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RESUMEN

En condiciones de bajo potencial de agua el crecimiento de la raiz
de plantulas de Arabidopsis thaliana de tipo silvestre (WT) se abate. Sin
embargo, el crecimiento de la raiz de la mutante altered hydrotropic
responsel (ahrl) de A. thaliana, en estas mismas condiciones, es similar a
lo observado en plantulas crecidas en condiciones control (sin disminucién
del potencial de agua). En este trabajo, con la finalidad de determinar la
relacion de estos pardmetros con el hidrotropismo, se utilizaron diferentes
métodos para determinar los cambios en los procesos celulares en la raiz,
asi como de los componentes responsables de mantener la elongacién
radicular en condiciones de bajo potencial de agua. Los analisis celulares
del meristemo apical de la raiz (RAM, del inglés “root apical meristem”) y
de la zona de elongacién (ZE) de la raiz de la mutante ahrl, crecida en el
sistema WPGS (del inglés, “water potential growth system”), desarrollado
en el presente trabajo, mostraron un aumento de las células tanto del
meristemo, como de la zona de elongacion, células de la corteza
completamente elongadas y una duracién del ciclo celular, acordes al
crecimiento en condiciones normales. Es decir, bajo condiciones de déficit
hidrico, el crecimiento de las raices de la mutante ahrl no sufre
alteraciones, lo cual se explica por su capacidad de mantener tanto la
produccion, como la elongacion celular al mismo nivel en condiciones
control y de déficit hidrico. Un examen de la respuesta a auxina, mediante
el sistema reportero DR5::GUS, indicé que la sefalizacion de auxinas
participa en la disminucion del crecimiento de las raices de WT en
condiciones de bajo potencial de agua en tanto que en las raices de la
mutante ahrl presentan una baja respuesta a este regulador del
crecimiento vegetal. Ademas, dado que en algunas plantas, como A.
thaliana, uno de los mecanismos para contender con el déficit hidrico es la
acumulacion de osmolitos,, como la prolina tanto en hojas como en raices,
se compard la acumulacion de la prolina en raices de plantas de tipo
silvestre y de la mutante ahrl. Las raices de las plantas WT en condiciones
de bajo potencial de agua mostraron una mayor cantidad de prolina, que
las de la mutante ahrl. Finalmente, la expresion del gen D1-6 pirrolina-5-
carboxilato sintetasa (P5CS1), implicado en la sintesis de prolina, es mucho
mas alta en plantulas WT en comparacién con la mutante ahrl. En conjunto,
estos resultados revelaron un fenotipo de la mutante ahrl que representa
un importante recurso para tratar de entender la sefializacion y mecanismos
de control del hidrotropismo.



ABSTRACT

Under conditions of low water potential, root growth of wild type seedling
Arabidopsis thaliana (WT) is abated. However, the growth of the root of the
altered the hydrotropic responsel (ahrl) mutant of A. thaliana, in the same
conditions, is similar to that observed in seedlings grown under control
conditions (no decrease in water potential). In this work, in order to
determine the relationship of these parameters with hydrotropism, different
methods were used to determine changes in cellular processes of the root,
as well as the components responsible for maintaining root elongation in
conditions of low water potential. The cellular analysis of the root apical
meristem (RAM) and of the elongation zone of roots of the ahrl mutant,
grown in the WPGS system (water potential growth system) developed in
the present work, resulted in an increase of the cells both in meristem, as
well as in the elongation zone, in the completely elongated cortex cells and
in the cell cycle duration, according to the growth under normal conditions.
That is, under conditions of water deficit, the growth of roots of the ahrl
mutant did not suffer alterations, which is explained by its ability to maintain
both production and cell elongation at the same level under control and
water deficit conditions. An examination of the response to auxin, using the
reporter system DR5::GUS, indicated that auxin signaling participates in the
reduction of the growth of WT roots in conditions of low water potential,
while in roots of the ahrl mutant presented a low response to this plant
growth regulator. In addition, since in plants one of the mechanisms to
contend with water deficit is the accumulation of osmolytes (such as
proline), both in leaves and roots, the accumulation of proline in roots of WT
plants was compared of the ahrl mutant. The roots of WT plants in
conditions of low water potential showed a greater amount of proline, than
those of the ahrl mutant. Finally, the expression of the D1-6 pyrroline-5-
carboxylate synthetase gene (P5CS1), involved in the synthesis of proline,
is considerably higher in WT seedlings than in those of the ahrl mutant.
Taken together, these results revealed that the phenotype of the ahrl
mutant represents an important resource for understanding the signaling
and control mechanisms of hydrotropism.



CAPTITULO 1.

1.1 INTRODUCCION.

La sequia, por la falta de precipitacion pluvial en una region
determinada por un periodo prolongado que resulta en falta de agua ya sea
atmosférica, superficial o subterranea, es uno de los principales tipos de
estrés abioticos que influyen tanto en la distribucion de las plantas en la
Tierra como la productividad de los cultivos agricolas. En conjuncién con
alzas en la temperatura, la sequia tendra efectos negativos ain mas fuertes
en la produccién agricola en las préximas décadas, como resultado del
cambio climatico, lo cual repercutira considerablemente en la seguridad
alimentaria. Se ha pronosticado que para el afio 2050 si no se incrementa
en un 70% la produccion agricola global, la falta de alimento, que trae como
consecuencia hambruna, migraciones, etc., serd uno de los mayores
problemas que enfrente la humanidad (Varshney et al., 2011). En México,
se presentan diferentes tipos de sequia conforme a la clasificacion de la
intensidad de la sequia de acuerdo al monitor de sequia de América del
Norte, que van de anormalmente seco, sequia moderada, severa, extrema

y excepcional (https://smn.cna.gob.mx/es/climatologia/monitor-de-

sequia/monitor-de-sequia-en-mexico).

De acuerdo a estos informes, durante los ultimos afos, se observa
un incremento en la condicién de sequia moderada y la de anormalmente
seco, las cuales provocan pérdida de algunos cultivos y pastos, asi como
un alto riesgo de incendios y baja en los niveles de rios, arroyos y pozos.
De ahi que, si la sequia continla o aumenta por el cambio climéatico, la falta
de irrigacion de los cultivos, ya sea por lluvia o por bajo nivel de pozos,
disminuira la produccién de grano y complicara la seguridad alimentaria
requerida en los préximos treinta afios. Las estrategias actuales para
mejorar eluso y aprovechamiento del agua se han enfocado en modificar
la arquitectura del sistema radicular vegetal (que se refiere al conjunto de
todas las raices presentes en una sola planta: raiz primaria, raices laterales

primarias, secundarias, terciarias, raices coronarias en gramineas, etc.),


https://smn.cna.gob.mx/es/climatologia/monitor-de-sequia/monitor-de-sequia-en-mexico
https://smn.cna.gob.mx/es/climatologia/monitor-de-sequia/monitor-de-sequia-en-mexico

para incrementar la capacidad de éstas para explotar los recursos hidricos
presentes en el suelo. La raiz de las plantas tiene la capacidad de dirigir su
crecimiento hacia el agua en el suelo para mantener el crecimiento de la
plantay evitar la sequia, a este fendmeno se le conoce como hidrotropismo.
De ahi que, la problemética derivada del cambio climatico hace que el
entendimiento de los mecanismos que controlan al hidrotropismo sea de
fundamental importancia para mejorar el crecimiento y productividad de las

plantas bajo condiciones ambientales adversas.

1.1.1 Estructura de la raiz.

El cuerpo de las plantas contiene dos partes principales, el tallo y la
raiz, los cuales estan conectados entre si tanto por el cilindro vascular como
por plasmodesmos en la matriz extracelular de diversos tejidos. La raiz
principalmente ancla a la planta al suelo mediante su crecimiento
gravitrépico durante la germinacion y, ademas, absorbe agua y nutrientes
para mantener el crecimiento y desarrollo, de la raiz misma, asi como de la
parte aérea (tallo, hojas, flor, semilla, etc.). Estructuralmente, las raices se
dividen en tres zonas: zona meristematica (RAM), zona de elongaciéon (ZE)
y zona de maduracion o diferenciacion. La zona meristemética esté
protegida en su parte apical por la cofia, la cual a su vez presenta su propio
meristemo, células de la columela con estatocitos (probables receptores del
vector de la gravedad), células de la periferia, y células del borde. Las
células de la periferia secretan mucilago que lubrica a la raiz por su paso
en el suelo, protege al meristemo de la desecacion, y las células del borde
favorecen la interaccion de las raices con los microorganismos del suelo
(Hawes et al., 2003) (Fig. 1).

Con los avances en estudios a nivel celular y molecular, se han
determinado caracteristicas diferenciales dentro de estas tres regiones,
generando diversas discrepancias entre los expertos del area, como lo
mencionan lvanov y Dubrovsky (2013), respecto a si pueden mantenerse
vigentes o habria que incluir nueva terminologia para describir de mejor

manera la organizacion de la raiz. Particularmente ellos consideran la
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subdivision del RAM en dos regiones: el dominio de proliferacion celular,
donde las células mantienen una alta probabilidad de dividirse, y el dominio
de transicion, localizado hacia la frontera con la zona de elongacién, donde
se disminuye la probabilidad de division de las células en esa region (aqui
se daria el cambio de células dividiéndose a células en proceso de
elongacion), pero se mantiene la misma tasa de crecimiento celular que en
el dominio de proliferacion. La velocidad de crecimiento de las células en el
dominio de transicion es mucho menor a la de las células en la zona de
elongacion, por ello es que no podrian considerarse parte de esta ultima.

o,
"e..:} =N

Corteza

Zona de maduracion

Xilema Estele
Floema

Endodemmis con la banda de Caspari

Epidermis

Zona de
elongacion

Region de division celular rapida

Centro quiescente (poca divisién celular)

Zona
meristematica

Cofia de la raiz

Cubierta de mucilago

Apice

Figura 1. Diagramade unaseccién longitudinal de laregién apical de laraiz.
Modificado de Taiz y Zeiger (2006).

1.1.2 Absorcion de agua por la raiz.

Como una molécula pequefia, el agua puede entrar y salir de una
célula a través de la membrana plasmatica. La direccionalidad del
movimiento estara determinada en gran medida por la diferencia en la
energia potencial libre de agua (potencial de agua) a través de la
membrana. El potencial hidrico esta influenciado por tres componentes

11



separables: potencial osmético (determinado primordialmente por la
concentracion de solutos), potencial de presion (presion de turgor generada
por la pared celular), y potencial matricial (determinado por las fuerzas
capilares que afectan la capacidad de movimiento del agua en una matriz
fisica, como el suelo) (Kramer y Boyer, 1995; Verslues et al., 2006).

Una de las funciones mas importantes de la raiz es tomar agua del
suelo para suministrarla a la parte aérea por los tejidos vasculares, con lo
cual determina el balance hidrico de la planta. La absorcion de agua por las
raices se da a través de la diferencia de gradientes de potencial hidrico
entre el interior de la raiz y el suelo, con el agua desplazandose de zonas con
alto potencial a zonas con bajo potencial hidrico. El bajo potencial hidrico
de la planta es generado por la incorporacion de sales minerales en las
raices, por lo que el agua fluye del suelo hacia el interior de éstas,
proporcionando asi los recursos que la planta requiere para sobrevivir (Taiz
y Zeiger, 2006). Para que el agua alcance los tejidos vasculares de las
raices tiene que fluir de manera radial a través de una serie de capas
celulares concéntricas. Estas capas incluyen tejidos como la epidermis, la

corteza, la endodermis, el xilemay el floema.

En las raices, al igual que en otros 6rganos de la planta, coexisten
tres vias para transportar agua: 1) a través de las paredes celulares (via
apoplastica), 2) a través de los plasmodesmos entre una célula y otra (via
simplastica) y 3) a través de las membranas celulares (via transcelular).
Hasta la fecha, no ha sido posible separar experimentalmente a la via
simplastica de la via transcelular y, por ende, a la contribucién de ambas
para el flujo de agua se denomina la via célula-a-célula. Las paredes
celulares de la endodermis contienen una estructura especial denominada
banda de Caspari (Fig. 1) compuesta de depdésitos de suberina y/o lignina.
Debido al caracter hidrofébico y a la densidad de dichos depdsitos, la banda
de Caspari representa un obstaculo para el flujo apoplastico del agua y
solutos desde el suelo hacia los vasos conductores del xilema, localizados
en el interior de las raices, lo que obliga al agua y a los solutos a fluir a

través de la via célula-a-célula. La suberizacion de la banda de Caspari
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esta mas acentuada en arboles que en especies herbaceas, de ahi que, las
raices de arboles sean menos permeables al agua y a los solutos
(Zimmermann y Steudle, 1998).

Una vez que el agua ha alcanzado el xilema, se mueve axialmente
hacia la parte aérea. El xilema estd compuesto de células largas
(tragueidas o vasos) que han perdido sus protoplastos, y por lo tanto,
presentan una resistencia minima al flujo de agua a través de ellas. Las
traqueidas y vasos maduros tienen paredes gruesas lignificadas; sin
embargo, presentan areas sin lignificar en las cuales se forman hoyos que
facilitan el movimiento de agua desde las células circundantes o hacia ellas.
El desarrollo del xilema confiere diferencias en la resistencia al flujo de agua
a lo largo de la raiz. El xilema no se encuentra diferenciado en la punta de
la raiz, y por lo tanto, esta regién presenta una resistencia alta al flujo axial
de agua. Por el contrario, la diferenciacién y sucesivo aumento del diametro
del xilema reduce la resistencia al flujo axial de agua en las regiones mas
maduras de la raiz. Cuando la planta transpira, la evaporacion de agua en
la cAmara estomatica tiene como resultado la generacién de presiones
altamente negativas (hasta -1.0 MPa) en los vasos del xilema provocando
el acarreamiento de agua de las raices hacia la parte aérea de la planta.
En ausencia de transpiracion, situacion que ocurre cuando los estomas se
cierran durante la noche o bajo condiciones de estrés hidrico, el movimiento
de agua residual del suelo esta dirigido por el bombeo activo de solutos
hacia las raices. La absorcion de solutos crea una fuerza osmotica
conductora que genera una presion hidrostatica positiva en la raiz, la cual
empuja a la savia axialmente en el xilema (Steudle, 2001).

La existencia de las vias apoplastica y célula-a-célula son el
fundamento para el modelo compuesto del transporte de agua en las raices
(Steudle, 2000). De acuerdo con este modelo, el apoplasto no puede dar
origen a fuerzas conductoras osmoticas debido a su falta de selectividad
entre el transporte de agua y el de solutos, por lo que el transporte de agua
a través de la via apoplastica esta dirigido esencialmente por fuerzas

hidrostéticas. Por el contrario, las membranas celulares permiten el
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establecimiento y mantenimiento de gradientes osmaoticos a través de la via
célula-a-célula, los cuales junto con las fuerzas hidrostaticas dirigen en
conjunto el flujo de agua a través de las raices (Steudle, 2000).

La exposicion de las plantas a la sequia generalmente disminuye la
conductividad hidraulica de las raices (Javot y Maurel, 2002). Esta
disminucién es una respuesta muy comun a los distintos tipos de estrés
ambiental, y se podria debera la baja demanda de agua y al crecimiento
reducido de la parte aérea bajo condiciones estresantes. En cuanto a la
modificacion del transporte de agua en las raices por la via célula-a-célula,
ésta puede llevarse a cabo por medio de la regulacion de la actividad y/o
abundancia de las acuaporinas, proteinas que actian como canales para
el transporte de agua localizadas en las membranas de las células (Javot
y Maurel, 2002; Maurel et al.,, 2008). Las acuaporinas pertenecen a la
familia de proteinas integrales de la membrana, la cual se encuentra
conservada en animales, microorganismos y plantas, con pesos
moleculares entre los 25 y 34 kDa. Estas facilitan la transferencia
bidireccional de agua y de solutos de bajo peso molecular (como el
glicerol, urea, acido bdrico), el transporte de gases como el amoniaco y
diéxido de carbono y el transporte de iones como el amonio a través de las
membranas celulares (Maurel et al., 2008).

Las acuaporinas se expresan a nivel de ARN y de proteina en casi
todos los tejidos y 6rganos de las plantas. Ademas, aumentan sus niveles,
tanto del transcrito como de la proteina, en diferentes tejidos, 6rganos y
especies de plantas en respuesta a sequia y salinidad (Maurel et al., 2002).
La caracterizacion funcional y la localizacién particular en membranas a
través de las cuales ocurre un transporte intenso y dinamico de agua y/o
solutos, como en el caso de las células de la raiz, las células del xilema
parenquimatoso, las células guarda, el polen y las semillas (Maurel et al.,
2008), sugieren que las acuaporinas participan, a nivel celular, en la
regulacion osmatica del citoplasma, y a nivel de toda la planta, en la toma
de agua y de nutrientes por las raices, en la carga de agua hacia y desde el

xilema, en la fotosintesis, en el crecimiento del tubo polinico, y la
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germinacion de las semillas, asi como en la respuesta de las plantas a
estrés ambiental como la sequia y la salinidad de los suelos.

La evidencia directa de la funcién de las acuaporinas en plantas
proviene de la manipulacion de los genes que codifican para dichas
proteinas mediante técnicas de sobreexpresion (fusiones genéticas con
promotores constitutivos o expresion heterdloga) y silenciamiento genético
(supresion con ARN antisentido o por inserciones de ADN-T o por ARN de
interferencia). La manipulacion genética de las acuaporinas ha demostrado
cambios en procesos fisiolégicos fundamentales en plantas como son la
toma de agua por raices, la velocidad de transpiracion, la permeabilidad
osmotica de las células, el crecimiento celular, la fotosintesis, y durante la
recuperacion de las plantas en respuesta a estrés hidrico (Chaumont et al.,
2005; Maurel et al., 2008 y 2009).
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1.2JUSTIFICACION.

Los mecanismos de percepcion y respuesta a las sefales externas
en las plantas han sido un campo de estudio sumamente extenso. Ademas
de la diversidad de componentes involucrados, la complejidad para
entender estos procesos se ve sustancialmente incrementada ante el
protagonismo de la zona apical de la raiz en la integracion de muchos de
estos estimulos. Es por ello que la busqueda de herramientas, que permitan
elucidar algun proceso particular dentro de esta red de sefalizacion,
proveera de mejores recursos para tratar de entender la decisién final
tomada por parte la raiz. En este contexto, la linea mutante ahrl de A.
thaliana que presenta caracteristicas Unicas en su respuesta hidrotropica,
proceso fundamental en las plantas, podria ayudar a esclarecer los
componentes y mecanismos mas relevantes en la regulacion de este

movimiento.
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1.3 HIPOTESIS.

El comportamiento celular y molecular de la raiz de las plantas
mutantes ahrl de A. thaliana, no presentard cambios sustanciales bajo

condiciones de estrés hidrico con respecto a condiciones control.
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1.4 OBJETIVOS.

1.4.1 OBJETIVO GENERAL.

Caracterizar el desarrollo de la raiz de la mutante ahrl de A. thaliana bajo

condiciones de estrés hidrico.

1.4.2 OBJETIVOS PARTICULARES.

1.- Establecer un sistema con estrés hidrico moderado para comparar el
desarrollo de las raices de plantulas mutantes de ahrl respecto a las

plantulas WT.

2.- Estudiar el papel de reguladores del crecimiento vegetal en la respuesta

hidrotrépica de las mutantes ahrl.

3.- Determinar la acumulacibn de osmolitos durante la respuesta

hidrotrépica de las plantas mutantes ahrl.
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CAPITULO 2.

2.1MARCO TEORICO.

Aungue son sésiles, las plantas muestran diferentes movimientos,
particularmente en la raiz, desde que una semilla germina, es fundamental
su crecimiento a través del sustrato en el que se encuentre, para la
obtencién de los distintos requerimientos nutrimentales y el adecuado
desarrollo del organismo. Estos procesos se encuentran finamente
regulados por sefiales ambientales y genéticas, siendo un fenémeno
sumamente complejo a medida que la raiz va integrando todas estas
sefales, como la gravedad, la luz, los nutrimentos y otras condiciones

ambientales que regulan su arquitectura y sus movimientos.

Los movimientos trépicos o tropismos, producidos en respuesta a
una sefial ambiental, generan un crecimiento dirigido a zonas favorables
para la sobrevivencia de las plantas. Los tropismos han sido ampliamente
estudiados. Estos movimientos direccionales le permiten a la planta
responder a la gravedad, luz, obstaculos, agua, sal y oxigeno (Gilroy y
Masson, 2008; Galvan-Ampudia et al., 2013; Cassab et al., 2013; Eysholdt-
Derzs6 y Sauter 2017); en laraiz, la gravedad es el principal motor que

determina la direccién del crecimiento de las plantulas.

2.1.1 Gravitropismo e hidrotropismo en la raiz.

Existes numerosos estudios, tanto fisiologicos como genéticos,
sobre gravitropismo en la raiz. Se ha determinado que la gravedad es
percibida en las células de la columela de la cofia, en donde el
desplazamiento de los estatolitos (amiloplastos) produce un gradiente
lateral de flujo de auxinas en direccion al tallo. Mas auxina fluye a traves de
la cofia lateral y epidermis en la parte mas baja de la raiz cuando ésta se
encuentra en posicion horizontal, provocando el crecimiento diferencial en
la epidermis de la zona de elongacion que ultimadamente resulta en el
crecimiento de la punta de la raiz hacia el vector de la gravedad (Blancaflor

et al., 1998; Ottenschlager et al., 2003). A diferencia del gravitropismo, se
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sabe muy poco del hidrotropismo, el cual se refiere al crecimiento
direccional de las raices hacia una fuente de mayor cantidad de agua
(Cassab et al., 2013; Moriwaki et al., 2013). Esto implica que las raices son
capaces de percibir gradientes de potencial hidrico en el ambiente
cambiando la direccién de crecimiento en la punta a través del crecimiento
diferencial en la zona de elongacién. El hidrotropismo permite a las raices
crecer activamente hacia la fuente de agua, la cual puede estar localizada
en cualquier direccion. El entendimiento de los mecanismos del
hidrotropismo y lacapacidad de poder mejorar esta respuesta en plantas
cultivables como el maiz ha sido considerada como una estrategia adicional

para lograr una agricultura sostenible y sustentable (Eapen et al., 2017).

Los primeros estudios sobre el hidrotropismo fueron realizados por
Bonnet (1754) y Knight (1811), y en el siglo XIX, Sachs, Molisch, Darwin,
Weisner, y otros, condujeron diversos experimentos en los que
determinaron que la punta de la raiz era necesaria para la percepcion de
agua (Sachs, 1872; Darwin, 1880; Wiesner, 1881; Molisch, 1883). El
experimento de Sachs (1872) (Fig. 2) consistié en utilizar plantulas jévenes
de chicharo cuyas raices crecieron a través de una malla en un cilindro con
aserrin humedo colocado en angulo y observé que el crecimiento de las
raices no seguia al vector de la gravedad sino desarrollaban una curvatura
hacia el aserrin humedo. El experimento de Molish (1883) fue similar al de
Sachs, ya que en ambos casos generaron un gradiente de humedad en el
aire, aunque Molish (1883) utiliz6 un embudo con arena humeda. Darwin
utilizé este mismo método y observd que al cubrir con aceite de oliva de
lampara o al cauterizar con nitrato de plata a la punta de la raiz de diferentes
especies de plantas, la respuesta hidrotropica se inhibe, por lo que dedujo
que esta es la zona de la raiz donde se perciben gradientes de humedad,
asi como la gravedad (Darwin, 1881; Cassab et al., 2013; Moriwaki et al.,
2013). Posteriormente, Hooker (1915) observo que la zona de la elongacién

de la raiz también era capaz de percibir la sefial de agua.
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Curvatura

Aserrin humedo

Fig. 2. Experimento de la canasta colgante de Sachs (1872). La malla cubre
a un cilindro metalico relleno de aserrin humedo y suspendido en angulo por la
cual crecen las raices y desarrollan una curvatura hidrotropica con el fin de
mantener contacto con la humedad provista por el aserrin. Modificado de Cassab
y Sanchez Guevara (2008).

Dado que los tropismos interactian entre si en el mismo 6rgano, una
de las dificultades primordiales en el estudio del hidrotropismo en raices ha
sido el efecto que la gravedad ejerce en esta zona. De ahi que se hayan
disefiado una serie de métodos que permitan diferenciar la respuesta
hidrotropica de la gravitropica, tales como: la utilizacion de mutantes
agravitropicas, clino-rotacién, microgravedad en el espacio y, mas
recientemente, el empleo de sistemas de tamizado de mutantes (Eapen et
al., 2005; Cassab et al., 2013; Moriwaki et al., 2013; Dietrich et al., 2017).
Con estos métodos, se ha identificado que varias especies de plantas
responden trépicamente al estimulo de agua, entre ellas el chicharo (Pisum
sativum), pepino (Cucumis sativus), arroz (Oryza sativa), trigo (Triticum
aestivum), maiz (Zea mays L.), trébol (Trifolium), abeto (Picea sitchensis) y
Arabidopsis thaliana (Jaffe et al., 1985; Takahashi y Scott, 1991; Coutts y
Nicoll, 1993; Oyanagi et al., 1995; Mizuno et al., 2002; Takahashi et al.,
2002; Nakajima et al., 2017; Eapen et al., 2005 y 2015; Saucedo et al.,
2012). Actualmente, se utilizan con mayor frecuencia dos sistemas

experimentales para examinar la respuesta hidrotropica.
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El primero, emplea un gradiente de humedad en el aire dentro de una
camara de acrilico con tapa (Fig. 3A). En éste, las plantulas se colocan en
bloques de espuma o agar saturados con agua de tal manera que solo la
punta esté suspendida en el aire. El soporte actia como fuente de agua, y
el gradiente de humedad del aire alrededor de la punta se genera al colocar
en el fondo de la cAmara una solucidn saturada de carbonato de potasio
(Takahashi et al., 2002, Eapen et al., 2015; Morohashi et al., 2017). Como
sistema control se utiliza agua en lugar de carbonato de potasio, y en estas
condiciones, la punta de las raices se dirige en la direccion del vector de la
gravedad hacia el agua (Fig. 3 B). El segundo ensayo, utiliza un gradiente
de potencial de agua generado por la inclusién de un osmolito en el medio
de crecimiento mas agar dentro de una caja de Petri cuadrada. En ésta se
colocan dos diferentes medios, uno sin osmolito en la parte superior y el
otro con el osmolito en la parte inferior. Ambos medios estan en contacto
directo a un angulo de 45 grados, colocando las plantulas con las puntas
de las raices a una distancia de 1.0 cm de la frontera de los medios
(Kaneyasu et al., 2007). En ambos sistemas, las raices experimentan un
gradiente de potencial de agua alto (en contacto con el soporte de espuma
o el agar sin osmolito) y bajo (en contacto con el aire o cercano al medio de
crecimiento con el osmolito) (Fig. 4). Las raices que muestran una
respuesta hidrotropica cambian la direccion del crecimiento de la punta,
curveandose hacia el bloque de espuma o agar (Fig. 3) o hacia el medio
s6lido con mayor potencial de agua (agar sin osmolito) (Fig. 4). La curvatura
hidrotrépica se mide determinando el angulo con el cual la raiz se desvia
del vector de la gravedad. Estos ensayos han permitido identificar genes
implicados en el hidrotropismo, asi como la caracterizacion fisiologica,

celular y molecular de esta respuesta.
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Figura 3. Sistema experimental para determinar la respuesta hidrotrépica de
las raices utilizando un gradiente de humedad en el aire. A. Raices de
plantulas con respuesta hidrotrépica en presencia de un gradiente de humedad
generado por la solucion higroscopica de carbonato de potasio presente en el
fondo de la cdmara de acrilico. B. Raices de plantulas con respuesta gravitropica
positiva, ya que en ésta, al contener agua en el fondo, el gradiente de humedad
es muy bajo y no es suficiente para disparar una respuesta hidrotropica. g,

gravedad. h, alta humedad.
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Figura 4. Sistema experimental para determinar la respuesta hidrotrépica de
las raices utilizando un gradiente de potencial de agua generado con un
osmolito. A. Sistema con medios de crecimiento con agar sin osmolito en la parte
superior y con osmolito en la parte inferior (rosa). Los dos medios estan en
contacto directo y en angulo de 45 grados. Las puntas de las raices se colocan a
aproximadamente 1.0 cm de la frontera entre los dos medios. B. Raices de
plantulas de A. thalianarecién transferidas al sistema experimental (0 h). C. Raices
de plantulas después de 10 h de haber sido transferidas al sistema experimental.
Nétese la curvatura hidrotrépica que desarrolla la raiz. La linea punteada en blanco
indica la frontera entre los dos diferentes medios. Modificado de Kaneyasu et al.
(2007).

2.1.2 Los reguladores del crecimiento y el hidrotropismo.

Las auxinas regulan activamente dos tropismos, el gravitropismo y
el fototropismo, y probablemente podrian estar implicadas en el
hidrotropismo. Sin embargo, los requerimientos de auxina en la respuesta
hidrotropica varian de acuerdo a la especie examinada. Por ejemplo, en A.
thaliana, las mutantes agravitropicas afectadas en el transporte polar de
auxinas, auxl y pin2, desarrollan una curvatura en reto hidrotrépico
(Takahashi et al., 2002). Por otro lado, los inhibidores del transporte polar
de auxinas acido 2,3,5-triiodobenzoico (TIBA), &cido 1-naftiltalamico (NPA)
y acido 3-cloro- 4-hidroxifenilacético (CHPAA) no inhiben la respuesta

hidrotropica; de hecho, el tratamiento con TIBA o NPA produce la formacion
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de una curvatura hidrotropica temprana, aunque el &ngulo de la curvatura
final es similar a la de las raices que no recibieron tratamiento (Kaneyasu
et al., 2007; Shkolnik et al., 2016). Ademas, la expresion de los reporteros
de auxina DR5 y DII-Venus no cambian durante la respuesta hidrotrépica
(Ponce et al., 2008b; Takahashi et al., 2009; Shkolnik et al., 2016). Aun
cuando el hidrotropismo no requiere del transporte polar de auxinas en A.
thaliana, parte de la sefializacion dependiente de auxinas parece ser
necesaria para este tropismo.

Estudios farmacolégicos utilizando inhibidores de la respuesta a
auxina tuvieron diferentes resultados. El tratamiento con &cido p-
clorofenoxisobutilacético (PCIB) disminuyo la curvatura hidrotropica, y con
auxinol o &cido (feniletil-2-oxo)-indol acético (PEO-IAA) se aceleré la
respuesta hidrotropica (Kaneyasu et al., 2007; Shkolnik. et al., 2016). Esto
podria deberse a los diferentes modos de accién de los inhibidores. Auxinol
y PEO-IAA se unen al receptor de auxinas Transport Inhibitor Response 1
(TIR1), mientras que el modo de accion de PCIB no es muy claro (Oono et
al., 2003; Hayashi et al., 2008 y 2012). Estos resultados implican que la
auxina influye negativamente al hidrotropismo en A. thaliana, pero debera
de confirmarse con experimentos que utilicen mutantes de respuesta a
auxinas. El papel de las auxinas en el hidrotropismo también se ha
explorado en otras cuatro especies, como el pepino, arroz, trébol y
chicharo. Ya que el gravitropismo bloquea la respuesta hidrotrépica en
pepino y chicharo, el hidrotropismo se analiza en la mutante ageotropum
(sin respuesta gravitropica) de chicharo y bajo microgravedad o
clinorotacion en pepino (Jaffe et al.,, 1985; Morohashi et al., 2017).
Tratamiento con inhibidores de transporte de auxinas como TIBA reduce
considerablemente la respuesta hidrotropica en pepino (Morohashi et al.,
2017). Los inhibidores de transporte de auxina (HFCA, NPA, y TIBA)
inhiben la curvatura hidrotropica en la mutante ageotropum de chicharo,
mientras que los inhibidores del influjo de auxina (CHPAA y acido 1-
naftoxiacético) no tienen ningun efecto en esta respuesta (Nakajima et al.,
2017). En arroz, los inhibidores del transporte de auxinas (CHPAAy TIBA),
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de respuesta a auxinas (PCIB) y de biosintesis de auxinas (quinurenina)
inhiben la respuesta hidrotropica, y el efecto de la quinurenina puede
rescatarse con la aplicacion de IAA (Nakajima et al., 2017). En cambio, en
trébol la respuesta hidrotropica solo se inhibe al aplicar quinurenina, que
también puede ser rescatada al afadir IAA, mientras que CHPAA, TIBA y
PCIB no la afectan (Nakajima et al., 2017), implicando que la sefializacion
de auxinas tal vez sea irrelevante en la formacion de la curvatura
hidrotrépica.

Resumiendo, el papel de las auxinas en el hidrotropismo varia
ampliamente de especie a especie y ocurre a diferentes niveles (transporte,
sefalizacion, sintesis), quizas debido a los diferentes requerimientos de
agua de cada especie para completar su ciclo de vida. Esto a la vez, podria
explicar por qué el gravitropismo predomina sobre el hidrotropismo en
algunas especies, mientras que en otras (como el arroz) el hidrotropismo
es independiente del gravitropismo, pero aun asi requiere de auxinas. De
ahi que, resulta esencial discernir la funcibn de las auxinas en el
hidrotropismo para poder deducir cémo las sefiales gravi- e hidrotropica se
integran para establecer la direccién de crecimiento de la punta de la raiz.

El &cido abscisico (ABA) esta implicado en varios procesos de
desarrollo y respuestas fisiol6gicas en plantas, pero quizas su funcién mejor
conocida esta relacionada con la respuesta al estrés hidrico y osmotico
(Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 2006; Cutler et al., 2010). Los
componentes esenciales de la sefalizacion por ABA son receptores
citosolicos de la superfamilia de fosfatasas tipo 2C (PP2C) que contienen
el dominio START (PYR/PYL/RCAR), y las cinasas de la subclase Il
relacionadas a SNfl (SnRK2) (Cutler et al.,, 2010). El ABA induce la
formacion de un complejo receptor ternario: hormona-receptor- fosfatasa,
el cual libera la inhibicion de las cinasas SnRK2 dada por las fosfatasas
PP2C, permitiendo la fosforilacion de los blancos rio abajo (Fujii et al., 2007;
Ma et al., 2009). En A. thaliana, la mutante de sintesis de ABA, abal-1,
muestra una curvatura hidrotropica reducida, pero esta se incrementa al

afadir ABA (Takahashi et al., 2002). Las mutantes en la sefalizacion de
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ABA también muestran respuesta hidrotropica disminuida, como la mutante
de ganancia de funcién PP2C abi2-1 y la mutante séxtuple del receptor de
ABA, mientras que la mutante cuadruple y pérdida de funcion pp2c muestra
una curvatura hidrotropica aumentada (Takahashi et al., 2002; Antoni et al.,
2013).

2.2  Mutantes hidrotrépicas.
2.2.1 nhrly ahrl.

Ambas lineas mutantes, no hydrotropic response 1 (nhrl) y altered
hydrotropic response 1 (ahrl), fueron aisladas en el laboratorio de la Dra.
Cassab utilizando un sistema de escrutinio con un gradiente de potencial de
agua generado con glicerol, como osmolito (Eapen et al.,, 2003). La
composicién de ambos sistemas de crecimiento y seleccion es la misma,
solo varia el acomodo de los denominados medio normal (MN) y medio
estresante (ME), que consiste en el MN adicionado con glicerol (2.5% v/v)
como osmolito. Como se muestra en la figura 5, en el medio de seleccion
para plantas mutantes no hidrotropicas (MN-ME) el MN se coloca en la
parte superior de una caja de Petri cuadrada, posicionada de manera
vertical, y el ME en la parte baja, ambos en la misma proporcion. Mientras
gue para el sistema de seleccion de plantas mutantes con respuesta
hidrotropica alterada, los medios, MN y ME, estan posicionados de manera
invertida. Las semillas, sembradas en la parte superior de la caja, en estos
sistemas estan siendo sometidas a un gradiente de potencial hidrico
particular, generado por la difusiébn del osmolito al estar en contacto los
medios MN y ME.

El fenotipo de ambas se altera enpresencia de bajas concentraciones
de ABA (Eapen et al., 2003; Ponce et al., 2008a; Saucedo et al., 2012). Por
ejemplo, en la mutante nhrl, el fenotipo no hidrotrépico se incrementa ya
que las raices muestran mayor crecimiento en presencia de ABA (Fig. 5), y
este se rescata por completo en presencia de un inhibidor especifico de la
sintesis de ABA (Abamina SG) (Quiroz-Figueroa et al., 2010) (Fig. 6).
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Figura 5. Representacidon del sistema experimental para el aislamiento de
plantas mutantes de A. thaliana sin respuesta hidrotrépica. El reto
hidrotrépico se genera con un gradiente de potencial de agua (pw), de manera
horizontal (A-B) u oblicua (C-D) a 45° de la horizontal. A. Las raices de la mutante
nhrl crecen hasta cruzar la frontera entre los dos medios. B. El ABA aumentael
fenotipo no hidrotropico de lamutante nhrl,yD, la cinetinaloinhibe. Las semillas
se colocan a aproximadamente 1.0 cm de la frontera entre los dos medios. g,
vector de la gravedad. Las raices de las plantulas de tipo silvestre desarrollan
una curvatura hidrotrépica en el medio normal y nunca alcanzan la frontera
entre los dos medios. Representaciones basadas en datos publicados por
Eapen et al. (2003) y Saucedo et al. (2012).
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Figura6. Inhibicion delabiosintesis de ABA por Abamina SG en raices de
A. thaliana. Semillas germinadas en el sistema horizontal MN-ME. A. Respuesta
hidrotropica cualitativa., y B. Respuesta hidrotropica cuantitativa de plantulas de
10 dias posterior a la germinacién (dpg) de la mutante nhrl en presencia y
ausencia de 100 uM de Abamina SG. Datos en B, son promedio mas DE. yw,
gradiente de potencial de agua en MPa. Cabeza de flecha blanca en A, indica la
frontera entre el medio MN y ME. Modificado de Quiroz-Figueroa et al. (2010).

La mutante ahrl muestra un crecimiento rapido de la raiz hacia la
zona con mayor disponibilidad de agua o con menor potencial de agua
(medio normal, MN) en comparacién con raices de plantulas WT (Saucedo
et al., 2012). Las semillas se germinan en el medio ME, colocandose a 1
cm de la frontera con el medio MN. Las raices de las plantulas que cruzan

la frontera y alcanzan la zona con mayor disponibilidad de agua muestran
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la respuesta hidrotrépica alterada, contrario a las plantulas WT. Ademas,
después de 15 dias posteriores a la germinacion (dpg), las raices de la
mutante ahrl desarrollan un extenso sistema radicular con numerosas
raices laterales. La mutacion en AHR1 es semidominante y segrega como

un soélo gen en generaciones subsecuentes.
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Figura 7. Sistema experimental disefiado para el aislamiento de plantas
mutantes de A. thaliana con fenotipo de respuesta hidrotrépica alterada. A.
Representacion ilustrativa del sistema. Los asteriscos en el diagrama indican:
mutantes ahr identificadas (*) y mutantes con raices que llegan a la frontera (**)
gue no fueron subsecuentemente caracterizadas. B. Plantulas mutantes y WT de
10 dpg. Las raices de las mutantes ahrl atraviesan la frontera entre los dos
medios y alcanzan la zona con mayor disponibilidad de agua en el MN (yw = -
0.55 MPa), en contraste con las plantulas WT, las cuales detienen su crecimiento
a los 4 dpg. Barra blanca = 1.413 cm. Las flechas indican la frontera entre los
medios ME y MN. Los nimeros a la derecha de la imagen representan el potencial
de agua en el sistema experimental a los 10 dpg. Modificado de Saucedo et al.
2012.

En la figura 8 se muestra el reto hidrotrépico generado con un
gradiente de potencial de agua, el cual se coloca en dos orientaciones:
horizontal (Fig. 8A y 8B), ME-MN u oblicuo (Fig.8C, 8D), MN-ME, a 45° de
la horizontal, dentro de una caja de Petri cuadrada. El fenotipo de esta
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mutante se aumenta en presencia de bajas concentraciones de ABA, esto
es, se desarrolla un sistema radicular con mayor biomasa, el cual no se
observa si las plantulas son crecidas en MN en presencia de bajas
concentraciones de ABA (Fig. 8A-B). Por otro lado, el fenotipo de respuesta
hidrotropica alterada de la mutante ahrl se ensayd en el sistema MN-ME
oblicuo, con gradiente de potencial de agua generado con glicerol. En este,
las raices de la mutante ahrl cruzaron la frontera entre los dos medios y
después de penetrar aproximadamente 1.0 cm en el MN desarrollaron una
curvatura hidrotrépica con promedio de 48° (Fig. 8C). En cambio, las raices
de plantulas WT desarrollaron la curvatura hidrotropica con angulos
similares, pero en el medio MN y su raiz no crece mas de 0.5 cm en longitud
(Fig. 8C). Sin embargo, la adicidén de bajas concentraciones de citocininas
en el medio de cultivo modifico el fenotipo de la mutante ahrl (Fig. 8D).
Principalmente, las citocininas incrementaron el angulo de la curvatura
hidrotrépica a 65° y disminuyeron la longitud de la raiz en la mutante ahrl.
Por el contrario, raices de las plantulas WT disminuyeron significativamente
su crecimiento y la formacion de curvatura hidrotrépica en presencia de
citocininas (Fig. 8D) (Saucedo et al., 2012). Estos resultados claramente
indican que las citocininas estan implicadas en la regulacion del

hidrotropismo.
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Figura8. Representacion del sistemaexperimental para el aislamiento de
plantas mutantes de A. thaliana con respuesta hidrotrépica alterada. Se
observa el efecto de dos reguladores de crecimiento, ABA y citocininas, en la
respuesta hidrotrépica de raices WT y de la mutante ahrl. A. La raiz de las
plantas mutantes ahrl atraviesa la frontera entre los dos medios y alcanzan la
zona con mayor disponibilidad de agua en el MN a los 10 dpg, contrario a las
plantulas WT, las cuales detienen su crecimiento alos 4 dpg. B. ABA aumenta el
fenotipo de respuesta hidrotropica alterada de la mutante ahrl e incrementa
significativamente la biomasa del sistema radicular. C. En ausencia de
citocininas se observa un aumento de la curvatura hidrotrépica en la mutante
ahrl en el sistema oblicuo MN-ME. D, En presencia de citocininas se inhibe el
crecimiento de la raiz de la mutante ahrl, pero no la formacién de curvatura
hidrotropica. En plantulas WT las citocininas inhiben tanto el crecimiento como
el desarrollo de la curvatura hidrotropica. Las semillas se colocan a
aproximadamente 1.0 cm de la frontera entre los dos medios. g, vector de la
gravedad. Las representaciones esquematicas descritas en A-D, estan
basadas en datos publicados por Saucedo et al. (2012).

Hasta la fecha no se ha examinado con detalle el mecanismo por el
cual las citocininas regulan al hidrotropismo pero, de manera interesante,
se ha observado que regulan negativamente el crecimiento de las raices
de A. thaliana (Werner et al., 2003 y 2010). Ademas, las citocininas estan
implicadas en la regulacion de la fase temprana de la respuesta gravitropica

de la raiz (Aloni et al., 2004). La fuente principal de citocininas son las
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células de la columela de la cofia de la raiz (Aloni et al., 2004). La aplicacion
exdgena de citocininas a raices colocadas verticalmente induce la
curvatura hacia el sitio de su aplicacion, confirmando el efecto inhibitorio de
estas hormonas en la respuesta gravitropica de raices (Aloni et al., 2004).
La inhibicién del crecimiento y la induccion de la curvatura hidrotrépica de
la raiz de la mutante ahrl en condiciones de mayor disponibilidad de agua
gue ocurre en el medio oblicuo MN-ME (Fig. 8D) contrasta con el mayor
crecimiento y curvatura observada en el ME y en ausencia de citocininas
(Fig. 8C). La respuesta hidrotropica alterada de la mutante ahrl en este
sistema experimental parece estar relacionada con la regulacién de la
elongacion de la raiz bajo condiciones de estrés osmotico (Tran et al., 2007;
Wohlbach et al., 2008; Werner et al., 2010). Saucedo et al. (2012)
propusieron que cuando las raices del tipo silvestre son sometidas a un reto
hidrotrépico, las citocininas aparentemente inhiben el crecimiento
ortogravitropico (en direccion del vector de la gravedad o gravitropismo
positivo) de la raiz lo cual permite el desarrollo de la curvatura hidrotrépica.
Para que se desarrolle una curvatura tropica un lado de la raiz (concavo)
detiene su crecimiento y el lado opuesto (convexo) lo mantiene. De ahi que,
probablemente la mutante ahrl tenga modificado este mecanismo de
regulacion ya que en presencia de citocininas exdgenas muestra una
curvatura con angulos mayores a 80° (Fig. 8D). Las citocininas también
alteran la arquitectura del sistema radicular en plantulas de la mutante ahrl
en este mismo sistema experimental oblicuo ya que disminuye el
crecimiento de la raiz primaria y el nimero de raices laterales; sin embargo,
aumenta la longitud de estas ultimas.

Porotrolado, elcrecimiento ortogravitropicode lasraicesdeahrles
sensible a las citocininas en el sistema experimental MN-ME oblicuo ya que
se desvia del vector de la gravedad y forma curvatura hidrotropica; no
obstante, no lo es cuando crecen en el sistema experimental MN-ME
horizontal ya que, aunque si disminuyen su crecimiento, las raices no
responden al reto hidrotropico. Estos resultados indican que el

crecimiento ortogravitropico de raices de la mutante ahrl es insensible
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tanto a las citocininas como a la presencia de un gradiente de potencial
cuando el reto hidrotropico estd a 0° y sensible cuando el reto hidrotropico
esta colocado a45°. Se han observado diferencias eneldesarrollodela
curvatura hidrotropica en las raices de plantulas de maiz dependiendo
del angulo en el que se coloca el hidroestimulante, implicando una
interaccién fuerte entre el gravitropismo y el hidrotropismo (Takahashiy
Scott, 1991).

2.2.2 mizl.

La mutante mizl fue aislada en el sistema experimental con
gradiente de humedad en el aire, desarrollado por el grupo del Dr.
Takahashi en Japon (Kobayashi et al., 2007), junto con la linea mutante
miz2 de A. thaliana (Miyasawa et al., 2012), ambas muestran ausencia de
respuesta hidrotropica. Estas fueron nombradas mizu-kusei 1 (miz1) y mizu-
kusei 2 (miz2), (“mizzu” y “kuzei” significan en japonés agua y tropismo,
respectivamente). La mutante mizl fue descrita por Kobayashi etal. (2007),
es portadora de una mutacion recesiva en el gen At2g41660 cuya funciéon
es desconocida y contiene un dominio proteico también de funcién
desconocida (DUF617) pero ampliamente conservado en plantas terrestres
(las algas, las cianobacterias y los animales no presentan este dominio).
Aparte de no presentar una respuesta hidrotropica en la raiz, mizl
muestra una reduccion en su respuesta fototropica y tigmotropica, aunque
Su respuesta gravitropica y su crecimiento es normal, al igual que la
anatomia de su cofia (Kobayashi et al., 2007). Estos resultados sugieren
una via de sefializacion y respuesta independientes entre hidrotropismo y
otros tropismos. Mediante estudios de expresion genética, los autores
anteriores localizaron al transcrito MIZ1 (fusion con reportero GUS,
pMIZ1::GUS) en células de columela en la cofia de la raiz, pero no en la
zona de elongacion. Ademas, la sobreexpresion del gen lleva al incremento
de la curvatura de raiz en los ensayos de hidrotopismo (Miyazawa et al.,
2012) e influye en la acumulacién de auxinas (Moriwaki et al., 2011). De

manera reciente, se ha demostrado que la expresién de MIZ1 en la zona
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de la corteza es capaz de rescatar la respuesta hidrotropica en las mutantes
mizl, resaltando su papel en el proceso (Dietrich et al., 2017).

Se ha analizado a detalle la participacion de las cinasas tipo SnRK2
en el hidrotropismo, en particular tres miembros de esta familia: ShnRK2.2,
SnRK2.3 y SnRK2.6 estan implicadas en la sefializacion de ABA, y la doble
mutante snkr2.2 snrk2.3 muestra un hidrotropismo muy reducido (Fujii et
al., 2007; Dietrich et al., 2017). La expresion tejido especifica de ShnRK2.2
en células de la corteza de raices en esta doble mutante rescatd la
respuesta hidrotropica (Dietrich et al., 2017). EI ABA inhibe en altas
concentraciones el crecimiento de la raiz, mientras que bajos niveles lo
promueven (Sharp et al., 1994). La raiz de la doble mutante snrk2.2/snrk2.3
no crece en presencia de bajas concentraciones de ABA, mientras que
raices de plantulas tipo silvestre muestran un aumento significativo en la
longitud de las células de la zona de elongacion acompafado de un
aumento en la tasa de division celular en la zona meristematica. Esto es,
ABA'y SnRK2.2 promueven el crecimiento de las células de la corteza en la
zona de elongacion de la raiz, la cual es la fuerza motora que promueve el
cambio de direccion del crecimiento de la raiz frente a un reto hidrotrépico.
Ademas, al bloquear el crecimiento en otros tipos celulares de la raiz, como
en la endodermis y epidermis, no se inhibe la curvatura hidrotropica
(Dietrich et al., 2017) indicando que la corteza es el tejido que controla el

desarrollo de la curvatura hidrotropica.
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CAPITULO 3.
3.1MATERIALES Y METODOS.

3.1.1 Materiales vegetales y medios de crecimiento.

Las semillas de A. thaliana (L.) Heynh ecotipo Columbia-0 (Col-0)
fueron proporcionadas por el Centro de Recursos Biologicos Arabidopsis
(Ohio State University). Las lineas CYCB1;1pe::GUS y DR5::GUS se
encuentran en el fondo Col-0 y se han descrito previamente en Colon-
Carmona et al. (1999) y Ulmasov et al. (1997). Para este trabajo se
generaron las cruzas de estas lineas con la linea mutante ahrl, que
permitieron la evaluaciéon de la expresion del gen reportero GUS, en las
condiciones de crecimiento con gradiente de potencial hidrico.

El medio base para la germinacion de semillas y el crecimiento de
las plantulas, consiste en los componentes descritos por Murashige y
Skoog (1962), denominado MS y que es empleado de manera rutinaria para
el cultivo in vitro de tejidos vegetales. En el sistema de crecimiento con
estrés hidrico moderado (WPGS), el medio normal (MN) consiste
sencillamente en el medio MS adicionado con agar al 0.5% (v/v), mientras
gue el medio estresante (ME), es el MN suplementado con glicerol al 0.4%
(v/v) (como osmolito) y acido alginico al 0.2% (m/v) (como agente
solidificante). Este medio fue utilizado para los estudios de dinamica de

crecimiento de raices presentados en este trabajo.

Para la preparacion del medio y la siembra de las semillas, se llevé

a cabo el siguiente proceso:

- Se vertieron 46 mL de medio normal (MN) en la zona superior de
una caja de Petri cuadrada de 10 cm adaptada con una placa

acrilica (90 mm x 10 mm x 4 mm) para separar los dos medios.

- Después de la solidificacion del MN, la placa se retir6 y se
vertieron 4 mL de ME en el sector inferior de la caja de Petri. Una
vez que el ME solidifico, se establecié el potencial de agua en el
WPGS.

- Las semillas, previamente desinfectadas, se colocaron
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inmediatamente en el sector del MN en una linea a 6.5 cm de la
frontera con el ME.

- Las cajas se sellaron con Parafilm (Sigma- Aldrich, MO, E. U. A.)
y Se mantuvieron en posicion vertical. Las cajas Petri se
colocaron en cuartos de crecimiento con condiciones controladas
de temperatura (21°C), fotoperiodo (luz/oscuridad de 16/8 h) e
intensidad de luz (105 pmol de fotones m= s1).

La respuesta hidrotrépica de la mutante ahrl se probé también en
un gradiente de humedad de acuerdo al método reportado por Kobayashi
et al. (2007).

3.1.2 Andlisis del potencial hidrico del sistema de crecimiento con
potencial de agua (WPGS).

El potencial hidrico se midié utilizando un osmémetro modelo Vapro
5520 (Wescor Inc., CA, E. U. A)). Un pedazo de agar, aproximadamente de
0.5 cm?, se tomd en el momento cero y cada 2 dias, hasta cumplir 6 dias,
con muestras tomadas a tres distancias diferentes (1.3 cm, 5.7 cmy 8 cm)
a partir de la parte superior de la caja Petri orientada verticalmente. La pieza
de agar se fundi6 y se vertieron 10 pL del medio en un filtro de disco para
realizar las mediciones de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Cada medicién se repitio tres veces para cada intervalo de tiempo durante

la cinética. Los datos se presentan como la media + DE, de una n = 10.

3.1.3 Determinacion de parametros del crecimiento radicular y
microscopia.

La longitud de la raiz primaria y la curvatura hidrotrépica de la raiz
se midieron en imagenes escaneadas de plantulas utilizando el software
ImageJ (http://rsb.info.nih.goVv/ij/). EI nimero de células corticales dentro del
dominio de proliferacion de células del RAM se determiné en preparaciones
de raiz aclaradas de acuerdo con los criterios descritos previamente por

(lvanov y Dubrovsky, 2013).

Las raices se aclararon y fijaron, como lo reportan Dubrovsky et al.,
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(2009), de acuerdo al siguiente protocolo:

1. Incubar las plantulas a 62°C en una estufa en HCI 0.24 N y metanol
al 20% (v/v) por 40 u 80 min. Las plantulas se colocan en moldes
pequefios y ahi se les aflade 1 mL de la misma solucion.

2. Sustituir la solucién de metanol acidificado por igual cantidad de
solucién béasica (NaOH al 7% (v/v) en etanol al 60% (v/v)) e incubar

a temperatura ambiente por 20 min.

3. Rehidratar el tejido con incubaciones sucesivas de 15 min a

temperatura ambiente, en soluciones de etanol al 40, 20 y 10% (Vv/v).

4. Anadir a las muestras un volumen igual de glicerol al 50% (v/v) e

incubar por 45 min.
5. Montar la plantula en un portaobjetos usando glicerol al 50% (v/v).

Las raices se analizaron con un microscopio Carl Zeiss Axiovert 200
M equipado con o6pticos diferenciales para contraste de interferencia
(Nomarski). La longitud de las células corticales se determin6é para 10
células por raiz en preparaciones limpias utilizando un micrémetro ocular.
Los pardmetros de crecimiento se evaluaron para cada raiz individual
segun el modelo de relacién entre la duracion del ciclo celular, la produccion
celular y la tasa de crecimiento de la raiz como se ha descrito previamente

(Ivanov y Dubrovsky, 1997; Lopez-Bucio et al., 2014).

La duracion del ciclo celular se evalud utilizando la ecuacion T =
(Ncpp le In2) / V, donde T es la duracion del ciclo celular (en h), Ncpp es el
namero de células corticales en el dominio de proliferacién del RAM, le es
la longitud promedio de 10 células corticales totalmente alargadas (um), y
V es la tasa de crecimiento de la raiz (um/h) evaluada durante las ultimas

24 h de crecimiento (lvanov y Dubrovsky, 1997).

Para la actividad histoquimica de GUS, las raices se prefijaron en
formaldehido al 0.3% (Sigma-Aldrich) durante 20 min a temperatura
ambiente, se lavaron con una solucion tampon de fosfato de sodio 100 mM,

pH 7.4 y se trataron como describen Lopez-Bucio et al. (2014), con el
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siguiente protocolo:

1. Fijar las plantulas en metanol al 50% y acido acético al 10% (v/v) a 4°C
por 12 h.

2. Lavar con agua, incubar con acido periodico al 1 % (v/v) a 40°C por 40

min y lavar nuevamente.

3. Incubar con reactivo de Schiff (metabisulfito de sodio 100mM, HCI
0.15N, ioduro de propidio 100 pg/ml) por 1 6 2 h.

4. Quitar la solucién anterior y afiadir DMSO al 2% (v/v) + glicerol al 30%
(V).

5. Montar las plantas en yoduro de sodio.

Las fotografias se tomaron con una camara a color fotométrica
CoolSNAPCcfT (Valley International Corporation, TX, E. U. A.).

3.1.4 Tratamiento hormonal.

El &cido indol acético (IAA) (Sigma-Aldrich) se prepar6 inicialmente
como una solucién “stock” a 50 yM y previo a su uso, en las distintas
pruebas experimentales, se diluyd en NaOH 1 N (Sigma-Aldrich) y fue
esterilizado por filtracibn a la concentracibn deseada (1 y 2 uM).
Finalmente, se diluyd en agar blando (0.15% m/v) y se colocd
cuidadosamente una tira de agar de 5 mm (1 mL por caja) en la punta de la
raiz de plantulas de 2 dpg. Para las pruebas control, se afiadié s6lo una
gota de NaOH 1N al agar blando.

3.1.5 Determinacién del contenido de prolina.
El contenido de prolina se midio utilizando el método colorimétrico
de acuerdo con Bates et al. (1973) con modificaciones menores de la

siguiente manera:

1. Aproximadamente 0.3 g de tejido de raiz fresco se trituré en un

mortero con nitrégeno liquido.

2. Los polvos tisulares se suspendieron en 1.2 mL de &cido
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sulfosalicilico al 3% (v/v) (Sigma-Aldrich) y se incubaron

en agua hirviendo durante 10 min.

3. Se centrifugd a 3000 g durante 10 min y se mezcld
vigorosamente 1 mL de sobrenadante con 1 mL de ninhidrina
acida (Sigma-Aldrich) y 1 mL de acido acético glacial (Sigma-
Aldrich).

4. Las mezclas se incubaron a 100 °C durante 1 h y la reaccién se

detuvo en un bafno de hielo durante 10 min.

5. Las mezclas de reaccidn se extrajeron con agitacion vigorosa
con 2 mL de tolueno (Sigma-Aldrich), se recuperé la fase
colorida superior y se ley6 la absorbancia a 520 nm, utilizando

tolueno como blanco.

La concentracion de prolina (Sigma-Aldrich) se determiné a partir de
una curva estandar realizada por el mismo procedimiento. Los datos se

calcularon sobre una base de peso fresco (PF).

3.1.6 Determinacion del contenido de agua.

Plantulas de 4 dpg WT y ahrl fueron cultivadas en MN o en MN-ME.
Se determiné el peso fresco para tres réplicas biolégicas con 50 plantulas
cada una. El peso en mg se registré utilizando una balanza analitica y se
compar6 entre dos sistemas de crecimiento y las plantulas WT y ahrl. Las

barras de error representan DE (prueba t de Student: *P<0.05).

3.1.7 Aislamiento de ARN y analisis de expresion de los genes P5CS1
y PRODH1 por PCR en tiempo real.

El ARN total se aisl6 a partir de 200 raices de plantulas WT o
ahrl de 5 dpg, cultivadas en MN o en MN-ME utilizando Trizol (Thermo
Fisher Scientific, MA, E. U. A.). Se agregaron dos unidades de ADNasa
(Promega, Madison, WI) y 2 uL de RiboLock (Thermo Fisher Science) para
40 pug de ARN y se incubaron 30 min a 37°C. La ADNasa se desactivod
incubando durante 15 min a 65 ° C. Para la sintesis de ADNc, se utilizaron
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2 ug de ARN total, 1 pL de oligo (dT25)VN (500 pg/mL) y 1 puL (200
Unidades/pL) de retrotranscriptasa (MoMLVRT) del virus murino de
leucemia de Moloney (MOMLVRT) (Invitrogen, CA, E. U. A)). La PCR en
tiempo real se realiz6 usando GreenMaster (Jenna Bioscience, Jena,
Alemania) en el sistema detector Rotor Qiagen 6000 (Hilden, Alemania)
con las siguientes condiciones: 95 °C 10 min, 40 ciclos (95°C, 10 s;
55°C, 15 s; 65 °C, 16 s). Los cebadores utilizados para los analisis de
expresion genética se enumeran en la Tabla complementaria S1 en la
version en linea de la publicacion DOI: 10.1016/j.jplph.2016.11.003. Los
analisis de PCR en tiempo real se realizaron en tres réplicas bioldgicas con
tres réplicas técnicas cada una, utilizando ARNr 18S (At3G41768) como un
gen de referencia o control de la expresion. El cambio en nivel de expresion
de cada gen analizado se calculé con el método 2-22CT, E| ciclo umbral (CT)
fue determinado automaticamente para cada reaccion con los parametros

predeterminados del sistema.

3.1.8 Anaélisis estadistico.

Los datos derivados de todos los analisis realizados se analizaron
mediante la prueba t de Student de dos colas y/o el andlisis de varianza de
dos vias (ANOVA) con la prueba de comparacién multiple de Tukey
utilizando el programa Prism 6 para MacOS X (GraphPad Software, Inc.,

CA, E. U. a.). Todos los experimentos fueron repetidos al menos dos veces.
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CAPITULO 4.

4.1 RESULTADOS.

4.1.1 Demostracion de la respuesta hidrotropica alterada en la

mutante ahrl.

Con la finalidad de establecer caracteristicas distintivas en la
respuesta hidrotrépica de la mutante ahrl, respecto a lineas mutantes
previamente descritas, se midio la respuesta de sus raices en ensayos con
gradiente de humedad, en el sistema de camara cerrada desarrollado por
Kobayashi et al. (2007). La curvatura hidrotropica de la linea mutante fue
menor a la mostrada por la WT, ademas se hizo la comparacion con la linea
mutante miz1 (sin respuesta hidrotrépica) (Fig. 9). La respuesta hidrotrépica
de las plantulas mutantes ahrl fue distinta, como se puede observar en la
Fig. 9A pese a que las raices responden al estimulo hidrico, al igual que la
WT, esta respuesta se da en menor medida, denotado por el angulo de la
curvatura de su raiz (Fig. 9B) Aunado a la diferencia con la mutante mizl,
podemos definir que presenta una alteracion en la respuesta hidrotrépica.
Los tres genotipos muestran valores similares en la longitud de su raiz

después de 24 h de crecimiento bajo estas condiciones (Fig. 9C).
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Figura 9. Respuesta hidrotropica de las raices de plantulas ahrl en un sistema
experimental de hidrotropismo utilizando un gradiente de humedad. A. Curvatura
hidrotrépica de plantulas WT, ahrl y miz1 a 3 dpg. B. Curvatura hidrotrépica de las raices
de las plantulas WT, ahrl y mizl después de 24 h de incubacién en H20 o en solucién
saturada de K2COs. C. Longitud de la raiz después de 24 h en la camara con H20 o con
una solucion saturada de K2COs. Los datos representan la media de dos experimentos
independientes y las barras de error indican DE, n = 10. Los datos se analizaron mediante
ANOVA de dos vias y DE con prueba de comparacion multiple de Tukey. Letras diferentes
denotan diferencias estadisticamente significativas (P <0.05, <0.01 y <0.001). La flecha
(g) indica la direccion del vector de gravedad. Barra de escala en A =5 mm.
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4.1.2 La mutante ahrl mantiene el crecimiento de la raiz bajo distintos
sistemas con gradiente de potencial de agua.

Considerando que el crecimiento de laraiz enla linea de tipo silvestre
es inhibida en el sistema ME-MN (utilizado originalmente para aislar a la
mutante ahrl), la cual apenas sobrevive unos pocos dias en estas
condiciones, se decidi6 sustituirlo por un sistema con gradiente moderado
de potencial de agua, nombrado sistema de crecimiento con potencial de
agua (“water potential growth system”, WPGS). Esto con la finalidad de
extender el intervalo de tiempo en el cual se pueda observar crecimiento
de las raices de las plantulas WT, permitiendo evaluar los distintos
pardmetros de proliferaciéon celular; y de este modo, evitar cambios
drasticos y dificiles de visualizar en el RAM. La forma de preparacion de
este nuevo sistema se explica en la metodologia, el cual presenta las
siguientes modificaciones respecto al sistema ME-MN: (1) la cantidad de
medio estresante se reduce a una pequefia porcion colocada en la parte
baja de la caja de Petri posicionada de manera vertical, y (2) las semillas
se siembran en la parte alta de la caja, donde se ha colocado medio normal
de crecimiento y quedando mas alejadas de la frontera entre ambos medios
(Fig. 10A).

Para determinar las condiciones que permitieran dar seguimiento del
crecimiento de las plantulas WT y mutante, fueron probadas diversas
concentraciones de glicerol en la zona del medio estresante del WPGS. En
la condicién con 0.25% de glicerol (v/v), el crecimiento de las raices de las
plantulas mutantes ahrl fue similar al de las plantulas WT (Fig. 10B),
practicamente no hubo inhibicion del crecimiento de las raices de las
plantulas WT. Conforme se fue incrementando la concentracién de glicerol,
la diferencia en el crecimiento de la raiz fue haciéndose mas evidente entre
ambas lineas, con las plantulas WT logrando mantener elongacion de su
raiz hasta los 7-10 dpg, (Fig. 10 C—E), intervalo de tiempo mucho mayor al
observado en el sistema de bajo potencial de agua desarrollado
anteriormente (Saucedo et al., 2012), de maximo 3 dpg. Esta serie de

pruebas nos permitieron establecer la condicibn mas adecuada para los

44



estudios posteriores, 0.4% de glicerol (v/v) en el ME del sistema WPGS. En
esta condicion, el crecimiento de las raices se mantiene por lo menos hasta
los 6 dpg (Fig. 10F), intervalo suficiente para determinar los parametros de

la actividad meristematica y la tasa de crecimiento.

A wr ahr1 B
. 35+
e Glicerol al 0.25 %
5 30
2 ™ - 0T
20 » ahrt
g 154
g 104
54
-4
1 2 3 H 5
Dias posgermunacion
D
Cu . », ,
Glicerol al 0.3 % e Glicerol al 0.4 %
E 3 ® * 5 30+ . . . .
259 | - WT 259 | - T
204 | | o ahrt 20 T .- ahrl
@ A
H s H 15 : !
- — 4
¥ R o
g 54 3 54
N 2 3 3 5 A S SR S S S
Dias posgerminacidn Dias posgermminacion
E F
3 Glicerol al 0.5 % i Glicerol 0.4%
’s‘ 304
a 1 - WT
204 ! " ahrt
4 154 ’
'g 104
g s
I~
1 2 3 H M Sdpg A 4 dpg WPGS § dgp WPGS 6 dpg WPGS

Dias posgerminacion

Figura 10. Determinacion de la condicion de bajo potencial hidrico mas apropiada
para el crecimiento de raices de tipo silvestre en el sistema WPGS. A. Plantulas WT
y ahrl a 5 dpg cultivadas en el WPGS, con el ME adicionado con glicerol al 0.4% (v/v). La
linea punteada muestra el borde entre el sector superior (MN) y el sector inferior (ME). B
— E Comparativo del crecimiento de la raiz, a cuatro concentraciones de glicerol (0.25%,
0.3%, 0.4% y 0.5% [v/V]) en el ME. F. Tasa de crecimiento de las raices WT y de la mutante
ahrl en el WPGS preparado con glicerol al 0.4%. La tasa de crecimiento de la raiz primaria
en ahrl fue significativamente mas alta que la del WT cuando las plantulas crecieron en el
WPGS y no se observaron diferencias cuando las plantulas se crecieron en el MN. Los
datos combinados de dos experimentos independientes, media + DE, n= 30. Se
determinaron diferencias estadisticamente significativas utilizando la prueba t de Student:
*P<0.05 y ** P <0.001.
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Se llevo a cabo el seguimiento de los cambios en el potencial de agua
en el WPGS, considerando desde el dia de preparacion del medio de
crecimiento y de siembra de las semillas (t=0), hasta 7 d después de

I+

preparado el medio. Se establecieron los siguientes valores al t=0: -0.25
0.08 MPa en la zona del MN, donde son sembradas las semillas; de -0.23 +
0.07 MPa, en la zona media de la caja de crecimiento y de -0.45 +0.03
MPa, en la parte baja del medio (la zona del medio estresante). El valor de
potencial de agua al dia 4 se homogenizé en las tres zonas evaluadas (-
0.29 + 0.02 MPa, -0.30 £ 0.05 MPa y -0.32 + 0.06 MPa, respectivamente).
Las evidentes diferencias entre el crecimiento de la raiz observadas en el
sistema de estudio anterior (ME-MN) no fueron replicadas en este nuevo
sistema, pero con el paso de los dias se establece un crecimiento
diferencial sustancial. Se ha dado a conocer anteriormente que la mutante
ahrl muestra una morfologia normal de la punta de la raiz cuando se cultiva
en el ME-MN (Saucedo et al., 2012), lo que sugiere que el RAM de la
mutante ahrl puede mantener su actividad en condiciones de estrés hidrico
al contrario del WT. Estas observaciones quedaron confirmadas cuando las
plantulas crecieron en el WPGS, ademas esto sugiere que no sélo los
procesos de proliferacién celular, sino también los procesos de elongacion
celular no se modifican en la mutante ahrl cuando la disponibilidad de agua

disminuye con el tiempo, contrario al comportamiento del WT.

4.1.3 Aumento de la tasa de crecimiento de la raiz en la mutante ahrl
crecida en el WPGS.

Se analizaron con mayor detalle los procesos celulares involucrados
en esta respuesta diferencial, mediante el seguimiento de una linea de
células corticales a lo largo de la raiz, dentro de los dominios de
proliferacion y transicion celular, se hizo la medicion de los siguientes
parametros: a) la longitud del RAM y el nUmero de células en él, b) la
longitud de la ZE, c) el tamafio de la zona en crecimiento de la raiz (la
longitud del RAM y la ZE combinados), y d) la longitud de las células

totalmente elongadas. Con estos valores fue posible determinar la tasa de
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produccion celular y la duracion del ciclo de divisién celular. Como ya se
menciono, para estos andlisis, las plantulas (WT y ahrl) se sembraron en
el WPGS, con glicerol al 0.4% (v/v) en el sector del ME. Los resultados
muestran que, en condiciones normales (crecimiento s6lo en MN), no hay
diferencias significativas en la longitud del RAM y el nimero de células de
las raices WT y la mutante ahrl (Tabla 1). En contraste, en el WPGS,
después de 6 dpg las plantulas WT crecieron en menor medida, ademas, la
longitud del RAM y el nimero de células en el RAM disminuyeron en
comparacion con la mutante ahrl (Fig. 11 A-B y Tabla 1). En conjunto,
estos resultados muestran que la longitud del RAM y el nimero de células
en la mutante ahrl no se ven afectadas por las condiciones de estrés
hidrico después de que 5 dpg creciendo en el WPGS, sino que ademas
aumentaron con el tiempo (6 dpg) por contrario al WT.

La longitud de la zona de elongacion en las raices de las plantulas
crecidas en el MN mostré6 un comportamiento similar entre la WT y la
mutante ahrl (Fig. 11 C). No obstante, en el WPGS, la ZE de la WT
disminuy6 significativamente en comparacion con la mutante ahrl (Tabla
1). La ZE de la raiz de la mutante ahrl, a los 6 dpg fue aproximadamente 6
veces mas larga que la del WT y similar a la de las raices de la misma
mutante pero cultivadas en el MN (Tabla 1). El final de la ZE esta marcado
con el comienzo de la diferenciacién celular, que en la epidermis puede
apreciarse por las formaciones de abultamientos producidos por la
aparicion de pelos radiculares. Para tener un parametro independiente que
muestre el comienzo de la zona de diferenciacion, también medimos en
preparaciones aclaradas la distancia entre el primer protoxilema
diferenciado reconocible en la punta y el borde del meristemo hacia la base
de la raiz. En raices de las plantulas que crecen en el MN, esta distancia
fue similar en laWT y la ahrl (Tabla 1 y Fig. 11 D). Por el contrario, en las
plantulas sembradas en el WPGS, esta distancia se redujo
considerablemente en la WT, mientras que la mutante ahrl no se vio
afectada. Ademas, la longitud de las células corticales totalmente
elongadas disminuy6 significativamente en las WT crecidas en el WPGS a
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5y 6 dpg, mientras que la longitud de las células en las raices de la mutante
ahrl se mantuvo de la misma manera en plantulas sembradas en el NM y
en el WPGS (Tabla 1y Fig. 11 E).
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Figura 11. Evaluacion del crecimiento de laraiz de la WT y la mutante ahr1 crecidas
en el WPGS. Las cuantificaciones de la longitud del RAM, el nUmero de células en el RAM,
la longitud de la ZE, la longitud de las células corticales completamente alargadas, en las
plantulas de WT (barras negras) y de mutantes ahrl (barras grises) se analizarona 4,5y
6 dpg crecidos en el WPGS y a 5 dpg en plantulas sembradas en el MN, como referencia.
A. Longitud del RAM. B. Namero de células en el RAM. C. Longitud de la ZE. D. Distancia
desde el borde del RAM hacia el xilema diferenciado. E. Longitud de las células corticales
totalmente elongadas. Los datos se muestran media + DE, n = 30, de dos experimentos
independientes. Las diferencias estadisticamente significativas se determinaron utilizando
la prueba t de Student: *, P <0.05; **, P <0.01; *** P <0,001.
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Tablal Longitud RAM y numero de células en el RAM de raices
de tipo Silvestre y linea mutante crecidas en WPGS.

Tipo silvestre ahrl
Longitud RAM (um)
5 dpg 180 +26 365 +36
6 dpg 150 +22 323 +28
NuUmero de células en RAM
5 dpg 15.6+ 4 36.9 +4
6 dpg 10.9 £2.2 37 5
Zona de elongaciéon (um) 5
dpg 264 +139 755 +90
6 dpg 127 65 821 £120
Distancia del borde del RAM a la zona diferenciada del xilema (um)
5 dpg 276 +175° 726 +95°
6 dpg 154 +83% 821 +134°
Longitud de células completamente elongadas (um)
5 dpg 158+18 175 +10
6 dpg 142 +16 182

*17

a P > 0.05, Prueba t de Student.

La duracion del ciclo celular en el RAM de las plantulas WT vy la
mutante se determin0 como se describié anteriormente (lvanov y
Dubrovsky, 1997; Lépez-Bucio et al., 2014). En el MN, tanto laWT de 5 dpg
como la mutante ahrl mostraron una duracion similar del ciclo celular,
mientras que cuando se cultivaron en el WPGS, la WT mostré un aumento
significativo, practicamente el doble de tiempo, en la duracién del ciclo
celular a 6 dpg respecto a la mutante (Fig. 12 E). Para respaldar este
analisis cuantitativo, introdujimos un marcador de transicién G2/M, Ciclina
B1;1pe::GUS (Colon-Carmona et al., 1999) en el fondo ahrl. Como se
esperaba, tanto la longitud del RAM como el nivel de expresion de GUS en
las raices de las plantulas ahrl crecidas en el MN fueron similares a los de
las plantulas WT crecidas en las mismas condiciones (Fig. 12 A-B). Sin
embargo, la expresion de GUS en las mutantes ahrl se mantuvo en el WPGS
a diferencia de las WT (Fig. 12 C-D). La longitud del RAM vy la proliferacién
celular en la WT crecida en el WPGS disminuyeron claramente en
comparacion con la mutante ahrl, sembradas en las mismas condiciones
(Fig. 12F). Por lo tanto, nuestros andlisis cuantitativos y cualitativos
indicaron que las células en el RAM de las raices WT percibian el estrés
hidrico, a diferencia de las de la mutante ahrl. A medida que aumenta la
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duracion del ciclo celular en las plantulas WT sembradas en el WPGS,
podemos esperar que la produccién global de células en el RAM disminuya
significativamente en la condicién de bajo potencial de agua. De hecho, la
tasa de produccion celular promedio en las raices de las plantulas WT
crecidas en WPGS fue 13 veces mas baja que en las mutantes ahrl (Fig. 12
F). Es importante destacar que tanto la produccion celular como la duracion
del ciclo celular en las mutantes ahrl sembradas en las condiciones WPGS
fueron las mismas que las sembradas en el MN (Fig. 12 F). Por lo tanto, a
diferencia de las raices del tipo silvestre,cuando la disponibilidad de agua
disminuyo, las raices de la ahrl pudieron mantener un crecimiento normal.
El analisis celular mostré que esta capacidad de las raices mutantes estaba
relacionada con la ausencia de cambios en la longitud del RAM, la longitud
de la ZE, la longitud de la célula completamente alargada y la duracion del
ciclo celular. Todos estos pardmetros medidos en la mutante fueron
similares en el MN y en el WPGS y similares al WT cultivado en el MN. Por
lo tanto, un crecimiento mas vigoroso de la raiz en las mutantes ahrl en el
WPGS puede explicarse por el hecho de que un potencial de agua bajo
podria no ser percibido a nivel celular en el RAM.
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Figura 12. Proliferacién celular en las raices de las mutantes ahrl crecidas en el
WPGS. A-D. Expresién del reportero CiclinaB1::GUS en las raices de la WT (A) y de la
mutante ahrl (B) a los 5 dpg creciendo en MN, y en las raices de la WT (C) y de la mutante
ahrl (D) creciendo 5 dpg en el WPGS. Barra de escala = 40 um. Las imagenes son
representativas de dos experimentos diferentes (n = 24). E. Duracion del ciclo celular. F.
Tasa de produccion celular analizada en plantulas a 4, 5y 6 dpg en el WPGS y a 5 dpg en
el MN en la mutante ahrl (barras grises) y la WT (barras negras). Los datos son la media
+ DE, n = 30 de dos experimentos independientes. Las diferencias estadisticamente
significativas se determinaron utilizando la prueba t de Student: *, P <0.05; **, P <0.01; ***,
P <0,001.

4.1.4 El crecimiento de laraiz en ahrl es menos sensible a las auxinas
en comparaciéon con el WT.

Las auxinas son necesarias para el mantenimiento y la actividad del
RAM (Leyser, 2005), y su efecto inhibitorio sobre el alargamiento de la raiz
es bien conocido (lvanchenko et al., 2010; Leyser, 2002). Para abordar la
cuestidon desi la falta de percepcion del bajo potencial hidrico en la mutante
ahrl esta relacionada con los cambios en la sefializacién de las auxinas,
también se analiz6 el comportamiento de la mutante ahrl al aplicar auxinas
de manera externa. Se realiz6 un ensayo de crecimiento en presencia de 1
y 2 UM de IAA. Se colocé un bloque de agar blando que contenia IAA, con

1 6 2 uM de concentracion, directamente sobre la punta de la raiz de
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plantulas de 2 dpg que crecian tanto en el MN como en el WPGS para evitar
el efecto adicional de las auxinas en el crecimiento del brote. La Fig. 13A
muestra el crecimiento de la raiz primaria de la mutante ahrl y del WT en
condiciones control, sin tratamiento (“mock”), tanto en el MN como en el
WPGS. Las plantulas de la mutante ahrl de 4 dpg mostraron una reduccion
similar de la longitud de la raiz en presencia de 1y 2 uM de IAA tanto en el
MN como en el WPGS (Fig. 13B). Sin embargo, la longitud de la raiz de
plantulas WT de 4 dpg se inhibié significativamente con 1 uM de IAA en el
WPGS, lo que indica que las raices s eran sensibles tanto a los tratamientos
con auxina como a las condiciones del WPGS. EI crecimiento de la raiz de
las plantulas de 6 dpg, de ambas lineas, sembradas en el MN en presencia
de 1 pM de IAA fue significativamente menor en comparaciéon con las
plantulas de 4 dpg (Fig. 13C), lo que indica que la sensibilidad de laraiz a la
auxina difiere con la edad. A 6 dpg, las plantulas mutantes ahrl sembradas
en el WPGS mostraron una disminucion significativa en la longitud de la raiz
enpresenciade 1 uM de IAA, en comparacion con las no tratadas (Fig. 13C).
No hubo unareduccién significativa en la longitud de la raiz en plantulas WT
de 6 dpg crecidas en el WPGS, pero la inhibicion de la longitud de las raices
WT en el MN suplementado con IAA 2 uM fue similar a las raices WT
sembradas en el WPGS sin auxina. Estos resultados indicaron que el IAA
a estas concentraciones inhibe igualmente el crecimiento de la raiz ahrl en
el sistema de MN y el WPGS. Estos resultados también mostraron que las
raices de plantulas WT de 6 dpg eran mas sensibles a las condiciones de
WPGS que a una concentracién 1uM de IAA en el MN, en comparacion con
las de la mutante ahrl en el WPGS (Fig. 13B-C). Ademas, el hecho de que
la elongacion de la raiz en la mutante fue igualmente afectada por el
tratamiento con IAA en el MN y el WPGS sugiere que la sefializacion de
auxina podria no estar involucrada en el mantenimiento del crecimiento

vigoroso de la raiz en el WPGS.
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Figura 13. Influencia de auxina exdgena en el crecimiento de la raiz WT y de la

mutante ahrl. A. Tratamiento "mock” (NaOH 1 N) sobre la raiz primaria de plantulas de 4
y 6 dpg (WT y ahrl) en el MN y el WPGS. Las raices mutantes ahrl crecen
significativamente mas que las WT en el WPGS. B. Plantulas WT y ahrl de 4 dpg tratadas
con IAA. El crecimiento de la raiz WT y de la mutante fue igualmente inhibido por el IAA a
concentracion 2 pM. En el WPGS, el crecimiento de las raices de las plantulas ahrl solo
se inhibi6é a 2 uM de IAA. C. Plantulas WT y ahrl de 6 dpg tratadas con IAA. En el WPGS,
el crecimiento de las raices de la mutante ahrl se inhibio significativamente a 1 uM de 1AA,
comparado con las WT. El tratamiento con |AA inhibié de manera similar el crecimiento de
la raiz de ahrl en el MN y el WPGS. Los datos son promedio de tres experimentos
independientes. Los datos se analizaron mediante ANOVA de dos vias y la prueba de
comparacion multiple de Tukey. Letras diferentes denotan diferencias estadisticamente
significativas (P <0.05). Las barras de error muestran DE.
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El papel de la auxina en el mantenimiento de un crecimiento mas
vigoroso de la raiz en el mutante ahrl en el WPGS fue analizado a nivel
transcripcional. Se procedié a monitorear la respuesta a auxinas, a traves
de el seguimiento de la expresion del gen reportero DR5::GUS (Ulmasov et
al., 1997). En concordancia con datos publicados anteriormente, (Blilou et
al., 2005; Dubrovsky et al., 2011; Sabatini et al., 1999) en plantulas WT
sembradas en el MN, se observa la expresion del reportero de auxinas
DR5::GUS en el centro quiescente, la cubierta de la raiz y los tejidos
provasculares (Fig. 14A). Sin embargo, en la mutante ahrl crecida en el
medio normal, se observd una disminucion del nivel de tincion GUS en
todos estos compartimentos (n = 24, Fig. 14B), lo que indica que los niveles
de transcripcién de auxina se disminuyen, como consecuencia de la
mutacion ahrl. En la mutante crecida en el WPGS, la expresion de
DR5::GUS fue incluso mas reducida que en el medio normal (Fig. 14D), en
19 de las 24 plantulas analizadas, no se detectd expresion de GUS en los
tejidos provasculares de la ahrl; en cambio, en la WT 24 plantas de 25
analizadas mostraron expresion de GUS en estos compartimientos.
Curiosamente, la expresion del indicador de auxina DR5::GUS en raices
WT cultivadas en el WPGS se desplazo hacia la parte alta de la raiz y en
las células de la cofia se encuentran niveles bajos de expresion de
DR5::GUS (Fig. 14C). El hecho de que la actividad alterada de DR5 haya
sido detectada principalmente en los tejidos provasculares del RAM, sugiere
una posible acumulacion de auxinas en este compartimento, cuando las
plantulas WT crecieron en el WPGS. Esto, a su vez, podria sugerir que el
crecimiento mas vigoroso de las plantulas mutantes ahrl crecidas en el
WPGS depende parcialmente de la disminucion en la transcripcion de

auxinas.
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Figura 14. Expresién del gen reportero de expresién de auxinas DR5::GUS. Las
plantulas de la mutante ahrl de 5 dpg disminuyen la expresién del reportero en sus raices,
respecto a la WT, tanto en medio normal (MN) (A, B) como en el WPGS (C, D). Todas las
imagenes estadn bajo la misma magnificacion; barra de escala (negra) = 40 um. Las
imagenes son representativas de dos experimentos independientes (n = 24).

4.1.5 El contenido de prolina en la mutante ahrl no cambia en el
sistema WPGS.

Teniendo en cuenta que la acumulacién de prolina es necesaria para
el mantenimiento del crecimiento en A. thaliana en condiciones de bajo
potencial hidrico (Sharma et al., 2011), se evaluaron las cantidades de
prolina de plantulas ahrl y WT, en el MN-ME. El contenido de prolina se

midi6 en raices de plantulas de 5 dpg (Fig. 15A). Los resultados mostraron
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un aumento de 3.5 veces mas prolina en las raices WT en el MN-ME en
comparacion con el MN (82.8+2.8 y 25.2+0.77 mg/g PF). Por el contrario,
las cantidades de prolina en las raices de la mutante ahrl tuvieron sé6lo un
pequefio aumento en el sistema MN-ME (43.01+0.85) respecto al MN
(35.1+1.3 mg/g PF) (Fig. 15A).

Para respaldar estas observaciones, se analiz0 la expresion relativa
de los genes relacionados con el metabolismo de la prolina mediante PCR
en tiempo real en raices de plantulas de 5 dpg, cultivadas en el MN y el
MN-ME (Fig. 15C-D). La expresion relativa del gen biosintético P5CS1 fue
11 veces mayor en las raices WT en respuesta al bajo gradiente de
potencial hidrico, en comparacion con las raices mutantes ahrl (Fig. 15C).
No se observaron cambios significativos en la expresion del gen catabdlico
PRODHL1 en raices WT o ahrl en respuesta al MN-ME (Fig. 15D). Para
examinar si los cambios en el contenido de prolina se correlacionaban con
alteraciones en el contenido de agua, se midi6 el peso fresco en plantulas
WT y ahrl, sembradas en el MN y en el MN-ME (Fig. 15B). Se observé un
incremento de 1.4 veces el peso fresco en plantulas WT en el MN-ME en
comparacion con el MN (99.2+2.9y 70.6+3.7 mg, respectivamente). El peso
fresco de la mutante ahrl no mostré ningtin cambio significativo tanto en el
MN y el MN-ME (62+2.0 y 64.8+2.5 mg, respectivamente) (Fig. 15B).
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Figura 15. Contenido de agua y acumulacién de prolina en las raices de plantulas
WT y las mutantes ahrl. A. Cuantificacion del peso fresco en plantulas WT y ahrl. Las
semillas se germinaron en los sistemas MN o MN-ME y se registr6 el peso fresco en
plantulas de 5 dpg. Los datos mostrados son medias de 3 experimentos independientes
+ DE, incluidas 50 plantulas en cada experimento. B. Contenido de prolina libre en las
raices WT y ahrl en el MN y en el sistema NM-ME. (C y D) Patrones de expresion de
genes relacionados con la biosintesis y la degradacion de prolina (P5CS1 y PRODH1). Se
us6 el ARNm total de raices de 5 dpg de ambas lineas sembradas en el MN o en el MN-
ME para analizar la expresién del gen (C) P5CS1y (D) PRODH1 por RT-PCR. Los valores
mostrados son la media del nivel de expresion + DE de tres réplicas biolégicas, cada una
con tres réplicas técnicas. Los asteriscos indican diferencias significativas (P <0.05) de
acuerdo con la prueba t de Student.

En conclusién, las raices de plantulas WT aumentaron tanto la
expresion de los genes P5CS1 y PRODH1 como el contenido de prolina
cuando se cultivan a bajo potencial hidrico como se describié anteriormente
(Sharma y Verslues, 2010). En cambio, raices de la mutante ahrl no
mostraron ningun aumento en la expresion de estos dos genes ni en el
contenido de prolina, en esta condicién. Como se indicé anteriormente, la
mutante ahrl parece ser menos sensible a los gradientes de potencial de
agua desfavorables, y como consecuencia, la acumulacion de prolina no es
necesaria para mantener el contenido de agua o para sostener el

crecimiento.
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4.2 DISCUSION.

Una de las preguntas principales de la investigacion sobre
hidrotropismo es comprender como la punta de la raiz percibe la
disponibilidad de agua en su entorno, como la raiz se adapta a las
situaciones en que el agua es limitada y como muestra una respuesta de
crecimiento diferencial hacia ésta. El presente estudio pretende proyectar
luz sobre algunos de los aspectos de la respuesta hidrotrépica de laraiz y el
crecimiento en plantas cultivadas en condiciones de estrés hidrico, al
establecer las caracteristicas particulares de la mutante ahrl de A. thaliana.
Como se ha mostrado en los distintos estudios llevados a cabo por el grupo
de investigacion dirigido por la Dra. Gladys Cassab, la mutante ahrl tiene
una mayor tolerancia a un potencial hidrico desfavorable, ya que sus raices
en las cajas de Petri orientadas verticalmente crecen hacia abajo en los
sistemas ME-MN y MN-ME. Sin embargo, esta mutante es incapaz de
crecer en un medio de estrés hidrico que contiene un 2% de glicerol (ME),
lo que indica que ahrl aun puede detectar y ser sensible al estrés hidrico. En
contraste, las raices WT no pueden crecer en ninguno de los sistemas
(Eapen et al., 2003; Saucedo et al., 2012). Uno de los propésitos de este
trabajo fue analizar la actividad meristematica de la raiz de las plantas
mutantes y WT sembradas en un sistema que permitiera tener una ventana
de tiempo mas amplia para el estudio comparativo del crecimiento entre
ambas lineas vegetales. Para ello, el WPGS disefiado en este trabajo
cumplié con tales requerimientos, proporcionando un potencial hidrico
menos drastico a las plantulas WT, pero suficientemente adecuado para
visualizar crecimiento diferencial entre éstas y la mutante ahrl.

Teniendo en cuenta que las auxinas pueden inhibir o estimular el
alargamiento de las células de forma dependiente de la dosis y del érgano
(Thimann, 1938) y que se ha demostrado también una participacion
intermedia, pero importante de las auxinas en la adaptacion ambiental en
las plantas (Kazan, 2013), fue analizado su papel en el crecimiento vigoroso

de la raiz en plantulas mutantes ahrl sembradas en el WPGS. Sabiendo
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también que la acumulacién de prolina es una de las respuestas
metabolicas durante el estrés hidrico, evaluamos este metabolito tanto en
las raices mutantes como en las de WT, en el medio con condiciones de
crecimiento MN-ME.

En este trabajo, estudiamos el comportamiento del RAM en plantulas
WT durante el crecimiento de la raiz acompafado de una disminucién
progresiva y moderada del potencial hidrico en el sustrato. Nuestros
estudios demuestran que la capacidad de la raiz de A. thaliana WT para
crecer hacia bajos potenciales de agua es bastante limitada en el medio
WPGS. En contraste, las raices de la mutante ahrl que crece en este medio
muestran un comportamiento totalmente opuesto: la tasa de crecimiento
de la raiz fue aproximadamente 9 veces mayor (Fig. 10F), la longitud del
RAM fue 55% més larga (Fig. 11A), el nimero de células en el RAM fue
aproximadamente 3 veces mayor (Fig. 11B), la longitud de la ZE de la raiz
fue 6.5 mas larga (Fig. 11C), la longitud de la célula completamente
elongada en las raices fue 22% mayor (Fig. 11E), y la produccion celular
fue 7 veces mas alta (Fig. 12F) en comparacion con la WT. Podemos
concluir que los procesos relacionados con la proliferacion celular tienen un
mayor impacto que el alargamiento de las células en las raices ahrl para
mantener el crecimiento en las condiciones de bajo potencial de agua
estudiadas aqui. El anico parametro analizado en este trabajo que no fue
afectado de manera importante en el WT comparado con la mutante ahrl
cultivadas en el WPGS fue la longitud de las células completamente
elongadas (Fig. 11E). Ademas, el RAM en WT que crecidé en el WPGS
disminuy6 constantemente su tamafio, pero fue capaz de mantener un
crecimiento lento durante al menos 10 dias; por lo tanto, el crecimiento
indeterminado de la raiz se mantuvo incluso en estas condiciones
desfavorables. Estas observaciones concuerdan con estudios previos de
Vartanian et al. (1994) sobre la rizogénesis en sequia en Brassicaceae.
Estos autores observaron que, durante el estrés por sequia progresiva, las
raices de A. thaliana conservaban células meristematicas y se formaba un

nuevo sistema de raiz funcional después de la rehidratacion (Vartanian et

59



al., 1994).

De nuestros datos, esta claro que la linea WT de A. thaliana redujo
su crecimiento de la raiz en el WPGS a causa de la inhibicion de la
proliferacion celular y una disminucion en la produccién celular. Esta
conclusién fue confirmada por una incidencia mucho menor de
CycB1;1pB::GUS (Fig. 12A) encontrada en este y en estudios previos (Ji et
al., 2014), cuando las plantas crecieron en condiciones de déficit de agua.
Se considerd que el déficit de agua induce una diferenciacion prematura
del RAM (Ji et al., 2014). Por lo tanto, estas raices mantienen la
indeterminacioén de la raiz y cuando se transfieren a una condicion de
crecimiento éptima, el RAM se puede restablecer (Vartanian et al., 1994;
Xiong y Sheen, 2013). Es importante destacar que la mutante ahrl no
mostré una disminucion en la longitud de RAM o un aumento en la duracién
del ciclo celular cuando creci6 en el WPGS. Con estos resultados,
sugerimos que el gen AHR1 participa en la modulacién de la actividad del
RAM cuando las plantulas perciben un bajo potencial hidrico.

Estudios previos han demostrado que algunos cultivares de maiz
gque se siembran en el suelo desecado pueden continuar con el
alargamiento de la raiz a bajo potencial hidrico que es lo suficientemente
bajo para inhibir completamente el crecimiento de los brotes (Sharp et al.,
1988). También se observd que, a mayor déficit de agua, se produce una
disminucién progresiva de la zona de alargamiento (Sharp et al., 1988) y el
alargamiento de la raiz se mantiene preferentemente, en la parte distal
(hacia el vértice) de la zona de alargamiento (Sharp et al., 1988, 2004;
Sharp y LeNoble, 2002). También se encontré una disminucion en la
longitud de la ZE en el arroz (Lynch, 2013) y en nuestro estudio de las
raices WT de A. thaliana (Fig. 11C). En esta misma especie bajo estrés
hidrico leve, se puede estimular el alargamiento celular e incluso la
produccion celular (van der Weele et al.,, 2000), sin embargo, bajo las
condiciones estudiadas aqui (WPGS) no se observo tal estimulaciéon. Se ha
propuesto que la tasa de crecimiento de la raiz en el estrés hidrico se

determina principalmente por el suministro de células a la zona de
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elongacion (van der Weele et al., 2000). Es importante tener en cuenta que,
en nuestro estudio, el déficit de agua aumentd progresivamente mientras
que la raiz continué su crecimiento, al contrario de muchos estudios sobre
el efecto del déficit de agua cuando no se induce un gradiente de potencial
hidrico. De manera que, el estrés hidrico ejercido en el WPGS puede tener
un efecto mas severo en el crecimiento de la raiz y puede explicar por qué

observamos una desaceleracion del crecimiento de la raiz WT.

Nuestros datos mostraron que, en el MN, 2 uM de IAA resulta
suficiente para inhibir la respuesta de crecimiento de la raiz en las plantulas
mutantes ahrl y WT a los 5 dpg. En el WPGS, las raices de las plantulas
WT fueron més sensibles al IAA y su inhibicién crecimiento comenz6 a 1
UM de concentracion. En cambio, la mutante ahrl fue menos sensible a la
auxina agregada ya que la inhibicion del crecimiento de la raiz comenzo a
los 2 uM de concentracion del IAA. En plantulas WT y ahrl de 6 dpg
sembradas en el MN, la inhibicién del crecimiento de la raiz debido a la
auxina adicionada fue ligeramente mas baja que a 4 dpg. En el WPGS, la
mutante ahrl pudo sostener el crecimiento en ambas concentraciones de
auxina, en comparacion con las raices WT (Fig. 13C). Estos resultados
implican que el crecimiento de la raiz de la mutante ahrl es menos sensible
a las auxinas, cuando las plantulas crecen en las condiciones de bajo
potencial de agua.

Ademas, el crecimiento vigoroso de la raiz observado en la mutante
ahrl crecida en el WPGS podria estar regulado por la respuesta a auxina
a un nivel transcripcional, ya que hubo una respuesta a este regulador, mas
baja (actividad DR5) en las plantulas cultivadas en el WPGS (Fig. 14D). La
menor respuesta transcripcional a auxinas podria ser la razon del bajo
indice de inhibicion del crecimiento de la raiz y esto puede explicar el
porqué los parametros celulares estudiados en ahrl se mantuvieron en el
WPGS a nivel similar al WT en el MN. Los estudios farmacoldgicos de la
velocidad de lareaccion hidrotropica de laraiz en respuesta a los inhibidores
del transporte de auxina y anti-auxinas mostraron que la respuesta aauxina

y no el transporte de esta, esta implicada en el crecimiento hidrotrépico de la
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raiz (Kaneyasu et al., 2007). Nuestro analisis de la actividad de DR5 en WT
y en la mutante ahrl sugiere que la modulacion de la respuesta de auxina
a nivel transcripcional podria estar relacionada con la percepcion de la
sefal hidrotropica. El papel del transporte polar de auxinas durante la
respuesta hidrotrépica no se ha entendido completamente (Cassab et al.,
2013; Moriwaki et al., 2013; Shkolnik et al., 2016). No obstante, un informe
reciente indica que la auxina es un regulador negativo del hidrotropismo, ya
que al bloquear la sefializacion por TIR1 dependiente de auxinas, la
curvatura hidrotropica de la raiz se obstruye (Shkolnik et al., 2016). Nuestro
estudio también subraya la importancia de la auxina en la capacidad de la

raiz para restringir su crecimiento en condiciones de bajo potencial hidrico.

Por lo que sabemos, ahrl es la primer mutante en plantas vasculares
cuyas células de la raiz se dividen y se alargan continuamente en presencia
de un gradiente de potencial de agua. El analisis de las bases celulares del
crecimiento de la raiz en ahrl sugiere un papel del gen AHR1 en los
procesos de proliferacion celular. En este contexto, Miao et al. (2018) le dan
un papel preponderante a los brasinoesteroides (BR), por su funcion en la
promocion de la elongacion y la divisién celular, ademas de la homeostasis
de la pared celular. Llevaron a cabo estudios a nivel transcriptomico donde
observaron cambios dramaticos en la expresion de multiples genes
involucrados en la biosintesis de BR y la transduccion de sefales durante
la respuesta hidrotropica, estudiada en un sistema basado en el
desarrollado por Saucedo et al. (2012). Ademas de encontrar en una planta
mutante de la via de BR (bril-5) inhibicién del crecimiento de la raiz y
modificacion de la curvatura de la raiz en condiciones de gradiente de
humedad (Miao et al., 2018). Estos resultados abren una nueva ventana de
estudio de la mutante ahrl y la posible afectacién de la via de sefializacién
y respuesta a BR para la homeostasis de la pared celular y la conservacion

de los procesos de divisién y elongacion celular.

También el gen AHR1 puede estar involucrado en la regulacion del
estado redox, esto sugerido por la ausencia de la acumulacién de prolina

en las plantulas cultivadas en el NM-ME. Se ha observado un incremento
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de prolina en respuesta al estrés abidtico en plantulas de A. thaliana, cuya
acumulacion estd regulada por las proteinas P5CS1 (biosintética) y
PRODH1 (catabdlica) (Sharma y Verslues, 2010). En este trabajo,
observamos un incremento del contenido de prolina en las raices delas
plantulas WT que crecen en el MN-ME, que se correlaciona con la
regulacion positiva del gen P5CS1 (Fig. 15A, C). Se ha sugerido
previamente que la principal fuente de biosintesis de prolina a bajos
potenciales de agua es en el tejido fotosintético y que esta sintesis genera
NAD(P)* para mantener una mayor proporcion de NAD(P)* / NAD(P)H, de
manera que, el metabolismo de la prolina podria amortiguar el estado redox
bajo estrés. La prolina se puede transportar a las regiones de crecimiento
de la raiz y catabolizarse en las mitocondrias mediante la enzima PRODH1
para apoyar el crecimiento (Sharma et al., 2011). Basados en los patrones
de sobre-expresion de P5CS1 y la acumulacion de prolina en las raices de
las plantulas WT, observado en este trabajo, sugerimos que las raices de
A. thaliana indujeron la sintesis de prolina cuando crecieron en el sistema
de ME-MN. EI contenido de prolina en las raices de las plantulas WT podria
ser el resultado de dos procesos diferentes: el transporte de prolina desde
el brote y/o su sintesis en la raiz.

Se ha propuesto un modelo para la inhibicion del crecimiento por
efecto de la acumulacion prolina en A. thaliana En este modelo, dicha
acumulacién induce un aumento en el Ca?* citosélico, la actividad NAD(P)H
oxidasa y las especies reactivas de oxigeno (ROS) que conducen a la
acumulacién de acido salicilico (Chen et al., 2011). La mutante ahrl no
acumulé prolina, lo que indica que la acumulacién esta regulada
negativamente en ella y, en consecuencia, sus raices mantienen un
crecimiento normal. Por lo tanto, el gen responsable del fenotipo ahrl
podria estar regulando directa o indirectamente la acumulacion de prolina
en plantas WT y la inhibicion del crecimiento de la raiz en condiciones de
déficit de agua. Entonces, en este caso, podria ser posible que la prolina
inhiba el crecimiento de la raiz mediante un mecanismo similar al propuesto

para la acumulacion de acido salicilico en respuesta a los patégenos.
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CAPITULO 5.

5.1CONCLUSIONES.

1)

2)

3)

La mutante hidrotropica ahrl de A. thaliana es notable ya
gue es capaz de mantener su crecimiento en el WPGS al
no mostrar ningdn cambio en los diferentes procesos
celulares y bioquimicos analizados en este trabajo en

comparacion con plantulas WT.

La linea ahrl es la primer mutante en plantas vasculares
cuyas células de la raiz se dividen y alargan
continuamente en presencia de un gradiente de potencial

de agua.

La baja respuesta a las auxinas de las raices de la mutante
ahrl a nivel transcripcional en comparacion con las raices
WT indica que las auxinas integran la sefializacion de la

percepcion del estrés hidrico.

64



5.2PERSPECTIVAS.

La caracterizacion celular y fisiologica de la planta mutante ahrl,
poco a poco va proyectando a los protagonistas en el control del
hidrotropismo en la especie A. thaliana, lo cual mas adelante podria permitir
el entendimiento y, posiblemente, la mejora del proceso en otras especies
de interés agrondémico. En particular, conocer el papel de los distintos
reguladores del crecimiento vegetal permitira integrar de mejor manera lo
que se sabe hasta el momento. Como se mencioné previamente, los
brasinoestereoides podrian tener cierta relevancia en las caracteristicas de

desarrollo de la raiz observadas en la planta mutante.

Ademas, con la identificacion del gen o los genes afectados en la
linea mutante ahrl se tendra una perspectiva mas clara para poder explicar
el fenotipo observado. Finalmente, esta caracterizacion genética permitira
explorar el proceso de respuesta hidrotropica en otras especies vegetales

y posiblemente la mejora en este tropismo.
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5.3EPILOGO.

El estrés por sequia representa la confrontacibn mas importante
para la seguridad alimentaria mundial, dado el impacto del cambio climatico
y los fendmenos meteoroldgicos extremos actuales. La capacidad de la
mutante ahrl, para crecer en un medio con un gradiente de potencial de
agua adverso, representa un recurso importante para la aplicacion en los
principales cultivos de interés humano, ya que podria lograrse el desarrollo
de tolerancia a la sequia, al permitir el acceso a recursos hidricos mas

profundos.
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Hydrotropism is the directional root growth response determined by water stimulus. In a water potential
gradient system (WPGS) the roots of the Arabidopsis wild type have a diminished root growth compared
tonormal medium (NM). In contrast, the altered hydrotropic response1 (ahri) mutant roots maintaintheir
robust growth in the same WPGS. The aims of this work were to ascertain how ahri1 roots could sustain
growth in the WPGS, with a special focus on the integration of cellular processes involved in the signaling
that determines root growth during abiotic stress and their relation to hydrotropism. Cellular analysis of
the root apical meristem of ahriz mutant contrary to the wild type showed an absence of changes in the
meristem length, the elongation zone length, the length of fully elongated cells, and the cell cycle duration.
The robust and steady root growth of ahri1 seedlings in the WPGS is explained by the mutant capacity to
maintain cell production and cell elongation at the same level as in the NM. Analysis of auxin response at a
transcriptional level showed that roots of the ahrz mutant had a lower auxin response when grown in the
WPGS, compared to wild type, indicating that auxin signaling participates in attenuation of root growth
under water stress conditions. Also, wild type plants exhibited a high increase in proline content while
ahri mutants showed minimum changes in the Normal Medium — Water Stress Medium (NM — WSM)),
a lower water potential gradient system than the WPGS. Accordingly, in this condition, gene expression
of O1-6 Pyrroline-5-Carboxylate Synthetase1 (P5CS1) involved in proline synthesis strongly increased in
wild type but not in ahri seedlings. The ahri phenotype shows unique features since the mutant root cells
continue to proliferate and grow in the presence of a progressively negative water potential gradient at a
level comparable to wild type growing in the NM. As such, it represents an exceptional resource for
understanding hydrotropism.

© 2016 Elsevier GmbH. All rights reserved.

5 Introduction

important traits that plants have evolved is the power to sense
environmental changes in order to direct their growth orienta- tion

Plants depend on environmental cues to coordinate their growth
and development to a greater extent than animals. One of the most

Abbreviations: ABA, abscisic acid; dpg, days post germination; GUS, b, glu-
curonidase; MS, Murashige and Skoog medium; NM, normal medium; P5CS1, O1-6
pyrroline-5-carboxylate synthetasel; PRODH1, proline dehydrogenasel; QC, qui-
escent center; RAM, root apical meristem; WPGS, water potential gradient system;
WSM, water stress medium.

* Corresponding author.
E-mail addresses: gladys@ibt.unam.mx, gladyscassab@gmail.com (G.l. Cassab).
1 These authors contributed equally to this work.

http://dx.doi.org/10.1016/j.jplph.2016.11.003
0176-1617/© 2016 Elsevier GmbH. All rights reserved.

to cope with stress. The directional growth of plant organs related
to an environmental stimulus constitutes a tropism. Grav- itropism
and phototropism are the most studied tropisms, and many genes
involved have been identified thus far (Morita, 2010). Hydrotropism
(tropism towards water) has been less examined although it is
essential for drought resistance (Cassab et al.,2013; Moriwaki etal.,
2013; Bao et al., 2014). Hydrotropism implies the perception of a
water gradient, the transduction of hydrotropic signal(s), and
subsequent alteration of root growth directional- ity. The perception
and absorption of water during hydrotropism has implications on
plant survival in the presence of water-limited
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conditions. Nonetheless, the molecular mechanism controlling this
tropism only started to be elucidated. The genes responsible for
altered hydrotropic phenotype of two mutants, mizz and miz2, have
been cloned (Kobayashi etal., 2007; Miyazawa et al., 2009). MIZ1
encodes a protein of unknown function, which is expressed in the
root cap and in the stele (Kobayashi et al., 2007). The expression
analysis of this gene in the root has not revealed whether MI1Z1 is
spatially regulated by moisture or dryness, and it is not clear in
whichroottissue MIZ1actstoregulate hydrotropism. The miz2phe-
notype results from the mutation in GNOM gene, which encodes
an ADP-ribosylation factor-type G (ARF-GEF) protein regulating
vesicle trafficking (Miyazawa et al., 2009). The best-characterized
GNOM function is the polar targeting of PIN proteins to the plasma
membrane (Geldner et al., 2003). Because the subcellular polar-
ity of PIN proteins determines the direction of auxin flow, allelic
gnom mutants show defects in auxin-dependent developmen- tal
processes such as embryogenesis, lateral root formation, and
gravitropism (Shevell et al., 1994; Geldner et al., 2004). In par-
tial loss-of-function of gnom, both gravitropism and hydrotropism
are disrupted; however, the gnom™Z2 mutant showed defects in
hydrotropic, but not in the gravitropic response. Current data indi-
cate that hydrotropism utilizes a different GNOM-mediated vesicle
trafficking compared to those involved in gravitropism (Miyazawa
et al., 2009).

Twootherhydrotropicmutants,nohydrotropicresponsei1 (nhri)
andaltered hydrotropicresponsei1 (ahri),havebeencharacterized,
but the genes responsible for the mutant phenotype have not yet
been identified (Eapen et al., 2003; Saucedo et al., 2012). For the
isolation of the ahrz mutant, we used a water potential gradient
system (WSM NM system) that consists of a vertically oriented
square Petri dish where the Water Stress Medium (WSM, con-
taining 2.5% w/v glycerol) was located at the top and the Normal
Medium (NM) was at the bottom. Contrary to the wild type, primary
roots of ahri grow towards the source of higher water availability
(NM) and developed an extensive root system over time (Saucedo
et al., 2012). Roots of the ahrz mutant also maintain their growth
towards the lower water potential gradient in the NM \WSM sys-
tem (NM at the top and WSM at the bottom of square Petri dish)
(Eapenetal., 2003). These reports suggest that the gene responsible
for the ahr1 mutation plays an important role in the perception of
water deficiency.

In higher plants, proline accumulation is one of the main
responses to abiotic stress (Sharma et al., 2011). Drought stress
induces proline accumulation at high levels, for example inmaize
(Ober and Sharp, 1994) and Arabidopsis (Szekely et al., 2008)
among other species. Proline is considered an important osmolyte
that acts as a molecular chaperone stabilizing the structure of
proteins, as well as a regulator of cellular redox potential and an
antioxidant, controlling free radical levels (Hare et al., 1999; Hong
et al., 2000). During stress responses, O1-6 Pyrroline-5-
Carboxylate Synthetasel (P5CS1) and Proline Dehydrogenasel
(PRODH1)synthesizeanddegradeproline,respectively,and P5CS1
is the rate-limiting enzyme (Delauney and VVerma, 1993; Nanjo et
al., 2003; Roosens et al., 1998). Proline synthesis and catabolism
are required for optimal growth at low water potential since
mutants in both genes show severe growth deficiencies under
water stress conditions (Sharma et al., 2011), suggesting that pro-
line biosynthesis and catabolism in Arabidopsis are required for
growth at low water potential.

The roles of hormones ABA, auxin, and cytokinin in
hydrotropism have been reported (Antoni et al.,, 2013; Eapen et
al., 2003; Kaneyasu et al., 2007; Ponce et al., 2008; Saucedo et al.,
2012). ABA increases the high root growth elongation phenotype of
ahri in the WSM-NM system since it significantly enhances the
development of a long and highly branched root system. Cytokinin,
however, completely inhibits this development, since ahri roots

develop a hydrotropic curvature in the obligue NM WSM system
similar to the wild type roots. It has been reported that auxin
signaling plays an important role in hydrotropism in Ara- bidopsis
roots, taking into account that a specific inhibitor of the auxin
response (p-chlorophenoxyisobutylacetic acid) reduces
hydrotropism, whereas inhibitors of auxin influx or efflux have no
effect (Kaneyasu et al., 2007). Henceforth, we hypothesized that
contrary to the wild type plant, ahr1 mutant does not perceive low
water potential gradients and the processes involved in cell division
and expansion are preserved, allowing efficient root growth.

To address whether a greater root performance in the mutant
under water stress conditions results from impact on cell prolif-
eration, cell elongation, or both, we analyzed cell division and cell
elongation in the primary root of the ahr: mutant. Additionally,
we also examined the possible role of auxin in ahri root pheno-
type when plants grew in water stress conditions. We evaluated the
root growth rates and the sensitivity of ahri roots to auxin under a
milder water potential gradient system (WPGS), which consists of
square Petri dish with the NM at the top and the WSM containing
0.4% (w/v) glycerol at the bottom.

Our results provide a novel understanding of how roots perceive
the changes in water potential and point out the role of the root api-
cal meristem (RAM) and cell production in this process. In addition,
the fact that the ahri roots’ response to auxin at a transcriptional
level is lower compared to those of wild type in the WPGS, opens
new possibilities for deciphering the role of auxin in the integration
of the signaling that controls abiotic stress responses and its rela-
tion to hydrotropism. We also analyzed proline content in roots of
wild type and ahri mutant in response to water stress. Con- trary
to wild type, proline was not accumulated in roots of ahri
seedlings grown under lower water potential. Finally, these results
imply that the ahr1 mutant represents a valuable genetic resource
for the development of crops better adapted to drought.

6 Materials and methods

6.5 Plant materidls, growth media and mutant screen

Wild type Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Columbia-0 (Col-0)
seeds were provided by the Arabidopsis Biological Resource Center
(Ohio State University). CYCB1;1ps:GUS and DR5:GUS lines were in
Col-0 background and have previously been described by Colon-
Carmona et al. (1999) and Ulmasov et al. (1997). For studies of root
growth dynamics presented in this work the WSM media supple-
mented with different amounts of glycerol were used. For analysis of
the cellular bases of root growth of ahri1 growing in the WPGS, the
WSM was supplemented with 0.4% (w/v) glycerol and 0.2% (w/v)
alginic acid. For preparing the WPGS, 46 mL of the NM were poured
into the upper sector of a 10-cm square Petri dish containing an
acrylic slab (90 mm X0 mm 4 mm) for separating the two media.
After solidification of the NM, the slab was removed and 4 mL of the
WSM were poured in the lower sector of the Petri dish. Once the
WSM solidified the water potential in the WPGS was established.
Seeds were placed immediately onto the NM sector in a line, 6.5 cm
from the border of the WSM. Dishes were sealed with Parafilm
(Sigma-Aldrich, MO, USA) and maintained in a vertical position.
Plants were grown at 21 °C, 16/8 h light/dark cycle and the light
intensity was 105 pmol photons m™2 s™1. The hydrotropic response
of ahri mutant was also tested in a moisture gradient according to
Kobayashi et al. (2007).

6.6 water potential analysis of the WPGS

The water potential of the WPGS was measured utilizing the
Osmometer model VVapro 5520 (Wescor Inc.). A piece of agar
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medium, approximately 0.5 cm?, was taken at time zero and every 2,
4, and 6 d after beginning of the experiment at three different
distances (1.3 cm, 5.7 cm and 8 cm) from the top part of the verti-
cally oriented dish. Then, the piece of agar was melted at 8 °C and 10
pL of the medium was poured into a square filter disc for the
measurements performed according to the manufacturer instruc-
tions. Each measurement was repeated three times for each time point
during the time-course analysis. Data are presented as the mean+SD,
n=10.

6.7 Root growth parameters determination and microscopy

The primary root length and root hydrotropic curvature was
measured on scanned images of seedlings using ImageJ software
(http://rsb.info.nih.gov/ij/). The number of cortical cells within the
RAM cell proliferation domain was determined on cleared root
preparations in accordance with previously described crite- ria
(lvanov and Dubrovsky, 2013). Roots were cleared and fixed as
previously reported (Dubrovsky et al., 2009) and analyzed under a
Zeiss Axiovert 200 M microscope (Zeiss) equipped with differen- tial
interference contrast (Nomarski) optics. The cortical cell length was
determined for 10 cells per root on cleared preparations using an
ocular micrometer. The root growth parameters were evaluated for
each individual root based on the model of linkage between cell
cycle duration, cell production, and the rate of root growth as
described in detail (Ivanov and Dubrovsky, 1997; Lopez-Bucio et al.,
2014). The cell cycle duration was evaluated using the equa- tionT=
(Ncpo leIn2)/V, where Tis cell cycle duration (h), Ncep is the number
of cortical cells in the RAM proliferation domain, le is aver- age
length of 10 cortical fully elongated cells (um), and V is the rate of
root growth (um/h) evaluated during last 24 h of growth (lvanov and
Dubrovsky, 1997). For GUS staining, roots were pre-fixed in 0.3%
formaldehyde (Sigma-Aldrich, MO, USA) for 20 min at room
temperature, washed in 100 mM sodium phosphate buffer, pH 7.4,
and stained as described (Lopez-Bucio et al., 2014). Photographs
were taken using a Photometrics CoolSNAPcf Color Camera (Valley
International Corporation, TX, USA).

6.8 Hormone treatment and statistical analysis

Indole acetic acid (IAA) (Sigma-Aldrich, MO, USA), prepared as
50 uM stock solutionwasdiluted in 1N NaOH (Sigma-Aldrich, MO,
USA).Filter-sterilized IAAtothedesired concentration (1and 2 pM)
was diluted in soft agar (0.15% w/v) and a strip of agar of 5 mm
(1 mL per square dish) was carefully placed at the root tip of 2 dpg
seedlings. For mock samples a drop of 1IN NaOH was added to the
softagar. Data derived from all the analyses performed on ahr1 and
wild type seedlings were analyzed by two-tailed Student’s t-test
and/or two-way analysis of variance (ANOV A) with Tukey’s multi-
ple comparison test using Prism 6 program for MacOS X (GraphPad
Software, Inc., CA, USA). All experiments were repeated at least
twice.

6.9 Determination of proline content

The proline content was measured using the colorimetric method
according to Bates et al. (1973) with minor modifications as follows:
about 0.3 g fresh root tissue was ground in a mortar with liquid
nitrogen. Tissue powders were suspended in 1.2mL of 3%
sulfosalicylic acid (Sigma-Aldrich, MO, USA) and incubated in
boiling water for 10 min. After centrifugation at 3000 g for 10
min, 1 mL supernatant was vigorously mixed with 1 mL acid
ninhydrin (Sigma-Aldrich, MO, USA) and 1 mL glacial acetic acid
(Sigma-Aldrich, MO, USA). The mixtures were incubated at 100°C
for 1 h and the reaction was stopped in an ice bath for 10 min. The
reaction mixtures were extracted with vigorous shaking with 2 mL

toluene (Sigma-Aldrich, MO, USA), the upper colored phase was
recovered and absorbance was read at 520 nm, using toluene as a
blank. Proline (Sigma-Aldrich, MO, USA) concentration was deter-
mined from a standard curve made by the same procedure. Data
were calculated on a fresh weight basis (FW).

6.10 Determination of water content

Four dpg wild type and ahriz plants were grown in the NM or in
the NM WSM. Fresh weight was determined for three biological
replicas with 50 seedlings each. Weight in mg was registered using
an analytical balance and compared between two growth systems
and ahri1andwildtypeseedlings. Errorbarsrepresent SD (Student’s
t-test: *P<0.05).

6.11 RNA isolation and real time PCR gene expression analysis

Total RNA was isolated from 200 roots of Col-0 or ahri 5 dpg
seedlings grown in the NM or in the NM WSM tising Trizol reagent
(Thermo Fisher Scientific, MA, USA). Two units of DNase
(Promega, Madison, WI) and 2 pL of RiboLock (Thermo Fisher Sci-
entific, MA, USA) were added to 40 pg of RNA and incubated 30
min at 37 “C. DNase was inactivated for 15 min at 65 °C. For cDNA
synthesis 2 pg of total RNA, 1 pL of 500 pg/mL of oligo (dT25)VN
and 1 pL (200 Units/pL) of Moloney murine leukemia virus
Retroranscriptase (MoMLVRT) (Invitrogen, CA, USA) were used
(Castillo-Olamandi et al., 2007). Real-time PCR using Green- Master
(Jenna Bioscience, Jena, Germany) was performed on Qiagen Rotor
6000 (Hilden, Germany) detector system following the PCR
conditions: 95°C 10 min, 40 cycles (95°C, 10s; 55°C, 15s; 65°C, 16
s). Primers used for gene expression analyses are listed in Sup-
plementary Table S1 in the online version at DOI: 10.1016/j.jplph.
2016.11.003. Real time RT-PCR analyses were always performed on
three biological replicates with three technical replicates each, using
18S rRNA (At3G41768) as a housekeeping gene. Fold change of
each gene analyzed was calculated as 27°°C€ T method. The threshold
cycle (CT) was automatically determined for each reac- tion by the
system set with default parameters.

7 Results

7.5 Anrl mutant maintains root growth under different low
water potential gradients

Considering that the root growth of wild type is severely inhib-
ited in the WSM NM system after 3 dpg and with the aim to prevent
sudden root growth inhibition and evaluate the changes in
meristem length and other growth parameters (Saucedo et al., 2012),
we replaced the WSM NM system-with a mild water potential system
named WPGS (Fig. 1A). To determine the water stress conditions
that allowed wild type and ahri1 seedling growth, we tested several
glycerol concentrations in the WSM sector of the WPGS. When the
WSM sector contained 0.25% (w/v) glycerol, the root growth of the
ahri mutant was similar to that in the wild type seedlings (Fig. 1B).
However, when seedlings grew in the WPGS prepared with a WSM
sector containing 0.3%, 0.4% or 0.5% (w/v) glycerol wild type roots
still grew, although to a lesser extent than ahri1 roots, therefore
changes in meristem activity and growth rate could be determined
(Fig. 1C-E). Based on this data, the WPGS pre- pared with a WSM
sector containing 0.4% (w/v) glycerol was chosen for experiments as
both wild type and ahri mutant roots main- tained their growth for
at least 6 dpg (Fig. 1F). This design reduced the steepness of the water
potential gradient compared to the pre- viously used WSM — NM.
The water potential gradient of the WPGS was -0.25 +0.08 MPa in the
NM sector, where the seeds were sown (t=0). At the middle of the
plate the value was -0.23+0.07 MPa
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Fig. 1. The water potential gradient system (WPGS) used for root growth analysis and the rate of root growth in wild type and ahri grown in the WPGS prepared with
different glycerol concentrations. (A) Wild type and ahri mutant seedlings at 5 dpg grown in the WPGS prepared with 0.4% (w/v) glycerol. A dotted line shows the border
between the upper sector with the normal medium (NM) and the lower sector with the water stress medium (WSM). Scale bar = 13 mm. (B—E) WPGS with four different
concentrations of glycerol (0.25%, 0.3%, 0.4% and 0.5% [w/v]) in the WSM were tested and the dynamics of root growth of the ahrz mutant was compared with those ofthe
wild type grown in the WPGS. In the medium containing 0.4% (w/v) glycerol (D), the wild type root showed continuous growth for 5 d, while in the other media, its growth
was inhibited earlier (0.5% [w/v]) (E), or was not inhibited at all (0.25% and 0.3% [w/v]) (B—C). (F) The growth rate of wild type and the ahrz mutant in the WPGS prepared
with 0.4% glycerol. The primary root growth rate in ahri was significantly higher than those of the wild type when seedlings grew in the WPGS and no differences were
observed when wild type and ahri1 seedlings grew in the NM. Five dpg ahri1 roots grew at a similar rate in the NM, while root growth in the wild type decreased 90% in the
WPGS compared to those in the NM. Combined data of two independent experiments, mean + SD, n = 30. Statistically significant differences were determined using Student’s

t-test: *, P<0.05, *** and P<0.001.

and at the bottom of the plate (in the WSM sector) the value was
-0.45 0.03 MPa. The water potential values in the WPGS with 2
dpg seedlings a value of -0.29 0.02 MPa was obtained in the NM
sector where seeds were sown. The water potential at the middle of

the plate was -0.30 085 MPa, and decreased to -0.32 0t06 MPa in
the WSM sector of the plate. Therefore, differences in root growth
capabilities between ahri and wild type observed in a previous
study (Saucedo et al., 2012) which were about 2 fold, were not
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caused by stressful growth conditions but were related to the
greater overall performance of the mutant roots growing in a sub-
strate with a pronounced low water potential gradient.

7.6 Hydrotropism of ahri roots is altered in the presence of a
moisture gradient

The hydrotropic response of ahri1 roots in the hydrotropic mois-
ture gradient assay generated with K,COs; in a closed chamber was
also analyzed (Kobayashi et al., 2007). The root curvature of this
mutant was significantly reduced compared to those of the wild
type, while root elongation was similar in both genotypes: the
hydrotropic curvature (angle) of ahri rootsincreased about 2.6 fold
while those of the wild type raised around 7.5 fold compared to
water control, indicating that ahr1 roots showed altered respon-
siveness to the moisture gradient. As a non-hydrotropic control we
used miz1 root seedlings (Fig. 2). As expected, a significantly neg-
ative hydrotropic curvature and root elongation was observed in
the miz1 mutant roots compared to wild type. Root elongation was
similar in the three genotypes that grew 24 h in the presence of the
moisture gradient generated by K,COs (Fig. 2C).

7.7 The ahrl mutant maintains cell division in the root apical
meristem of seedlings grown in the WPGS

The ahri mutant has been previously reported to display a nor-
mal morphology of the root tip when grown in the WSM-NM
(Saucedo et al., 2012), suggesting that the RAM of ahri is able to
maintain its activity under water stress conditions, contrary to wild
type. We confirmed these observations when the seedlings grew in
the WPGS (Supplementary Fig. S1 in the online version at DOI: 10.
1016/j.jplph.2016.11.003). Also these observations suggest that not
only cell proliferation processes but also cell elongation processes
are not modified in ahri when water availability declines over time,
contrary to the wild typebehavior.

To demonstrate this, we measured a) the length and number of
cells in the RAM, b) the length of the elongation zone, c) the whole
growing part of the root (combined length of the RAM and the
elongation zone), and d) the length of fully elongated cells. The cell
production rate and the duration of the cell division cycle were also
determined. For these analyses the ahri mutant and the wild type
were grown in the WPGS with 0.4% (w/v) glycerol in the WSM
sector and in the NM as a control. In non-stressful conditions (NM
only) no significant differences were observed in the RAM length
and cell number of both wild type and ahrz roots (Table 1). In con-
trast, after 6 dpg wild type plants grew at a lesser extent in the
WPGS, the RAM length and cell number decreased compared to
ahri (Fig. 3A-B and Supplementary Fig. SIA-D in the online version
atDOI:10.1016/j.jplph.2016.11.003and Table1). Thisanalysisindi-
cated that the RAM length and its cell number in the ahri mutant
were not affected by the water stress conditions after 5 dpg growing
inthe WPGS, moreover, they increased over time (6 dpg), contrary
to the wild type.

It is known that rapid cell elongation starts simultaneously in all
the tissues (Ivanov and Dubrovsky, 2013). The length of the elon-
gation zone in root seedlings grown in the NM showed a similar
behavior in the wild type and the ahri mutant (Fig. 3C). However,
inthe WPGS, the elongation zone of the wild type was significantly
diminished compared to the ahrz mutant (Table 1). The 6 dpg ahri
root elongation zone was about 6 times longer and similar to that
in roots grown in the NM (Table 1). The end of the elongation zone
is hallmarked with the beginning of cell differentiation, which in
the epidermis can be appreciated by root hair bulge formations. To
have another independent parameter showing the beginning of
differentiation, we also measured the distance between the first
differentiated protoxylem recognizable at the tip and the meris-

A wild type ahr1 miz1

B f ;
1004 [ wild type
g = ahrt
m y
g 50 . " B miz1
&
e, od [N,
] = e
0+
g -
2
3
-504
-100+
Control H,0 K,CO5
Oh 24 h
C
251
= d [ wild type
— 20- :aL T ) 3 anr1
E B miz1
£ 157
[=)
5
= 101
S
4
5-
0
Oh 24 h

H20 K2COs

Fig. 2. The hydrotropic response of ahri root seedlings in a humidity-based exper-
imental system of hydrotropism. (A) Changes in the hydrotropic curvature with a
moisture gradient established with a saturated solution of K2COs in 3 dpg ahrl, wild
type and miz1 root seedlings, and orthogravitropic root growth with a humidity-
saturated environment with H20. (B) The hydrotropic curvature of ahri, wild type
and miz1 root seedlings after 24 h of incubation in H2O or in saturated solution of
K2COs. (C) Changes in root length after 24 h in the chamber with H20 or with
saturated solution of K,COs. Data represent the mean of two independent experi-
ments and error bars denote SD, n=10. Data were analyzed by two-way ANOVA and
Tukey1’s multiple comparison test analyzed SD. Different letters denote statistically
significant difference (P<0.05, <0.01, and <001). Arrow (g) indicates the direction of
the gravity vector. Scale bar in (A)=1mm.

tem border towards the base of the root on cleared preparations. In
seedling roots growing in the NM this distance was similar in the
wild type and in the ahrz mutant (Table 1 and Fig. 3D). On the
contrary, in seedlings grown in the WPGS, this distance was con-
siderably reduced in the wild type whereas in the ahrz mutant it
was not affected. Also, the length of fully elongated cortical cells
diminished significantly in the wild type growing in the WPGS at 5
and 6 dpg whereas cell length in the ahri mutant roots was equally
maintained in seedlings grown in the NM and in the WPGS (Table 1
and Fig. 3E).

Cell cycle duration was determined in the RAM of wild type
and ahriseedlings as previously described (Ivanov and Dubrovsky,
1997; Lopez-Bucioetal., 2014). Inthe NM, both 5 dpg wild type and
ahri showed a similar duration of cell cycle, whereas when grown
in the WPGS, the wild type showed a significant, two-fold, increase
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Fig. 3. The increased root growth rate in ahri mutant grown in the WPGS correlated with the increased meristem length, the higher number of cells in RAM, the greater
elongation zone length, the longer distance from RAM border to xylem, and the increased length of elongated cells, compared to those of the wild type. Quantifications of the
root meristem length, the meristem cell number, the elongation zone (EZ) length, the fully elongated cortical cell length, in wild type (black bars) and ahri mutant (gray bars)
were analyzed in seedlings at 4 dpg, 5 dpg and 6 dpg grown in the WPGS and at 5 dpg in seedlings grown in the NM. (A) The root apical meristem length determined for the
cortical cell file within both, the cell proliferation and the transition domains. (B) Number of cells in RAM for a cortical cell file within both, the cell proliferation and transition
domains. (C) The length of the elongation zone. (D) The distance from the RAM border toward the differentiated xylem element. (E) The length of fully elongated cortical
cells. Data are mean + SD, n = 30 from two independent experiments. Statistically significant differences were determined using Student’s t-test: *, P<0.05; **, P<0.01;

*** P<0.001.

in cell cycle duration at 6 dpg (Fig. 4E). To support this quan- titative As expected, both the RAM length and level of GUS expression in
analysis we introduced a G2/M transition marker, Cyclin ahri grown in the NM were similar to those in wild type seedlings
B1;1ps:GUS (Colon-Carmona et al., 1999,) in the ahr1 background. grown under the same conditions (Fig. 4A—B). However, the GUS
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Table 1
RAM length and number of cells in the RAM of wild type and ahri roots grown on
WPGS.

Wild type ahri
RAM length (um)
5 dpg 180+26 365 +36
6 dpg 150+22 323 +28
Number of Cells in RAM
5 dpg 15.6x4 36.9+4
6 dpg 10.9+2.2 37+5
Root elongation zone length (pm)
5 dpg 264 +139 755 +90
6 dpg 127 +65 821 +120
Distance of RAM border from
differentiated xylem (pm)
5 dpg 276 +175% 726 +95%
6 dpg 154 +83° 821 +134°
Length of completely elongated cells
5 dpg 158+18 175 10
6 dpg 142+16 182 +17

2 P> 0.05, Student’s t-test.

expression in ahri was maintained in the WPGS contrary to the
wild type (Fig. 4C-D). The RAM length and cell proliferation in the
wild type grown in the WPGS were clearly diminished compared to
the ahri mutant grown under the same conditions (Fig. 4F). There-
fore, our quantitative and qualitative analyses indicated that cells
in the RAM of wild type roots perceived a much greater water stress
than those in the ahrz mutant. As cell cycle duration increased in
wild type seedling grown in the WPGS, we can expect that overall
RAM cell production decrease significantly under low water poten-
tial. Indeed, the average cell production rate in roots of wild type
seedlings grown in the WPGS was 13 times lower than in ahri
(Fig. 4F). Importantly, both cell production and cell cycle time in
ahri grown under the WPGS conditions were the same as those in
the plants grown in the NM (Fig. 4F). Therefore, contrary to wild
type, when water availability declined, ahri roots were able to
maintain normal root growth. Cellular analysis showed that this
ability of the mutant roots was related to the absence of changes
in meristem length, elongation zone length, fully elongated cell
length, and cell cycle duration. All of these parameters measured
in the mutant were similar in the NM and the WPGS and similar
to the wild type grown in the NM. Therefore, more vigorous root
growth in the ahri mutant in the WPGS can be explained by the
fact that a low water potential may not be perceived at the cellular
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level in the RAM. Alternately, root growth can be compensated by
a not yet described mechanism.

7.8 Root growth in ahrl is less sensitive to auxin compared to
wild type

Auxinisrequired forthe RAM maintenance and activity (Leyser,
2005), and its inhibitory effect on root elongation is well known
(lvanchenko et al., 2010; Leyser, 2002). To address the question of
whether the lack of perception of low water potential gradient in
the mutant is related to changes in auxin signaling, we also ana-
lyzed ahri mutant behavior when auxin was applied externally.
We performed a growth assay in the presence of 1 and 2uM IAA.
An lAA-containing soft agar block, with 1 or 2uM IAA, was placed
directly on 2-dpg seedling root tips growing in both the NM and the
WPGS to prevent the additional effect of auxin on the shoot growth.
Fig. 5A showed primary root growth of ahrz and wild type in con-
trol conditionsinboththe NM and the WPGS (mock). Fourdpg ahril
seedlings showed similar reduction of root length in the presence
ofland2pMIAAinboththe NMandthe WPGS (Fig.5B). However,
root length of 4 dpg wild type seedlings was significantly inhibited
with 1pM IAA in the WPGS, indicating that wild type roots were
sensitive to both auxin treatments and the WPGS conditions. Root
growth of both 6 dpg ahr1 and wild type seedlings grown in the NM
in the presence of 1 yM of IAA was significantly lower compared
to 4 dpg seedlings (Fig. 5C), indicating that root sensitivity to auxin
differed with age. At 6 dpg ahrz mutant seedlings grown in the
WPGS showed a significant decrease in root length in the presence
of 1pM of IAA compared to those untreated (Fig. 5C), but similar
inhibition of root length was observed in those treated with auxin
in the NM. There was no significant reduction in root length in 6
dpg wild type seedlings grown in the WPGS, but root length inhibi-
tion of wild type roots in the NM supplemented with 2 uM |AA was
similar to those wild type roots grown in the WPGS without auxin.
These results indicated that IAA at these concentrations equally
inhibited ahri1 root growth in the NM system and the WPGS. These
results also showed that 6 dpg wild type seedling roots were more
sensitive to the conditions of the WPGS thanto 1 pM IAA inthe NM
compared to those of ahrz in the WPGS (Fig. 5B—C). Additionally,
the fact that root elongation in ahr1 was equally sensitive to IAA
treatment in the NM and the WPGS suggests that auxin signaling
might not be involved in maintenance of vigorous root growth in
the WPGS.

The role of auxin in the maintenance of more vigorous root
growth in the ahrz mutant in the WPGS was analyzed at a transcrip-
tional level. Therefore, we monitored this auxin response using
DR5:GUS expression (Ulmasov etal., 1997). In agreement with pub-
lished data, (Blilou et al., 2005; Dubrovsky et al., 2011; Sabatini et
al., 1999) in wild type seedlings grown in the NM, the expression of
DR5:GUS auxin reporter was observed in the QC, the root cap, and
provascular tissues (Fig. 6A). Nevertheless, in the ahri mutant
grown in the NM, a consistent decreased level of GUS staining was
observed in all these compartments compared to the wild type (n
=24, Fig. 6B), indicating that basal auxin transcript levels were down
regulated as a consequence of ahr: mutation. In the ahrz mutant
grown in the WPGS, DR5:GUS expression was even more reduced
than in the NM (Fig. 6D). In 19 out of 24 plants analyzed, no GUS
expression was detected in the provascular tissues of ahri1. In wild
type, 24 plants of 25 analyzed showed GUS expression in this
compartment. Interestingly, expression of the DR5:GUS auxin
reporter in wild type roots grown in the WPGS was shifted towards
the shoot and root cap cells showed low levels of DR5:GUSexpres-
sion (Fig. 6C). The fact that altered DR5 activity was detected mainly
in the provascular tissues of the RAM suggested possible accumu-
lation of auxin in this compartment when wild type seedlings grew
in the WPGS. This analysis suggested that the more vigorous root
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Fig. 5. The root growth of the ahri mutant was less sensitive to low concentrations
of auxin in both the NM and the WPGS. The effectof 1 pM and 2 uM of IAA in the root
growth of the ahrz mutant and the wild type was tested in the NM and the WPGS.
(A) The effect of mock treatment (growth media plus 50 pL of 1 N NaOH) on primary
root lengths of 4 and 6 dpg ahri mutant and wild type seedlings in the NM and the
WPGS. ahri mutant roots grow significantly more than those of the wild type in the
WPGS. From left to right n =44, 45, 44, 45, 34, 34, 39, 40, 39, 40, 28, and 29. (B) In
the NM, root growth of ahri and wt 4 dpg seedlings treated with 1 pM IAA was not
inhibited compared to those untreated seedlings. ahr:z mutant and wild type root
growth was equally inhibited by 2 uM IAA. In the WPGS, the growth of ahrz mutant
roots was only inhibited at 2 yM IAA compared to those of the wild type. From left to
right n=28, 28, 18, 16, 27, 28, 16, 18, 12, 11, 21, and 23. (C). The root growth of both 6
dpg ahri mutant and wild type seedlings in the NM showed inhibition at 1 and 2 pM
IAA compared to those untreated. In the WPGS, the growth of 6dpg ahri1 rootswas
significantly inhibited at 1 pM IAA compared to those of wild type. IAA treatment
similarly inhibited root growth of ahrz in the NM and the WPGS. In wild type roots,
the root elongation was similarly diminished with 2 uM IAA in the NM and in those
untreated in the WPGS. Data are mean of three independent experiments. Data were
analyzed by two-way ANOVA and Tukey1’s multiple comparison test. Different letters
denote statistically significant difference (P<0.05). Error bars denote SD.
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NM

WPGS

wild type

Fig. 6. Expression of DR5:GUS auxin reporter in 5 dpg root seedlings of the ahrz mutant is diminished compared to the wild type growing in normal (A, B) and the WPGS (C,
D) media. In wild type root seedlings grown in the WPGS (C) the expression of the DR5:GUS auxin reporter was shifted (toward the shoot) and reduced in the root cap compared
to those growing in the NM (A). Roots of ahri seedlings growing in the WPGS (D) showed a reduction of the DR5:GUS auxin reporter staining compared to those growing in the
NM. (B). All panels are under the same magnification; scale bar =40 ym. The images are representative of two independent experiments (n = 24).

growth of ahri seedlings grown inthe WPGS is partially dependent
on auxin transcription down regulation.

7.9 Proline content in ahrl does not change in low water
potential system

Considering that proline accumulation is required for Arabidop-
sis maintenance of growth at low water potential (Sharma et al.,
2011), proline amounts of ahrz and wild type seedlings were evalu-
ated, inthe NM WSM. The proline content was measured inroots of
wild type and ahri1 5 dpg seedlings (Fig. 7A). Results showed 3.5-
fold increase of proline in the wild type roots in the NM -WSM
compared to NM (82.8 %8 and 25.2 .77 mg g~ FW). In con-
trast, proline amounts in ahri roots had only a small increase in
the NM WSM system (43.01 30.85and NM 35.1 1.3 mg g1 FW,
respectively) (Fig. 7A).

To support these observations the relative expression of genes
related to proline metabolism was analyzed by real time RT-PCR in
roots of 5 dpg seedlings, grown in the NM and the NM WSM (Fig.
7C-D). The relative expression of the biosynthetic gene P5CS1 was
11-fold higher in wild type roots in response to the low water
potential gradient when compared with ahr: mutant roots (Fig. 7C).
No significant changes in the expression of the catabolic
PRODH1gene were observed in roots of wild type or ahri in
response to the NM WSM (Fig.7D).

To examine if the changes in proline correlated with alterations
in water content, the fresh weight was measured in wild type and
in ahr1 seedlings, grown in the NM and in the NM WSM- as an
indirect method (Fig. 7B). An increment of 1.4-fold in fresh
weight in wild type seedlings in the NM WSM compared with the
NM (99.2 2.9 dnd 70.6 3.7 mng, respectively) was observed. The
fresh weight of ahri showed no significant change in both the
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Fig. 7. No changes in water content and proline accumulation in ahri root seedlings were observed. (A) Quantification of fresh weight in wild type and ahri seedlings. Seeds
were germinated in the NM or the NM — WSM systems and fresh weight was recorded in 5 dpg seedlings. Data shown are means of 3 independent experiments + SD, including 50
seedlings in each experiment. (B) Free proline content in wild type and ahri roots in response to grow in the NM and in the NM — WSM system. (C and D) Expression patterns of
genes related to proline biosynthesis (P5CS1) and degradation (PRODH1). Total mMRNA of 5 dpg roots of wild type (dark gray bars) and ahri1 seedlings (light gray bars) grown in
the NM or in the NM — WSM were used to analyzed (C) P5CS1 and (D) PRODH1 gene expression by real time RT-PCR. Fold-change values are the mean +SD from three biological
replicates each with three technical replicates. Asterisks indicate significant differences (P < 0.05) according to Student’s t-test.

NM and the NM  —WSM (622.0 and 64.8 2.5 mg, respectively)
(Fig. 7B).

In conclusion, wild type seedlings increase P5CS1 gene expres-
sion, and proline content when grown at low water potential as was
previously described (Sharma and Verslues, 2010). Instead ahri
showed neither increase in P5CS1 gene expression, or in proline
content in this condition. As stated before, ahri mutant seems to be
less sensible to low water potential gradients, and as consequence,
proline accumulation is not necessary to maintain water content or
to sustain growth.

8 Discussion

One of the main questions of hydrotropism research is to com-
prehend how the root tip perceives the information on availability
of water in its environment, how root adapts to situations where
water is limited, and how it displays a differential growth response.
Our study of the ahrz mutant intends to shed light on some of the
aspects of root hydrotropic and growth responses in plants grown
under low water potential gradient conditions.

The ahri mutant has a higher tolerance to steeper water
potential since its roots in vertically oriented Petri dishes grow
downward in both the WSM N and the NM WSM systems.
However, this mutant is incapable of growing in a water stress
medium containing 2% glycerol (WSM), indicating that ahrz is still
able to sense the water stress. In contrast, wild type roots are unable
to grow in both systems (Eapen et al., 2003; Saucedo et al., 2012).
One purpose of this work was to analyze the root meristematic

activity of the mutant and wild type plants grown in a system that
permitted to maintain growth. The WPGS designed in this work
fulfilled these requirements.

Considering that auxin can inhibit or stimulate cell elongation
in a dose and organ dependent manner (Thimann, 1938) and that
recent evidence demonstrates also a significant intermediary role
for auxin in environmental adaptation in plants (Kazan, 2013), the
role of auxin in vigorous root growth was also analyzed in ahri
seedlings grown in the WPGS. Taking into account that proline
accumulation is one of the metabolic responses during water stress,
we evaluated this metabolite in both mutant and wild type roots,
in the lower water potential medium (NM — WSM).

8.5 The ahrl mutant maintains cell division in the root apical
meristem in the WPGS

In this work, we studied the RAM behavior in wild type during
root growth accompanied with progressive and controlled decrease
of water potential in the substrate. Our studies demonstrate that
the capacity of wild type Arabidopsis to grow towards low water
potentials is rather limited in the WPGS medium. In contrast, roots
of the ahr1 mutant growing in this medium display a totally oppo-
site behavior: the root growth rate was about 9 times greater (Fig.
1F), the length of RAM was 55% longer (Fig. 3A), the number of
cells in RAM was about 3 times greater (Fig. 3B), the root elon-
gation zone length was 6.5 longer (Fig. 3C), the fully elongated cell
length in rootswas 22% longer (Fig. 3E), and the cell production was
7 times higher (Fig. 4B) compared to wild type. We can conclude
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that the cell proliferation-related processes have a greater impact
than the cell elongation in ahri1 roots to maintain growth at the low
water potential-gradient conditions studied here. The only param-
eter analyzed in this work that was not importantly affected in the
wild type compared to the ahr1 mutant grown in the WPGS was the
lengthofcompletely elongated cells (Fig. 3E). Also,the RAMinwild
type grown in the WPGS steadily diminished its size but was able to
maintain slow growth for at least 10 days (data not shown). There-
fore, indeterminate root growth was maintained even under these
unfavorable conditions. These observations agree with previous
studies by Vartanian et al. (1994) on drought rhizogenesis in Bras-
sicaceae. These authors observed that during progressive drought
stress, Arabidopsis roots preserved meristematic cells and a new
functional root system was formed upon rehydration (\VVartanian et
al., 1994).

From our data, it is clear that the wild type Arabidopsis reduced
their root growth in the WPGS was mainly caused by inhibition of
cell proliferation and a decrease in cell production. This conclusion
was confirmed by amuch lower incidence of Cyc B1;1: GUS (Fig. 4A)
found in this and previous studies (Ji et al., 2014) when plants grew
under water deficit conditions. It was considered that water deficit
induces premature differentiation of the RAM and that its cells
become differentiated (Ji et al., 2014). Therefore, these roots main-
tain root indeterminacy and when transferred to optimal growth
condition, the normal RAM can be reestablished (\artanian et al.,
1994; Xiong and Sheen, 2013). Importantly, the mutant ahri1 stud-
ied here, showed no decrease in the RAM length or increased cell
cycle duration when grown in the WPGS. Based on these results we
suggest that the AHR1 gene is involved in modulation of the RAM
activity when seedlings perceive a low water potential gradient.

Previous studies have shown that some cultivars of maize grow-
ing in drying soil are able to continue root elongation at low water
potential that are low enough to inhibit shoot growth completely
(Sharpetal., 1988). It was also observed that at greater water deficit,
a progressive decrease of the elongation zone takes place (Sharp
et al., 1988) and the elongation of the root is maintained preferen-
tially, in the distal (toward the apex) portion of the elongation zone
(Sharpetal., 1988, 2004; Sharp and LeNoble, 2002). A decrease in
the elongation zone length was also found inrice (Lynch, 2013) and
inour study of Arabidopsis wild type roots (Fig. 3C). In Arabidopsis
under mild water stress, cell elongation and even cell production
can be stimulated (van der Weele et al., 2000). Under conditions
studied here (WPGS) no such stimulation was observed. It has been
proposed that root growth rate at a certain water stress is deter-
mined mainly by the supply of cells to the elongation zone (van
der Weele et al., 2000). It is important to note that in our study,
water deficit was progressively increasing while root continued its
growth, contrary to many studies on the effect of water deficit
when a certain water potential gradient is maintained. Therefore,
the exerted water stress in the WPGS may have a more severe effect
on root growth and may explain why we observed deceleration of
wild type root growth.

8.6 Response of ahr1 mutant roots to moisture gradients

The root hydrotrotropic curvature of ahrz mutant seedlings in
the hydrotropic assay using a moisture gradient (Kobayashi etal.,
2007) was significantly reduced compared to those of the wild type
indicating that ahrz1 roots showed an altered hydrotropic response
(Fig. 2). This result reiterated that ahrz mutants displayed altered
hydrotropic response. The altered hydrotropic response of ahri
roots might be related to their low perception of water stress and
scarce proline accumulation under lower water potential condi-
tions.

8.7 Root growth in ahrl is less sensitive to auxin compared to
wild type

Our data showed that in the NM, 2 yM TAA was sufficient to
inhibit root growth response in ahri mutant and wild type 5 dpg
seedlings. In the WPGS, roots of wild type seedlings were more
sensitive to lAA and their growth inhibition started at 1 pM. Instead
ahri1 was less sensitive to the added auxin since root growth inhibi-
tion response started at 2 M. In older wild type and ahri1 seedlings
grown in the NM (6 dpg), the auxin inhibition of root growth was
slightly lower than at 4 dpg. In the WPGS ahrz was able to sustain
growth at both auxin concentrations, compared to wild type roots
(Fig. 5C). These results imply that ahrz root growth is less sensitive
to auxin than wild type when seedlings grow under a low water
potential gradient.

Moreover, the vigorous root growth observed in the ahrz mutant
grown in the WPGS might be regulated by auxin response at a
transcriptional level since there was a pronounced lower auxin
response (DR5 activity) in seedlings grown in the WPGS (Fig. 6D).
Lower auxin transcriptional response might be less inhibitory for
root growth and this may explain why the cellular parameters stud-
ied in ahr1 was maintained in the WPGS at the level similar to
wild type in the NM. Pharmacological studies of the rate of the
root hydrotropic reaction in response to inhibitors of auxin trans-
port and anti-auxins showed that auxin response but not transport
was involved in hydrotropic root growth (Kaneyasu et al., 2007).
Our analysis of DR5 activity in wild type and ahri1 suggests that
the modulation of auxin response at transcriptional level might be
related to perception of the hydrotropic signal. The role of polar
auxin transport during the hydrotropic response has not been
totally understood (Cassab et al., 2013; Moriwaki et al., 2013;
Shkolnik et al., 2016). Nonetheless, a recent report states that
auxin is a negative regulator of hydrotropism since by blocking
TIR1-dependent auxin signaling the hydrotropic root curvature is
obstructed (Shkolnik et al., 2016). Our study also underlines the
importance of auxin in the root capability to restrain its growth in
low water potential gradient conditions.

To our knowledge ahri is the first mutant in vascular plants
whose root cells continuously divide and elongate in the presence
of a low water potential gradient. Analysis of cellular bases ofthe
rootgrowthinahrisuggestsaroleof AHR1genincell-proliferation
processes. Also AHR1 gen may be involved in the regulation of the
redox state as may suggest the absence of proline accumulation in
seedlings grown in the NM — WSM.

8.8 ahrl neither induce P5CS1 nor increase proline
accumulation when grown in a low water potential system

A proline increment in response to abiotic stress has been
observed in Arabidopsis seedlings (Sharma and Verslues, 2010).
Levels of biosynthetic P5CS1 and catabolic PRODH1 proteins reg-
ulate the proline accumulation being partially transcriptional
regulated by P5CS1 and PRODH1 gene expression (Sharma and
Verslues, 2010). In this work we observed an increment of proline
content in roots of wild type seedlings grown in the NM WSM that
correlates with up-regulation of P5CS1 gene (Fig. 7A, C). It has
been previously suggested that the main source of proline biosyn-
thesis at low water potentials is the photosynthetic tissue and that
thissynthesis generates NADP to maintain ahigher NADP/NADPH
ratio. Then proline metabolism might buffer the redox status under
stress. Proline can be transported to the growing regions of the root
and catabolyzed in the mitochondria by PRODH1 to support
growth (Sharmaetal., 2011). Based on the up-regulation of P5CS1
expression patterns and the accumulation of proline content in
roots of wild type seedlings observed in this work, we suggest that
Arabidopsis roots induced proline synthesis when growing in the
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NM WSM system. Proline content in roots of wild type seedlings
could be the result of two different processes: proline transport
from the shoot and/or its synthesis in the root.

A model has been proposed for proline growth inhibition in Ara-
bidopsis. In this model proline accumulation induces an increase in
cytosolic Ca2*, NADPH oxidase activity and reactive oxygen species
(ROS) that leads to Salicylic Acid (SA) accumulation (Chen et al.,
2011). Expression of NADPHC oxidase gene, involved in superoxide
ion (®2°-) synthesis was up regulated in wild type roots grown in the
NM WSM. Moreover O," was slightly accumulated in wild type
roots grown in the NM WSM -as reveled by nitroblue tetra- zolium
detection (Supplementary Fig. S2 in the online version at DOI:
10.1016/j.jplph.2016.11.003). The ahri mutant did not accu- mulate
proline and O," and expression of NADPHC oxidase gene was not
up regulated in roots of seedlings grown in the NM WSM, indicating
that proline accumulation is negatively regulated in ahr: mutant and,
in consequence, its roots maintain normal growth. Therefore, the
gene responsible for the ahri phenotype might be regulating directly
or indirectly proline accumulation in wild type plants and root growth
inhibition under water deficit conditions. Then it might be possible
that proline regulates the inhibition of root growth in wild type plants
grown in the NM WSM by asim- ilar mechanism to that proposed
for SA accumulation in response
topathogens. Prolineand ROSaccumulation, aswellasNADPH oxi-
dase activation (Chen et al., 2011) may be a common response to
several stresses. As no relationship between SA and hydrotropic
response has been described, a common activation pathway may
not be ruled out.

9 Conclusion

The aims of this work were to ascertain how ahri roots could
sustain growth in the WPGS, with a special focus on the integration
of cellular processes involved in the signaling that determines root
growth during abiotic stress and their relation to hydrotropism. The
ahri phenotype shows unique features since the mutant root cells
continue to proliferate and grow in the presence of a progressively
negative water potential gradient at a level comparable to wild type
growing in the NM. As such, it represents an exceptional resource
for understanding hydrotropism. To our knowledge ahri is the first
mutant in vascular plants whose root cells continuously divide and
elongate in the presence of a low water potential gradient.

The altered hydrotropic response phenotype of ahri roots was
confirmed in the hydrotropic moisture gradient indicating that
their hydrotropic curvature was decreased compared to the wild
type. This seems to indicate that the tolerance of ahri1 roots to
grow in the presence of water potential gradients correlated with
a weak hydrotropic response. When wild type, mizz and MIZ10OE
plants were grown in the hydrostimulated chambers and subjected
to drought stress for 12 d, the survival rate of mizi-1 mutant plants
significantly diminished, compared with wild-type plants (lawata
etal., 2013). In contrast, MIZ1OE plants showed an enhanced tol-
erance to drought stress and had a significantly greater survival
rate than wild type plants (lawata et al., 2013). Since mizz mutant
roots were not resistant to water limited conditions indicated that
a lack of hydrotropism correlates with a lack of drought toler-
ance. So, we will expect a moderate to low tolerance to drought of
ahri roots. Contrary to mizz1 roots that lack a hydrotropic cur-
vature, ahr1 grows in water potential gradients and shows a lower
hydrotropic response This might suggests that ahrz mutant roots
perceive differences in substrate water potential or relative humid-
ity but cannot develop a typical hydrotropic curvature.

In addition, the fact that the ahri1 roots’ response to auxin at
a transcriptional level is lower compared to those of wild type in
the WPGS, opens new possibilities for deciphering the role

of auxin in the integration of the signaling that controls abiotic
stress responses and its relation to hydrotropism. Proline was not
accumulated in roots of ahri seedlings grown under lower water
potential contrary to wild type indicating that the altered
hydrotropic response of ahri1 roots might be related to their low
perception of water stress. Currently, drought stress represents the
most important confrontation for global food security given the
impact of climate change and extreme current and pend- ing
weather events. Hence, the capacity of ahri roots to grow in
medium with low water potential gradient might confer drought
tolerance by gaining access to deeper water resources since higher
growth rate is achieved by exposing their roots to water deficit.
Finally, the capacity of sensing low water potential gradient and
responding to it by increasing growth rate of ahri1 roots represent
an important resource for improvement of drought tolerance in
major crops.
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