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RESUMEN

Se obtuvieron raices transformadas de Arabidopsis thaliana del ecotipo Col-0 y de las
lineas DRSrev::GFP y J0121 generadas con la bacteria Agrobacterium rhizogenes sin la
utilizacion de reguladores de crecimiento. Para generar las raices transformadas se
cocultivaron fragmentos de inflorescencias de plantulas germinadas in vitro, en una
suspension bacteriana de 1x10° células por mL™' durante 45 minutos con la cepa de A.
rhizogenes A4. A las cinco semanas del cocultivo aparecieron las primeras raices
transformadas las cuales se establecieron y propagaron en medio de cultivo sélido y
liquido. La confirmacién de la naturaleza transgénica de las raices fue confirmada por el
analisis de PCR. Se comparo ¢l crecimiento entre las raices transformadas y las raices no
transformadas en medio de cultivo liquido, obteniendo que la velocidad relativa de
crecimiento es 3.7 veces més alta en las raices transformadas que en las no transformadas
esto debido a la amplia diferencia en la longitud de las células maduras del cértex ¢
veces), en la dindmica de crecimiento (2.5 veces) y en la densidad de érganos laterales (2
veces) de las raices transformadas versus no transformadas.

Ademis se analizaron los maximos niveles de respuesta auxina en las raices transformadas
de la linea DRSrev::GFP indiciandonos que no hay modificaciones en los niveles de
respuesta a auxina. Asi como la identidad de las células del periciclo de las raices
transformadas de la linea JO121 en las cuales no se presentan cambios en la identidad de
las células del periciclo. Ademds no se observan modificaciones en el desarrollo de los
primordios de la raiz lateral de las raices transformadas. Los resultados sugieren que el
crecimiento €s superior y que no se presenfan cambios en los procesos morfogéneticos de

las raices transformadas por Agrobacterium rhizogenes cultivadas en medio liquido.



1. INTRODUCCION

La enfermedad de las raices pilosas o “hairy root disease” provocada por la
infeccién de la bacteria Agrobacterium rhizogenes a algunas especies de plantas, es el
resultado de la transformacion genética de los tejidos de la planta. Los tejidos
transformados por la bacteria forman una gran cantidad de raices laterales, un incremento
en la longitud de los pelos radicales y una alta produccién de metabolitos secundarios. La
utilizacién de estas caracteristicas es aprovechada desde que David Tepfer en 1984
estableciera por primera vez un cultivo in vitro de. raices pilosas de Nicotiana tabacum.
Actualmente el cultivo de raices pilosas es utilizado por un gran nimero de industrias tales
como la farmacéutica, textil, alimenticia y en la actualidad en la fitorremediacion.

A pesar del amplio uso de las raices transformadas en las diferentes industrias, la
biologia bésica de estas raices no ha sido ampliamente estudiada en detalle. Las diferentes
investigaciones y aplicaciones que tiene el-cultivo de las raices transformadas, estan
enfocadas principalmente en el mejoramiento de las condiciones del crecimiento de cultivo
para aumentar la produccién de metabolitos secundarios generados por estas raices, sin
poner atencion en los problemas basicos de la biologia de las raices transformadas.
Chaudhuri-et al. en 2005, realizaron algunas comparaciones entre el crecimiento de cultivo
de raices transformadas con el cultivo de raices no transformadas en planta Tylophora
indica, en el cual obtuvieron diferencias significativas en la densidad de raices laterales y
‘en la dindmica de crecimiento. Sin embargo, en este trabajo no se analizan en detalle, el
desarrollo de raices laterales y la dinamica de crecimiento debido a que las raices
transformadas crecen més réapido que las raices no transformadas.

Uno de los aspectos moleculares que mas se ha estudiado en el cultivo de las raices
transformadas ‘es la presencia de los genes Auxl y Aux2 que estan involucrados en la
sintesis de auxinas. Estos genes son transcritos en el .momento de la desdiferenciacion
celular, generando el callo del que se originaran las raices transformadas sin que vuelvan a
transcribir después de la formacion de la raiz transformada (Lincoln ef al. 1992). Ademas,
la presencia del gen ro/B que se encuentra en el T;-DNA, incrementa la sensibilidad de la

célula de la planta a la auxina (Shen e al. 1988, Spand et al. 1988).



Sin embargo, la formacién de las raices laterales, las cuales son un factor importante
en la alta produccién de la biomasa de las raices transformadas, hasta ahora no han sido
estudiadas. Por tal motivo en este proyecto de investigacién se pretende conocer mas sobre
la biologia del cultivo de la raices pilosas en medio liquido, utilizando a la planta de
Arabidopsis thaliana debido a que se conoce en gran detalle la biologia de su raiz.

Ademas, se utilizara a la linea DRSrev::GFP que indica el patrén de distribucion
espacial del gradiente de maxima respuesta a auxinas en la raiz. Pudiendo indicar si la alta
sensibilidad a auxinas en las raices transformadas estd relacionada o no con las
modificaciones en la respuesta a auxina. Asimismo, considerando que aparentemente las
raices transformadas producen mas raices laterales, es importante verificar si la identidad
de las- células del periciclo competentes para formar a las raices laterales, estan afectadas o
no como resultado de la transformacion genética. Por lo que se utilizara el patron de la
proteina verde fluorescente en la linea JO121, el cual nos servira para identificar si existe
alguna modificacion en las células adyacentes al protoxilema que dan origen a las raices

laterales (Dubrovsky ef al. 2006).



2. ANTECEDENTES

1.1. La raiz

La raiz es un drgano heterotréfico que constituye la parte subterranea de la planta,
que le proporciona el soporte, la absorcién y transporte de agua y minerales y es el sitio de
interaccion entre el suelo y la planta (Esau 1976). Ademas, en la raiz se sintetizan algunas
hormonas tales como las auxinas (Ljung ef af. 2001, 2005) y las citocininas (Werner ef al.
2001, 2003, Aloni ef al.2005, Riefler et al. 2006).

Al conjunto de raices de una planta que es denominado sistema radical, estd
constituido por la raiz primaria, la cual tiene un origen embrionario y es de donde se
generan las raices laterales que emergen de forma acropétala (Esau 1976, Dolan ef al. 1993,
Dubrovsky et al. 2006). Ademas, el sistema radical desarrolla raices ‘adventicias que se
forman en la parte aérea de la planta y en tallos subterrdneos (Esau 1976). -

La raiz presenta una gran plasticidad, que le permite la adaptacién a la
heterogeneidad del suelo y a la interaccién con al
gunos microorganismos, los cuales le proporcionan un balance en los procesos de
mineralizacion e inmovilizacién de los minerales, permitiéndole a la raiz una mejor
captacion de los nutrientes. Mientras que la raiz proporciona exudados enriquecidos en
carbono y nitrégeno a los microorganismos (Peterson et al 2006). Sin er.nbargo, existen
algunos microorganismos patégenos en el suelo que pueden infectar a la planta como las
bacterias del género Agrobacterium. Estas bacterias tienen la capacidad de infectar a un
extraordinario y extenso grupo de organismos, incluyendo plantas angiospermas (Levée ef
al. 1999, Wenck et al. 1999, McAfee ef al. 1993, Morris et al. 1990) y gimnospermas (An et
al. 1986, Tefer 1990) asi como a levaduras (Bundock er al.1995), hongos' ascomicetos,
basidiomicetos (Abuodeh et al. 2000, De Groot ef al. 1998) y recientemente se ha reportado

la transformaci6n de células humanas (Kunik et al. 2001).



1.2. Agrobacterium en la transformacion de plantas

Agrobacterium, es un género de bacterias Gram negativas que pertenecen al sub
grupo alfa de las proteo-bacterias en la familia Rhizobiaceae (Gupta, 2005). Algunos
miembros de esta familia son bacilos flagelados que se encuentran en la rhizésfera con altas
concentraciones de materia organica (Atlas y Bartha 1993); la familia contiene bacterias
sapréfitas, parasitas y simbidticas, de las cuales las especies mejor conocidas son:
Agrobacterium tumefaciens y Agrobacterium rhizogenes (Brock y Madigan, 1993). 4.
tumefaciens, induce un tumor llamado agalla de la corona “crown gall” y A. rhizogenes
produce la enfermedad de raices pilosas “hairy root disease” ilustradas en la figura 1. Estas
enfermedades son provocadas por la infeccién de la bacteria a través de una herida
generada en la planta, al transferir e integrar al genoma de la planta, un segmento especifico
de DNA (llamado T-DNA) que es independiente del cromosoma bacteriano y es parte de un

elemento genético en forma circular denominado plasmido (Brock y Madigan, 1993).

-+v § A, Johanon,

Figura 1. Infeccién provocada por la bacteria Agrobacterium: (A} Enfermedad de las raices pilosas
provocada por Agrobacterium rhizogenes. www.agnr.umd.edv/.../diagn/veg/nematodes.html. (B) Enfermedad
de la agalla de 1a corola provocada por Agrobacterium tumefaciens (Tzfira y Citovsky, 2002).

La transformacion genética de las plantas por estas bacterias, requiere de la
presencia de dos componentes genéticos localizados en el plasmido de la bacteria. El
primero de los componentes esta constituido por los genes de virulencia, denominados vir
que estan compuestos por siete genes (virA, virB, virC, virD, virE, virG y virH) y que son
los encargados de Ia activacion de la maquinaria de transferencia del T-DNA en la bacteria
(Tzfira y Citovsky, 2000); el segundo componente lo constituye el T-DNA, que es la
porcién de DNA del plasmido que es transferido a la célula de la planta y que tiene la
propiedad de inducir diferentes fenotipos en las plantas que infecta. En 4. tumefaciens el
plasmido es designado Ti (del inglés “tumour-inducing™) y en 4. rhizogenes el plasmido es

designado Ri (del inglés “root-inducing™). El T-DNA contiene dos regiones denominadas



Ti-DNA (del inglés “left region “) y Tk del (inglés “right region”), estas regiones contienen
a los genes que codifican para los diferentes fenotipos en la planta, inducidos por las dos
especies de bacterias antes mencionadas (Tepfer 1984,).

El proceso de transporte del T-DNA, que ocurre de Agrobacterium a la célula de la
planta huésped, se lleva acabo en siete pasos (figura 2): (1) reconocimiento y acoplamiento
de Agrobacterium con la célula de la planta; ( 11 ) la percepcién de las sefales generadas
por la planta y captadas por Agrobacterium; ( 11l ) la activacion de los genes vir en
Agrobacterium como respuesta a la percepeién de sefiales de la planta; ( IV ) la replicacién
del T-DNA y su movimiento en la bacteria; ( V ) la exportacion del T-DNA de la célula
bacteriana; ( VI ) la importacion del T-DNA a la célula huésped y al nicleo; (VII)1la
integracion del T-DNA al genoma de la célula huésped (Tzfira y Citovsky 2000).
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Figura 2. Modelo de la interaccién molecular, durante la transformacién genética de células de
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1.3. Raices pilosas

En A. rhizogenes el T-DNA esta constituido por dos regiones; la regién T,-DNA
que contiene a los genes rolA, rolB, rolC y rolD, los cuales en forma sinérgica, inducen el
fenotipo de raices pilosas (White e /. 1985, Cardarelli et al. 1987, Spena ef al. 1987). La
region Ti-DNA fue secuenciada en su totalidad por Slightom er a/. en 1986 y tiene una
secuencia de 21,126 pares de bases. Al realizar deleciones de algunos de los genes rof,
White ef al. (1985), observaron diferentes anomalias en el fenotipo de las raices en plantas
de Kalanchoe y llegaron a la conclusion de que la expresion sinérgica de los genes rol se
requicre para la formacién de las raices pilosas, lo que fue ratificado por Spena et al. 1987,
Cardarelli e al. 1987 y Maurel ef al. 1990. En recientes investigaciones se ha reportado que
los genes rolB y rofD controlan la regulacion de algunas proteinas en la planta, que a su vez
controlan la expresién de genes involucrados en la morfogénesis, especificamente en el

funcionamiento del meristemo (Altamura 2004).

La regién Tg del T-DNA contiene una secuencia nucleotidica de 6kb (Camelleri y
Jouanin 1991), donde se encuentran los genes que codifican para la biosintesis de auxinas
(duxl y Aux2) que juegan un rol esencial en la regulacion del promotor del gen rolB que a
su vez participa en la formacion de las raices pilosas (Maurel ef al. 1990, 1991). Los genes
Auxl y Aux2, participan directamente en produccién celular para la formacién de callo
(Lincoln ef al. 1992). Algunos trabajos reportan el incremento significativo en la
concentracion de AIA (Acido Indol Acético) en las raices pilosas de zanahoria {Epstein ef
al. 1991). Ademis, en esta region Tz-DNA, se encuentran los genes que codifican para la

sintesis de amino-acidos especificos para la bacteria, llamados opinas.

Como resultado de la transformacién con el T-DNA se desarrollan una alta cantidad
de rafces adventicias en la planta, las que sintetizan una gran cantidad de metabolitos
secundarios de origen bacteriano (opinas) ricos en nitrégeno y carbono que la bacteria
aprovecha para su nutricién y propagacion rapida. Ademas las raices transformadas

mantienen su metabolismo tipico para la planta.



La alta produccion de raices adventicias, generada por Agrobacterium rhizogenes en
diferentes especies de plantas, es utilizada desde que David Tepfer en 1984, estableciera
por primera vez un cultivo in vitro de raices pilosas de Nicotiana tabacum. A partir de
entonces el cultivo de raices pilosas en medio liquido es utilizado por su alta produccion de
metabolitos secundarios de origen vegetal en diferentes industrias tales como la
farmacéutica (Ercan et al. 1999, Suag y Huang 2000, Giri e al. 2001, Choi et al. 2004,
Weathers ef al. 2004, Chaudhuri et al. 2005, Sivakumar ef al. 2005), la textil (Nishiyama y
Yamakama 2004), la alimentaria (Henzi et al. 2000) y recientemente en la fitorremediacion
de ambientes contaminados, utilizando ¢l cultivo de las raices pilosas para la extraccion de
metales pesados, degradacion de compuestos xenobidticos (Nedelkoska y Doran 2001,
Agostini ef al. 2003, Boominathan y Doran 2003, Gujarathi ef al. 2005, Suresh et al. 2005),
la estabilizacién y volatilizaciéon de hidrocarburos al aumentar la produccién de acidos
organicos en el suelo incrementando la cantidad de microorganismos en la rizosfera
(Nanad et al. 2005). Sin embargo, estas investigaciones solo se han enfocado en
estandarizar las mejores condiciones de crecimiento del cultivo en medio liquido, sin que
hasta el momento se conozca completamente lo que sucede con la biologia de las raices
transformadas. En este trabajo de investigacion se pretende conocer mas sobre la biologia
de las raices transformadas, al transformar plantas de Arabidopsis thaliana que en la

actualidad se conoce gran parte de su biologia.



1.4. Biologia de Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana es una planta angiosperma dicotiledénea de la familia
Brassicaceae, que no tiene una importancia agrondmica. Sin embargo, ofrece ventajas
importantes en la investigacion genética del desarrollo vegetal, debido a que posee un
genoma pequefio de 130 megabases completamente secuenciado, organizado en cinco
cromosomas, tiene un ciclo corto de vida, por lo que proporciona una excelente herramienta
en la transformacién genética de plantas (The Arabidopsis Genome Initiative 2000).
Ademds, la morfologia de la raiz de 4. thaliana es facil de analizar, debido a que en este
organo los tejidos se pueden observar de forma sencilla, utilizando la técnica de

microscopia de contraste diferencial de interferencias u 6ptica de Nomarski.

En un corte transversal de la raiz de 4. thaliana podemos observar fres capas
celulares que rodean al cilindro vascular; estas capas desde el exterior hacia el interior son:
la epidermis, el cortex y la endodermis. El cilindro vascular esta constituido desde su parte
mds externa por el periciclo, el parénquima estelar, el xilema y el floema (figura 3) (Dolan
et al. 1993). La organizacion de los tejidos de la raiz lateral es similar a la de la raiz
primaria, sin embargo en la raiz lateral el niimero de filas celulares de cada tejido puede ser

menor que en la raiz primaria (Dolan et al. 1993).

Figura 3. Corte transversal de la raiz de
Arabidopsis  thaliana.  Abreviaturas:  (Ep)
epidermis; (C) Cértex; (En) Endodermis; (P)
Periciclo; Protoxilema y Metaxilema. La barra
negra = 25um. (Modificado de Dolan ef a/. 1993).




Longitudinalmente la raiz de 4. thaliana esta dividida en tres diferentes zonas
(figura 4), en la parte mds apical de la rafz se localiza la zona meristematica que se
encuentra cubierta por la cofia. La zona meristematica se caracteriza por su alto potencial
en la proliferacién celular. En seguida se encuentra la zona de elongacion, en la cual las
c€lulas salen de la zona meristematica, comienzan y terminan su elongacién. La otra zona
es denominada zona de diferenciacion, en donde las células elongadas se diferencian. En la

mayoria de las especies vegetales, la formacion de las raices laterales ocurre en la zona de

diferenciacidn.
Zona de Diferenciacion
Region del Zona de Elongacion
Crecimiento

Zona
Meristematica

Cofia

Figura 4. Tipica raiz de Arabidopsis en la cual se indican las diferentes zonas de crecimiento.
Barra negra = 50 pm. (Imagen modificada por Hernandez- Barrera 2005 de Fasano ef al. 2001),
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1.5. Desarrollo de las raices laterales

El desarrollo de las raices laterales es diferente al que se observa en la raiz
primaria, ya que éstas se generan en el interior de la raiz parental, generalmente en la zona
de diferenciacion y de forma acropétala (Dubrovsky er al. 2000, 2001, 2006). En
Arabidopsis las raices laterales se forman a partir de algunas células maduras del periciclo,
las cuales se conocen como células fundadoras; estas células se definen como aquellas que
adquieren un destino de desarrollo diferente al de otras células del mismo tejido
(Dubrovsky er al. 2000, 2001). En un corte transversal de la raiz, se puede observar que las
células del periciclo capaces de producir raices laterales se localizan adyacentes a los polos
del xilema (Dolan ef al. 1993). Fue demostrado que la iniciacién de los primordios a partir
de las células fundadoras puede ser de dos tipos: longitudinal uni-celular y longitudinal bi-
celular (figura 5). La iniciacién longitudinal uni-celular involucra la divisién de una sola
célula del periciclo a lo largo de la raiz. Mientras que la iniciacién longitudinal bi-celular
implica la presencia de divisiones asimétricas de dos células adyacentes en la misma fila

del periciclo, a lo largo de la raiz (Dubrovsky et al. 2001).

Figura 5. Tipos de iniciacién del primordio de la raiz lateral. A iniciacién longitudinal uni-celular;
B. Longitudinal bi-celular. Nota: La localizacién de la pared celular, resulta de la primera divisién celular de

las células fundadoras, la cual esta marcada con asteriscos. Las barras negras representan 20pum. (Dubrovsky
et al 2001).
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Con base en la caracterizacion histolégica, el desarrollo de los primordios de las
raices laterales (PRL) se divide en siete etapas que abarcan el proceso de iniciacion, la
organizacion del meristemo y la emergencia de la raiz. La caracterizacion histologica se
basa en los rasgos anatomicos especificos y en el patrén de las divisiones celulares,
transversales a la superficie de la raiz (anticlinales) y las divisiones paralelas a la superficie
de la raiz (periclinales). El patron principal de la formacion de los primordios de las raices
laterales fue descrito detalladamente por Malamy vy Benfey (1997) y en manera
esquematica estd ilustrado en la figura 6.

En la etapa I las células fundadoras sufren divisiones anticlinales. En la etapa II las
c€lulas sufren una division periclinal formando dos capas: la capa externa (OL: “Quter
Layer”) y la capa interna (IL: “Inner Layer”). En la etapa III la capa OL se divide
periclinalmente y forma las capas OL1 y OL2, por lo que se observan tres capas en total.
En la etapa IV los primordios poseen cuatro capas debido a la divisién periclinal de la capa
IL que forma las capas IL1 y IL2. En la etapa V el primordio se encuentra atravesando las
células del cortex de la raiz parental debido a las divisiones anticlinales de las células del
primordio. En la etapa VI el primordio penetra la epidermis de la raiz parental. Finalmente,
en la fase VII el primordio estd a punto de emerger de la raiz parental. El desarrollo del
primordio de la raiz lateral culmina con la emergencia de éste nuevo organo. La emergencia
se debe principalmente a la expansién de las célutas del primordio (Malamy y Benfey
1997).

Después del surgimiento de la raiz lateral, en la fase de post-emergencia, las células
de la base de la capa OL1 continlian su expansién asi como las células en la region mas
cercana al dpice. Las regiones periféricas del OLI atn contienen de 8 a 10 células
elongadas, mientras se incrementa el niimero de células cerca de la region central del apice

de la raiz lateral (Malamy y Benfey 1997).
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1.6. Factores involucrados en el desarrollo de las raices laterales

Los factores involucrados en el desarrollo de las raices, pueden dividirse en dos
categorias, los factores intrinsecos, esenciales para la organogénesis y el crecimiento; y los
factores extrinsecos, que determinan la respuesta de las plantas a sefiales externas que
coordinan y modulan algunos de los factores intrinsecos (Malamy 2005). Los factores
extrinsecos son seflales externas que afectan el desarrollo de la planta, como la
disponibilidad y distribucion del agua y los nutrientes en el suelo, la salinidad y la
interaccién con los microorganismos. Malamy y Ryan (2001) observaron que en plantas de
A. thaliana las altas concentraciones de sacarosa (4.5%, w/v) y bajas en nitrégeno (0.02
mM NH4 NOs), inhiben completamente la iniciacion de las raices laterales. Se ha
demostrado que las concentraciones bajas de nitrato (10mM) reprimen el desarrollo de la
raiz lateral recién emergidas (Zhang er ol 1999). Ademas se ha reportado que en
concentraciones altas de fosfato hay una reduccion en el nimero de las raices laterales,
mientras que las concentraciones bajas de este clemento tienen efecto contrario y pueden
inducir la formacion de nuevas raices laterales (Sanchez-Calderon er al. 2005). El sulfato
en bajas concentraciones también incrementa el nimero de raices laterales (Kutz et al.
2002).

Los factores intrinsecos regulan el crecimiento y el desarrolio normal de la planta,
mediante los cambios en los niveles hormonales, los cuales se pueden modular por una
sefial ambiental (Malamy 2005). Algunas de las principales hormonas que afectan el
desarrollo de la raiz son: las auxinas, las citocininas, los brasinoesteroides y el acido
abscisico. En el caso de las auxinas se ha encontrado que juegan un papel importante en el
desarrollo de la raiz de Arabidopsis thaliana regulando procesos en la divisién, elongacién
y diferenciacion celular (Teale e al. 2005), asi como la iniciacién de las raices laterales, la
activacion de las células fundadoras (Casimiro ef al. 2003), la mediacién de desarrollo del

PRL (Benkova et al. 2003), y la regulacion del crecimiento gravitropico (Ottenschlager ef
al. 2003).
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1.7. Genes involucrados en el desarrollo de Ia raiz lateral

Se han aislado algunas plantas mutantes de Arabidopsis thaliana afectadas en la
iniciacion de los primordios de las raices laterales, tales como las mutantes alf¥ (aberrant
lateral root formation 4), linl( lateral root initiation 1) 'y slr (solitary roor). La planta
mutante alf4-1 no forma primordios de raices laterales, inclusive después de la adicién de
auxinas (Celenza ef al. 1995; DiDonato ef al. 2004). La planta mutante /in] muestra que los
factores nutrimentales son importantes para la iniciacion de los primordios. Esta mutante,
es resistente a la represién de la iniciacién de las raices laterales por altas concentraciones
de carbono y bajas concentraciones de nitrégeno (Malamy y Ryan 2001). El gen SLR
codifica para una proteina denominada IAA14, un miembro de la familia proteica
Aux/IAA. En la planta mutante s/r hay escasos eventos de iniciacion, debido a la falta de
activacion de las células fundadoras del primordio (Fukaki ef al. 2002).

Ademds de las mutantes, otra de las herramientas utilizadas para descifrar los
mecanismos que afectan el desarrollo de las raices, son las plantas transgénicas. Por
ejemplo la linea DRSrev::GFP, obtenida por el grupo de Friml en el 2003 que contiene en
tandem nueve repeticiones del elemento de respuesta a auxina (TGTCTC) en secuencia
inversa, que se encuentra en el promotor llamado DRS (“Direct repeat 5). La actividad del
promotor DRS permite monitorear la respuesta a auxina (Ulmasov et al. 1997) y este
promotor sintético al estar fusionado con el gen reportero GFP (del .inglés Green
Fluorescent Protein) nos permite visualizar los sitios donde los tejidos tiene respuesta a
auxina, como en los primordios de las raices laterales (Benkova ef al. 2003). Otra linea
transgénica util para el estudio de la generacion de las raices laterales es la linea de tipo
enhancer trap J0121 obtenida por James Haseloff y colaboradores en 1999. En ella GFP se
expresa en la raiz especificamente en las células del periciclo adyacentes al polo del
protoxilema (http://www.plantsci.cam.ac.uk/Haseloff/Home.html). Esta linea se utiliza por el
patron especifico de expresion de GFP en las células del periciclo y porque permite detectar

los sitios de la iniciacion de las raices laterales (Dubrovsky ef al. 2006).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cultivo de raices pilosas es ampliamente utilizado en la actualidad, debido a que
el aumento significativo de la biomasa en la raiz es aprovechado para incrementar la
produccién de metabolitos secundarios y por su alta capacidad de almacenar metales
pesados en algunas plantas. Las diferentes investigaciones sobre el cultivo de raices pilosas
estdn enfocadas en el mejoramiento de las condiciones para el establecimiento y
mantenimiento del cultivo, con el propésito de obtener un mejor rendimiento. Sin embargo,
la utilizacion de estd herramienta biotecnolégica no esta totalmente comprendida, porque
existe escasa informacidén sobre la biologia de la raiz transformada. Por tal motivo, es

importante estudiar la biologia de la raiz transformada y mejorar la eficiencia de éste

sistema biotecnoldgico.

4. JUSTIFICACION

El presente trabajo es parte del proyecto “Desarrollo de una nueva estrategia de
extraccion de metales toxicos de aguas residuales, para prevenir contaminacion-industrial
de suelos, basado en el uso de “hairy root culture® de especies vegetales hiperacumuladoras
de metales” Dirigido por el Dr. Joseph Dubrovsky en el Instituto de Biotecnologia de la
UNAM. En este proyecto de tesis, se pretende conocer mas sobre la biologia de la raiz
transformada y aportar informacion a la ciencia basica sobre lo que sucede con la raiz al ser
transformadas plantas de Arabidopsis thaliana por Agrobacterium rhizogenes. En
especifico, es importante saber cuales son los procesos basicos del crecimiento y la

morfogénesis que se encuentran alterados por la transformacién de la raiz por A.

rhizogenes.
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3. OBJETIVO GENERAL

Comparar el crecimiento y la morfogénesis de la raiz de Arabidopsis thaliana transformada

por Agrobacterium rhizogenes y los de la raiz intacta.

5.1. Objetivos particulares

* Inducir la formacién de raices pilosas en Arabidopsis thaliana del ecotipo Col-0 y
de las lineas transgénicas DRSrev::GFP y J0121, mediante la infeccion de
Agrobacterium rhizogenes; asi como encontrar las condiciones que permitan

mantener estable el cultivo de las raices pilosas de estas plantas.

e Comparar la dindmica de crecimiento y la velocidad relativa de crecimiento en
biomasa de la raiz de Arabidopsis thaliana del ecotipo Col-0 transformada por

Agrobacterium rhizogenes con la de la raiz intacta.

¢ Analizar la densidad de las raices laterales (RL) y de los primordios de la raiz
lateral (PRL), asi como el tamafio de las células completamente elongadas de la raiz
de Arabidopsis thaliana transformada por Agrobacterium rhizogenes y en la raiz

intacta.

¢ Observar si existe alguna variacion en la morfogénesis del primordio de la raiz

lateral de Arabidopsis thaliuna transformada por Agrobacterium rhizogenes y en la

raiz intacta.

¢ Analizar los posibles cambios en la respuesta a auxinas utilizando la linea
DR3rev::GFP, asi como la identidad de las células del periciclo utilizando la linea

JO121 en las raices transformadas y en las raices no transformadas.
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6. MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Para los experimentos se usaron plantas de Arabidopsis thaliana del ecotipo Col-0,
cuyas semillas fueron donadas amablemente por el Dr. Hempel (Universidad de California,
Berkeley, EUA); y las semillas de las plantas transgénicas, JO121 y DRS5rev::GFP
proporcionadas por Dr. Haseloff (Universidad de Cambridge, Gran Bretafia) y por el Dr.
Friml (Centro de Biologia Molecular de Plantas de la Universidad de Tiibingen, Alemania)

respectivamente,

Cepas de Agrobacterium rhizogenes

Para el desarrollo del sistema de transformacion se utiliz6 la cepa de 4. rhizogenes
A4 del tipo agropina que contiene el plasmido silvestre pRi, el cual confiere el fenotipo de
raices pilosas, la cual fue donada por el Dr. Jests Arellano (Centro de Ciencias Genomicas
de la Universidad Nacional Auténoma de México). Esta cepa A4 se mantiene viable en

subcultivo en medio YM sélido adicionado con 50 mg/l de rifampicina, a una temperatura
de 37°C en oscuridad.

Desinfeccién de las semillas

Las semillas de las plantas del ecotipo Col-0, J0121 y DRSrev::GFP se
desinfectaron al sumergirlas por 10 min. en una solucién de hipoclorito de sodio al 6%
adicionada con 0.08 % de triton x-100. Posteriormente, las semillas se lavaron por 10 min.
cuatro veces sucesivas con agua destilada estéril para la remocion de los residuos del

desinfectante. En seguida las semillas se mantuvieron a 4°C durante 48 h.
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Condiciones de crecimiento

Las semillas desinfectadas fueron sembradas en condiciones de esterilidad en cajas
de Petri con medio MS solido (Murashige y Skoog, 1962) al 0.2x con 10g/l de sacarosa y
8¢/l de agar (Gonziles 2004). Se sembraron diez semillas en forma lineal en cada caja de
Petri, las cajas fueron colocadas verticalmente en una cdmara de crecimiento en
condiciones reguladas con un fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad a una temperatura de
24°C. A los 10 dias de germinacién las plantulas fueron transferidas a frascos de vidrio
estériles, con medio completo de MS, dejandose crecer las plantulas hasta la aparicion de

las inflorescencias, que fueron utilizadas para la infeccién con Agrobacterium rhizogenes.

Induccién de las raices pilosas “hairy roots”

Para la induccién de las raices pilosas, se utilizaron suspensiones bacterianas que se
obtuvieron al inocular una colonia de 4. rhizogenes en un matraz de 125 ml conteniendo
25 ml de medio YM liquido con 50 mg/l de rifampicina. El cultivo se incubé en oscuridad
por 48 h a 28°C en agitacion orbital a 200 rpm. La densidad bacteriana se determiné a partir
de la medicién de absorbancia a 600 nm. La suspensién bacteriana se utilizé cuando el
cultivo alcanzé una densidad éptica de 0.5 a 0.8 (1x10° a 1x10® células por ml), donde se

obtiene el mayor indice de transformacién por Agrobacterium rhizogenes (Chavez-Vela et
al. 2003).

Se utiliz6 la inflorescencia de A. thaliana para inducir la formacién de las raices
pilosas, segiin la metodologia Van Sluys ef al. (1987), con algunas modiﬁcéciones. La
infeccion se realizo al colocar fragmentos de inflorescencia de 2cm de largo con algunas
incisiones en el tejido en un vaso de precipitado de 15 ml, que contenia la suspension
bacteriana durante 45 min. En seguida los fragmentos fueron transferidos a cajas de Petri
con medio MS sélido con 10g/l de sacarosa, 8g/l de agar, sin antibiéticos ni reguladores de
crecimiento. Este cocultivo se mantuvo en la oscuridad a 25°C por 5 dias. Después los
fragmentos de las inflorescencias fueron lavados durante 30 minutos en solucién de
seleccion (ampicilina 300 mg/l y cefotaxima 300 mg/l). Enseguida los fragmentos fueron

transferidos a cajas de Petri con medio MS sélido con 30g/l de sacarosa, 8g/1 de agar y
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400mg/l de cefotaxima sin reguladores de crecimiento, manteniéndose en oscuridad a 25°C
por tres semanas.

Cuando las inflorescencias desarrollaron raices pilosas, las raices fueron separadas
de la inflorescencia y cultivadas en cajas de Petri con medio MS sélido con 30g/l de
sacarosa, 8g/l de agar y 400mg/l de cefotaxima. En este medio fueron realizados cuatro
subcultivos (cada subcultivo equivale a 4 semanas en el mismo medio), esto se realizé para

eliminar completamente a Agrobacterium rhizogenes de las raices transformadas.
Cultivo de raices pilosas en medio liquido

Después del cuarto subcultivo de crecimiento de las raices pilosas o transformadas
en medio solido, algunos explantes de la raiz transformada, fueron transferidos a matraces
Elemeyer de 250 ml con 75 ml de medio MS liquido con 30g/l de sacarosa sin antibiético
ni reguladores de crecimiento. Los cultivos se colocaron en el cuarto de incubacién a 21°C -

en agitacién orbital a 100 rpm, en oscuridad, durante cuatro semanas para su propagacion
(Shiao y Doran 2000).

Cultivo de raices aisladas no transformadas en medio liquido

El cultivo de raices no transformadas en medio liquido de Arabidopsis thaliana del
ecotipo Col-0, J0121 y DRSrev::GFP se realiz6 al sembrar semillas estériles en matraces de
250 ml con 75 ml de medio de cultivo MS liquido al.0.2x, con 10g/l de sacarosa colocados
en el cuarto de incubacién a 21°C en agitacion orbital a 100 rpm, con un fotoperiodo de 16 -
h luz y 8 h oscuridad. _ _

A los 20 dias de la germinacion se aislé la raiz de la plantula y se cultivé en:
matraces de 250 ml con 75 ml de medio MS liquido con 10g/l de sacarosa en oscuridad en
el cuarto de incubacion a 21°C en agitacion orbital a 100 rpm, por 20 dias. Después, se
incrementd la concentraciéon sacarosa de 10g/l a 20g/l para proporcionarle el carbono
necesario al cultivo de las raices. A los 20 dias, se cambié nuevamente el -medio

aumentando las concentraciones de sacarosa de 20g/l al 30g/l donde se mantuvo el cultivo

para su propagacion.
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Confirmacion de la transformacion de los tejidos

Para verificar que la raiz generadas en las inflorescencias estan transformadas se
realizd el analisis de PCR (del inglés “Polymerase Chain Reaction™) amplificando el
fragmento del gen ro/B del plasmido silvestre pRi A4 de la cepa de Agrobacterium
rhizogenes. Se extrajo el ADN de la raiz presuntamente transformada siguiendo el
protocolo de Murray y Thompson (1980).

Se utilizaron los iniciadores 5°>3"de cadena lider (ACT ATA GCA AAC CCC TCC
TGC) y 5'>3’ de la cadena complementaria (TTC AGG TTT ACT GCA GCA GGC) para
la amplificacién de un fragmento 652 pares de bases (Bonhomme ef al. 2000). La reaccion
de PCR se realizé utilizando 25 pl por reaccién: MgCl 50 my 1.5 pl, DNTPS 10,y 0.5 pl,
Oligo rol B1 100 pM 0.5pl, Oligo rol B2 100 pM 0.5 ul, Amortiguador 10x 2.5 ul. ADN
polimerasa (Taq pol) 5o ym, 1.5 pl, H20 mili Q. 18 pl, y 1ul de DNA genémico. La
reaccion de PCR se corri6é durante 30 ciclos, por 1.30 minutos a una temperatura de 94°C
para desnaturalizar el DNA, a 63°C por 1.30 minutos para alinear el DNA y a 72° C por 2
minutos para la amplificacion del fragmento ro/B. Los productos de la amplificacion fueron
analizados por electroforesis en un gel de agarosa al 1.4%, corriendo por 1 h. a 58 mili

Amper y tefiido con bromuro de etidio.

Seleccién de raices transformadas y las raices aisladas sin transformar

Para el analisis de la densidad de los 6rganos laterales, el tamafio de las células
complemente elongadas y la morfologia de los primordios, fueron utilizadas aquellas raices
principales que se encuentran en la segunda semana de cultivo en medio liquido, al
encontrarse en la etapa de crecimiento exponencial (Shiao y Déran 2000). La seleccién de
las raices se hizo al colocar el explante dentro de una caja de Petri de cristal que contenia
medio liquido MS y 30g/l de sacarosa, esta caja se puso en el estereoscopio en condiciones
estériles.

Para seleccionar las raices se utilizaron palillos de madera estériles, para poder
aislar la raiz de interés que reunia las siguientes caracteristicas: meristemo vigoroso y

presencia de raices laterales jovenes. Las raices seleccionadas fueron cortadas con los
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palillos de madera, estas raices se traspasaron a cajas de petri las cuales contienen medio
MS con 30g/l de Sacarosa, 8g/l de agar. Las cajas de Petri con las raices seleccionadas
fueron colocadas en la camara de crecimiento a 24 °C en oscuridad por 24 h. Después de
este periodo se seleccionaron aquellas raices que presentaron un crecimiento en el medio de
cultivo solido, en seguida estas raices fueron aclaradas por el método modificado de

Malamy y Benfey 1997.

Método de aclaraciéon de las raices

Las raices fueron fijadas en una solucion de paraformaldeido 2 % con Buffer PIPES
al 25mM por 24 h. Después fueron transferidas a una solucién de metanol 20%
acidificado con 0.24 N HCl e incubadas a 62°C durante 40 min. Posteriormente, las raices
se trataron con una solucién basica compuesta por 0.7% de NaOH en 60% de ctanol a
temperatura ambiente durante 20 minutos. Las muestras fueron rehidratadas al afiadir
sucesivamente diferentes diluciones de etanol en-agua al 40%, 20% y 10% por un dia en
cada solucion, finalmente se adicioné glicerol al 50% al etanol de 10% en la proporcidn
1:1. Las raices fueron montadas en portaobjetos con glicerol al 50% y fueron examinadas a

través de microscopia de contraste diferencial de interferencias u 6ptica de Nomarski.
Longitud de las células completamente clongadas

Con la finalidad de determinar el tamafio de las células completamente elongadas,
se utilizaron veinte raices transformadas y diez raices aisladas no transformadas, y se
midieron diez células del cértex en la regién de diferenciacion de cada raiz principal. Para
asegurarse de que se realizé la medicién en la zona de diferenciacion, se determiné la
longitud celular a partir de la quinta célula localizada arriba del sitio en el cual se observé

al protoxilema diferenciado (Hernandez-Barrera 2005).
Dindmica de crecimiento de la raiz principal
El analisis de la dindmica de crecimiento de las raices transformadas y las raices no

transformadas, se realizd mediante la medicién de la longitud de las raices principales

provenientes del cultivo en medio liquido. Estas raices fueron puestas en una caja Petri que
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contiene medio MS sélido con 30g/l de sacarosa y 8g/l de agar, sin reguladores de
crecimiento. Estas cajas se colocaron en forma vertical en un cuarto de incubacién a una
temperatura de 24°C en oscuridad, durante diez dias. La longitud se tomé cada 24 h durante

los diez dias del experimento.

Densidad de los rganos laterales de las raices transformadas y las raices no

transformadas

Para determinar la densidad de los érganos. laterales fueron utilizadas las raices
transformadas y no transformadas previamente aclaradas y montadas en portaobjetos. La
densidad se calculé como el numeré de drganos laterales por milimetro de la raiz principal.
El conteo se inici6 a partir del primordio més apical dé la raiz (el mas cercano al meristemo
apical), hasta el dltimo érgano (el primordio o la raiz lateral) encontrado en la zona mas
basal. La suma de los primordios y de las raices laterales encontrados se dividié entre la
longitud de la raiz principal que hay entre la posicién del primer primordio encontrado en la

parte apical hasta la posicién del dltimo érgano mas basal de la raiz principal (Dubrovsky et
al. 2006).

Andlisis del crecimiento en la biomasa de las raices transformadas y no transformadas

Para la obtencion del peso fresco, se utilizaron los cultivos de las raices
transformadas y las raices no transformadas en medio liquido que tenfan 21 d. de
crecimiento. El cultivo de las raices en medio liquido fue transferido a una caja de Petri,
que contiene medio MS liquido con 30g/l de sacarosa, para evitar un estrés a las raices. Se
realizé el corte del cultivo de las raices con un bisturi en pequefios fragmentos de un
tamafio similar. Estos fragmentos fueron puestos dentro de una caja de Petri que contenia
dos piezas de papeles filtro estériles Whatman 70m, enseguida se ponen sobre el fragmento
otros dos papeles filtro durante 30 seg., esto es para eliminar ¢l exceso de agua y obtener el
peso fresco de la rafz. Enseguida, los fragmentos fueron puestos en cajas de Petri estéril
selladas para mantener la esterilidad y fueron pesadas en la balanza analitica obteniendo el

peso fresco del explante.
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Velocidad relativa de crecimiento

Para analizar la velocidad relativa de crecimiento de la biomasa, fueron utilizadas
las raices transformadas y las raices no transformadas, establecidas en medio de cultivo
liquido. De estos cultivos se cortaron fragmentos de aproximadamente 0.400 g de peso
fresco, el cual fue cultivado en matraces de 250 ml conteniendo 75 ml de medijo liquido MS
con 30g/1 de sacarosa, sin antibi6ticos ni reguladores de crecimiento, incubado a 21°C en
agitacion orbital a 100 rpm en oscuridad por 21 d. Después de este tiempo, la biomasa fue
pesada para obtener el incremento del peso fresco de las raices transformadas y las raices
no transformadas.

La velocidad relativa de crecimiento se determind mediante la siguiente ecuacién
(Zaretsky et al. 2006, Kim et al.2003).

VRC . In W, - InW,
T, - T,

Donde:

VRC = Velocidad relativa de crecimiento
In W = Logaritmo del peso fresco inicial
W3 = Logaritmo del peso fresco final

T = Tiempo inicial

T, = Tiempo final
Analisis microscopico de las raices

Las raices transformadas y las raices no transformadas montadas, se analizaron en el
microscopio con éptica de Nomarski. Para el analisis de la expresion de la proteina verde
fluorescente (GFP) en las lineas J0121 y DRSrev: :GFP las raices vivas fueron analizadas a
través de microscopia laser confocal de barrido. La raiz principal fue colocada en un
portaobjetos y teflida con rojo neutro (1 pg/ml) diluido en Medio MS a pH 5.7 (Dubrovsky
et al. 2006b). Las imégenes obtenidas se analizaron con los programas: Zeiss LSM-Image
Examiner (Carl Zeiss GMBH), Image J 1.32j (National Institutes of Heaith, EUA) y Adobe
Photoshop 6.0 (Adobe Systems Incorporated).
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Anailisis estadistico

Para las cuantificaciones de la longitud de las células completamente alongadas y la
densidad de los drganos laterales se utilizaron 20 raices transformadas y 10 raices no
transformadas asi como 16 raices transformadas y 11 no transformadas en la medicién de la
dindmica de crecimiento. Cada una de las raices transformadas y no transformadas
utilizadas para la cuantificacion de la longitud de las células, la dindmica de crecimiento y
la densidad de los érganos laterales representa una diferente repeticién. En tanto que el
crecimiento de la biomasa y la velocidad relativa de crecimiento se obtuvieron 16 cultivos
de las raices transformadas y 10 cultivos de las raices no transformadas realizando 3
repeticiones. Los datos fueron analizados con los programas Microsoft Exel, Sigma Plot y
Image J 1.32].
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Induccion y establecimiento del cultivo de raices pilosas

Con el objetivo de generar raices pilosas en Arabidopsis thaliana del ecotipo Col-0
y en las lineas DR5rev::GFP y J0121, se tomaron fragmentos de inflorescencias de plantas
de 28 dias y se les hicieron algunas incisiones, las cuales se infectaron con la cepa silvestre
Agrobacterium rhizogenes Ad. A las cinco semanas de la infeccién aparecieron las
primeras raices pilosas o transformadas en las inflorescencias infectadas (figura. 7A). En
cambio en los fragmentos de las inflorescencias no infectadas no presentaron raices (figura
7B). La produccién de raices pilosas en 4. thaliana habian sido obtenidas por Van Sluys ef
al. 1987, Noh et al. 2001 y Lincoln ef al, 1992 utilizando reguladores de crecimiento. Sin
embargo en este trabajo se generaron raices pilosas sin la utilizacién de reguladores de
crecimiento.

Aparentemente se obtuvo una mayor frecuencia de raices transformadas por
fragmento de inflorescencia que las reportadas por autores antes mencionados. La
frecuencia de formacién de raices transformadas en 4. thaliana posiblemente se debe a la
variacién en los tiempos de cocultive asi como en la concentracién bacteriana utilizada. En
este trabajo la densidad del cultivo de A. rhizogenes fue utilizada segtin el método de
Chavez-Vela et al. (2003) aplicado para la obtencién de raices pilosas en limon agrio
mexicano,

Después de la formacién de las raices transformadas en las inflorescencias
infectadas, se prosiguié al establecimiento y propagacion del cultivo de las raices
transformadas en medio sélido. Esto se realizé cortando una sola raiz generada en la
inflorescencia infectada, la cual presentaba un crecimiento vigoroso, una alta produccion de
raices laterales y un crecimiento plagio tropico (figura 7A), caracteristicas descritas por -
Tepfer y Tempé (1981). La raiz que se cort6 de la inflorescencia se transfirié a un medio de
cultivo sélido con antibidticos y sin reguladores de crecimiento. A las 8 y 12 semanas del
traspaso se observd el establecimiento y la propagacién del cultivo de las raices
transformadas (Fig. C-D). De esta manera se logro el establecimiento del cultivo de las

raices transformadas en medio sélido de A. thaliana Col-0 y de las lineas DRSrev::GFPy
JO121.
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Figura 7. Formacion de raices pilosas en inflorescencias de A. thaliana y establecimiento del cultivo.
(A) Desarrollo de raices en inflorescencias cinco semanas después de la inoculacién. (B) Inflorescencias
control a las cinco semanas. (C)Establecimiento del cultivo de las raices pilosas a las 8 semanas. (D) Cultivo
de raices pilosas en medio s6lido mantenido por 12 semanas.

Establecimiento y propagacion de las raices transformadas y las no transformadas en
medio liquido

Para el establecimiento y la propagacion del cultivo de las raices transformadas en
medio liquido, se transfirieron algunos explantes de raices transformadas establecidas en
medio solido a medio de cultivo liquido, con un alto contenido en sacarosa (30g/1), sin
antibitico ni reguladores de crecimiento. El cultivo de raices no transformadas, se
establecio utilizando plantulas germinadas en medio liquido, a los 22 dias de germinadas a
las plantulas se les cortd la parte aérea y se cultivaron las raices en medio liquido con un
alto contenido de sacarosa (30g/1), sin antibiético ni reguladores de crecimiento.

Como resultado se logré el establecimiento y la propagacion del cultivo de las raices
transformadas y las raices no transformadas de A. thaliana del ccotipo Col-0 (figura 8A) y
de las lineas DRSrev::GFP y J0121 en medio liquido. Sin embargo al realizar diferentes

subcultivos, las raices no transformadas presentaron un crecimiento lento y una reduccion
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en el grosor de la raiz, posiblemente esto se debid a la falta de vitaminas en el medio de
cultivo. Por tal motivo se tiene que profundizar mas sobre las diferentes condiciones de

crecimiento del cultivo independiente de las raices no transformadas.

Figura 8. Establecimiento del cultivo en medio liquido de las raices transformadas y las no
transformadas. A. Establecimiento del cultivo de las raices no transformadas. B. Cultive de las raices no
transformadas a los 21 dias. C. Establecimiento del cultivo de las raices transformadas. D. Cultivo de las
raices transformadas a los 21 dias.

En la figura 8 podemos observar el cultivo estable de las raices no transformadas del
ecotipo Col-0 de 4. thaliana al inicio de un subcultivo (figura 8A) asi como después de 21
dias de cultivo (figura 8B) observiandose un crecimiento poco homogéneo y con
fragmentacion de raices, esto posiblemente debido a la agitacion sometida y a la falta de
vigor en las raices. Ademas, se puede observar el cultivo de las raices transformadas del
ecotipo Columbia-0 de A. thaliana al inicio del cultivo (figura 8C) asi como después de 21

dias de cultivo (figura 8D) observandose un fenotipo caracteristico del cultivo de raices

pilosas.
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Confirmacion de la transformacién de las raices pilosas

Para corroborar que las raices desarrolladas a partir de las inflorescencias de
Arabidopsis thaliana son producto de la transformacion genética de la inoculacién con
Agrobacterium rhizogenes, se realizé una prueba de PCR usando como molde el ADN total
de las raices presuntamente transformadas y no transformadas. La prucba del PCR fue
positiva, ya que se amplificé el fragmento esperado de 652 pb del gen rol B en las raices
transformadas. En la figura 9 se observa en los carriles 4 y 5 una tinica banda de 652 pb de
las raices transformadas, lo que confirma que las raices fueron obtenidas a través de los
tejidos genéticamente modificados como resultado de la integracién del T-DNA de A.
rhizogenes al genoma de la planta. En el carril 4 se observa una banda mads grande debido a
que no se realizaron diluciones del DNA total obtenido en la purificacién. Como controles
negativos se utilizé a los cultivos de raices aisladas de 4. thaliana sin transformar, los
cuales fueron puestos en los carriles 2 v 3 en donde no fueron detectados los productos de
PCR.

Sin embargo los resultados positivos del PCR corresponden a los iniciadores rol B1
y rol B2, posiblemente estos resultados no correspondan a la amplificacién total del T-
DNA de A. rhizogenes. Por tal motivo, es necesario realizar la prueba de Southern blot
confirmando la integracion total del T-DNA en las raices transformadas del ecotipo
Columbia-0 y de las plantas transgénicas J0121 y DRSrev::GEP. En’este anélisis de PCR
no se presenta la confirmacién de transformacion de las raices de las lineas transgénicas

JO121 y DR3rev::GFP debido a que presentan un.fenotipo similar al observado en las

raices transformadas de Columbia-0.
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Figura 9, Confirmacién de la transformacién genética de las raices pilosas por el andlisis de PCR.
(La amplificacion del fragmento de 652 pb del gen rof B). Carril 1: Marcador molecular de 100 pb: Carril 2 y
3: ADN de raices no transformadas. Carril 4 y 5: ADN de raices transformadas de A. thaliana Col-0. -

Longitud de las células maduras del cértex

Con el objetivo de analizar de manera general el proceso de elongacion en la raiz
principal de las raices transformadas y las raices no transformadas de Arabidopsis thaliana
del ecotipo Col-0 en medio liquido, se midi6 la longitud alcanzada por las células maduras
del cortex. Como resultado obtuvimos que la longitud de las células del cortex de las raices
transformadas en promedio fue de 116 pm y las raices no trasformadas fue de 61um
(figural0).

Se puede observar que existe una diferencia significativa (P<0.01 prueba ¢ de
Student) en el tamaiio de las células corticales de la raices transformadas de 55um mayor
que en las raices no transformadas, 1o que indica que la longitud de las células del cortex de
las raices transformadas presentan aproximadamente el doble de tamafio que las células de

las raices no transformadas.
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Figura 10. Longitud de células del cortex completamente eJongadas,
de las raices transformadas (1 = 20 ) y las raices no transformadas (n=10)
en medio de cultivo liquido. 10 células fueron medidas por raiz. Medio + SD.

Dinamica de crecimiento de la raiz

Para analizar el crecimiento de la raiz principal de las raices transformadas y las
raices no transformadas de Arabidopsis thaliana del ecotipo Col-0 en medio sélido, que
fueron obtenidas de los cultivos establecidos en medio liquido al cultivar las raices durante
14 dias. Las raices principales fueron seleccionadas por la metodologia descrita en los
Materiales y Métodos. Las raices seleccionadas se pasaron a medio de cultivo sélido y se
crecieron en oscuridad, marcando la posicion de la punta de la raiz 24 h durante diez dias
de cultivo.

Al final de los diez dias de cultivo, la raiz principal proveniente del cultivo de las
raices transformadas incrementé su tamafio en promedio 24 mm presentando un
crecimiento constante durante el experimento. La raiz principal proveniente del cultivo de
las raices no transformadas incrementé su tamafio en promedio hasta 9 mm durante el
mismo periodo (figurall). Posiblemente la diferencia en la dindmica de crecimiento de la
raices transformada versus no transformada se debié a la diferencia en longitud que
alcanzan las células elongadas de la raiz. Sin embargo, no se puede excluir que estd
diferencia ademdas de lo anterior, se deba a la mayor produccién celular en las raices

transformadas. Para verificar esta hipdtesis es necesario estimar la produccion celular.
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Figura 11. Cinética de crecimiento de la raices transformadas (# = 20)
y de las raices no transformadas (n = 11) durante 10 dfas de crecimiento
en medio sélido. Media + SD.

Ademas la raiz principal de algunas raices no transformadas, crecié de una forma
lenta, presentando adelgazamiento en ¢l grosor de la raiz durante los diez dias de cultivo.
Por lo cual se realizd un analisis del crecimiento de las raices durante los dias 3 al 7
obteniendo una tasa de crecimiento por dia de 2.33 mm en las raices transformadas,
mientras que en las raices no (ransformadas fue de 1.05 mm por dia. Este analisis
demuestra claramente que la raiz transformada tiene la taza de crecimiento mas alta que la
raiz no transformada. La diferencia en la taza de crecimiento entre las raices se debe
parcialmente a las células completamente elongadas que son miés largas en las raices
transformadas. La taza de crecimiento de la raices transformadas fue analizadé en otras
especies, por ejemplo en Cinchona ledgeriana (Hamill et al. 1989) y Tylophora indica
(Chaudhuri ef al. 2005), sin embargo, en estos trabajos no fue realizado el analisis celular

que podria explicar el incremento en las tasas de crecimiento.
Densidad de érganos laterales de la raiz

Con ¢l objetivo de analizar la alta cantidad de raices laterales en las raices pilosas,
se analizé la densidad de los 6rganos laterales (raices laterales y primordios de la raiz
lateral) presentes en la raiz principal de las raices transformadas y las raices no

transformadas de Arabidopsis thaliana del ecotipo Col-0 crecidas en medio liquido. Los
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resultados muestran que la densidad de los érganos laterales en las raices transformadas fue
en promedio de 0.6 érganos por milimetro, mientras que la densidad de los organos
laterales en las raices no trasformadas fue en promedio de 0.32 drganos por milimetro
(figural2).

Por lo que podemos observar una mayor generacion de érganos laterales en las
raices transformadas la cual es dos veces mayor la generacion de organos laterales por
milimetro que en las raices no transformadas. Algo interesante es que la densidad de
organos laterales en las raices transformadas, es similar a la densidad que presentan las
raices de plantas intactas de 4. thaliana del ecotipo Columbia-0 (Dubrovsky et al 2006).

Esta observacion nos indica que la formacion de los 6rganos laterales es una caracteristica

estable de la especie.
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Figura 12. . Densidad de los 6rganos laterales de las raices transformadas

y las rafces no transformadas crecidas en medio liquido » =20y 10 respectivamente.
Media +SD.

Incremento de la biomasa en las raices transformadas y no transformadas en medio
de cultivo liquido
Para comparar el incremento de la biomasa de las raices transformadas y las raices
no transformadas de Arabidopsis thaliana del ecotipo Col-0, se calculd la biomasa de las
raices transformadas y no transformadas en medio de cultivo liquido. En la figura 13 se
puede observar que el incremento de la biomasa de las raices transformadas durante los 21
dias de cultivo fue de 7.500g teniendo un peso inicial promedio de 0.400g mientras que el

incremento de la biomasa del cultivo de las raices no transformadas fue de 0.533 g teniendo
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el mismo peso inicial. Estos resultados, indican que existe una diferencia significativa en el
incremento de la biomasa entre los dos cultivos de raices, incrementdndose 6.720g o 14
veces mas la biomasa en las raices transformadas con respecto a las raices no

transformadas.
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Figura 13. Incremento del peso fresco de las raices transformadas y de las raices
no transformadas crecidas en cultivo independiente n = 16 y 11 respectivamente en medio
liquido durante 21 dias. Media + SD.

Esta diferencia en el incremento de la biomasa entre el cultivo de las. raices
transformadas y las raices no transformadas, se debe a la amplia diferencia que existe entre
la longitud de las células del cértex, la dindmica de crecimiento y en la generacién de los
organos laterales. Sin embargo estas caracteristicas son algunos de los factores importantes
que contribuyen a la alta produccién de la biomasa. Por tal motivo es necesario realizar un
estudio sobre la produccion celular, pudiendo asi saber si hay una mayor generacion de
células en las raices transformadas o solo se debe a la longitud celular que presentan estas
raices.

Velocidad relativa de crecimiento (VRC) de la raiz

Para poder determinar si existe diferencia entre la velocidad relativa de crecimiento
de la bioma de las raices de A. thaliana del ecotipo Col-0 transformadas y las no
transformadas en medio liquido, se cultivaron explanies de aproximadamente 0.400g de
raices en medio liquido durante 21 dias de cultivo. Estos datos fueron obtenidos con la

formula descrita en los materiales y métodos, que nos permite explicar el crecimiento en
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términos relativos, particularmente el porcentaje de crecimiento de la biomasa de raices por
dia en el cultivo en medio liquido. Como resultado obtuvimos que la VRC de la raices
transformadas fue de 13.4% de incremento en la biomasa por dia, mientras que la VRC de
las raices no transformadas fue de 3.7% por dia (figrural4). Lo que nos indica que la VRC
de la biomasa por dia en las raices transformadas fue 3.7 veces mayor que las raices no

transformadas.
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Figura 14. Comparacién entre la velocidad relativa del crecimiento en porcentaje
por dia de las rajces transformadas (» =16) y las raices no transformadas (n =11)
crecidas en medio de cultivo liquido durante 21 dias. Media + SD

Analisis de la respuesta a auxina en la raiz transformada y en la raiz no transformada

en las plantas transgénicas de la linea DRSrev::GFP

Con el objetivo de analizar si existe alguna modificacion en respuesta a auxina en
las raices transformadas en medio de cultivo liquido, se analizé detalladamente el patrén de
la expresion de la proteina verde fluorescente (GFP) en la linea DRSrev::GFP. Como
control se analizaron raices de plantas no transformadas germinadas en medio solido(A, B,
C, D). Ademas, raices en mediolde cultivo liquido no transformadas(E, F, G, H) asi como
raices transformadas cultivadas en medio liquido(I, J, K, L) figura 15.

En la imagen (A) se observa la respuesta a auxina en el meristemo de raices c-ontrol,
la expresion de GFP se localiza en las células iniciales de la columela asi como en las

c€lulas maduras de esta, con poca expresién en las células del centro quiescente. Esta
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expresion de GFP se observa en las raices cultivadas en medio liquido no transformadas (E)
y transformadas (I), con una variacién en el la expresion, localizada en las células mas
apicales de la columela, posiblemente generada por el crecimiento en medio liquido en
agitacion. Estas observaciones nos indican que no hay cambios en la respuesta a auxina en
el meristemo de las raices transformadas.

En la imagen (B) se observa la respuesta a auxina en los estadios tempranos de
desarrollo del primordio de la raiz lateral, en la raiz control. La expresion de GFP se detecta
en las células del periciclo adyacentes al polo del protoxilema, posiblemente en las células
fundadoras del primordio, asi como en el primordio después de la primera y segunda
division celular de la célula fundadora de la raiz lateral. La expresion de GFP se localiza de
igual forma en las raices no transformadas (F) y en las raices transformadas (J). Ademas en
la imagen (C) se observan los estadios mas avanzados del desarrollo del primordio en la
raiz control, en donde la expresion de GFP se localiza en las células centrales del primordio
que son derivadas de las divisiones celulares que lo forman, la expresion es detectada de
forma gradual y estable en el primordio hasta su emergencia. Esta expresion se localiza de
igual manera en las raices no transformadas (G), como en las transformadas (K). La
expresion en el desarrollo de los primordios de la raiz lateral, nos indica que no hay un
cambio en la distribucién de la respuesta a auxina en el desarrollo de los primordios de la
raiz lateral de las raices transformadas.

En la imagen (D) se observa la respuesta a auxina en raices laterales jovenes de la
raiz control, la expresién se observa en las células iniciales de la columela asi como en
otras células de ella. En las raices laterales jovenes tanto en las raices no transformadas (H),
como en las transformadas (L),la expresion es idéntica a la observada en el meristemo de la
raiz. principal. Los resultados nos indican que no hay modificaciones en los maximos
niveles de respuesta a auxina en las raices transformadas. En este experimento se tenia la
hipétesis que la expresion de los genes Aux! y Aux2 aumentarian los niveles de auxina en
las raices, activando las células fundadoras que generan los primordios de raiz lateral. Sin
embargo, no se observa alguna variacion en los niveles de maxima respuesta a auxina lo
que confirma lo propuesto por Espano y colaboradores en 1988, el cual sugiere que
posiblemente la sensibilidad a auxinas se incrementaba en las células de las plantas

transformadas regulando asi su crecimiento.
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Figura 15. Expresion de la proteina verde flourescente (GFP) en raices de la planta transgénica
DR5rev::GFP observadas en el plano protoxilematico. (A, E, I) Meristemo apical de raiz. (B, F, J) Estadios |
y 11 del desarrollo del primordio de la raiz lateral. (C, G, K) Estadios [l y [V del desarrollo de la raiz lateral.
(D, H, L) Raiz lateral recién emergida. (A-D) Raiz intacta cultiva en medio sélido de 8 dias. (E-H) Raiz no
transformada cultivada en medio liquido de 8 dias de subcultivo. (I-L) Rai transformada cultiva en medio
liquido de 8 dias de subcultivo. El color rojo corresponde a la tinciéon del rojo neutro; El verde a la
Mourescencia GFP. Escala de la barra: A-L =50Mm.
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Analisis de la expresion de la proteina verde fluorescente (GFP) en raices

transformadas y no transformadas en la linea J0121

Con el objetivo de observar si existe algin cambio en la identidad de las células del
periciclo, se analizo6 el patron de la expresion de la proteina verde fluorescente (GFP) en
raices transformadas de la linea JO121. En la figura 16. se observa la expresion de GFP en
diferentes zonas de la raiz. Como control para determinar la identidad de las células del
periciclo que dan origen a las células fundadoras, se utilizaron plantas de la linea J0121 no
transformadas germinadas en medio de cultivo solido (A, B, C, D). Ademas se analizaron
raices no transformadas(E, F, G), asi como raices transformadas cultivadas en medio
liquido(H, L, J, K). En la figura (A) se puede observar que la proteina GFP no.se expresa en -
el meristemo de la raiz control, apareciendo la expresion por primera vez sélo en las células
del periciclo dentro de la parte proximal de la zona de elongacion de la raiz.  Este mismo
patr6n de expresion de GFP se presenta en las raices transformadas (H), sin que se presente
ningin cambio en la expresién de GFP en el meristemo de la raiz. En imagen (B) sec.
observa la expresion de GFP en el primordio de la tercera etapa de desarrollo de la raiz
lateral control. La expresion de GFP s6lo se presenta en los tres primeros estadios de
desarrollo del primordio de la raiz lateral (I, II, IlI). En las raices no transformadas (E) y en
las raices transformadas de J0121 (I), la expresion de GFP se presenta al igual que en las
raices control, hasta las tres primeras etapas de desarrollo.

Después del tercer estadio de desarrollo, la expresion de la proteina GFP en los
primordios més avanzados del desarrollo desaparece, la cual se observa en la imagen (C) de
la raiz control, asi como en las raices no trasformadas (F) y en las raices transformadas de
la linea JO121 (J) donde no hay expresién de GFP en los estadios mas avanzados de
desarrollo del primordio de raiz lateral. En las imagenes (D, G, K) se observa la expresion
de GFP dentro de las células maduras del periciclo adyacentes al protoxilema,
manteniéndose la expresion a lo largo de las raices control (D), en las raices no
transformadas (G) y en las raices transformadas de la linea JO121,

La expresion de la proteina GFP en las raices transformadas no presenta
modificaciones en las células maduras del periciclo adyacentes al protoxilema indicandonos

que no hay cambios en la identidad de las células del periciclo en las raices transformadas
de la linea JO121.



Figura 16. Expresion de la proteina verde flourescente (GFP) en raices en la planta transgénica JO121
observada en plano protoxilematico. (A, H) Meristemo apical de raiz. (B, E, 1) Estadios I, 11, I1I del desarrollo
del primordio de la raiz lateral. (C, F, J) Estadios IV, V del desarrollo de la raiz lateral. (D, G, K) Zona de
diferenciacion de la raiz. (A-D) Raiz infacta cultiva en medio s6lido de 8 dias. (E-G) Raiz no transformada
cultivada en medio liquido de 8 dias de subcultivo. (H-K) Rai transformada cultiva en medio liquido de 8 dias

de subcultivo. El color rojo corresponde a la tincion del rojo neutro; El verde a la flourescencia GFP. Escala
de la barra: A, H =300pm. B-1 =50um.
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Morfologia de los primordios de las raices transformadas

Con el objetivo de saber si existe alguna modificaciéon en el desarrollo de los
primordios de la raiz lateral en las raices transformadas, se realizé un estudio sobre la
morfologia de los primordios de la raiz lateral en raices no transformadas y en raices
transformadas de A. thaliana del ecotipo Col-0 cultivadas en medio liquido. La
morfologia de los primordios de la raiz lateral, fue analizada mediante observaciones
directas en el microscopio de las preparaciones aclaradas como estd indicado en
Materiales y Métodos.

Como resultado se encontré que no hubo diferencias en el desarrollo de los
primordios de la raiz lateral, entre las raices no transformadas (B, C,) y las raices
transformadas (E, F) figura 17. Al igual que en el desarrollo de los primordios de la raiz
lateral, en el meristemo apical de las raices transformadas (D) no se observé alguna

modificacion en el desarrollo comparado con las raices no transformadas (A).

Figura 17. Morfologia del 4pice de la raiz principal y de los primordios de raiz lateral en raiz
transformada y no transformada. (A, B) Meristemo apical de la raiz. (B, E) Estadio Il de desarrollo del
primordio de la raiz lateral. (C, F) Estadio IV de desarrollo del primordio de la raiz lateral. (A, B, C) Raices
no transformadas cultivadas en medio liquido de 14 dias de subcultivo. ( D, E, F). Raices transformadas
cultivadas en medio liquido de 14 dias de subcultivo. Barra roja A-F 20pum.
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8. CONCLUSIONES

Se obtuvieron cultivos de las raices pilosas de las plantas de Arabidopsis thaliana
del ecotipo silvestre Col-0 y de las lineas transgénicas J0121 y DRSrev:-GFP a

través de cocultivo con Agrobacterium rhizogenes.

Se establecio el cultivo independiente de las raices pilosas en medio sélido y en
medio liquido de Arabidopsis thaliana del ecotipo Col-0 y se confirmé la naturaleza

transgénica de las raices usando la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR).

Las raices pilosas de A. thaliana cultivadas en medio liquido, presentan una
velocidad relativa de crecimiento (13.37% / 3.69%) que es 3.7 veces mas alta que la

velocidad relativa de crecimiento de las rafces no transformadas crecidas en medio

liquido.

La taza de crecimiento de las raices pilosas es (2.5 veces) mayor, asi como las
células completamente clongadas son (1.9 veces) més largas y la densidad de los
organos laterales es (2 veces) mas que en las raices no transformadas, explicando la
alta velocidad relativa de crecimiento de las raices pilosas cultivadas en medio

liquido.

No hay modificaciones en la respuesta auxina en la raices pilosas de la linea

transgénica DR5rev::GFP, en medio de cultivo liquido.

En las raices pilosas de la linea transgénica J0121, no ocurren modificaciones en la’
identidad de Jas células del periciclo que tienen competencia en la formacion del

primordio de la raiz lateral.

No hay modificaciones en el desarrollo del meristemo de las raices pilosas asi como

del desarrollo del primordio de la raiz lateral.
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