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Resumen

Caracterizacion del desarrollo, el estado redox y la respuesta a

estrés abiético y biético de la linea silenciante-adc de Arabidopsis

La generacion de plantas auxotréficas de poliaminas (PAs) no se han podido lograr
ya que se ha encontrado que estas son letales. En nuestro grupo se generd una
linea de Arabidopsis que mediante un microRNA simultaneamente silencia a los dos
genes paralogos de la arginina descarboxilasa (AtADC1 y 2), la cual tiene bajos
niveles de PAs. El objetivo de esta tesis fue estudiar las implicaciones de la
deficiencia de niveles 6ptimos de PAs en la linea silenciante-adc sobre el desarrollo
y la respuesta a estrés abidtico y bidtico en Arabidopsis. En este sentido, nosotros
observamos que la linea silenciante-adc mostré un incremento de especies
reactivas de oxigeno (EROs), como resultado del incremento en la actividad de la
NADPH oxidasa, asi como la disminucién de la actividad de la catalasa. También
se reportd que las plantulas de la linea silenciante-adc tuvieron una mayor
sensibilidad al estrés salino y por frio, evidenciada por la disminucion en su
crecimiento y desarrollo, asi como la aparicion de clorosis en las hojas. Ademas, se
logré asociar la disminucion de los niveles de PAs a defectos en los procesos de
division y elongacion celular en la raiz de Arabidopsis. Finalmente, se caracterizé la
respuesta de la linea silenciante-adc al ataque de microorganismos fitopatogenos.
Nuestros resultados muestran que la linea silenciante-adc fue susceptible a la
infeccion por el hongo Botrytis cinerea, y resistente a la infeccion de la bacteria
Pseudomonas syringae. Los pre-tratamientos con Put o con MeJA en la interaccién
con el hongo, y el pre-tratamiento con Put para la bacteria fueron capaces de
restablecer o incrementar la expresion de genes de defensa en la linea silenciante-
adc, y para el caso del hongo previniendo ademas el desarrollo de los sintomas de
la infeccion. Estos hallazgos, nos han proporcionado informacion clave sobre el
papel que juegan las PAs en la regulacion y homedstasis del contenido de EROs, y
su efecto en el desarrollo de la raiz, asi como de la respuesta de defensa al estrés
abiotico y bidtico de Arabidopsis thaliana.

Palabras clave: Poliaminas, Arginina descarboxilasa, Desarrollo, Especies reactivas

de oxigeno, Estrés abidtico y bidtico.
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Abstract

Characterization of development, redox state and response to abiotic and

biotic stress of the adc-silenced line of Arabidopsis

Generation of polyamine (PAs) auxotrophic plants has not been achieved since
these have been found to be lethal. In our group, an Arabidopsis thaliana line was
generated that simultaneously silences the two paralog arginine decarboxylase
(AtADC1 and 2) genes through a microRNA, which reduces PAs levels. The aim of
this thesis was to study the implications of the deficiency of PAs in the adc-silenced
line on the development and response to abiotic and biotic stress in Arabidopsis. In
this sense, we observed that the adc-silencing line showed an increase in reactive
oxygen species (ROS), as a result of increase in NADPH oxidase activity, as well as
a decrease in catalase activity. Also, we found that adc-silenced seedlings had a
greater sensitivity to salt and cold stress, evidenced by the decrease in their growth
and development, as well as the appearance of chlorosis in leaves. In addition, it
was possible to associate the decrease in PAs levels to defects in the processes of
cell division and elongation in the Arabidopsis root. Finally, the response of the adc-
silenced line to attack by phytopathogenic microorganisms was characterized. Our
results show that the adc-silenced line was susceptible to infection by the fungus
Botrytis cinerea, and resistant to infection by the bacterium Pseudomonas syringae.
Pre-treatments with putrescine (Put) or methyl jasmonate (MeJA) during the
interaction with the fungus, and Put pre-treatment for the bacteria were able to
restore or increase the expression of defense genes in the adc-silenced line, and in
the case of the fungus also prevented the development of symptoms. These findings
have provided significant information about the role that PAs plays in the regulation
and homeostasis of ROS content, and its effect on root development, as well as the

defense response to abiotic and biotic stresses in Arabidopsis thaliana.

Polyamines, Arginine decarboxylase, Development, Reactive oxygen species,

Abiotic and biotic stress
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l. Introduccion

Las poliaminas (PAs) son compuestos alifaticos de bajo peso molecular que estan
presentes desde organismos procariontes hasta eucariontes superiores. Estas
moléculas estan constituidas por cadenas hidrocarbonadas con cantidad variable
de grupos amino, que a pH fisiologico (5.5 a 7.5) se encuentran protonadas. Desde
su descubrimiento, el estudio de las PAs ha cobrado un gran auge, debido a las
multiples evidencias que las proponen como reguladores de crecimiento claves para
el correcto desarrollo de los organismos, asi como de su participacion en la
modulacién de procesos de respuesta a estrés y adaptacion. Ademas, las PAs
pueden encontrarse unidas a moléculas anidnicas como lo son los acidos nucleicos,
las proteinas y los fosfolipidos de las membranas. Lo anterior, es un punto clave de
su participacion en la modulacion de procesos celulares, tales como: la
condensacion de la cromatina, la replicacion del DNA, la transcripcion, la
estabilizacién del RNA, la traduccion, las modificaciones post-traduccionales, la
destoxificacién y el ciclo celular (Igarashi-Kashiwagi, 2000; Childs et al., 2003;
Wallace et al., 2003; Jiménez-Bremont et al., 2014).

1.1. Las poliaminas en las plantas

Las PAs mas abundantes son la diamina Put, la triamina espermidina (Spd) y la
tetramina espermina (Spm), asi como su isbmero estructural, la termoespermina
(tSpm) (Tabla 1). Sin embargo, en ciertos tipos de plantas y bajo condiciones
especiales pueden encontrarse otras PAs como la diamina cadaverina (CAD). La
distribucion de las PAs en las plantas ocurre de manera 6rgano y tejido especificos.
Por ejemplo, la Put es abundante en hojas, mientras que la Spd lo es en otros
organos (Takahashi et al., 2017). El contenido de PAs oscila de un rango de entre

10 uM a 1 mM en funcién del estimulo del cual se trate (Galston y Sawhney, 1990).

La participacion de las PAs en puntos clave de la modulacion de los diferentes
procesos fisiologicos y respuesta a estimulos medioambientales requiere una
estricta regulacion, la cual se lleva a cabo a través de su biosintesis, conjugacion,

compartamentalizacion, catabolismo y transporte. Adicionalmente, la homeostasis
1



de las PAs puede ser regulada a nivel transcripcional, post-transcripcional,

traduccional y post-traduccional.

Tabla 1. Férmula quimica de PAs mas abundantes en plantas

Nombre Formula
Putrescina NH2(CH2)3NH»
Espermidina NH>(CHz);NH(CH2)4NH>
Espermina NH2(CH2);NH(CH2)4sNH(CH2) sNH>
Termoespermina NH2(CH2)sNH(CH2);NH(CH2)3NH>

1.2. Las rutas de biosintesis de novo de las poliaminas

En las plantas, las PAs pueden sintetizarse mediante tres vias diferentes (Figura 1).
La primera ruta ocurre cuando la arginina (Arg) es convertida a ornitina (Orn) por la
arginasa (ARGAH, EC 3.5.3.1), y a continuacion la ornitina descarboxilasa (ODC,
EC 4.1.1.17) remueve el grupo carboxilo del atomo de carbono no. 1 de la Orn,
generando Put y CO2 (Pegg, 2016). La segunda ruta es llevada a cabo a partir de
la Arg y se efectua en pasos subsecuentes, donde el carbono no. 8 es removido de

la Arg, formando agmatina (Agm) y COz2 por accion de la arginina descarboxilasa



(ADC, EC 4.1.1.19); posteriormente, el atomo de nitrégeno no. 2 de la agmatina es
removido por la agmatina iminohidrolasa (AlH, EC 3.5.3.12), generando N-
carbomoil putrescina (NCPut) y NHs, después la NCPut es hidrolizada por la N-
carbomoil putrescina amidohidrolasa (CPA, EC 3.5.1.53), retirando el grupo
carbomoil y produciendo Put, CO2 y NH3 (Docimo et al., 2012). La tercer ruta fue
demostrada recientemente en Arabidopsis, en donde la agmatina producida por la
acciéon de la ADC es catalizada a Put por la accion de la agmatinasa de la ARGAH
con la liberacién de urea (Patel et al., 2017). Ademas, aunada a estas rutas, se ha
propuesto una cuarta via, hasta ahora solo reportada en Sesamum indicum, donde
el primer paso consiste en la conversion de Arg a citrulina (Cit), y posteriormente la
citrulina descarboxilasa (CDC, EC 4.1.1.-) convierte la citrulina en NCPut para la

formacion de Put (Ouyang et al., 2017).

Una vez que se ha formado la Put, la sintesis de las PAs superiores Spd, Spm y
tSpm se lleva a cabo mediante la adicion secuencial de grupos aminopropilo a una
molécula amino-aceptora (Put o Spd); esta reaccién es catalizada por las
aminopropil transferasas como la espermidina sintasa (SPDS, EC 2.5.1.16), la
espermina sintasa (SPMS, EC 2.5.1.22) y la termoespermina sintasa (tSPMS, EC
2.5.1.79). Los grupos aminopropilo son derivados de la metionina, la cual es
convertida a S-adenosil metionina y posteriormente es descarboxilada por la S-
adenosil metionina descarboxilasa (SAMDC, EC 4.1.1.50).
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Figura 1. Biosintesis de PAs en plantas. ADC, arginina descarboxilasa; AlH,
agmatina iminohidrolasa; CPA, N-carbamoil-putrescina amidohidrolasa; ARGAH,
arginasa; ODC, ornitina descarboxilasa; CDC, citrulina desacarboxilasa; ARS,
argininsuccinato sintasa; ARL, argininsuccinasa; SAMDC, S-adenosilmetionina
descarboxilasa; SPDS, espermidina sintasa; SPMS, espermina sintasa; tSPMS,

termoespermina sintasa. Diagrama grafico creado en BioRender.com

1.3. La conjugacion de las poliaminas

En la naturaleza, las PAs pueden encontrarse en su forma libre o conjugada. Esta
conjugacion puede ser de forma no-covalente uniéndolas a macromoléculas como
proteinas, acidos nucleicos, acidos uronicos, fosfolipidos o lignina; o de forma
covalente unidas a compuestos fenolicos, formando acidos hidroxicinamicos
principalmente con los acidos cumarico, caféico, o ferulico (Bassard et al., 2010). La
conjugacion de las PAs inicia con la formacion de un enlace amida por accion de

una transferasa, con la intervencion de esteres de acetil coenzima A (CoA). El

4



mecanismo de las PAs conjugadas no ha sido dilucidado por completo; sin embargo,
entre las funciones que se les han atribuido se encuentran su participacion en la
fotosintesis, en el inicio de la floracién, y en la respuesta a estrés bibtico y abidtico

(Bagni y Tassoni, 2001).
1.4. El catabolismo de las poliaminas

El proceso de catabolismo de PAs es efectuado por dos tipos de amina oxidasas,
las amina oxidasas dependientes de Cuz" (CuAO, EC 1.4.3.6) y las poliamina
oxidasas dependientes de FAD (PAO, EC 1.5.3.3) (Figura 2). La enzima CuAO,
utiliza como sustrato la Put y como cofactores el Cuzx* y la piridoxal fosfato;
produciendo H202, NHs y 4-aminobutanal. A continuacién, el 4-aminobutanal es
convertido a APirrolina (PYRR) y posteriormente por accion de la pirrolina
deshidrogenasa (PYRRDH) se forma el acido y-aminobutirico (GABA).
Subsecuentemente, el GABA es convertido a succinato y dirigido al ciclo de Krebs.
En el caso de las PAOs, el cofactor requerido es el FAD, estas catalizan la
conversion de la Spd y la Spm a 4-aminobutanal y N-(3-aminopropil)-4-
aminobutanal, respectivamente, y en la reaccion se genera H202 (Kusano et al.,
2015).
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Figura 2. Representacién esquematica de las vias del catabolismo de las poliaminas
en plantas. CuAO, amina oxidasa dependiente de Cobre; PAO, poliamina oxidasa;

Diagrama gréafico creado en BioRender.com.; GABA, Acido y-aminobutirico.

1.5. El transporte de las poliaminas

En su mayoria, las células son capaces de biosintetizar las PAs requeridas para el
desarrollo de sus funciones bioldgicas. Sin embargo, bajo determinados estimulos
o limitacion de su biosintesis, las PAs libres pueden ser tomadas del medio y
transportadas rapidamente (Igarashi y kashiwagi, 2010). En células vegetales, las
PAs se encuentran mayoritariamente ubicadas en la pared celular, la vacuola, el
nucleo, la mitocondria y el cloroplasto (Slocum vy Flores 1991). Esta
compartamentalizacion de las PAs en diferentes organelos puede ocurrir debido a



su biosintesis o por transporte intracelular de las PAs; este ultimo se ha demostrado
realizando ensayos en cultivos celulares, vacuolas y mitocondrias de diferentes
especies (Fujita y Shinosaki, 2014). El primer reporte sobre el transporte de PAs de
plantas fue realizado por Costa y Bagni en 1983. En este trabajo se comprobd la
absorcion de Put exdgena, asi como su efecto positivo sobre el desarrollo y
rendimiento de frutos en Malus domestica. Posteriormente, fueron identificados los
transportadores de PAs OsPut1, 2 y 3, asi como los AtPUT1, 2y 3 en Oryza sativa
y Arabidopsis, repectivamente (Mulangi et al., 2012a, b). Estos genes fueron
clasificados como miembros de la familia de proteinas transportadoras de L-
aminoacidos (LAT, por sus siglas en inglés). También en ese afio se identifico a
RMV1, una permeasa de aminoacidos que contiene 12 dominios transmembrana
que transporta PAs y paraquants (PQ), nombrada AtLAT1 por su similitud con las
proteinas LAT de Arabidopsis (Fujita et al., 2012). Un ano mas tarde fue publicada
la caracterizacion de PAR1, un transportador de aminoacidos involucrado en el
transporte intracelular de paraquants (Li et al 2013). Asi mismo, en ensayos con
protoplastos de Arabidopsis, los transportadores AtPUT1/AtLATS,
PAR1/AtLAT4/AtPUT2 y RMV1/AtLAT1/AtPUT3 fueron localizados en el reticulo
endoplasmico, aparato de Golgi y membrana plasmatica (Fujita et al., 2012; Li et al.
2013; Fujita y Shinozaki., 2014). No obstante, el mecanismo de accion de los

transportadores de PAs aun no ha sido completamente entendido.

1.6. Otros mecanismos de control de la homeostasis de las poliaminas

Aunado a los mecanismos de control de la homeostasis de las PAs
convencionalmente estudiados, recientemente otros mecanismos han tomado
importancia. Uno de ellos es la regulacion de la traduccion de los genes de
biosintesis y catabolismo de las PAs mediante marcos abiertos de lectura ubicados
en las regiones 5’-UTR (UORFs, por sus siglas en inglés) de dichos genes. El
mecanismo general de los uORFs consiste en la inhibicion de la traduccién del
marco de lectura principal del gen por el bloqueo del escaneo ribosomal. Hasta
ahora, los genes implicados en el metabolismo de las PAs en donde se han
caracterizado uORFS en plantas son: el gen ADC de Dianthus caryophyllus L., de

A. thaliana, de Gossypium hirsutum y de Nicotiana tabacum, el gen ODC de
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Lycopersicon esculentum Mill, y los genes SAMDC1y PAOZ2 de A. thaliana (Vaugh
et al., 2012; Hanfrey et al., 2005; Hayden y Jorgensen 2007; Guerrero-Gonzalez et
al., 2014).

Otro mecanismo de regulacion involucra la formacion de homodimeros funcionales
de las enzimas relacionadas al metabolismo de las PAs; incluso se ha reportado la
formacion de heterodimeros, como es el caso de las proteinas AtADC1 y AtADC2
de A. thaliana que forman heterodimeros en el cloroplasto y en el citosol (Maruri-
Lopez y Jiménez-Bremont, 2017). En el caso de las aminopropil transferasas, el
homodimero de la AtSPDS1 ha sido localizado en el nucleo y en el citosol, mientras
que el heterodimero de la AfSPDS1 y la AtSPDS2 se ubica principalmente en el
nucleo. Por su parte, la AtSPMS forma homodimeros, localizados unicamente en el
citosol (Sekula y Dauter, 2018). Adicionalmente, algunas proteinas implicadas en el
catabolismo de las PAs poseen péptidos de exporte celular, tal es el caso de las
amino oxidasas PsCuAO de Pisum sativum, la MdAO2 de Malus domestica, AtAO1
y AtCUuAO1 de A. thaliana (Tipping y McPherson, 1995; Planas-Portell et al. 2013;
Zarei et al. 2015).

Aunado a esto, la homeostasis de las PAs también puede ser regulada por
mecanismos post-traduccionales como la presencia de secuencias de degradacién
“‘PEST"”. Estas secuencias PEST son ricas en los aminoacidos Prolina (P), acido
glutamico (E), serina (S) y treonina (T) y son sefiales de degradacion proteolitica
por la via del proteosoma 26S (Rechsteiner y Rogers, 1996). Se han caracterizado
estas secuencias PEST en las proteinas AtISAMDC1 y la AtPAOS5 de A. thaliana, asi
como la ZmSPMS1 de maiz la (Zhang et al., 2011; Maruri-Lépez et al., 2014; Ahou
et al., 2014).

1.7. Funciones de las poliaminas en las plantas

En las plantas, los procesos de crecimiento, desarrollo y respuesta a estrés estan
regulados a través de una compleja red de rutas metabdlicas, donde intervienen
una gran variedad de moléculas, cuyas funciones especificas son ejecutadas en un

escenario dinamico y sinérgico. Entre las cuales, las PAs tienen una gran
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participacion durante todo el ciclo de vida de las plantas. En 1911, Ciamician and
Ravenna identificaron por primera vez la presencia de la putrescina (Put) en la
planta Datura stramonium. Posteriormente, en 1952 Richards y Coleman reportaron
la acumulacion de Put en respuesta a condiciones de estrés por deficiencia de
potasio en Hordeum vulgare (Richards y Coleman 1952). Casi dos décadas
después, las PAs (Put, Spd y Spm) fueron declaradas ubicuas en las plantas
superiores (Smith, 1971) y afilos mas tarde, se descubridé que la adicion de Put o
Spd lograba retrasar la senescencia en protoplastos de Avena sativa (Galston et al.,
1978).

Actualmente se sabe que las PAs estan involucradas en un amplio rango de
procesos como son la transcripcion, la traduccion, la estabilizacion de acidos
nucleicos, la modificacion post-traduccional, la modulacion del ciclo celular, la
apoptosis, la detoxificacion celular, la embriogénesis, la organogénesis, el
desarrollo de la flor y el fruto, la inhibicion de la senescencia, y la respuesta al estrés
bidtico y abidtico. Ademas, fungen como reserva de carbono y nitrégeno (Minocha
et al., 1995; Kusano et al., 2008; Handa et al., 2018; Tiburcio et al., 2014). Por otro
lado, al igual que los reguladores de tipo hormonal, las PAs han sido consideradas
reguladores de crecimiento. Sin embargo, a diferencia de las hormonas, las PAs
son ubicuas en cada célula de la planta, y su concentracién es mucho mayor que
las hormonas, llegando a concentraciones milimolares a largo de su desarrollo, en
condiciones de estrés abidtico y por la interaccion con microorganismos (Pandey et
al., 2000; Xu et al., 2014b; Takano et al, 2012).

1.8. Funciones de las poliaminas durante la respuesta a estrés

Ante una condicién de estrés, el proceso de adaptacion de las plantas depende de
censar rapidamente la condicion adversa, transmitir efectivamente las sefiales a la
maquinaria celular y desencadenar una respuesta adaptativa (Minocha et al., 2014).
Inicialmente las sefales de estrés son percibidas por los receptores en la membrana
plasmatica activando la acumulacién de mensajeros secundarios como el CA™ libre,
las EROs y los inositol fosfatos. A su vez, estos activan componentes rio abajo como
las fosfatasas y las quinasas. A continuacion, la cascada de senalizacion induce
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cambios que se manifiestan a nivel molecular, bioquimico, fisiolégico y anatémico
(Nakashima et al., 2009).

La salinidad y las bajas temperaturas son de los factores de estrés abiético que mas
afectan el crecimiento y el desarrollo de las plantas. En el caso del estrés por
salinidad, este ademas puede generar toxicidad idnica, estrés osmatico y oxidativo
(Zhu, 2007; Hanin et al., 2016). Las plantas son capaces de almacenar Na+ hasta
10 mM (Taiz et al., 2010). Sin embargo, al rebasar este limite, la alta concentracion
de sales, disminuye el potencial del agua y la turgencia celular. A continuacién, se
genera el cierre estomatico, la restriccion de crecimiento, la reduccidén de la
viabilidad del polen, la inhibicién de la actividad de las enzimas fotosintéticas y
finalmente la acumulacién de H202 (Miller et al., 2008). El exceso de acumulacion
de EROs por su parte, conlleva a cambios en la fluidez de la membrana, la
peroxidacion lipidica, el dafio a los acidos nucleicos, la desnaturalizacion proteica,
la oxidacion de carbohidratos, la senescencia y la muerte celular (Andronis et al.,
2010; Allu et al., 2014). No obstante, el nivel de estrés por salinidad depende de la
concentracion y la capacidad de la planta para tolerar o mitigar los efectos negativos
causados por la acumulacién de NaCl (Hanin et al., 2016; Assaha et al., 2017). En
lo que respecta al estrés por bajas temperaturas (0-15 °C), este disminuye la
fotosintesis por fotoinhibicion, restringe el crecimiento y el desarrollo, llegando a

provocar clorosis, marchitez y necrosis.

En este sentido, la respuesta de adaptacién a estas condiciones involucra la
modulacién de los reguladores de tipo hormonal como las auxinas, las citoquininas,
las giberelinas, el etileno, el acido jasmonico (JA), el acido salicilico (SA), el acido
abscisico (ABA), proteinas de respuesta a estrés, tales como las proteinas de
respuesta al calor (HSPs, del inglés Heat-Shock Proteins), a la deshidratacién
(WSPs, Water Stress Proteins), a la salinidad (SSPs, salt stress proteins), a la
anoxia (ANPs, anaerobic proteins), a la interaccion con patogenos (PRs,
pathogenesis-related), entre otras. Ademas, en la respuesta al estrés participan
otras moléculas tales como las especies reactivas de oxigeno (EROs) [el i6n radical

superéxido (Oz27), el peroxido de hidrogeno (H202), el radical hidroxilo (OH-)] y
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solutos compatibles como azucares, aminoacidos, acidos organicos, betainas y las
poliaminas (PAs) (Verma et al., 2016; Rai et al., 2019).

Desde el inicio del estudio de la participacion de las PAs en la respuesta al estrés
de las plantas, el entendimiento de su mecanismo ha enfrentado diversos retos
entre los que se pueden incluir su ubicuidad celular, que son esenciales, ademas
de su estricta regulacion. A pesar de esas limitantes, ha sido ampliamente
documentado que los genes que codifican para las enzimas que participan en el
metabolismo de las PAs son altamente responsivos a la percepcion de factores
adversos (Gupta et al., 2012; Shiy Chan, 2014). Estas condiciones conllevan a una
gran acumulaciéon de PAs, por ejemplo, se ha reportado que el estrés salino induce
la acumulacion de Spm en arroz, maiz y trigo. Asi mismo, las PAs pueden mitigar
los efectos de este estrés al bloquear los canales de entrada de Na+, incrementar
la acumulacion de osmoprotectores como la prolina e inducir el sistema antioxidante
(Maiale et al., 2004; Jiménez-Bremont et al., 2007; Reggiani el al 1994).

De igual manera, los fenotipos de plantas tolerantes a estrés abidtico han sido
asociados a niveles elevados de PAs, asi como, la aplicacién exégena de estas
aminas con la mejora de la respuesta de tolerancia (Minocha et al., 2014). En este
sentido, es sabido que bajo condiciones de estrés, las PAs inducen la acumulacion
de glicina betaina, GABA, y metabolitos antioxidantes, ademas estabilizan las
membranas celular y de los organelos, secuestran oxigeno y radicales hidroxilo,
incrementan la actividad de las enzimas antioxidantes y promueven la sefializaciéon

mediante la produccion de H202 (Guo et al., 2014; Sagarika et al., 2016).

1.9. Estrategias para el estudio de las poliaminas en las plantas

1.9.1. La aplicacién exégena de poliaminas y el uso de los inhibidores de su
biosintesis

En la busqueda del entendimiento del papel fisiolégico que desempenan las PAs en
las plantas, la aplicacién exégena de alguna PA especifica ha brindado un amplio
panorama del papel que juegan estas aminas en el desarrollo y en la respuesta a

estrés (Yu et al., 2019; Bano et al., 2020). Por su parte, los efectos de la aplicacion
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exdgena de las PAs han sido estudiados en diferentes especies de plantas (Liu et
al., 2013; Wu et al., 2018); por ejemplo, la aplicacion exdégena de PAs induce la
embriogénesis en Vitis vinifera 'y en Oryza sativa; y en el caso de la aplicacion de
Spd se ha reportado una aceleracién de la floracidn en A. thaliana y Dendrantema
morifolium (Tan et al., 2017; Xu, 2015).

Bajo condiciones de estrés, se ha visto que los tratamientos con PAs pueden activar
los mecanismos de tolerancia en plantas a las condiciones de estrés mecanico,
salino, osmatico, hidrico, oxidativo, por frio, por deficiencia nutricional, por rayos UV
y contaminantes, asi como por el ataque de patogenos (Yin et al.,2015; Wu et al
2018; Benavides et al., 2018 Walters, 2003; Chen et al., 2019); algunos ejemplos

de tratamientos con PAs exdgenas son enlistados en la Tabla 2.

Tabla 2. La aplicacion exégena de PAs y su efecto en la respuesta al estrés

Planta

Factor

estresor

Poliamina

aplicada

Respuesta

Referencia

Triticum estrés  por | Put0.1 mM | incremento de pro, | Gupta et al.,
aestivum L. | sequia fotosintesis y 2012
reduccién del dafo
Nicotiana estrés Put 1 mM prevencion de la | Kotakis et al .,
tabacum osmotico perdida de agua, | 2014
incrementa la
eficiencia del
fotosistema i
Triticum estrés  por | Put o Arg 2.5 | incremento de Hassanein et
eastivum altas mM tolerancia al estrés | al., 2013
cv. Giza | temperaturas
168 (35 2°¢)
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Oryza estrés salino | Spd 1 mM mejora de la | Saleethong et
sativa L. | por nacl respuesta de | al., 2013
Ssp indica defensa
Citrus estrés salino | Put, Spd o | activacién del  Tanou et al.,
aurantium | por nacl Spm 1 mM sistema antioxidante 2014
L. y mejora de la
respuesta de
defensa
Cynodon estrés  por | Put, Spd o | incremento de | Shi et al,
dactylon sequia, Spm 1 mM proteinas 2013
salino por relacionadas a la
nacl, respuesta a estrés y
las enzimas
antioxidantes

Sin embargo, a pesar de las aportaciones de estos reportes sobre el efecto de la
aplicacion exdégena de PAs, la complejidad de la homeostasis de las PAs, que
incluye inter-conversiones entre ellas y su catabolismo, hace complicado el estudio

de la funcidon de cada PA.

Adicionalmente, otra estrategia utilizada para el estudio de la PAs ha sido la
inhibicion de las diversas enzimas implicadas en su metabolismo. Los principales
inhibidores utilizados para bloquear la biosintesis de las PAs han sido la o-
difluorometilornitina (DFMO, analogo de la ornitina) y la difluorometilarginina
(DFMA, analogo de la arginina), los cuales inhiben de manera irreversible la
actividad enzimatica de la ODC y la ADC, respectivamente. Aunado a estos, el uso
de los inhibidores reversibles de las enzimas implicadas en los pasos subsecuentes,
metilglioxal-bis guanilhidrazona (MGBG) para inhibir la actividad enzimatica de la
SAMDC, vy la ciclohexilamina (CHA) para interrumpir la actividad de la SPDS y la
SPMS por la competencia de su sustrato han sido utilizados en diversas plantas en
funcion de discernir el papel de cada PA en el desarrollo y en la respuesta al estrés.
En este sentido, se sabe que la aplicacién de DFMO inhibe el desarrollo del fruto en
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tomate. Asi mismo, tanto el DFMO como el DFMA inhiben la formacion de las células
embrionarias en zanahoria Egea-Cortines y Mizrahi (1991). Asi mismo, la apliacion
de DFMO restringe la tuberizacion en camote e inhibe la diferenciacion de la raiz en
tabaco (Galston y Flores 1991; Burtin et al. 1989). En Arabidopsis thaliana, la
aplicacién de los inhibidores MGBG y D-Arg reducen drasticamente el crecimiento
de la raiz primaria, provocando un arresto del ciclo celular en la linea reportera
CycB1-GUS (Ortega-Amaro et al., 2011).

Adicionalmente, en condiciones de estrés se ha visto que la aplicacion de DFMA y
DFMO afecta la tolerancia al estrés por salinidad de Oryza sativa (Yamamoto et al.,
2016). Recientemente, Li y colaboradores (2018) reportaron que la disminucién de
PAs por la aplicacion de ciclohexilamina (CHA) disminuye la tolerancia al estrés por
sequia en la planta Trifolium repens. No obstante, inhibidores como el MGBG
genera toxicidad celular, ademas el DFMO, el DFMA y la CHA han presentado la
desventaja de ser poco estables y/o inespecificos, pudiendo afectar la actividad de
otras enzimas involucradas en el metabolismo de PAs como ADC y PAO (Burtin et
al.,1989; Batchelor et al., 1986; Maiale et al., 2008).

1.9.2. El uso de lineas mutantes y transgénicas del metabolismo de PAs

La generacion de lineas mutantes y lineas de sobreexpresion mediante el uso de la
ingenieria genética ha aportado grandes contribuciones al entendimiento del papel
de las PAs in vivo. Por ejemplo, la sobreexpresion del gen AtADCZ2 en Arabidopsis
bajo el control del promotor 35S CaMV del virus del mosaico de la coliflor mostré un
desajuste en los niveles Spd y Spm, asi como la disminucién en el contenido de
giberelinas, ocasionando un fenotipo de retraso de la floracion y enanismo. De
manera similar, en tabaco la sobreexpresion del gen ADC de avena genero entre
otros defectos, una reduccion en la longitud del tallo y de las raices, ademas de la
aparicion de clorosis (Masgrau et al., 1997; Panicot et al., 2002b). Estos reportes
proporcionaron evidencias de la importancia que tienen las PAs en el desarrollo de
las plantas y como el desajuste en sus niveles puede inducir cambios en la fisiologia
de las plantas. No obstante, la sobreexpresiéon de la SPDS de Cucurbita facifolia en

Arabidopsis conyeva al incremento de la tolerancia a diferentes tipos de estrés
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abiotico (Kasucabe et al., 2004; Groppa y Benavides, 2008). Ademas, las lineas
transgénicas de Arabidopsis que sobreexpresan el gen SAMDC1 tienen mayor
resistencia al ataque de los microrganismos Pseudomonas Syringae Yy
Hyaloperonospora arabidopsidis. En dicho trabajo, los autores sugieren que el
aumento en la resistencia de las lineas sobreexpresoras de la SAMDC al ataque de
patdgenos, correlaciona con la induccidn de la expresion de los genes relacionados
con la defensa de la planta (Marco et al., 2014). A continuacién, en la Tabla 3 se
enlistan algunos ejemplos de los efectos de la sobreexpresion de genes codificantes

para las enzimas de biosintesis de las PAs en diferentes especies de plantas.

Tabla 3. La sobreexpresion de genes biosintéticos de PAs y la tolerancia al

estrés

Planta Respuesta de Referencia

Sobrexpresiéon

de genes tolerancia
ADC Oryza sativa estrés salino Roy y Wu, 2001
ADC Brassica juncea estrés salino y por frio | Mo y Pua, 2002
ADC1, ADC2 | Oryza sativa estrés por sequia Capell at al., 2004
ADC1, ADC2 | Arabidopsis thaliana | estrés por | Cuevas et al., 2008
congelamiento
ADC Malus domestica estrés por frio, salino | Hao et al 2005
y por deshidratacion
ADC Oryza sativa estrés por frio Akiymaya vy Jin
2007
AtADC2 Arabidopsis thaliana | estrés salino Urano et al., 2004
ADC Solanum estrés por frio, | Prabhathi y Rajam,
melongena salinidad y por | 2007
deshidratacion
ADC Zea maize estrés por salinidad Jiménez Bremont
et al., 2007
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MdADC Malus sylvestris (L.) | estrés por salinidad Liu et al. 2006
Mill
PaADC2 Pringlea estrés por salinidad y | Hummel et al. 2004
antiscorbutica frio
cDNA ODC Tabaco estrés por salinidad Kumria y Rajam,
(Mus 2002
musculus)
MdSAMDC2 | Malus sylvestris estrés por salinidad y | Hao et al., 2005
frio
MdSAMDC2 | Pyrus communis estrés por salinidad He et al., 2008
cDNA SPDS | Arabidopsis thaliana | estrés por salinidad, Kasukabe et al.,
por frio y por sequia | 2004
(cucurbita
ficifolia)
cDNA SPDS | Pyrus communis estrés salino y por | Wen et al., 2008
(cucurbita metales pesados
Ficifolia)
35S::ADC Solanum estrés salino, por | Prabhavathi y
(Avena sativa) melongena sequia, por bajas y | Rajam, 2007
altas temperaturas y
toxicidad por Cd?*
35S::SAMDC | Arabidopsis thaliana | estrés por sequia Wi et al 2014
(Capsicum
annuum)
PRD29A::ADC | Lotus tenuis estrés por sequia Espasandin et al.,
(Avena sativa) 2014
35S::SPMS Arabidopsis thaliana | estrés por alta | Sagor et al., 2013
temperatura

Por otro lado, la auxotrofia de PAs por la mutacion de los genes de su biosintesis,

no se han podido lograr. Por ejemplo, la doble mutacion (adc?” x adc2’-) de ambos
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paralogos AtADC en Arabidopsis, al igual que la de los genes AtSPDS (spds1”- x
spds2”’) inducen arresto embrionario (Urano et al., 2005; Imai et al., 2004b). Por
otro lado, la doble mutante acl57- x spoms~ de Arabidopsis logra completar su ciclo
bioldgico, aunque presenta un fenotipo de hipersensibilidad al estrés por salinidad
y por sequia, lo que muestra la importancia de la espermina y termoespermina en
la respuesta al estrés abidtico (Yamaguchi et al., 2007). Aunado a éstas, las lineas
mutantes individuales de las poliamina oxidasas Afpao1-1 y Atpao2-1, aunque no
muestran un fenotipo en desarrollo, acumularon especies reactivas de oxigeno
(Jasso-Robles et al., 2019).

Estos reportes demuestran la complejidad de la regulacién de las PAs y como los
cambios en sus niveles alteran significativamente el desarrollo y la respuesta al
estrés de las plantas. Razon por la cual, la busqueda de sus mecanismos de accion

en los diversos procesos celulares es de suma importancia.

1.10. Arabidopsis thaliana como un modelo de estudio eficiente para

comprender los mecanismos de las PAs en plantas

Una gran parte del conocimiento que se tiene sobre las PAs ha sido posible gracias
al uso de organismos modelo como la planta Arabidopsis thaliana. El genoma de
este miembro de la familia Brasicaceas fue secuenciado en el afo 2000, y su uso
como modelo de estudio ofrece una serie de ventajas entre las que se encuentran:
un ciclo de vida corto (6 semanas aproximadamente), un genoma constituido por
s6lo cinco cromosomas, una transformacion genética sencilla, poco espacio
requerido para su crecimiento y autopolinizacion, entre otras. Particularmente para
el estudio de las PAs en Arabidopsis, al carecer del gen de la ODC, la biosintesis
de novo de Put ocurre predominantemente a través de la via de la arginina,
mediante la enzima ADC (Hanfrey et al., 2001). En |la Tabla 4, se muestran los genes
que participan en la biosintesis de PAs en esta planta modelo (Tabla 4 adaptada a

partir de Kusano y Suzuki, 2015).
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Tabla 4. Genes identificados implicados en biosintesis de PAs en Arabidopsis

Funcion

catalitica

Gen

Locus

Localizacién

Factores que

incrementan

su expresion

Referencias

Arginina ADC1 | At2g1650 | cloroplasto, frio, estrés  Borrel et al.,
descarboxilasa 0 citoplasma** oxidativo, 1995;
salino Maruri-
Lépez y
Jiménez-
Bremont,
2017
ADC2 | At4g3471 | nucleo, deficiencia de | Maruri-
0 cloroplasto, K, estrés por  Lopez y
citoplasma** sequia, frio, | Jiménez-
mecanico, Bremont,
osmotico, 2017; Patel
oxidativo, et al., 2017
salino, por
interaccién con
agentes
patdgenos
Agmatina AlH | Atbg0817 | nucleo, estrés por | Kilian et al.,
iminohidrolasa 0 choque de U
citoplasma calor, por | Hoper et al.,
salinidad 2017
N -Carbomoil CPA | At2g2745 | citoplasma estrés por | Kilian et al.,
0 calor, por | 2007,
putrescina choque
. . osmoético, por Tanz et al,
amidohidrolasa 2013

dano mecanico
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Arginasa ARGAH | At4g0890 | mitocondria estrés por | Flores et al.,
1 0 sequia, 2008;
interaccion con
bacterias selovees
al., 2016
ARGAH | At4g0887 | estroma de | interaccion con | Gravot et al.,
2 0 cloroplasto, hongos, MeJA 2012;
mitocondria, Patel et al.,
citoplasma ** 2017
S -Adenosil  SAMD | At3g0247 | Citoplasma* interaccién con | Zhang et al.,
metionina C1 0 agentes virales | 2011
Descarboxilasa Base de
datos
SUBA4
SAMD | At5g1595 | nucleo, estrés por frio, | Urano et al.
C2 0 citoplasma* por choque de | 2003;
calor
Majundar et
al., 2017
SAMD | At3g2557 | Citoplasma* dato aun no Base de
C3 0 disponible datos
SUBA4
SAMD | At5g1893 | nucleo, auxinas Cui et al,
C4/BU | 0 citoplasma* 2010
D2
Espermidina SPDS1 | At1g2382 | nucleo, sequia, ABA Belda et al.,
sintasa 0 cloroplasto, 2012
citoplasma**
SPDS2 | At1g7031 | nucleo, Citocininas Belda et al.,
0 cloroplasto, 2012
citoplasma,
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membrana
plasmatica **
Espermina SPMS | At5g5312 | nucleo, estrés por | Belda et al.,
sintasa 0 citoplasma* sequia, 2012;
Interacciéon con | Shinohara et
bacterias al., 2019
Termoespermina | ACLS5 | At5g1953 | nucleo, auxinas Tong et al.,
sintasa 0 citoplasma* 2014

* Localizacion predictiva
** Localizacién experimental

Como se menciond anteriormente, en A. thaliana el primer paso limitante en la
biosintesis de las PAs es catalizado por las enzimas ADC1 (At2G16500) y ADC2
(At4G34710). Aunado a esto, los dos genes paralogos para la ADC tienen un 85%
de identidad, por lo que su manipulacion es un punto de control para regular los

niveles de PAs y obtener informacion respecto a su funcion.

1.11 Antecedentes directos

En un trabajo previo, nuestro grupo de investigacién genero la linea amiR:ADC-L2,
que de manera simultanea induce el silenciamiento de ambos transcritos de ADC,
por la accion de un microRNA artificial (AmiR:ADC). Esta linea permite explorar las
implicaciones de una reduccion significativa en los niveles de PAs sobre el
desarrollo de A. thaliana (Sanchez Rangel et al., 2016). Las plantulas de la linea
silenciante-adc (amiR:ADC-L2) presentan una reduccion en los niveles de PAs de
hasta un 85% comparado con su parental (ecotipo Ws). A pesar de que esta linea
silenciante-adc tiene un ciclo biolégico completo, presenta diversas alteraciones en
su desarrollo, tanto en etapa de plantula y como de planta adulta (Sanchez-Rangel
et al., 2016). En etapas tempranas de desarrollo, la reduccion de los niveles de PAs
en la linea silenciante genera un retraso en el crecimiento, denotado por la

diminucion de longitud de raiz primaria y del peso fresco en comparacién con las
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plantas Ws. En etapa adulta, esta linea muestra una modificacién en la morfologia
de sus hojas de roseta, adquiriendo un mayor numero de denticiones en los bordes
de las hojas (hoja aserrada), un retraso en el inicio de la floracion, asi como la
disminucién en la cantidad, peso y tamafo de las semillas y la aparicion de semillas
abortivas por arresto del desarrollo embrionario (Sanchez-Rangel et al., 2016).
Dichos fenotipos fueron parcialmente reestablecidos por la aplicacion exégena de
Put en experimentos in vitro y en suelo (Sanchez-Rangel et al., 2016).

Justificacion

Realizar investigaciones que generen un mayor acercamiento al entendimiento de
los mecanismos de las PAs durante el desarrollo y en la respuesta al estrés es muy
importante en la biologia molecular de plantas. Por un lado, se ha reportado que el
aumento en los niveles de PAs, ya sea mediante la aplicacion exégena o con lineas
sobre-expresoras de genes biosintesis de PAs, muestran tolerancia al estrés
abidtico y resistencia contra patdégenos; y por otro lado que la disminucioén en los
niveles de PAs, mediante el uso de mutantes o inhibidores, muestran un fenotipo

contrario de sensibilidad a los agobios tanto abiéticos como biéticos.

Esta tesis se enfocd en continuar con la caracterizacion de la linea silenciante-adc
de Arabidopsis. Esto nos permitié observar que dicha linea acumula especies
reactivas de oxigeno (EROs), un dato novedoso que no se habia reportado hasta el
momento. Adicionalmente, logramos asociar el fenotipo de raiz corta de la linea
silenciante-adc a defectos en los procesos de elongacién y division celular. Aunado
a esto, se demostr6 que plantulas de esta linea silenciante-adc son mas
susceptibles al estrés por NaCl y a bajas temperaturas, lo que correlaciona con los
niveles elevados de EROs y con el incremento de sensibilidad ante una condicién

desfavorable.

También analizamos el comportamiento de esta linea silenciante-adc de
Arabidopsis bajo estrés biotico, mediante las confrontaciones con los

microorganismos fitopatdgenos B. cinerea y P. syringae. Interesantemente, la linea
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silenciante muestra una reduccion en la resistencia contra el ataque del hongo B.

cinerea; y un incremento ante la bacteria P. syringae.
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IIl. OBJETIVOS

a) Objetivo general

Caracterizaciéon de la linea silenciante-adc de Arabidopsis en el desarrollo, la
respuesta al estrés abidtico y durante la interaccibn con microorganismos

patogenos.
b) Objetivos particulares

1.- Analizar el efecto de la aplicacion exdégena de catalasa (CAT) sobre el
crecimiento de la linea silenciante-adc y su parental Ws.

2.- Determinar el estatus de las especies reactivas de oxigeno (EROs) en las
plantulas de la linea silenciante-adc mediante su visualizacién in situ y su

cuantificacion.
3.- Analizar el nivel de expresion del gen AtCAT2 en las lineas silenciante-adc y Ws.

4.- Cuantificar las actividades enzimaticas de catalasa (CAT), poliamina oxidasas

(PAOs) y NADPH oxidasa en plantulas de las lineas silenciante-adc y Ws.

5.- Analizar el fenotipo de la linea silenciante-adc bajo condiciones de estrés abibtico

por salinidad y bajas temperaturas.
6.- Analizar la arquitectura y el desarrollo de raices de la linea silenciante-adc.

7.- Generar lineas marcadoras de ciclo celular con silenciamiento de los genes ADC

(CycB1:amiR-adc) para analizar el patron de expresiéon del gen reportero GUS.

8.- Estudiar la respuesta de defensa de la linea silenciante-adc ante los

microorganismos fitopatdgenos.
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9.- Analizar el efecto de los pre-tratamientos con Put y MeJA sobre el desarrollo de
los sintomas de la infeccion del hongo B. cinerea, y del tratamiento de Put para P.
syringae en la linea silenciante-adc asi como en su respuesta mediada por los

niveles de expresion de los genes marcadores de defensa.
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lll. Resultados

Debido a que las PAs son indispensables para los organismos no se ha podido
generar una linea auxétrofa de PAs que permita el estudio de las implicaciones de
la deficiencia de estos policationes en el desarrollo y la respuesta al estrés en
plantas. Por ello, nuestro grupo de investigacién desarrollé una linea de Arabidopsis
que silencia los genes de ADC. Esto se logré mediante un microRNA artificial, el
cual esta dirigido a una region conservada entre los genes paralogos ADC1y ADC2
de Arabidopsis. De esta manera, nosotros obtuvimos la linea amiR:ADC-L2
(silenciante-adc), la cual presenta una disminucion de hasta el 85% en los niveles

de PAs en plantula. Los resultados se presentan en los capitulos siguientes:

Capitulo I. La disminucién en los niveles de poliaminas en la linea silenciante-adc
de Arabidopsis resulta en la acumulacidon de especies reactivas de oxigeno. Este
estudio se publicé en Biochemical and Biophysical Research Communications con
el titulo “Down-regulation of arginine decarboxylase gene-expression results in

reactive oxygen species accumulation in Arabidopsis”.

Capitulo Il. La linea silenciante-adc presenta mayor sensibilidad al estrés salino y

por bajas temperaturas.

Capitulo Ill. Niveles o6ptimos de poliaminas son esenciales para la correcta
organizacion de la arquitectura radicular en etapas tempanas del desarrollo de

Arabidopsis.

Capitulo IV. La linea silenciante-adc de Arabidopsis exhibe una respuesta de
defensa diferencial a las infecciones por B. cinerea y P. syringae. Estudio publicado
en la revista Plant Physiology and Biochemistry con el titulo “Arabidopsis adc-
silenced line exhibits differential defense responses to B. cinerea and P. syringae

infection”.
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Capitulo |

La disminucion en los niveles de poliaminas en la linea silenciante-adc de

Arabidopsis resulta en la acumulacion de especies reactivas de oxigeno

La linea silenciante-adc es una herramienta util para estudiar el fenotipo en
desarrollo y estrés de plantulas de Arabidopsis con bajos niveles de PAs. Para
profundizar en la caracterizacion de dicha linea determinamos los niveles de H20z2,
observando que las raices de las plantulas de la linea silenciante-adc acumulan
H202. Este comportamiento se logra restablecer mediante la aplicacién exdégena de
PAs. Ademas, se encontrd que la expresion del gen CATZ2 y la actividad de catalasa
disminuyen en la linea silenciante-adc, en comparacién al ecotipo silvestre WSs.
Estos datos sugieren una menor actividad de detoxificacion de EROs en esta linea
silenciante. Por otro lado, se analizé la actividad de PAO, dado que esta enzima
también genera H202 cuando oxida PAs. Los datos obtenidos muestran que no
existen cambios significativos en la actividad de PAO en la linea silenciante con
respecto a las plantulas Ws; lo que sugiere que se debe a un defecto en el sistema
antioxidante, y no a un desajuste en el catabolismo de PAs lo que provocaria la
acumulacién de H202. Aunado a esto, se cuantificd el contenido del ion radical
superoéxido y se determiné la actividad enzimatica de NADPH oxidasa, encontrando
un claro incremento, lo que sugiere que esta enzima y su producto contribuyen a la
acumulacion de H202 en la linea silenciante. Estos resultados muestran que la

disminucién en los niveles de PAs provocan la acumulacion de EROs.

Trabajo publicado en: Biochemical and Biophysical Research Communications
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Capitulo Il

La linea silenciante-adc tiene mayor sensibilidad al estrés abiético

Las PAs son altamente acumuladas bajo condiciones de estrés. Incluso, se ha
demostrado que las plantas que toleran mejor las condiciones de estrés tienen una
mayor concentracion de PAs respecto a las que son sensibles (Yamaguchi et al.,
2007; Liu et al., 2007; Li et al., 2016. De hecho, se ha propuesto que el incremento
de los niveles de Spm en plantas podria ser un importante indicador de la tolerancia
al estrés por salinidad (Li et al., 2012). En este sentido, las PAs participan en mitigar
el estrés a diferentes niveles, por ejemplo, bloqueando los canales de entrada de
sodio, brindando proteccion a la membrana y a los acidos nucleicos, e induciendo
la expresion de genes involucrados en la tolerancia al estrés, como por ejemplo
genes que codifican proteinas del sistema antioxidante (Todorova et al., 2013). Por
su parte, ya ha sido documentado que la adaptacién de las plantas a las condiciones
de estrés por frio es mediada por el incremento de PAs, Ca, y etileno (Alcazar et al.,
2011; Sun et al., 2020).

En este capitulo de la tesis se evaluo la sensibilidad de la linea silenciante-adc a la
aplicacion de estrés abiodtico. En este sentido, la parental Ws y la linea silenciante-
adc fueron sometidas a estrés salino inducido por NaCl y a tratamientos de bajas
temperaturas. El andlisis de fenotipo de la linea silenciante bajo estrés salino mostré
que esta linea fue mas sensible a los tratamientos con NaCl. Posteriormente, el
analisis transcripcional de los genes involucrados en la respuesta al estrés salino,
denotd que la respuesta de tolerancia de la linea silenciante-adc esta afectada. En
el caso de los tratamientos de estrés por bajas temperaturas, se realizé un ensayo
de germinacion de ambas lineas bajo condiciones de frio (4 °C y 10 °C). Nuestros
resultados muestran un claro retraso en la germinacion, asi como, clorosis en la
linea silenciante. Estos datos confirman que la falta de PAs en la linea silenciante,
afecta su desarrollo y la capacidad de adaptacién a las condiciones de estrés

abidtico.
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Resultados

La linea silenciante-adc tiene mayor sensibilidad al estrés salino

Nosotros analizamos el fenotipo de la linea silenciante bajo condiciones de estrés
salino. En este sentido, ambas lineas Ws y silenciante-adc de 7 dias de edad fueron
sometidas por 5 dias mas a los tratamientos de NaCl a 150 y 175 mM. Trascurrido
ese tiempo se evaluaron el peso fresco, la longitud de la raiz primaria y la clorofila
total. Adicionalmente, se registré la presencia de cotiledones verdes bajo los
diferentes tratamientos. En ambas concentraciones de NaCl, tanto el peso fresco
como la raiz primaria disminuyeron significativamente en ambas lineas.
Particularmente bajo el tratamiento de NaCl 175 mM se observaron dafos severos
en la linea silenciante, evidenciados por una reduccién en su longitud de raiz
primaria y clorofila del 57 y 34%, respectivamente (Figura 3). Asi mismo, gran parte
de los cotiledones de las plantulas silenciantes mostraron sintomas severos de
clorosis, disminuyendo el porcentaje de cotiledones verdes en un 41% respecto a

las plantulas no tratadas.

Anilisis de la expresion de genes involucrados en la respuesta al estrés salino

en la linea silenciante-adc

Con el objetivo de analizar la respuesta de sefalizacion inducida por condiciones
de estrés abidtico, las lineas Ws y silenciante-adc fueron sometidas a estrés salino
con la aplicacion exdgena de NaCl 150mM y 175mM por 24 h. En este sentido se
determind el nivel de expresion de los genes responsivos a condiciones de estrés
como CAT2, GPX2, TIR1 y BI-1. Los genes CAT2 y GPX2 codifican para las
subunidades que mayoritariamente contribuyen a la formacién de la catalasa y
glutation peroxidasa, respectivamente; por su parte, TIR1 es un receptor de auxinas
y Bl-1 un supresor de muerte celular. Estos genes han sido reportados como
elementos clave en la respuesta de defensa de la planta a condiciones de estrés
(Du et al., 2008; Akbudak et al., 2018; Rugger et al., 1998; Kawai et al., 2004). Bajo
condiciones control, solo GPX2 mostré una disminucion importante en su expresion
con respecto a la parental Ws. No obstante, bajo ambas concentraciones de NaCl,

los genes evaluados se observaron inducidos en la linea silenciante (Figura 4).
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El estrés por frio provoca mayor daio en la linea silenciante-adc

Con el objetivo de caracterizar el efecto del estrés por bajas temperaturas en la
etapa mas temprana del establecimiento de Arabidopsis bajo la condicion de
insuficiencia de PAs, ambas lineas Ws y silenciante-adc fueron germinadas y
crecidas en placas de medio MS en camaras de crecimiento a 22 °C, 10 °C y 4 °C
por 22 dias. Como se muestra en la Figura 5, la germinacion de la linea silenciante-
adc fue claramente afectada por ambos tratamientos de frio. Este fenotipo fue
evidenciado a partir del dia 5 posterior a la siembra, donde el porcentaje de
germinacion de la linea silenciante-adc muestra un retraso significativo con respecto
a la Ws. En particular, bajo el tratamiento mas severo de 4 °C, solo el 10% de los
germinados de la linea silenciante desarrollaron cotiledones verdes, mientras que

la Ws mantuvo un 55% con respecto de la Ws (Figura 5).
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Figura 3. Efecto del estrés salino en las lineas silenciante-adc y la Ws. A) Fotografias

de las plantulas de 14 dias de edad crecidas por 7 dias en placas con medio MS
suplementadas con NaCl 150 y 175 mM. Las barras de escala corresponden a un 1
cm. Las medias de los datos obtenidos de las mediciones del peso fresco (B), la
longitud de la raiz primaria (C), los cotiledones verdes (D), y el total de clorofila (E)
son expresados graficamente. Las barras representan la media + del error estandar
(n=15) de cinco replicas. Las letras indican la diferencia significativa entre los
tratamientos, mediante un analisis de varianza de ANOVA de una via y una prueba

de comparacion multiple Tukey (p<0.05).

30



CAT2 GPX2

[J Control
[J NaCl 150 mM
Il NacCl 175 mM

1.5

2 A
A
1.0 a
B
0.5 A ° . b
h B B b 0.5 c
0.0 r T ﬁ T 0.0 T y T T

TIR1 BI-1

1.5 a 1.5
b
ui c
- ] - "

a
b
A

0.04 B
0.02 0.5 c
byt BB c M
0.00 0.0 T T T T

Ws

Ws Silenciente-adc

Expresion relativa ARNm (ACt)

Silenciente-adc

Figura 4. Expresion relativa de genes implicados en la respuesta a estrés salino bajo
la aplicacion de NaCl 150mM y 175mM. Los niveles transcripcionales de cada gen
fueron estimados mediante qRT-PCR, usando el gen UBQ5 como gen de referencia.
Las diferentes letras indican diferencia significativa mediante un analisis de ANOVA

de una via y una prueba de comparacion multiple Tukey (P <0.05).
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Figura 5. Ensayo de estrés por bajas temperaturas. Las semillas de ambas lineas
Ws y silenciante-adc fueron crecidas en placas con medio MS 0.5 x durante 20 dias.
A) Fenotipo representativo de ambas lineas sometidas a 4, 10y 22 °C £ 2 a los 20
dias de edad. B) Representacién grafica de la tasa de germinacion correspondiente
al periodo del dia 1 al 9 post-siembra, expresada en porcentaje (%). C)
Cuantificacion de cotiledones verdes al dia 20 post siembra. Las barras representan
la media % error estandar (n = 20) de tres réplicas. Los asteriscos y las diferentes
letras indican la diferencia significativa entre la linea silenciante-adc y Ws, calculada
usando una prueba de comparacion de t de Student y ANOVA de dos vias,

respectivamente (P < 0.05).
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Capitulo Il
Niveles 6ptimos de poliaminas son esenciales para la organizacién de la

arquitectura radicular en etapas tempanas del desarrollo de Arabidopsis

Al ser organismos sésiles, las plantas estan expuestas a multiples factores bioticos
y medioambientales que inducen cambios en sus condiciones de crecimiento
modificando su fisiologia y anatomia. Particularmente, la arquitectura de la raiz tiene
una gran plasticidad, en funcién de asegurar la vida de la planta. Siendo uno de sus
organos mas importantes, la raiz no solo asegura la toma de agua y nutrientes,
ademas sirve de anclaje y de interaccion con la biosfera. En este sentido, una
condicién desfavorable resulta en una reestructuracion del crecimiento de la raiz. A
nivel celular, estos cambios consisten en modificar los procesos de elongacion y
division celular. Ambos procesos han sido relacionados con el efecto y la
distribucion especifica del H202 en la raiz primaria.

Con los antecedentes en el defecto en el crecimiento de la raiz, asi como de una
mayor acumulacion de las especies reactivas de oxigeno (EROs) observados en la
linea silenciante-adc, nosotros nos planteamos investigar cual de los procesos que
orquestan la organizacién celular de la raiz esta afectado en esta linea con bajos
niveles de PAs. En primera instancia, nuestros analisis revelaron que la tasa de
crecimiento celular de la raiz en la linea silenciante-adc fue mas lenta con respecto
a su parental Ws. Ademas, el analisis de la elongacién celular denoté una reduccion
significativa en el tamafio de las células corticales de la raiz primaria, lo cual sugiere
que sus células no estan alargandose completamente antes de migrar a la zona de
diferenciacién. Al analizar los primordios de las raices secundarias de la linea
silenciante-adc observamos que su indice de su iniciacidén esta afectado. También,
el analisis de la zona meristematica de la raiz principal de la linea silenciante-adc
mostré algunas alteraciones, resultando en la disminucion de la tasa de divisidon
celular. Finalmente, este dato fue confirmado mediante la generacion y el analisis
de las lineas reporteras de ciclo celular CycB1:amiRadc, que silencian los genes
adc, en donde se observo una sefial baja en el meristemo apical y en la punta de
raiz de esta linea marcadora, con respecto a su parental CycB1:uidA; esta sefial fue

claramente recuperada mediante el pretratamiento con PAs. Estos resultados
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muestran que la reduccién en los niveles 6ptimos de PAs resulta en una disminucion
de los eventos de division celular en las raices, asi como células mas compactas,

generando un fenotipo de raiz corta.
Resultados

El fenotipo de crecimiento retardado en la linea silenciante-adc esta

relacionado con la disminucion de la elongacion celular

Previamente nosotros reportamos varias alteraciones morfolégicas asociadas a la
falta de niveles 6ptimos de PAs la linea silenciante-adc de Arabidopsis. En
particular, el sistema radicular esta afectado (Sanchez-Rangel et al., 2016). En esta
parte del trabajo se realiz6 el analisis del sistema radicular de la linea silenciante-
adc y del genotipo Ws (WT). Nuestros datos mostraron que, a los ocho dias de edad
la linea silenciante-adc tiene una reduccion del 38% y 46% en la longitud de la raiz
primaria y la tasa de crecimiento, respectivamente, en comparacién con las plantas
de su parental Ws (Figura 6B y C). Ademas, en la zona de raices laterales (RL), la
longitud de las células corticales se redujo en un 14% en la linea silenciada por adc
(Figura 6D). Estos datos mostraron que los niveles insuficientes de PAs afectan la
tasa de crecimiento, asi como la elongacion celular de la raiz principal de

Arabidopsis en etapa de plantula.

El inicio de generacion de primordios de raices laterales (RL) es restringido

por niveles subéptimos de PAs en la linea silenciante-adc

Posteriormente, se analizé la produccion y desarrollo de RL en ambas lineas, WT y
silenciante-adc. Para lo cual, se realiz6 el analisis de la densidad de eventos de RL
(RL + primordios de raiz lateral (PRL)) en la linea silenciante-adc. Nuestros datos
muestran que esta linea tiene una disminucion del 37% y 16% en la densidad de
PRL y RL + PRL, respectivamente, en comparacion con WT (Figura 7A y B).
Ademas, el inicio del indice de RL se redujo en un 56% (Figura 7C). Sin embargo,
no se observaron diferencias significativas en la incidencia de primordios en las

diferentes etapas de desarrollo (I-VIl) entre ambas lineas (Figura 7D). Nuestros
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datos sugieren que el bajo indice de raices laterales en la linea silenciante-adc esta

relacionado con una disfuncién en los procesos de iniciacién RL.

El meristemo apical de la raiz primaria en la linea silenciante-adc muestra un

desarrollo anormal

Debido a que la actividad y distribucion del meristemo apical de la raiz (RAM) es
clave para su crecimiento y desarrollo, a continuacion, realizamos la caracterizaciéon
del RAM de las plantulas de raices primarias silenciantes-adc y WT. Curiosamente,
las células iniciales de la linea silenciante tienen aparentemente una mayor
actividad que las de la WT (Figura 8A y B). Sin embargo, la tasa de produccién de
celular muestra una reduccion del 51% (Figura 8B). Asi mismo, el numero de células
en el dominio de proliferacion de la linea silenciante-adc es un 37% menor en
comparacién con WT (Figura C). En acorde a lo anterior, la duracién del ciclo celular
en esta linea muestra un claro retraso (31%) (Figura 8D). Estos resultados sugieren
que la restriccion de PAs en Arabidopsis afecta gravemente el proceso de

proliferacion celular.

El ciclo celular de las zonas meristematicas de las lineas CycB1:amiRadc es

deficiente

Con base en la evidencia obtenida de la participacion de los PAS en la proliferacion
celular en la raiz primaria, generamos lineas transgénicas CycB:amiRadc (1 y 2).
Posteriormente, se evalud el patrén espacio-temporal de la expresion de CycB1-
GUS en las puntas de las raices de plantulas CycB1:amiRadc de 10 dias de edad.
De acuerdo con nuestros resultados del analisis del RAM, en las plantulas CycB1:
amiRadc solo fue posible detectar una leve senal. Sin embargo, el pre-tratamiento
con PAs incremento notablemente la sefial GUS de las lineas CycB1:amiRadc,

reafirmando el papel de las PAs en la modulacién del ciclo celular (Figura 9).
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Figura 6. Analisis de la tasa de crecimiento de la raiz primaria de las plantulas WT
y silenciantes-adc. Datos obtenidos a partir de plantulas de Arabidopsis de ambas
lineas de 8 dias crecidas en medio MS 0.2 x. A) representacién grafica del
crecimiento de la longitud de la raiz primaria (mm) a partir del primer dia de
germinacién hasta el dia 8 (n = 15); B) Tasa de crecimiento obtenida mediante el
cociente del crecimiento de la punta de la raiz entre las ultimas 24 h antes de
finalizar el experimento, expresado en um/h (n=10); C) longitud celular de diez
células corticales por planta expresada en um. El analisis estadistico se realiz6
mediante una prueba de t de Student y la diferencia significativa esta sefialada por
asteriscos. El nivel de significancia fue P < 0.001.
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Figura 7. Analisis de generacion y desarrollo de raices laterales (RL). Para el

analisis de RL en la zona de formacion, se utilizaron plantulas de 10 dias de edad

de la parental Ws y la silenciante-adc, cultivadas en medio MS 0.2 x. A) densidad

de primordios de raices laterales (PRL); B) densidad de eventos combinados RL
(incluidos RL y PRL); C) indice de iniciacion de RL por 100 células; y D) PRL en
zona de formacion (%) segun su etapa de desarrollo (I-VIl). En cada caso se

analizaron 15 plantulas por linea (n = 15). Usamos un aumento de 40 X bajo un

microscopio Zeiss Axiovert 200M (Zeiss, Oberkochen, Alemania). El analisis

estadistico se realiz6 mediante una prueba de t de Student y la diferencia

significativa esta sefalada por asteriscos. El nivel de significancia fue P < 0.001.
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Figura 8. Analisis del RAM de plantulas de la Ws y la silenciante-adc. A) Imagen de
los meristemos apicales de plantulas de 8 dias de edad de ambas lineas, Ws y
silenciante-adc crecidas en medio 0.2 x MS vy clarificadas con una solucién de Nal
(Dubrovsky et al., 2009). Las imagenes se adquirieron con un aumento de 40X bajo
un microscopio Zeiss Axiovert 200M (barra de escala = 20 micrones). B) Tasa de
produccion de células por hora en el dominio de proliferacion (DP); C y D) el numero
de células y la duracion del ciclo celular se representan graficamente. En cada caso
se analizaron 15 plantulas por linea (n = 15). El analisis estadistico se realizd
mediante una prueba de t de Student y la diferencia significativa esta sefalada por

asteriscos. El nivel de significancia fue P < 0.001.
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Figura 9. Tincion GUS de plantulas de CycB1:amiRadc. Las plantulas CycB1:uidA
y CycB1:uidA-amiRadc de siete dias de edad fueron sometidas a una tincion
histoquimica GUS y se analizaron bajo microscopio con un aumento de 10X. Las

imagenes son representativas de 15 plantulas analizadas.

39



Capitulo IV

La linea silenciante-adc de Arabidopsis exhibe una respuesta de defensa

diferencial a las infecciones por Botrytis cinerea y Pseudomonas syringae

Ana Isabel Chavez-Martinez!, Maria Azucena Ortega-Amaro’, Martha Torres?,

Mario Serrano? and Juan Francisco Jiménez-Bremont'

En la naturaleza las plantas estan bajo la constante interaccion con los
microrganismos que se desarrollan a su alrededor. Particularmente, el ataque de
microrganismos patdgenos ejerce una fuerte presion sobre las estrategias de
defensa de las plantas. Para poder lidiar con el ataque, estas deben ser capaces de
percibir rapidamente al patégeno para generar una respuesta eficiente. En este
sentido, la respuesta de defensa de las plantas involucra una red compleja de
barreras fisicas y moleculares que funcionan de manera coordinada. Una vez que
la cascada de sefalizacion se desencadena, los recambios moleculares y
anatdémicos se han relacionado principalmente a la modulacion del acido salicilico
(AS), del acido jasmoénico (AJ), del etileno (Et). Aunado a estas fitohormonas, otras
moléculas que juegan un papel clave en la sefializacién y en la respuesta de defensa
son las EROs. Por su parte, cada vez mas investigaciones senalan a las PAs como
elementos clave que podrian estar orquestando la respuesta de defensa por la

interaccién y modulacién de las fitohormonas y las EROs involucradas.

En la etapa final de este trabajo de tesis, nosotros estudiamos si la respuesta de
defensa de la linea silenciante-adc podria estar afectada. Lo anterior, con base en
los diversos reportes donde se ha visto que la aplicacion exégena de PAs, o bien
mediante la sobreexpresion de los genes relacionados con su metabolismo activa
la respuesta de defensa de las plantas en contra diversos patdégenos. En este
sentido, se hipotetizd que la acumulacién de EROs en conjunto con la deficiencia
de PAs en la linea silenciante podria ser un factor determinante que comprometa su

respuesta de defensa al ataque de patégenos.

La linea silenciante fue retada a la interaccion con los microrganismos patdégenos

B. cinerea y P. syringae. Nuestros resultados mostraron un incremento en la
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sensibilidad a la infeccién por Botrytis, respecto a las la Ws. En congruencia con
esto, el nivel de expresion de genes relacionados con la defensa de la planta,
tuvieron una menor expresion en la linea silenciante-adc bajo la interaccion con B.
cinerea. Posteriormente, se realizaron pre-tratamientos con soluciones asperjadas
de Put o de MeJA antes de la infeccidn. Interesantemente, ambos tratamientos
fueron capaces de restablecer o incrementar la expresion de los genes relacionados
con la defensa de la linea silenciante, previniendo ademas el desarrollo de los

sintomas de la enfermedad.

Por otro lado, la linea silenciante mostré resistencia a la infeccion por
Pseudomonas. Sin embargo, esta respuesta fue parcialmente reestablecida por el
pre-tratamiento con Put antes de la infeccion. De forma similar los genes
relacionados con la respuesta de defensa mostraron una desregulacion en la linea
silenciante, la cual fue recuperada por la aplicacién de Put. En respecto a estos
resultados, podemos sugerir que la sobreacumulacion de las EROs por la carencia
de PAs en la linea silenciante-adc modifican la respuesta de defensa en contra de

los microorganismos patogenos en funcion de su estilo de vida.

Trabajo publicado en: Plant Physiology and Biochemistry
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IV. Conclusiones

Capitulo |

La aplicacion exogena de catalasa induce el crecimiento en etapas tempranas del

desarrollo de Arabidopsis.

La disminucién del contenido de PAs genera un incremento en la actividad de la
NADPH oxidasa y una disminucion de la actividad de catalasa, lo cual conlleva a la
acumulacion de especies reactivas de oxigeno en la linea silenciante-adc de

Arabidopsis.
Perspectivas

Continuar analizando el porqué de la sobreacumulacion de las especies reactivas
de oxigeno en la linea silenciante-adc a través del andlisis de los organelos
(mitocondria, cloroplasto y peroxisomas) involucrados en la produccion y

almacenamiento de especies reactivas de oxigeno.

Realizar el seguimiento del origen del incremento en los niveles de EROs en la linea
silenciante-adc, mediante la determinacion de las actividades de glutation

peroxidasa y la superéxido dismutasa.

Capitulo Il

La disminucion de los niveles de PAs por el silenciamiento simultaneo de los genes
ADC aumenta la sensibilidad al estrés abiético inducido por estrés salino y bajas

temperaturas de Arabidopsis.

Bajo condiciones de estrés por salinidad y los bajos niveles de PAs, la expresién de
los genes CAT2, GPX2, TIR1 y BI-1 es modulada positivamente en la linea

silenciante-adc.

Perspectiva
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Analizar la relacion entre la acumulacion de especies reactivas de oxigeno y la

susceptibilidad de la linea silenciante-adc al estrés salino y por frio.

Capitulo Il

Los niveles sub-Optimos de PAs (<20% respecto a los niveles de una planta
silvestre) en la linea de Arabidopsis silenciante-adc resultan en la disminucion

significativa de la tasa de crecimiento de la raiz primaria.

Las células del cortex de la raiz primaria de la linea silenciante-adc migran
prematuramente a la zona de diferenciacion antes de alargarse completamente, lo

que resulta en células mas pequenas.

La disminucion en la densidad de las raices laterales de la linea silenciante-adc esta
relacionada con un bajo indice de iniciacion de raices laterales, lo cual fue
independiente de la velocidad del desarrollo de las raices laterales en las diferentes
etapas entre el inicio del primordio y la emergencia de la raiz lateral.

Las alteraciones en el patron de desarrollo del meristemo apical de la raiz primaria
de la linea silenciante-adc estan asociados a un retardo significativo en la duracién
del ciclo celular, resultando en una menor tasa de produccion celular que contribuye

al fenotipo de raiz corta.

Niveles bajos de PAs por silenciamiento simultaneo de los genes ADC en la linea
reportera CycB1 disminuyen notablemente el ciclo celular en las zonas

meristematicas de las lineas reporteras CycB1:amiRadCc.
Perspectivas

Continuar con la caracterizacion del centro quiescente de la raiz primaria de la linea

silenciante-adc.

Investigar los efectos de la aplicacion de poliaminas exdégenas sobre la arquitectura

radicular de la linea silenciante-adc.
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Capitulo IV

Los pre-tratamientos con Put y MeJA previenen la susceptibilidad de la linea
silenciante-adc a B. cinerea, mediante el incremento en la expresion de los genes

relacionados con la respuesta de defensa mediada por el acido jasmonico.

La linea silenciante-adc es mas resistente a la infeccion de P. syringae debido al
incremento de la expresion de los genes involucrados en la respuesta mediada por

acido salicilico.

Perspectivas

Investigar si la aplicacion de alguna enzima antioxidante como la catalasa puede
restablecer la respuesta de defensa de la linea silenciante-adc contra B. cinerea y

P. syringae.

Determinar la presencia in situ de especies reactivas de oxigeno durante la infeccién

simultanea con ambos patdgenos, B. cinerea y P. syringae.
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Anexo 1

Materiales y métodos
1. Material vegetal y microorganismos
1.1. Arabidopsis thaliana

Este trabajo fue efectuado usando a la planta Arabidopsis thaliana como modelo de
estudio. Las semillas silenciantes-adc (Sanchez-Rangel et al., 2016) pertenecientes
al ecotipo Wassilewskija (Ws) fueron usadas para la caracterizacion de esta linea.
Adicionalmente, las semillas de la linea reportera de ciclo celular CycB1:uidA fueron
utilizadas para la generacion y estudio de las lineas CycB1:amiRadc. La superficie
de las semillas fue esterilizada mediante lavado con una solucion de hipoclorito de
sodio al 20% (v/v), seguido por 4 enjuagues con agua destilada estéril. A
continuacion, las semillas fueron estratificadas manteniéndolas a 4 °C en oscuridad
por un periodo de dos dias. Posteriormente, estas fueron germinadas y crecidas en
placas de medio Murashige y Skoog (MS) 0.5 x pH 5.7, que contenian 0.5% (p/v)
de sacarosa y 1% (p/v) de agar (Murashige y Skoog, 1962). En el caso particular de
los ensayos de analisis del meristemo apical de la raiz, asi como de la determinacion
de las raices laterales, el medio MS 0.2 x fue preparado a partir del medio Linsmaier
and Skoog (L477; Phyto Technology Laboratories, Lenexa, KS, USA), ajustado a
pH 5.7 y suplementado con vitaminas (piridoxina 0.1 mg L'y acido nicotinico 0.1mg
L1, de Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), sacarosa 1% y agar 0.8% (w/v, Bacto™
Agar; BD Difco, Sparks, MD, USA). Las placas fueron orientadas verticalmente e
incubadas a 22 + 2 °C en una camara de crecimiento con un fotoperiodo de 16 h de

luz (100 pmol m -2 s -1) y 8 h de oscuridad.
1.2. Agrobacterium tumefaciens

Para la generacion de las lineas CycB1:amiRadc, se realizd la transformacién
estable de las plantas de A. thaliana CycB1:uidA, empleando la cepa de
Agrobacterium tumefaciens GV2260 (Deblaere et al., 1985) que contiene el vector
de expresion pMDC32-amiRadCc.

63



1.3. Botrytis cinerea

En este trabajo se usé la cepa B05.10 del hongo fitopatdégeno B. cinerea. Las
esporas del hongo fueron inoculadas en placas de medio agar de papa y dextrosa
(PDA) y mantenidas a 28 °C por 5 dias en oscuridad. Posteriormente, el micelio fue
retirado con un asa bacteriolégica, para posteriormente ser resuspendido en agua
destilada estéril y filtrado. La solucién de esporas fue almacenada a 4 °C en
oscuridad. Para los ensayos de interaccion, la suspension fue ajustada a una

concentracion de 2x10° esporas/mL en caldo PDA (0.25 x).

1.4. Pseudomonas syringae

Células de P. syringae pv. tomato DC3000 fueron usadas en los ensayos de
interaccién, como modelo de un microrganismo necrotréfico. La cepa crecida en
placas de medio LB suplementado con rifampicina 50 ug/mL fue incubada a 37 °C
en oscuridad por 24 horas. Trascurrido ese tiempo, una colonia fue seleccionada e
inoculada en 50 mL de medio liquido LB conteniendo rifampicina 50 ug/mL. El
in6culo fue incubado a 37 °C en oscuridad y agitacién constante (5000 rpm) por 12
horas. Subsecuentemente, el cultivo fue centrifugado a 13000 rpm por 20 minutos
y suspendido ajustado en MgCl2 10 mM a una concentracion de 1 x 108 CFU/mL.

La solucidén de infiltracion fue usada inmediatamente.

2. Plasmido empleado

Para la obtencion de las plantas transformantes CycB1:amiRadc se usé la
construccion pMDC32-amirR:adc (Sanchez-Rangel et al., 2018). Este vector esta
dirigido bajo el promotor constitutivo 35S y contiene una region que codifica un
microRNA artificial disefiado para el silenciamiento especifico de los genes ADC de

A. thaliana.

2.1. Transformacion genética de Arabidopsis

La transformacion estable de plantas de Arabidopsis se realizd mediante el método
de inmersion floral descrito por Zhang y col. (2006). Las células de A. tumefaciens
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conteniendo el pMDC32:amiRadc fueron ajustadas a una densidad 6ptica (OD) de
0.6 en una solucion de transformacién consistente en medio MS con 70 pl de Silwett
L-77. Los botones florales inmaduros de plantas de 3 semanas de edad de la linea
CycB1:uidA fueron sumergidos en la solucion de transformacion por 15 segundos.
A continuacion, las plantas fueron dispuestas de manera horizontal en oscuridad
por un periodo 24 h. Posteriormente fueron transferidas a una camara de
crecimiento bajo las condiciones de crecimiento anteriormente descritas.
Finalmente, las semillas recuperadas de las plantas utilizadas fueron seleccionadas
mediante su crecimiento en medio MS 0.2 x suplementado con el antibidtico

higromicina a una concentracién de 50 ug/mL.

3. Técnicas para los analisis transcripcionales

3.1. Extraccion de acidos nucleicos y sintesis de DNA complementario (DNAc)

El RNA total de A. thaliana de las lineas silenciante-adc y Ws de 10 dias de edad,
en el caso de la medicidn de la expresion de los genes AtCAT2, GPX, TIR1y BI-1,
en el caso del material vegetal para el andlisis de los genes relacionados con la
defensa ante el ataque de patégenos se usaron hojas provenientes de ambos
genotipos de 4 semanas de edad. La extraccion de este material en ambos casos
se realizd mediante el uso del reactivo Concert Plant Reagent (Invitrogen), siguiendo
las especificaciones del fabricante; las muestras fueron almacenadas a -70 °C para
analisis posteriores. El DNA gendmico fue removido mediante el tratamiento con
DNAsa Turbo (Ambion). La concentracion del RNA fue medida en un
espectrofotometro Epoch 2 (Biotek Instruments, Winnoski, USA). La sintesis del
DNA complementario (DNAc) se realizd a partir de 1 ug de ARN total tratado con
DNAsa. La sintesis de DNAc fue llevada a cabo mediante el kit SuperScript™ ||
Reverse Transcriptase (Invitrogen, USA), acorde a las especificaciones del
fabricante.

3.2. Amplificacion de los transcritos por qRT-PCR
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La reaccidn para el analisis de gqRT-PCR fue llevada a cabo en 10 yL de una mezcla
de reaccion conteniendo el DNAc (100 ng), cada uno de los oligonucleétidos (200
nM) y 5 pL del reactivo Power SYBR® Green RT-PCR Mix (2 x) (Applied
Biosystems). Se empled el software StepOne Software v2.1 (Applied Biosystems).
El numero del ciclo umbral (valor Ct) fue usado para calcular el nivel de expresion
relativa. El valor Ct de cada gen fue normalizado por la sustraccion del valor Ct del
gen constitutivo UBQS (At3g62250). Las veces en la expresion génica en relacion
con las muestras de control se calculd utilizando el método 2724Ct Los
oligonucledtidos usados se incluyen en la Tabla 5. Para cada muestra se analizaron

tres réplicas bioldgicas (n = 3) con sus respectivas réplicas técnicas.

Tabla 5. Oligonucleétidos empleados

Gen No. de acceso al Oligos disenados 5°-3°
GenBank
UBQ5 AT3G62250 TCG ACG CTT CAT CTC GTC CT

CGC TGAACCTTT CCA GAT CC

CAT2 AT4G35090 RV-TAC CGTACCTTT ACACCAGAGA

TCT GTC CCA AAG ACT TAT CAG C

GPX AT1G63460 ATC TCT GTAAGA CCTTGC CATC

GTG GAT GTG AAC GGT AAG AAC A

TIR1 AT3G62980 ATG AAG TAAAGA AGC AGACCG G
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ACA CGAACCAGT TGC TTG AAT G

BI-1 AT5G47120 TCTTTG GTG GCT CTG CAT CTAT
GAA TCC GAACAAACACAGCTAC
PR1 AT2G14610 TTC TTC CCT CGA AAG CTC AA
AAG GCC CAC CAG AGT GTATG
LOX3 AT1G17420.1 CTT CAC TGC TGG TGC ATA CG
AAG ACCATGTGG TTG TGT TGC A
PDF1.2 AT5G44420 ATG GCT AAG TTT GCT TCC AT
TTA ACA TGG GAC GTAACA GA
PAD3 AT3G26830 GGA TCT GGT AGG AGAATATGT C

TGATGATCT CTT TGG CTT CCT C
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WRKY33 AT2G38470 CTC TAG AGC AAA GGA AGA ACC
GTAGTAAAATCCTTT GGT GGC AG

WRKY54 AT2G40750 CAT ACT CAA AGA GAA GAC CTA G
GGT TTG GCA AGA GAC GAT GAT

WRKY70 AT2G38470 TGT TTT CCA CTC TAC ATG GCC
CAG GAT CTCATG GTG TTT GGA

4. Tratamientos de estrés

4.1. Ensayo de estrés salino

Las semillas de A. thaliana de la linea silenciante-adc y Ws fueron crecidas en
placas MS de 0.5X durante 7 dias. Posteriormente, las plantulas fueron transferidas
a placas con MS conteniendo NaCl 150 y 175 mM, el control consistié en MS 0.5 x.

Las plantulas bajo los diferentes tratamientos fueron mantenidas en una camara de

crecimiento con las condiciones anteriormente mencionadas, por 5 dias mas.

4.2. Ensayo de estrés por bajas temperaturas

Semillas de Arabidopsis de ambas lineas, previamente lavadas y estratificadas,
fueron sembradas en placas con medio MS 0.5 x e incubadas a 4, 10 y 22 °C en
camaras de crecimiento con las condiciones de luz antes descritas, por 20 dias. El

68




registro de la germinacion fue realizado cada 24 h del dia 1 al 9 posteriores a la
siembra. Los registros, fotografico y del numero de cotiledones verdes, fueron

realizados habiendo transcurrido el ultimo dia de tratamiento.

4.3. Ensayos de estrés biotico

4.3.1. Experimento de interaccion Arabidopsis-B. cinerea

En estos ensayos se usaron 50 plantas de Arabidopsis de ambos genotipos Ws y
silenciante-adc de 4 semanas de edad, crecidas en suelo (sustrato sunshine mezcla
#3), en charolas plasticas de crecimiento. Previamente a la inoculacién, cinco hojas
por planta (n=250), fueron seleccionadas y marcadas. Posteriormente sobre la
superficie de cada hoja se colocé una gota (4 pL) de la suspension de esporas de
B. cinerea (B05.10). Para el tratamiento control, la misma cantidad de plantas fueron
goteadas con medio nutritivo, caldo de patata y dextrosa (0.25 x). Las plantas
inoculadas fueron cubiertas con domos plasticos, los cuales fueron previamente
humedecidos con agua destilada estéril para incrementar la humedad relativa y
asegurar la infeccidén. Las charolas fueron selladas e incubadas a 22 °C en
condiciones de oscuridad por 72 horas. Trascurrido ese tiempo, se llevd a cabo, la
determinacién de la incidencia de la infeccion (expresada en porcentaje), dada por
el cociente de la cantidad de hojas que desarrollaron sintomas de la infeccion entre
la cantidad total de hojas inoculadas. Subsecuentemente, la longitud del diametro
de las lesiones fue medido mediante el uso de un calibrador Vernier Digital (Truper
14388).

4.3.2. Experimento de interaccion Arabidopsis-P. syringae

Para este ensayo, 50 plantas de ambas lineas Ws y silenciante-adc fueron
utilizadas. La inoculacion con Pseudomonas se realiz6 mediante una infiltracion con
500 pL del inéculo en la cara abaxial de las hojas. Las charolas con las plantas
inoculadas fueron cubiertas con un domo plastico, selladas y mantenidas a 22 °C
por 72 horas. Posteriormente, la poblacién bacteriana proveniente de la interaccién
fue estimada mediante el aislamiento de las unidades formadoras de colonia (UFC)

provenientes de la zona de infeccidon. En este sentido, se extrajeron seis discos de
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1 cm? de las zonas infectadas, los cuales fueron homogenizados en una solucion
de MgCl2 10 mM, constituyendo una muestra biolégica. Para este ensayo se usaron
tres muestras bioldgicas por linea, por tratamiento. Subsecuentemente, se
realizaron diluciones seriadas de cada una de las muestras y fueron goteadas (4
ML) en placas con medio Lb suplementado con rifampicina. A continuacion, las
placas fueron incubadas a 28 °C, en oscuridad por 72 horas. Finalmente, para
realizar el calculo de unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo de peso
fresco, se llevd a cabo la ecuacion, CFU/cm?= no. Colonias x Factor de dilucion /

area.
5. Aplicacion de pre-tratamientos
5.1. Aplicaciéon de catalasa (CAT) exégena a medio nutritivo sélido

Las semillas de la linea silenciante-adc y de la silvestre Ws crecidas en medio MS
0.5x por 7 dias fueron transferidas a placas de medio conteniendo catalasa (CAT,
Sigma Aldrich). La solucién de trabajo de CAT fue preparada a una concentracion
de 2000 u/mL en una solucién amortiguadora de fosfato de potasio a pH 7 vy
temperatura ambiente. La soluciéon fue esterilizada mediante filtracion y usada
inmediatamente después de su preparacion. La enzima fue suplementada en el
medio MS a las siguientes concentraciones de 0, 200 y 300 U/mL. Las placas fueron

incubadas por 5 dias mas bajo las condiciones controladas previamente descritas.
5.2. Tratamientos con CAT y PAs suplementadas al medio liquido

Las plantulas de siete dias de edad las lineas Ws y silenciante-adc fueron
transferidas placas de cultivo transparentes de 24 pozos que contenian medio
liquido MS suplementado con: CAT de 200U / mL, Put 10 uM, Spd 10 uM, Spm 10
MM, Put 50 uM, Spd 50 uM y Spm 50 uM. Posteriormente las plantulas fueron

enjuagadas con agua destilada y utilizadas para la determinacion de H20:2.

5.3. Tratamiento con Metil jasmonato (MeJA) y Put previo a los ensayos de

interaccion
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Previamente a los ensayos de susceptibilidad a B. cinerea y P. syringae en plantas
de A. thaliana de cuatro semanas de edad de la linea silenciante-adc y Ws. Los
pretratamientos foliares con Put y MeJA se realizaron durante una semana antes de
la infeccion. Se realizaron tres aplicaciones, cada dos dias asperjando las hojas con

soluciones de Put o MeJA 10 uM.
6. Determinacién de actividad enzimatica
6.1. Extraccion de proteina

Para obtener las proteinas requeridas para las determinaciones enzimaticas, se
utilizaron 200 mg de tejido (plantulas de diez dias de edad) de las lineas silenciante-
adc y Ws. El material vegetal fue molido con nitrégeno liquido en un mortero y
homogenizado en 400 uL de un buffer de extraccién de fosfato de sodio (pH 7; a
una proporcion 1:2 p/v) que contenia fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF, del inglés
phenylmethylsulfonyl fluoride) 1mM. El contenido total de proteina fue determinado
empleando el método de Bradford (1976) con seroalbumina bovina como estandar.

6.2. Actividad de las poliamino oxidasas (PAOs)

La actividad de PAO fue estimada por espectrofotometria a partir del extracto
proteinico descrito. En este sentido, para cada muestra se preparé una mezcla de
reaccion con amortiguador de fosfato de sodio 0.2 M pH 7.0, 0.06 mg de peroxidasa
de rabano, 4-aminoantipirina 100 uM, acido 3,5-dicloro-2-diclorobencensulfénico
1mM en un volumen total de 100 pL. A continuacién, la reaccién fue iniciada por la
adicién de 2 uL de los sustratos Spd y Spm e incubada a 30 °C por un minuto.
Finalmente, la actividad de PAO fue medida espectrofotométricamente, tomando en
consideracion el coeficiente de extincion del producto de la reaccion (¢ 515 = 2.6 x
104 M- cm™") y fue expresada en nKat/mg de proteina.

6.3. Actividad de NADPH oxidasa

El extracto proteinico de las lineas silenciante-adc y Ws fue usado para esta
determinacion de acuerdo con lo reportado por Rodriguez et al., 2009. Los geles de
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poliacrilamida se escanearon con el sistema Pharos FX (Biorad) y se detecto la
intensidad de la banda de NTB con el programa Image J. La actividad de NADPH

oxidasa se expres6 como unidades relativas (RU).
6.4. Actividad de catalasa

La cuantificacién de la actividad de catalasa se realiz6 a partir de la proteina extraida
de plantulas de diez dias de edad de las lineas silenciante-adc y Ws en acorde a lo
publicado por Sahebani y Hadavi (2009), con algunas modificaciones. En este
sentido, semillas de la linea silenciante y la Ws fueron germinadas en mallas
dispuestas sobre medio MS 0.5 x y cultivadas por ocho dias bajo condiciones
controladas. A continuacion, las plantulas se transfirieron sobre la malla a un medio
fresco que contenia Put a 0 o 10 uM durante 48 h. La actividad de catalasa se midio
como una disminucion en la absorbancia de H202 a 240 nm después de 1 minuto
de reaccion. El coeficiente de extincién molar del H202 a 240 nm (43,6 M~ " cm™1)
fue utilizado para la estimacion de la actividad de catalasa. La actividad enzimatica
se expres6 como U/mg de proteina.

7. Determinacidn de especies reactivas de oxigeno (EROs) a partir de

plantulas
7.1. Deteccion de peréxido mediante el uso de la diaminobencidina (DAB)

La visualizacion de la producciéon de H202 se realizé mediante el compuesto 2',7'-
diclorofluorescein diacetato (DCFH2-DA). Las plantulas de las lineas Ws y
silenciante-adc mantenidas por 4 horas en medio liquido MS suplementado con CAT
o PAs, como se describié anteriormente, fueron usadas para este ensayo. El
material vegetal fue transferido a placas de cultivo transparentes de 24 pozos,
conteniendo una solucion de DCFH2-DA a 25 yM en Tris (Tris 10 mM, KCI 50 mM,
pH 7.2). A continuacion, Las placas fueron selladas e incubadas a 30 °C en
condiciones de oscuridad con agitacion (40 rpm) durante 20 min. Posteriormente,
las plantulas fueron lavadas son una solucion amortiguadora de Tris (Tris 10 mM,
KCI 50 mM, pH 6.1) para eliminar el exceso de colorante. Finalmente, se realizé el

montaje de las plantulas tratadas sobre portaobjetos conteniendo 30 uL de glicerol
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al 50% y se observaron con un microscopio de fluorescencia (Zeiss Axio Imager M2
/ 3525000525) a una longitud de excitacion y de emision de 480 nm y 550 nm,
respectivamente. Se analizaron al menos seis plantulas de cada linea por

tratamiento. Cada ensayo se repiti6 tres veces.
7.2. Cuantificacion de peréxido de hidrégeno y del anién superéxido

El contenido de H202 fue determinado en plantulas de diez dias de edad de las
lineas silenciante-adc y Ws. Para esto, 100 mg de tejido fresco de ambas lineas fue
molido y homogenizado con 375ul de acido tricloroacético 0.1%. Posteriormente, el
homogenizado fue centrifugado a 7000 rpm por 20 minutos. A continuacion, 250 ul
del sobrenadante fueron puestos en tubos nuevos, a los cuales se agrego el mismo
volumen de bufer de fosfato de sodio 10 mM (V/V) a pH 7. Finalmente, se afiadieron
500 pl de una solucion de yoduro de potasio 1 M y se dejé reaccionar por 2 min. La

lectura se realiz6 a 390 nm (Junglee et al 2014).

En el caso de la determinacion del anion superoxido, las plantulas de 10 dias de
ambas lineas fueron incubadas en una solucion de XTT (2,3-Bis(2-methoxy-4-nitro-
5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide inner salt) a una concentracién de 0.5
mM. Posteriormente, las muestras fueron incubadas a 30 °C en condiciones de
oscuridad por 5 horas. Trascurrido este tiempo, las muestras fueron centrifugadas
a 13000 rpm por 5 minuto. Finalmente, el sobrenadante fue recuperado y la
absorbancia fue mediada 470 nm en un espectrofotometro (Eppendorf, Hauppauge.
NY).

8. Determinacién de parametros fisioldgicos involucrados en el crecimiento
8.1. Estimacién de peso fresco, longitud de la raiz primaria

Las semillas de A. thaliana de las lineas silenciante-adc y Ws fueron crecidas en
placas MS de 0.5 x durante 7 dias. Posteriormente, las plantulas bajo los diferentes
tratamientos fueron mantenidas en una camara de crecimiento con las condiciones
anteriormente mencionadas, por 5 dias mas. El peso fresco (mg) y la longitud de
raiz primaria (cm) de las plantulas se obtuvieron en una escala analitica y los valores
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obtenidos representan las medias de siete grupos constituidos por tres plantulas por
linea (n=21). Para la medicion de la longitud de raiz primaria se utilizo el software
IMAGE J (http://rsb.info.nih.goV/ij).

8.2. Determinacidn y cuantificacion de clorofila

Para el andlisis de la cuantificacion de clorofila total (ug/g FW), se usaron plantulas
de 12 dias de edad de la linea silenciante-adc y su parental Ws. Cada muestra
(cinco plantulas) fue pesada y colocada en tubos eppendorf de 1.5 mL conteniendo
0.7 mL de N-N, dimetilformamida (DMF). Los tubos fueron incubados en agitacién
constante a temperatura ambiente y en condiciones de oscuridad por 24 h.
Posteriormente, 100 pL de cada extracto fueron colocados por triplicado en
microplacas transparentes y cuantificaos usando un lector Epoch 2 (Biotek
Instruments, Winnoski, EE.UU.) y fueron estimados a las longitudes de onda de 647
y 664 nm. Se cuantificaron tres repeticiones bioldgicas (n=3) con sus respectivas
repeticiones técnicas. Los experimentos se repitieron al menos dos veces con

resultados similares.

9. Andlisis de los parametros de crecimiento de la raiz primaria en plantulas

9.1. Aclaracion por el método de yoduro de sodio

Para realizar el analisis del meristemo apical de la raiz primaria, las plantulas de 8
dias de edad de ambas lineas, silenciante-adc y Ws crecidas en MS 0.5 x fueron
usadas. Las plantulas fueron transferidas a placas de cultivo trasparentes
conteniendo una solucion fijadora de paraformaldehido al 4% en PIPES 0.025 M,
durante 24 horas. Posteriormente, la solucion fue reemplazada con una solucién
que contenia Nal 4.2 M y Na2S203 8 mM preparada en glicerol al 65% (v / v)
suplementado con Nal al 2%, a temperatura ambiente por 24 horas. Finalmente, la
parte aérea de cada plantula fue retirada y las raices fueron montadas en
portaobjetos con la solucién de glicerol al 65% (v / v) suplementado con Nal al 2%
(Dubrovsky, et al. 2009).

9.2. Aclaraciéon de primordios de raices laterales
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Las plantulas de ambas lineas fueron clareadas mediante un método de metanol
acidificado (Malamy y Benfey, 1997) con algunas modificaciones por Dubrovsky et
al., 2006. ElI material vegetal fue embebido en una solucién fijadora de
paraformaldehido al 2% en PIPES al 0.025M a una temperatura de 4 °C por 24
horas. A continuacion, las plantulas fueron enjuagadas con agua destilada e
incubadas a 62 °C en una solucién de HCI (0.24 N) en metanol al 20% por 60 min.
Después, se colocaron en 1mL de solucion basica de NaOH al 0.7% en etanol al
60% a temperatura ambiente durante 20 min. Posteriormente, se efectudé una
deshidratacion gradual con soluciones de etanol (40, 20 y 10%), incubando durante
48h por cada una. Finalmente, a la ultima solucion se le agrego 1 mL de glicerol al
50% y se incubo por 48 h mas. Las raices fueron montadas en portaobjetos con

glicerol al 50%.

Las determinaciones fueron realizadas mediante el uso de un microscopio Axiovert
200 M Zeiss equipado con dispositivos Opticos para contraste diferencial de

interferencia (Oberkochen, Germany).

9.3 Parametros relacionados con crecimiento celular de la raiz primaria (RP)

La determinacion de la longitud celular se realiz6 mediante el promedio del tamafio
de diez células continuas del cortex, ubicadas en la misma fila celular. A
continuacion, se determiné el tamafo. Posteriormente, para determinar el tamano
del meristemo apical de la RP se cuantificd el numero de células corticales en una

sola fila continua del dominio de proliferacion en funcion de la longitud abarcada.
9.4. Parametros relacionados a ciclo celular

La tasa de produccion celular por su parte se determiné colectando datos de manera
individual para cada raiz de las ultimas 24 horas previas al procesamiento de las
plantulas, y la longitud celular promedio de células diferenciadas del cortex. Estos
datos se sustituyeron en la formula P=V/le (lvanov & Dubrovsky, 1997), en donde V
es la tasa de crecimiento de la raiz y le es el promedio de la longitud de diez células
corticales completamente alongadas.
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La duracion del ciclo celular fue determinada mediante los datos de la tasa de
crecimiento de las ultimas 24 h previas al procesamiento de las plantulas, la longitud
celular promedio de células diferenciadas del cortex y el niumero de células
correspondiente al tamafo del dominio de proliferacién. Estos datos se sustituyeron
en la férmula T=In2Nmle/V (lvanov y Dubrovsky, 1997), en donde Nm corresponde
al numero de células meristematicas en un solo tejido, /e representa la longitud
promedio de células completamente elongadas y V es la tasa de crecimiento de la
raiz. Los datos utilizados corresponden a los analisis de cada raiz individual por
linea y tratamiento. Para la foto-documentacion del meristemo, se utilizé una camara
a color CoolSNAPCcfT (Valley International Corporation, Austin, TX, USA)

Por su parte, se efectud el andlisis de raices laterales (RL) de las lineas silenciante-
adc y Ws aclaradas por el método de metanol acidificado. En el caso de Estimacién
de la densidad de PRL’s, esta se realizd6 mediante el siguiente calculo: d=NprLL"
(Dubrovsky et al, 2009), en donde NprL es el numero de primordios en la “zona de
formacion de raices laterales” (zona que abarca desde el primordio iniciado mas
distal a la raiz lateral emergida mas distal) y L es la longitud de esta misma zona. A
continuacion, se calculd el indice de iniciacion de RL, dado por la siguiente formula:
IRLI=100dle (Dubrovsky et al, 2009) en donde d es el numero de primordios
iniciados en la “zona de formacién de raices laterales” y le es la longitud promedio
de células diferenciadas del cortex, calculado para cada raiz individual. Finalmente
se observaron y cuantifico la cantidad primordios en sus diferentes etapas (I, llI-

IV 'y V-VII) segun Malamy & Benfey (1997) por cada raiz primaria individual.
9.5. Aclaracion de las plantulas y analisis histoquimico de la actividad de GUS

La localizacion histoquimica de la actividad de GUS en las plantulas de siete dias
de edad de las lineas reporteras de A. thaliana CyCB1:amiRadc fue realizada en
acorde a lo reportado por Jefferson (1987). Después de los pre-tratamientos con
PAs, las plantulas fueron incubadas en una solucion buffer de reaccion para GUS
(5-bromo-4-cloro-3-indol-B-D-glucuronidasa 0.5 mg/mL en fosfato de sodio 100 mM,
pH 7), en oscuridad y a 37 °C por un periodo de 12 horas. Posteriormente, las
plantulas fueron aclaradas mediante un método de metanol acidificado (Malamy y

76



Benfey, 1997). En este sentido el material vegetal fue incubado a 55 °C en 1 mL de
una solucion de HCI 0.24 N en metanol al 20%. A continuacion, esta solucién es
sustituida por 1 mL de NaOH al 7% en etanol al 60%. Posteriormente, la solucién
fue retirada y remplazada de forma gradual por soluciones de etanol (40, 20 y 10%)
cada hora. Transcurrido el tiempo de la ultima incubacion, se adiciono 1 mL de
glicerol al 50% vy la preparacion se incubo a temperatura ambiente por una hora
mas. Finalmente, las raices fueron montadas en portaobjetos con glicerol al 50%.
Se analizaron 15 plantulas de cada linea bajo cada tratamiento. Las imagenes
fueron generadas mediante microscopia diferencial de contraste de interferencia
(DIC) (microscopio Zeiss Axio Imager M2/3525000525) bajo una magnificacion de
10X.

10. Analisis estadistico

Para evaluar la significancia estadistica en este trabajo se emplearon los analisis de
varianza de una y de dos vias (ANOVA), asi como el analisis de prueba de t de
Student no apareado. Se utilizo el software GraphPad Prism version 5.0b
(GraphPad Software, San Diego, California, EE. UU.). Los datos fueron
representados por la media £ SE. Las diferencias con valores de p < 0.05 se

consideraron significativas.
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