen GFP en la linea J2661. Esta linea expresa el gen GFP en células del periciclo de la raiz,
concretamente en las zonas de elongaciéon y diferenciacién (Levesque et al., 2006). Al
contrario que en la linea J0121, fue posible observar fluorescencia procedente de la GFP a
tiempo O tras el corte. No obstante, al igual que en la linea J0121, la intensidad de la
fluorescencia fue aumentando progresivamente a lo largo de los dias tras la escision (Figura
10). Este patrdn de expresidn parece indicar que antes de la escision existe cierta identidad
de periciclo en las células de los haces vasculares, aunque ésta se intensifica durante la

respuesta organogenética.

0 hde

7/11

Figura 10.- Induccion de la expresion del gen GFP en la linea J2661. Se siguen las pautas definidas

en la Figura 4.

4.2.3 Expresion de GATA23

GATA23 pertenece a la familia GATA de factores de transcripcion, que en Arabidopsis
comprende unos 30 miembros implicados en distintos procesos del desarrollo (Behringer y

Schwechheimer, 2015). GATA23 se expresa de manera especifica durante la formacién de
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raices laterales en las células del periciclo adyacentes al xilema, antes de que comience la
primera division asimétrica que dara origen a la formacién de las raices laterales (De Rybel et
al., 2010). Su funcién en la induccion de las raices laterales se sitia aguas abajo de la auxina,
en la ruta del represor IAA28 vy de los reguladores positivos ARF7 y ARF19 (Singh et al.,
2012).

Figura 11.- Formacién de raices adventicias en explantos foliares en la linea
ProGATA23:NLS:GFP. Expresion de GFP durante la formacion de raices adventicias en la base del

peciolo de explantos foliares. Se siguen las pautas definidas en la Figura 4.

Como se puede observar en la Figura 11, la expresiéon de GFP en las lineas
ProGATA23:NLS:GFP no se hizo patente hasta los 7 dde, cuando empezaron a formarse los
primordios de las raices adventicias. En ningun caso hemos observado expresién de GFP a
tiempos anteriores. En un trabajo previo se observd que GATA23 se expresa en una region
concreta del primordio de la raiz principal 10 h tras la germinacién (De Rybel et al., 2010). A
diferencia de lo que ocurre en la formacién de raices laterales, en la que la funcién de
GATA23 se requiere en la etapa de induccién (De Rybel et al., 2010), nuestros resultados
sugieren que GATA23 no se requiere para la induccion de las raices adventicias. Estos
resultados son coherentes con la hipdtesis de que la induccidn de las raices laterales y
adventicias seguirian programas genéticos distintos (Ruiz-Cano, 2014, Verstraeten et al.,

2014). Se necesitan estudios genéticos adicionales para confirmar esta hipdtesis de trabajo.
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4.3 Estudio de marcadores implicados en la proliferacion celular
4.3.1 Expresion de CYCLINB1;1

El genoma de Arabidopsis codifica para 49 ciclinas que se clasifican en 10 subfamilias.
La mayoria de las ciclinas se agrupan en 3 categorias: de tipo A, de tipo B y de tipo D. Las
ciclinas de tipo A y D participan en la transicidén de la fase G1 a la fase S, y las de tipo B se
requieren en la transicién entre las fases G2 y M para la entrada de la célula en mitosis
(Wang et al., 2004). Las ciclinas de tipo B se utilizan como marcadores de proliferacién
celular (Dewitte y Murray, 2003). La linea ProCYCB1;1:CYCB1;1:GFP que hemos analizado se
habia utilizado previamente para cuantificar las divisiones celulares en los distintos tejidos
del meristemo apical del tallo (Reddy et al., 2004) y en raices (Beeckman et al., 2001).

Las imagenes de microscopia confocal utilizando la linea ProCYCB1;1:CYCB1;1:GFP nos
han permitido confirmar la existencia de actividad mitdtica en las células colindantes al haz
vascular en la region de la herida desde los 4 dde (Figura 12). Estos resultados coinciden con
las observaciones histoldgicas previas en las que se observo el desarrollo de una estructura

proliferativa en la base del peciolo entre 4 y 7 dde (Fernandez-Lépez, 2016).

8/8 5/8 —

Figura 12.- Formacion de raices adventicias en explantos foliares en Ila linea
ProCYCB1;1:CYCB1;1:GFP. Expresion de GFP durante la formacion de raices adventicias en la base

del peciolo de explantos foliares. Se siguen las pautas definidas en la Figura 4.
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Dada la existencia de redundancia génica en la familia de las ciclinas, no podemos
descartar que se hayan producido divisiones celulares antes de los 4 dde pero que pudieran
estar reguladas por otras ciclinas. Nuestros resultados confirman que la formacién de raices
adventicias en explantos foliares de Arabidopsis se produce por la via de la organogénesis
indirecta, dado que la formacién de un callo precede al establecimiento de los primordios

radiculares.
4.4 Estudio de marcadores implicados en la determinacion de la identidad
radicular

4.4.1 Expresion de WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX5

En el apice radicular, el centro quiescente esta formado por un grupo de células
carentes de actividad mitdtica que contacta con las células con capacidad pluripotente del
meristemo y mantiene su estado indiferenciado a través de una sefalizacidon directa
(Sabatini et al., 2003, van den Berg et al., 1997). WOX5 se expresa de manera especifica en el
centro quiescente y tiene una funcidn esencial en este proceso (Kong et al., 2015), por lo que
se ha utilizado éste como marcador de la identidad del nicho de células madre en raices,

tanto laterales como adventicias (Della Rovere et al., 2013).

Figura 13.- Formacion de raices adventicias en explantos foliares en la linea ProWwOX5:YFP ;
ProCYCB1;1:CYCB1;1:GFP. Expresion de GFP durante la formacidn de raices adventicias en la base
del peciolo de explantos foliares. Las flechas blancas indican la fluorescencia procedente de la YFP.

Se siguen las pautas definidas en la Figura 4.

En el laboratorio disponiamos de lineas que contenian las construcciones
ProWOX5:YFP y ProCycB1;1:CYCB1,;1:GFP en la misma planta. Dado que no nos ha sido
posible separar la fluorescencia de la GFP y la YFP, la comparaciéon de los resultados

obtenidos con esta linea y los de la linea ProCYCB1;1:CYCB1;1:GFP nos han permitido separar
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la expresidon de ProWOX5:YFP. Hemos encontrado expresién de la YFP a partir de los 7 dde
en la regidn adyacente superior a las estructuras proliferativas identificadas en la base del
peciolo (Figura 13). Dado que a nivel histolégico los primordios no son aparentes, nuestros
resultados sugieren que la expresion de WOX5 precede a la formacién del primordio
radicular. Esto coincide con resultados previos (Liu et al., 2014, Weelander et al., 2014), en
los que la expresién de WOX5 en las raices adventicias se induce tras las primeras divisiones
celulares asimétricas. En este punto, WOX5 organizaria el centro quiescente, alrededor del
cual se organizaria el nicho de células madre de la nueva raiz adventicia en formacién.

Son muchos los estudios que proponen que el balance de auxinas y citoquininas regula
la funcion de WOX5 en la region del centro quiescente (Della Rovere et al., 2016; 2013,
Zhang et al., 2013, Ding y Friml, 2010). En estos estudios se concluye que es necesaria una
regulacién fina de los niveles de auxinas y de citoquininas enddgenas para el correcto

desarrollo de las células iniciadoras en la region del centro quiescente.
4.5. Expresion de algunos genes marcadores durante la formacion de raices
adventicias en mutantes

Para cada etapa de las que hemos identificado en el apartado anterior, hemos
seleccionado un gen representativo para confirmar su utilidad en la caracterizacion de

mutantes afectados en la formacidn de raices adventicias.

e Etapa 1: respuesta hormonal de auxinas y citoquininas: SOLITARY ROOT (SLR) / IAA14.
Hemos escogido el gen SLR/IAA14 como marcador de la respuesta hormonal primaria
ya que ha demostrado ser inducible ante el aumento de la concentracién de auxina
intracelular. Ademas, se ha descrito que SLR/IAA14 tiene un papel fundamental en
procesos del desarrollo relacionados con las auxinas, como la formacidon de raices
laterales y de pelos radiculares o la respuesta gravitropica (Fukaki et al., 2002).

e Etapa 2: reprogramacion celular de las células iniciadoras: WOX11. Como se ha
comentado anteriormente, WOX11 es responsable de la diferenciacion a célula
fundadora de raices (root founder cell) mediante su asociacion con WOX12. De manera
conjunta, WOX11/WOX12 son capaces de activar la expresion de LBD16 y LBD29, que
promueven la transicion a célula fundadora de raices a partir de células del

procambium foliar (Liu et al., 2014).
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e Etapa 3: activacion de la proliferacion celular: CycB1;1. Se eligié el gen CycB1;1 como
representante de las ciclinas de tipo B, protagonistas en el paso de la fase G2 del ciclo
celular a la fase M. Este tipo de ciclinas se expresan en tejidos proliferativos ya que
inducen la entrada de la célula a la mitosis (Wang et al., 2004).

e Etapa 4: especificacion de la identidad radicular: WOX5. Dado que WOX5 es el gen
principal que se encarga de la formacion y la conservacion del centro quiescente, tanto
en raiz principal como en raices laterales y adventicias consideramos que el gen WOX5
puede servir como marcador de la especificacion de la identidad radicular ya que su
expresion esta indicando la presencia de un primordio radicular organizado (Della

Rovere et al., 2013).

Para llevar a cabo estos analisis, se ha estudiado la expresién de estos genes mediante
retrotranscripcion del ARNm seguida de PCR cuantitativa (RT-gPCR) a cuatro tiempos (0, 2, 7
y 10 dias) después de la escision y en tres genotipos que difieren en la formacién de raices
adventicias en explantos foliares: el silvestre Col-0 y los mutantes marsi-2 y lars3-1
(Fernandez-Lopez, 2016). El mutante marsl-2 se caracteriza por desarrollar un mayor
numero de raices por explanto y presenta, en homocigosis, una insercién en el gen MARS1
implicado en la diferenciacién del tejido vascular (Fernandez-Lépez, 2016). El mutante /ars3-
1 presenta un retraso considerable en la formacion de callo y, en consecuencia, un menor
numero de raices adventicias por explanto; lars3-1 presenta, en homocigosis, una insercion
en un gen que codifica una helicasa de ARN que participa en la biogénesis de ARN

ribosdmico (Fernandez-Lépez, 2016).
4.5.1. Expresion de SLR/IAA14

Hemos determinado que los niveles de expresidén de SLR/IAA14 se inducen de manera
significativa tras la escision tanto en Col-0 como en el mutante mars1-2 (Figura 14). El
mutante mars1-2 presenta una mayor expresién de este gen que el silvestre en todos los
tiempos estudiados. Por otro lado, aunque el mutante /ars3-1 presenta un mayor nivel de
expresion basal de SLR/IAA14 que el silvestre, su expresion no cambia, e incluso se reduce,

tras la escision de los explantos foliares (Figura 14).

Se conocia con anterioridad que la proteina SLR/IAA14 se degrada en respuesta a

niveles elevados de auxina y que actua como un represor de la formacion de raices laterales
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(Fukaki et al., 2002). Por otro lado, se sabe que la expresion de los genes Aux/IAA, como

SLR/IAA14, se induce por auxina (Fukaki et al., 2002).

Nuestros resultados son coherentes con la hipdtesis de que el mutante mars1-2
presenta una respuesta hipersensible a la auxina mientras que el mutante /ars3-1
presentaria una respuesta a auxinas similar a la de la estirpe silvestre. Son necesarios
experimentos adicionales para confirmar que la diferente sensibilidad a las auxinas en los
mutantes mars1-2 causaria las diferencias observadas en la formacidn de raices adventicias

en explantos foliares entre si y con respecto al silvestre Col-0.
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Figura 14.- Expresién de SLR/IAA14 durante la formacion de raices adventicias en explantos
foliares en distintos genotipos. Las barras indican la expresion relativa del gen SLR/IAA14 respecto a

la expresion a tiempo 0 en el silvestre Col-0, calculada segiin el método del 274¢

1. La expresion del
gen SLR/IAA14 se normalizd respecto a la expresion del gen de referencia At4g26410. Las letras
minusculas indican las diferencias estadisticamente significativas (P < 0,01) entre los distintos

genotipos ensayadas. dde: dias después de la escision.

4.5.2. Expresion de WOX11

En la Figura 16 se muestran los resultados de expresidn relativa de WOX11 en los
explantos foliares de la estirpe silvestre Col-0 y en los dos mutantes afectados en la
formacion de raices adventicias. Tanto en el silvestre como en el mutante mars1-2 se
observa que los niveles basales (0 hde) de WOX11 se incrementan a partir de los 2 dde, lo
gue coincide con los resultados observados en las lineas ProW0OX11:GUS. Ademas, en el
mutante mars1-2 los niveles de expresion de WOX11 son sensiblemente superiores a los de
la estirpe silvestre a partir de los 7 dde (Figura 15). Por otro lado, el mutante /ars3-1

presenta unos niveles relativos de WOX11 significativamente mayores que los dos genotipos
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anteriores. La explicacién mas probable es que se esté dando una acumulacién del transcrito
de WOX11 ante la imposibilidad de lars3-1 de llevar a cabo las primeras divisiones
formativas vy, por lo tanto, pasar de la fase de induccién a la de iniciaciéon del primordio,
donde WOX11 ya no es necesario. Estos resultados sugieren que WOX11 podria actuar como

limitante de la sefial hormonal inicial en la etapa de induccién de los primordios.
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Figura 15.- Expresion de WOX11 durante la formacion de raices adventicias en explantos

foliares en distintos genotipos. Se siguen las pautas definidas en la Figura 14.

4.5.3. Expresion de CYCB1;1

Tanto en la estirpe silvestre como en el mutante mars1-2, los niveles de expresion del
marcador CycB1;1 aumentan durante la formacién de raices adventicias (Figura 16), lo que
concuerda con estudios histolégicos previos que indican la formacién de tejido proliferativo
a partir de los 4 dde (Fernandez-Lopez, 2016). En contraste con estos dos genotipos, el
mutante /ars3-1 muestra mayores niveles de expresion de CycB1;1 a todos los tiempos

estudiados (Figura 16).

A nivel histolégico, los mutantes /lars3-1 presentaron ausencia de proliferacién celular
en la regidn vascular del peciolo préxima al corte y no se observé la formacion de callos a los
7 dde, como en la estirpe silvestre (Fernandez-Lopez, 2016). En Arabidopsis se han descrito
mutantes afectados en la regulacion del ciclo celular, como bin4, en los que también se ha
observado un aumento de los niveles de expresidn basal del gen CycB1;1 en ausencia de
proliferaciéon celular (Breuer et al., 2007). BIN4 codifica un componente de una ADN
topoisomerasa que se requiere durante la fase S del ciclo celular y sus mutaciones de
pérdida de funcion causan defectos durante la divisidon celular (Breuer et al., 2007). Se ha

propuesto la existencia de un mecanismo de compensacion de defectos del ciclo celular a
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través de la regulacién de la actividad de las ciclinas/quinasa dependiente de ciclina (Culligan
et al., 2006). En este contexto, se ha descrito que la funcién de la helicasa de ARN DDX3 de
Homo sapiens se regularia por la fosforilacion de residuos de Thr (231, 204) mediante un
complejo ciclina B/quinasa dependiente de ciclina (Sekiguchi et al., 2007). Esta helicasa se
requiere para el paso de la fase G1 a la fase S del ciclo celular, y seria responsable de la
expresion de la Ciclina A en células de hamster. Ademas, interviene en la sintesis de ARN
ribosdmico, asi como en su procesamiento (Ariumi, 2014). Sus mutaciones causan el arresto
del ciclo celular en fase G1, impidiendo la proliferacion celular en temperaturas no

permisivas (239,5°C) (Sekiguchi et al., 2007).
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Figura 16.- Expresion de CycB1;1 durante la formacion de raices adventicias en explantos

foliares en distintos genotipos. Se siguen las pautas definidas en la Figura 14.
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Figura 17.- Alineamiento parcial de las secuencias aminoacidicas de LARS3 y DDX3 mediante el
uso del software Clustal Omega. El cuadro verde comprende una parte del motivo conservado vy las
flechas indican la posicion de los aminoacidos Thr323 (DDX3) y Thr231 (LARS3).
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Curiosamente, el gen LARS3 codifica una helicasa de ARN que también participa en la
biogénesis de ARN ribosémico (Fernandez-Lopez, 2016). Hemos realizado un alineamiento in

silico utilizando la herramienta Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)

entre estas dos proteinas y hemos determinado que el residuo de Thr231 se encuentra
conservado (Figura 17), por lo que la actividad de LARS3 durante el ciclo celular podria estar

regulada de manera similar a la descrita para su homalogo DDX3.

4.5.4. Expresion de WOX5

En la estirpe silvestre, la expresion de WOX5 aumenta a partir de los 7 dde (Figura 18),
lo que coincide con los resultados que hemos obtenido previamente con la linea
ProWOX5:YFP. En el mutante mars1-2 los niveles basales de expresion de WOX5 son
mayores y aumentan significativamente a los 7 dde, en consonancia con el mayor numero de
raices adventicias que se forman en este mutante (Figura 18). Por el contrario, en el mutante
lars3-1, los niveles de expresién de WOX5 no cambian durante el experimento (Figura 18),
en consonancia con el menor numero de raices adventicias que se forman en este mutante.
Estos resultados apoyan la hipdtesis de que este mutante presenta un bloqueo en el paso de

la etapa de induccidn a la de iniciacion de los primordios.
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Figura 18.- Expresion de WOX5 durante la formacion de raices adventicias en explantos foliares

en distintos genotipos. Se siguen las pautas definidas en la Figura 14.
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5 CONCLUSIONES Y PROYECCION FUTURA

e Uno de los primeros eventos observables después de la escision de la hoja es la
generacion de un maximo de respuesta a auxinas en algunas células del haz vascular

cercanas a la herida, seguido de la respuesta local de citoquininas en la misma region.

e Aguas abajo de la sefializacion hormonal, la expresion localizada de WOX11 especifica
las células iniciadoras de las raices adventicias. Nuestros resultados confirman la

utilidad de WOX11 como marcador especifico de la etapa de induccion.

e A la activacion local de la proliferacion celular le sigue la adquisicion de identidad de
tejido radicular, por la expresién de marcadores de periciclo (J0121, J2661) y del centro

guiescente (WOX5).

e Nuestro trabajo ha permitido determinar que el gen GATA23, a diferencia de su
contribucién en la formacion de raices laterales, no participa en la induccion de las
adventicias. Este hecho apoya la hipdtesis de que la etapa de induccién de raices

laterales y la de raices adventicias no seguirian la misma ruta.

e Los marcadores que hemos utilizado en este trabajo han hecho posible la
caracterizacion preliminar de algunos mutantes afectados en la regeneracién radicular,

como mars1-2 o lars3-1.

e El mutante mars1-2, con mas raices adventicias que el silvestre, presentd una mayor
respuesta a auxinas respecto a su fondo genético; mientras que el mutante lars3-1,
con menos raices adventicias, presentd un bloque en la etapa de induccién de raices

adventicias.

El estudio de otros marcadores asociados a la identidad radicular, como SCARECROW
(SCR) o SHORT-ROOT (SHR), a la sefializacion hormonal del estrés abidtico como JASMONATE
ZIM-DOMAIN (JAZ) o a la reparacién de tejidos como ANACO71, nos permitird establecer la
relacion existente entre los mecanismos de respuesta a herida y de la formacién de raices
adventicias. Ademas, el analisis de la expresiéon de estos marcadores en lineas mutantes
afectadas en la regeneracién radicular, aisladas previamente en el laboratorio (Fernandez-
Lépez, 2016; Ruiz-Cano, 2014), permitird seleccionar mutantes afectados en etapas

especificas, como la desdiferenciacién celular o la especificacién de los primordios.
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A developmental framework for adventitious root development
in Arabidopsis thaliana

Maria Angeles Fernandez-LApez, Sergio Ibafiez, Samuel Daniel Lup,
José Luis Micol, José Manuel Pérez-Pérez
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Adventitious roots (ARs) are ectopic roots that arise either naturally or in response to stress from
various plant tissues, such as stems and leaves; they may also be induced by mechanical damage or
following in vitro tissue culture regeneration. The formation of ARs is a complex genetic process
regulated by both environmental and endogenous factors, among which the plant hormone auxin
plays a central role (Bellini et al. 2014).

Using Arabidopsis thaliana excised leaves as a model for de novo root organogenesis (Chen et al.
2014), we characterized both at the histological and molecular level the different stages during AR
formation. Our results indicate that, shortly after excision, a localized auxin maximum is established on
a subset of vascular cells near the wound. Then, cytokinin-dependent cell proliferation leads to callus
formation in this region which will later acquire root identity markers.

To identify additional gene functions required for AR development, we previously screened the
Arabidopsis thaliana unimutant collection with a visible leaf phenotype (Wilson-Sanchez et al. 2014).
Here, we present new data on a subset of these mutants selected on the basis of their defective AR
formation from excised leaves.

Bellini C, et al. (2014) Adventitious roots and lateral roots: similarities and differences. Annu. Rev.
Plant Biol., 65: 639-66

Chen X, et al. (2014) A simple method suitable to study de novo root organogenesis. Front. Plant Sci.,
5: 208

Wilson-Sanchez D, et al. (2014) Leaf phenomics: a systematic reverse genetic screen for Arabidopsis
leaf mutants. Plant J., 79: 878-91
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Figure 1.- Organ regeneration after wounding in a collection of leaf mutants
The number of ARs was scored several days after cutting (dac) in (A) hypocotyl (6
dac) or (B) excised leaves (10 dac) in a number of T-DNA insertional lines. lars and
mars mutants respectively displayed a decreased or an increased number of ARs
compared with the wild type. Letters indicate significant differences (P < 0.01)
between samples. Scale bars: 2 mm.
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Figure 3.- Functional analysis of AR formation in selected mutants

(A) Gene structure of LARS and MARS genes with location of the T-DNA insertions
(green triangles) studied. (B) Details of AR formation in excised leaves at 10 dac.
Arrowheads indicate root primordia. Notice adjacent AR formation in mars3 mutants.
Scale bars: 15 mm (white) and 200 um (black).
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Introduction

Adventitious roots (ARs) are ectopic roots that arise naturally in response to
harmful environmental conditions from non-root tissues, such as stems and leaves;
they may also be induced by mechanical damage or following in vitro tissue culture
regeneration. The formation of ARs is a complex genetic process regulated by both
environmental and endogenous factors, among which the plant hormone auxin
plays a central rolet.

Results

To identify novel genes required for AR formation, we screened 139 lines from the
PhenoLeaf collection2. Twenty-three of these mutants displayed altered
adventitious rooting phenotypes from both hypocotyls and leaves compared to their
wild-type background. For six of these genes we confirmed, by studying additional
T-DNA lines, that the mutant phenotype was caused by the annotated insertion.
The function of these genes has not been associated to organ regeneration yet.

In  hypocotyls, ARs are derived from pericycle-like cells through direct
organogenesis. In leaf explants however, ARs arise from callus tissue grown from
some vasculature-associated cells near the wound.

We studied AR formation in several auxin and cytokinin mutants. We confirmed that
a local auxin maximum built up by polar auxin transport and canonical downstream
auxin signaling is essential for AR formation.
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Figure 2.- Hormone crosstalk during AR formation

(A) DR5:GUS expression in excised petioles in response to endogenous auxin. (B)
Rooting percentage in hypocotyls after wounding (6 dac) in a number of auxin an
cytokinin mutants. Letters indicate significant differences (P < 0.01) between
samples. Scale bars: 100 pm.

Conclusions

Our results indicate a positive crosstalk between auxin transport
and cytokinin signaling during early formative stages of
adventitious rooting.

AR formation from wounded tissues involves two processes that
could be independently dissected by using genetics: (1) timing of AR
initiation, and (2) the production rate of new AR.

Mutants affected in vesicle trafficking and transcriptional stress
responses display an increased number of ARs.
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