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El papel del gen LRX] en la respuesta a sequia
en Arabidopsis thaliana

Resumen:

Las extensinas LRX son proteinas extracelulares compuestas por un dominio de repeticion rica
en leucina (LRR) N-terminal y un dominio de extension en su extremo C-terminal. El dominio
LRR permite la interaccion entre proteinas mientras que la extension se encarga del anclaje a la
pared celular. Anteriormente, se ha encontrado en nuestro laboratorio una asociacion de la
presencia o ausencia de polimorfismos en LRXI en ecotipos que habitan en zonas aridas o con
pluviometria media. Ademas, se conoce por otros estudios con mutantes de LRXI en
Arabidopsis thaliana que la actividad del gen esta ligada a la morfogénesis y elongacion de los
pelos radiculares. Los mutantes /rx/ generan pelos radiculares anomalos estructuralmente y
presumiblemente deficientes en cuanto a su funcidn, lo que se debe a que LRXI regula la
formacion de su pared celular. Debido a que estas estructuras estan estrechamente relacionadas
con la absorcion de agua, este proyecto busca probar la hipdtesis de que LRXI juega un papel
relevante en la adaptacion de las plantas a sequia. Para comprobar esta teoria, se ha llevado a
cabo (i) una estrategia genética en la que se ha comparado la resistencia a sequia de mutantes
Irxl y plantas silvestres (WT) y (ii) un estudio temporal del perfil de expresion del gen en
condiciones de sequia. Se han disefiado diversos experimentos comparativos en condiciones
normales y en condiciones de sequia inducida para llevar a cabo estos estudios. Se ha
determinado que el gen LRXI es esencial para la aclimatacion a la sequia mediante la medicion
de la longitud de la raiz principal y que la presencia del gen LRX! influye activamente en la
elongacion de los pelos radiculares, pero no en el nimero de pelos formados. Por otra parte, se
ha demostrado que las primeras 72 horas en condiciones de sequia inducida por polietilenglicol
al 20% la expresion de LRX1 desciende de forma abrupta en comparacion con las condiciones
normales y se ha relacionado este resultado con la disminucion de pelos formados en esta
condicion. Los resultados sugieren, por tanto, que la actividad de LRX1 podria ser clave en la

adaptacion a la sequia en las plantas.
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The role of LRXI in drought tolerance in Arabidopsis thaliana

Abstract:

The extensins LRX are extracellular proteins composed of a leucine-rich repeat (LRR) domain
at the N-terminus and an extension domain at their C-terminal end. The LRR domain enables
protein-protein interactions, while the extension domain is responsible for anchoring to the cell
wall. Previously, an association between the presence or absence of LRX! polymorphisms in
ecotypes inhabiting arid or moderately rainy areas was found in our laboratory. Additionally,
other studies with LRX1 mutants in Arabidopsis thaliana have shown that the gene's activity is
linked to the morphogenesis and elongation of root hairs. LRX! mutants exhibit structurally
anomalous root hairs, presumably deficient in function, due to LRX1's regulation of their cell
wall formation. Given that these structures are closely related to water absorption, this project
seeks to test the hypothesis that LRX] plays a relevant role in plant adaptation to drought. To
test this theory, (i) a genetic strategy comparing drought resistance between /rx/ mutants and
wild-type plants (WT) was carried out, as well as (ii) a temporal study of the gene's expression
profile under drought conditions. Various comparative experiments were designed under normal
and induced drought conditions to conduct these studies. It has been determined that the LRX/
gene is essential for drought acclimation, as evidenced by measuring the length of the primary
root, and that the presence of the LRXI gene actively influences the elongation of root hairs, but
not the number of hairs formed. Furthermore, it has been demonstrated that within the first 72
hours of drought induced by 20% polyethylene glycol, LRXI expression decreases abruptly
compared to normal conditions, and this result has been associated with the decrease in hairs
formed under this condition. The results suggest, thus, that the LRX1 function may be key for
plant adaptation to drought.
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1. INTRODUCCION

1.1. Tendencias demograficas y desafios del abastecimiento de
alimentos

La creciente poblacion mundial y los desafios asociados a la disponibilidad de alimentos
representan uno de los mayores problemas a los que nos enfrentamos en el futuro. Se estima que
la poblacion global podria alcanzar los 9.700 millones de habitantes para el afio 2050, segun las
proyecciones de la Organizacion de las Naciones Unidas (United Nations, 2022). Sin embargo,
la produccion de alimentos actual se encuentra limitada y no puede abastecer este crecimiento

de manera sostenible (Figura 1).
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Figura 1: Rendimiento mundial ponderado por area observada (1961-2008) y proyeccion hasta
2050. Se representa con puntos el rendimiento ponderado y con lineas continuas las proyecciones.
El sombreado muestra la region de confianza del 90% de 99 muestras. La linea discontinua
representa la tendencia de mejora del rendimiento de 2,4% requerida cada afio para duplicar la

productividad para 2050 a partir del afio 2008 (Datos obtenidos de Ray et al., 2013).

Ante esta perspectiva, la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO) ha establecido un objetivo crucial: lograr un aumento del 50% en la
produccion de alimentos para el afio 2025, con un enfoque especial en cereales como el trigo y
el maiz. Para alcanzar esta meta, es esencial implementar practicas de intensificacion agricola
sostenibles que eviten la degradacion adicional de los suelos y utilicen de manera eficiente los

recursos hidricos (FAO, 2018).



1.2. Disponibilidad hidrica y adaptacion de las plantas

Ademas de estos retos, se debe considerar los estreses ambientales a los que se enfrentan las
plantas, como cambios en los patrones de lluvia y temperaturas, que se espera que se
intensifiquen en las proximas décadas debido al cambio climatico (Karlova et al., 2021). Estos
factores ambientales ejercen presion adicional sobre la produccion de alimentos y requieren

soluciones innovadoras y sostenibles para garantizar la seguridad alimentaria en el futuro.

Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Educacién, la Ciencia y la Cultura
(UNESCO), en las ultimas siete décadas, la poblacion mundial se ha triplicado, mientras que el
consumo de agua se ha multiplicado por seis, principalmente debido al aumento del riego en la
agricultura. De hecho, aproximadamente el 70% del agua dulce extraida anualmente se destina
al riego agricola, lo que plantea un desafio significativo en términos de disponibilidad hidrica
para el desarrollo futuro (UNESCO, 2009). La mejora de la resistencia y productividad de las
plantas frente a perturbaciones ambientales, especialmente la sequia, se ha vuelto crucial para
satisfacer la creciente demanda de agua y garantizar la disponibilidad de alimentos

(Vicente-Serrano et al., 2022).

La sequia se distingue de la aridez climatica y la escasez de agua, relacionadas con la
disponibilidad de agua a largo plazo, ya que se refiere a condiciones de corto plazo en las que
los recursos hidricos no son suficientes para satisfacer las necesidades del entorno. Esto puede
ser causado por la falta de agua, inundaciones o por suelos salinos y frios que limitan la
absorcion de agua por parte de las plantas (Karlova et al., 2021). Durante la sequia se produce
una tensién en el xilema que, en ausencia de una adaptacion adecuada (Ye et al., 2016),
incapacita el transporte de agua de la raiz a las hojas (McDowell et al., 2008). Ademas, la
absorcion de nutrientes se ralentiza (He & Dijkstra, 2014) y se altera la actividad microbiana del
suelo (Pérez Castro et al., 2019: Veach & Zeglin, 2020). Asimismo, el restablecimiento del
suministro de agua después de la sequia puede desencadenar estrés oxidativo adicional (Bian &

Jiang, 2009).

Mientras que la sequia severa puede provocar dafios irreversibles en la planta como la
senescencia, la reproduccion retardada o reducida e incluso la muerte; una sequia moderada
puede ser superada (Sadhukhan et al., 2022). Las plantas, al ser sésiles, utilizan distintos
mecanismos para cuantificar la disponibilidad hidrica y generar respuestas adaptativas que
intervienen en todos los niveles de la planta (Tabla 1) (Bao et al., 2014; Koevoets et al., 2016).
Algunas de estas respuestas ante una baja disponibilidad de agua son: la acumulacion de
osmoprotectores, el control de los estomas, la baja conductancia hidraulica del xilema, el
desarrollo de raices profundas, la fotosintesis CAM o metabolismo 4cido de las crasulaceas y el

desprendimiento de hojas o reduccion de su tamafo. Ademads, las raices de las plantas poseen



estructuras especializadas llamadas pelos radiculares, que aumentan la superficie de absorcion y

son sensibles a la humedad del suelo; siendo las responsables de enviar sefiales quimicas y

eléctricas a través del sistema vascular de la planta. De esta forma, las raices participan en la

deteccion del ambiente y forman parte de la respuesta mediante la absorcion, el almacenamiento

y el transporte de agua (Kim et al., 2020). Por otra parte, estas estrategias se han consolidado de

forma evolutiva en las regiones mas aridas, formando poblaciones adaptadas con genes y alelos

que favorecen la mayor resistencia de ciertas especies ante la escasez de agua.

Tabla 1. Efecto del tratamiento de sequia en las propiedades fisiologicas de pasto varilla. La
informacion es presentada como media + desviacion estandar de cuatro réplicas independientes,

tras 20 dias de sequia. Los resultados no significativos entre condiciones (p < 0.01) se encuentran

marcados con el simbolo “*” (Datos extraidos de Ye et al., 2016).

(umol CO,/mmol H,0)

Tratamiento Control Sequia
Tension hidrica del suelo (MPa) 0.00 = 0.00 0.08 £ 0.02
Contenido de agua relativo en la hoja 77.35+0.01 71.08 £0.02
0 dias en sequia* 18.31 £6.18 19.08 £4.97
Altura de la
planta (cm) 20 dias en sequia 4326 +9.11 39.75 £ 8.49
Altura relativa de la planta 24.96 + 6.21 20.67 £6.22
Ratio fotosintético* 22.96 £3.22 21.69 £7.17
(umolCO,/m?/s)
Conductancia estomatica 0.138 £0.03 0.125 £ 0.05
Fotosintesis (mol H,0/m?/s)
Ratio de transpiracion 6.88 £ 1.11 6.09 +£2.15
(mmol H,0/m™/s)
Eficiencia de uso de agua 3.35+£0.20 3.59+0.25
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1.3. Papel de las extensinas en la formacion de pelos radiculares

Los pelos radiculares desempefian un papel crucial en la absorciéon de nutrientes y agua por
parte de la raiz y son generados continuamente por el extremo de la misma. Los pelos
radiculares son estructuras pequefias y unicelulares, alargadas en forma de cabello, que se
encuentran en la superficie externa de la raiz y aumentan considerablemente la superficie de
absorcion del sistema radicular. Bajo estrés hidrico leve, las raices se dirigen hacia areas con
mayor disponibilidad de agua, alejandose de las capas superiores secas del suelo donde el estrés
por calor y salinidad es mas intenso (Comas et al., 2013). De esta manera, se forma una
arquitectura radicular mas profunda y con menos raices laterales o axiales (Dinneny, 2019;
Santos Teixeira & Ten Tusscher, 2019) pero con mas cantidad de pelos radiculares, mientras que

los pelos de mayor edad degeneran.

Las extensinas (EXT) son una clase de glicoproteinas estructurales que contribuyen a la
formacion y fortaleza de los pelos radiculares. Actualmente, la funcion exacta de las EXT en las
plantas todavia no se comprende en su totalidad. Se ha demostrado que estan presentes en la
pared celular de varios tejidos vegetales, como la epidermis, el parénquima y los vasos
conductores. Las extensinas se subdividen en 5 subfamilias, EXT clasicos, cortos, con
repeticiones ricas en leucina (LRX), quinasas receptoras tipo EXT ricas en prolina (PERK) y de

homologia con formina (FH-EXT) (Moussu & Ingram, 2023) (Figura 2).

Pared celular
LRXs
S EXT ricas en
EXT cort ' ’ repeticiones de leucina
XT cortas
[
EXTs clasicas
~— LRR
— . ) . \\\ y
EXT domain . .
. .
YXY  SPPPP ' 3
i — g g v Y
" . — . ' ] N
2 PERKs AHEXTS > ¥
B Kinasas receptoras l"\II l,h:)':li:l:)g"
a lor b

B ricas en prolina

Membrana plasmatica ‘
Ki Formina
inasa
and

Citosol AeY

Figura 2: Clases de extensinas (EXT) en su contexto celular. La EXT clasica es capaz de formar
enlaces intermoleculares (en negro) formando una red. Las EXT con repeticiones ricas en leucina
(LRX) albergan un dominio LRR N-terminal. Las quinasas receptoras tipo extensina ricas en
prolina (PERK) y los EXT homologos de formina (FH) son proteinas transmembrana con el
dominio EXT en la pared celular. Las PERKs son receptores con un dominio de quinasa
intracelular mientras que las FH poseen una region similar a la formina la cual se prevé que
interactie con los filamentos de actina. Los motivos SPPPP y YXY estan representados en verde y

negro respectivamente (Moussu & Ingram, 2023).
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Ademas de su funcion estructural, se ha sugerido que las extensinas pueden participar en
procesos biologicos como la respuesta al estrés, la defensa contra patdégenos y la regulacion del
crecimiento y desarrollo de las plantas (Castilleux et al., 2021). Las extensinas de la familia
LRX son proteinas extracelulares que consisten en un dominio N-terminal de repeticion rica en
leucina (LRR) y un dominio C-terminal de extension que se ancla a la pared celular. En
Arabidopsis thaliana, se ha utilizado previamente mutantes de LRXI para demostrar su
implicacion en la morfogénesis y elongacion de los pelos radiculares (Baumberger et al., 2001;
Diet et al., 2006). Los mutantes /rx/ presentan anomalias estructurales en estas células y

posiblemente deficiencias en su funcién.

Dado que LRX]I es relevante en la formacion de pelos radiculares (esenciales en la absorcion de
agua) y que en nuestro laboratorio se ha encontrado una asociacion clara de presencia o
ausencia de polimorfismos en este gen en ecotipos de zonas aridas o con pluviometria media,
este proyecto se centra en determinar el papel de LRX/ en la aclimatacion a condiciones de
disponibilidad hidrica reducida. El objetivo a largo plazo sera definir si LRX1 ha sido relevante

durante la evolucion y si estd implicado en la adaptacion a regiones aridas.
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2. ANTECEDENTES

Una de las lineas de trabajo principales de nuestro grupo se centra en la identificacion de genes
que, durante la evolucion, han podido ser claves para la adaptacion a condiciones ambientales
cambiantes. En este marco contextual, se buscaron genes relacionados con la sequia en la
poblacion de accesiones (ecotipos) de Arabidopsis thaliana nativas de la peninsula ibérica. Se
escogid esta poblacion debido a su alta variabilidad genotipica, pues esta presenta tanto
accesiones relictas (mas ancestrales) adaptadas a las condiciones ambientales propias de la
peninsula, como grupos de accesiones provenientes del resto de Europa. A esto se le suma la
gran diversidad de ambientes presentes dentro de la peninsula que, en conjunto con la
variabilidad genética, genera unas condiciones propicias para la busqueda de alelos implicados

en procesos de resiliencia a diferentes estreses abioticos.

Para esta busqueda se comenzoé separando las 174 accesiones de la coleccidon ibérica usando
como criterio datos de pluviometria de las zonas de recogida de cada accesion. En base a esto,
se separaron las accesiones en tres categorias asignando los nombres a las categorias de Sequia,
Precipitacion Intermedia (PI) y Precipitacion Alta (PA) segin el rango de precipitacion

promedio.

Definidas estas tres categorias se estudio el nimero de accesiones relictas dentro de cada una de
ellas, encontrando que tanto en las categorias de Sequia como la de PI tenian una representacion
de mas de cinco accesiones relictas, mientras que en la categoria de PA solo se encontraba una,
por lo que se tomo la decision de no usar esta ultima. A continuaciéon se buscaron todos los
SNPs presentes en dichas accesiones, utilizando para ello la base de datos gendomicos de 1001
Genomes. A los SNPs identificados se les calculd el indice de fijacion, que genera un valor
entre cero y uno. Aquellos SNPs con valor igual a 1 se consideran fijados en todas las
accesiones de una de las dos poblaciones y en ninguna accesion de la otra poblacion, mientras
que los que tienen un valor cercano a cero se encontrarian distribuidos en ambas poblaciones.
Los SNPs que presentaron un indice de fijacion igual a uno fueron seleccionados, obteniendo un

total de 1561.

Dentro de esta lista de SNPs se encontraron variaciones del gen LRXI, el cual en las
investigaciones anteriores de Baumberger et al. (2001) y Diet et al. (2006) se habia identificado
como un gen clave en el proceso de formacion de pelos radiculares. Teniendo en cuenta el rol
que tienen estas estructuras en la absorcion de agua en el suelo, se escogid este gen para

continuar con el analisis.
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El siguiente paso en la identificacion de la variacion natural de LRX! en la poblacion de A.
thaliana de la peninsula ibérica fue separar las accesiones por medio de un PCA (Figura 3), en
donde se usaron como componentes las variables pluviométricas anteriormente mencionadas. Se
encontraron dos haplogrupos: Haplogrupo 1 (HGI1) con un total de 110 accesiones y
Haplogrupo 2 (HG2) con 55 accesiones, los cuales fueron definidos por un umbral establecido
en la componente 1 en el valor de 0,0. Se buscaron los SNPs significativos de cada uno de los
haplogrupos (usando como criterio que estos estuvieran en al menos el 50% de las accesiones
pertenecientes al haplogrupo), y se encontraron tres SNPs para el HG1 y nueve para el HG2.
Cabe resaltar que los SNPs identificados en el HG1 estaban compartidos con el HG2 por lo
tanto no fueron tomados en cuenta, y se consideraron los nueve restantes del HP2. Estos SNPs
son mutaciones del tipo miss-sense, non-sense y cambios en el 3’UTR, y por lo que

posiblemente podrian tener efectos en el fenotipo.
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Figura 3: Andlisis de componentes principales PC1, PC2 y PC3. Se utiliz6 el umbral 0,0 en la

componente | como criterio de separacion de los dos haplogrupos HG1 y HG2.
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3. OBJETIVOS

En el marco de esta investigacion, la hipotesis de partida de este proyecto es que LRX/ juega un
papel significativo en la adaptacion de las plantas a condiciones de baja disponibilidad hidrica.
Con el objetivo de poner a prueba esta hipdtesis, se ha utilizado la especie Arabidopsis thaliana

como modelo y se han llevado a cabo dos abordajes principales:
1. Comparar la resistencia a la sequia entre los mutantes /rx/ y las plantas silvestres (WT).
2. Entender el patron de expresion temporal del gen LRX1 en estrés hidrico.

De esta forma, este proyecto se relaciona con los Objetivos de Desarrollo Sostenible “Agua
limpia y saneamiento”, “Produccién y consumo responsables” y “Accidn por el clima” de la
Organizacion de las Naciones Unidas. Se cumplen las metas 6.4., 12.2. y 13.1. respectivamente
mediante el fortalecimiento del uso eficiente y sostenible de los recursos hidricos y la
adaptacion a los riesgos proporcionados por el cambio climatico. Aumentar el conocimiento
sobre la funcion de la extensina LRX1 en la respuesta a la sequia podria aportar informacion
valiosa para la mejora genética de cultivos y la busqueda de estrategias de manejo mas
eficientes para enfrentar el desafio climatico predicho para las proximas décadas. De forma
secundaria, el aumento de la productividad de los cultivos y la formacion de biomasa derivados
del aprovechamiento hidrico también cubren los objetivos “Hambre cero” y “Energia asequible

y no contaminante”.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Material vegetal

Las semillas mutantes /rx/-1 de Arabidopsis thaliana empleadas fueron recibidas del Doctor
Nicolas Baumberger (Instituto de Biologia Vegetal, Universidad de Ziirich, Suiza). Las semillas

del ecotipo Columbia (col-0) se encontraban disponibles previamente en el laboratorio.

4.2. Crecimiento de plantas

Para la esterilizacion de las semillas se afiadiéo 1 mL de etanol 70% con tritén 0,05 M a un tubo
Eppendorf de 2 mL que contenia las semillas. La mezcla se incub6 durante 10 minutos en un
agitador. Posteriormente se sustituyé la solucion por 1 mL de etanol 96%. Tras 10 minutos en el
agitador, se aclararon en agua estéril. Las semillas estériles se colocaron equidistantes en placas
petri cuadradas de 120 x 120 mm de 50 mL de medio mock (3 g/L de medio Murashige y
Skoog, 10 g/L de sacarosa y 8 g/L. de Phyto Agar, pH a 5,7) con la ayuda de palillos estériles, y
se mantuvieron un minimo de 7 dias a 4°C en oscuridad, para favorecer la estratificacion.
Finalizado este tiempo, las semillas se pasaron a una placa nueva con medio mock para dar
inicio al crecimiento vertical, donde se incubaron 7 dias a 22°C y dia largo (16 horas de luz/ 8
horas de oscuridad). Un dia antes de iniciar el tratamiento se prepararon mas placas con medio
mock y medio PEG (mock suplementado con polietilenglicol de 8.000 Da en la concentracion
deseada, siguiendo el protocolo especificado por Osmolovskaya et al., (2018)) y se dejaron
secar. Tras 7 dias de incubacion se trasladaron las plantas a las nuevas placas mock y PEG,
donde se mantendrian un tiempo variable en funcion del experimento realizado. Toda la
manipulacion de plantas se produjo en una cabina de flujo laminar. La instrumentalizacion fue
esterilizada mediante un mechero CAMPINGAZ Labogaz 206 y etanol 70%. Para el
crecimiento, las placas se mantuvieron cerradas con cinta de microporo 3M de 1,25 cm. Se
colocaron 12 semillas por placa a la misma altura para el crecimiento vertical y los posteriores

tratamientos, manteniendo las condiciones de 22°C y dia largo.

4.3. Establecimiento de las condiciones de sequia inducida

Se empled el protocolo “Crecimiento de plantas™ descrito en el apartado anterior con semillas
del ecotipo col-0 de A. thaliana. Al séptimo dia de crecimiento vertical, se pasaron las plantulas
a placas con medio mock suplementado con polietilenglicol (PEG) en concentracion 15%, 20%
y 25%, dando inicio al tratamiento diferencial. Se empled polietilenglicol de 8.000 Da,
siguiendo el protocolo de Osmolovskaya et al. (2018). Tras 7 dias de tratamiento manteniendo

las condiciones de 22°C y dia largo (dia 14 del crecimiento), se escanearon las placas con el
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escaner HP Scanjet 4850 Photo Scanner. El dia 18 se peso la parte aérea de las muestras con la
balanza de precision Equinox para determinar la cantidad de biomasa fresca (Figura 4). Se
realizaron 3 réplicas de 12 plantas para cada condicion descrita: mock, PEG 15%, PEG 20% y
PEG 25%.

4°C 22 °C - Dia largo

Oscuridad - (" . . R . B
Siembra Tratamiento diferencial || Conteo y medicién Peso fresco

5ot = KW de raices
300 . :_ ‘[‘ -'.” -

B | mock/PEG 20% mock/PEG 20%
= o = |\ /'I
Estratificacién Inicio Crecimiento vertical Final
Y/ 1 1
, I/ LI, LI, LI LI
7-14 dias Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 18

Figura 4: Cronograma del experimento “Establecimiento de condiciones de sequia inducida”.
Durante el tratamiento, se trasladan las plantulas de A. thaliana a placas con medio mock, PEG
15%, PEG 20% y PEG 25%. Posteriormente se realiza la recolecta de datos mediante el conteo de
raices laterales, la medicion de la longitud de la raiz principal y la medida de peso fresco de masa

aérea.

El escaneo se llevo a cabo a resolucion 1.200 ppp, manteniendo el brillo y el contraste a 0. El
conteo de raices laterales y la obtencion de la longitud de la raiz principal se realizaron

utilizando el programa ImageJ. El analisis estadistico se realizo con el programa Statgraphics.

4.4. Fenotipado de mutantes /rxI-1 en sequia

Tanto el cultivo como la adquisicién de imagenes globales de la placa se realizaron de forma
analoga a la descrita en el apartado 4.3., utilizando en este caso plantas col-0 y /rx/-1. En lugar
de utilizar diferentes concentraciones de polietilenglicol, las plantas inicamente fueron tratadas
en medio PEG 20%. Tras 7 dias de tratamiento en PEG 20% se observaron los pelos radiculares
de col-0 y del mutante /rx/-/ mediante la lupa Olympus SZ60 utilizando 3 aumentos (Figura 5).
Se realizaron 2 réplicas de 12 plantas para cada tratamiento y tipo de semilla: col-0 y /rx/-1 en

mock y PEG 20%.
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Figura 5: Cronograma del experimento “Fenotipado de mutantes /lrx/-/ en sequia”. El
crecimiento esta dividido en fases de siembra, tratamiento y recolecta de datos. El resultado es

analizado globalmente mediante el escaner y de forma localizada en la raiz mediante lupa.

El escaneo se realiz6 a resolucion 1.200 ppp, manteniendo el brillo y el contraste a 0. Se midio
la longitud de la raiz principal de 24 plantas por tratamiento y tipo de planta utilizando el
programa Imagel. Se obtuvo también el numero de pelos radiculares y la longitud de los
mismos con este programa, analizando 24 imagenes de los 3 cm con pelos radiculares mas
proximos a cada meristemo de la raiz en cada condicion. El analisis estadistico se llevo a cabo

con el programa Statgraphics.

4.5. Analisis de la expresion de LRX con el tiempo en sequia

Para obtener material vegetal, se sigui6 el protocolo “Crecimiento de plantas” con semillas del
ecotipo col-0. Al séptimo dia de crecimiento vertical a 22°C y dia largo se pasaron 12 plantas a
placas con medio mock y placas con medio PEG 20%, para comenzar el tratamiento diferencial
manteniendo las condiciones de 22°C y dia largo. Se extrajo ARN de la raiz de estas plantas a 3
tiempos diferentes (24h, 48h y 72h) del inicio del tratamiento, utilizando el kit
Macherey-Nagel™ NucleoSpin™ RNA Plant y la microcentrifuga 5418 Eppendorf, siguiendo
las instrucciones del fabricante. La concentracion de las muestras se midid con el
espectrofotometro NanoDrop 2000 y las muestras mas diluidas se concentraron con la
centrifuga de vacio UNIVAPO 100H Chiller, hasta igualar la concentracion de todas las
muestras. Se obtuvo ADN complementario de cadena simple de cada muestra mediante el kit
NZY First-Strand ¢cDNA Synthesis y los cebadores CTTTGCCTTCCCTTAAATTCTTGG
(directo) y CAAGCAAAGATGAGCACTGTTTA (reverso). Se realiz6 una qRT-PCR con el
termociclador de PCR cuantitativa Quant Studio 3 (Figura 6) y el gen UBQ10 como control de
expresion, amplificado con los cebadores GGCCTTGTATAATCCCTGATGAATAAG (directo)
y AAAGAGATAACAGGAACGGAAACATAGT (reverso). El andlisis de la expresion se
realizdé mediante el programa Design and Analysis, de Thermofisher. Se utilizaron 3 réplicas de

24 plantas cada una para los tiempos 24 h, 48 h 'y 72 h en mock y PEG 20%.
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Figura 6: Diagrama para el analisis de expresion de LRX! en el tiempo. Se extrae el ARN de las
raices del material vegetal en PEG 20% y mock a los tiempos requeridos. Se iguala la

concentracion de ARN y se convierte en ADNc para realizar la qRT-PCR.

4.6. Clonacion de LRX1 en GoldenBraid

En primer lugar se realiz6 una extraccion de ADN gendmico del ecotipo col-0 de 4. thaliana.
Para ello se congelaron 2 g de tejido en nitrégeno liquido y se pulverizaron las muestras
utilizando beads y el molino Retsch MM 400. Se afiadieron 10 mL tampén CTAB (Tabla 2) a
65°C y 10 mL de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (24:1). Se centrifugé a 5.000 x g por 10
minutos con la microcentrifuga 5418 Eppendorf.. Se transfirio la fase acuosa a otro tubo, al que
se afiadid6 0,7 volimenes de isopropanol y se repitid el centrifugado. Se descartd el
sobrenadante, se afladieron 100 pL de etanol 70% para lavar el ADN y se centrifugd a 13.000 x
g. Se descarto el sobrenadante de nuevo, se dejo secar el pellet y, posteriormente, este se diluyo

en 50 uL de tampon TE (Tris-HCl pH 8 10 mM y EDTA 1 mM).

Tabla 2. Composicion del tampon CTAB.

Componente Para 10 mL de CTAB Concentracion final
Tris-HCIpH82 M 0,5 mL 100 mM
NaClSM 2,84 mL 1,42 M
CTAB en polvo 02¢g 2%
EDTA 0,5M 0,4 mL 20 mM
PVP-40 en polvo 02¢g 2%
H,0 6,253 mL
B-Mercaptoetanol 7 uL 0,02 U/uL
Acido ascorbico 10 mg

19



El sistema GoldenBraid es una metodologia desarrollada para creacion de construcciones
genéticas en plantas de forma eficiente y modular. Esta técnica se basa en la utilizacion de dos
enzimas de restriccion: BsmBI y Bsal, y requiere la domesticacion de las secuencias utilizadas,
para evitar sitios de reconocimiento de estas enzimas. Por ello, es importante el disefio de
cebadores que sustituyan los codones por otros no reconocibles por estas enzimas, pero que
codifiquen el mismo aminoacido. Es por ello que se disefiaron cebadores adaptados a la
herramienta de ensamblaje GoldenBraid con ayuda del programa “Primer Blast” del NCBI y su
calidad se comprobd en el programa “Multiple Primer Analyzer” de ThermoFisher. El
ensamblaje se disefid utilizando el software Benchling. Se emplearon estos cebadores para
domesticar las secuencias y afadir regiones solapantes en los extremos (que permitan ensamblar
las partes posteriormente) por lo que se realizaron 4 PCRs: pLRX! y la region codificante (CDS)
de LRXI dividida en 3 secciones. Se empleo la enzima Phusion High-Fidelity DNA Polymerase
y el termociclador Techne TC-512 (Ver Tabla 3).

Tabla 3. Componentes empleados en cada reaccion de PCR.

Componente Reaccion (50pL) Concentracion final
H,0 32 ulL

Tampon 5X Phusion HF 10 uL 1X

NTPs (mM) 1 uL 200 uM
Cebador directo (10uM) 2,5 uL 0,5 uM
Cebador reverso (10pL) 2,5 uL 0,5 uM

Plantilla de ADN 1,5 uL 0,3 uM

ADN polimerasa Phusion 0,5 uL 0,02 U/uL

La amplificacion se realizdo cambiando la temperatura de anillamiento y el tiempo de extension

del programa de PCR en funcion de los cebadores empleados (Figura 7).
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Figura 7: Protocolo en 3 pasos de PCR. La temperatura de anillamiento y el tiempo de extension

se adaptaron a los cebadores utilizados y la longitud del fragmento respectivamente en cada caso.

El resultado de la amplificacion se comprobd en un gel de electroforesis TAE 1X (50 mL
TAE 1X, 0,75 g agarosa y 1pL de bromuro de etidio) conectado a la fuente de alimentacion
APELEX PS 1006 a 120 V. Para determinar los tamafios de los fragmentos amplificados se
empled el marcador de pesos moleculares GeneRuler Plus DNA Ladder de 100 pb. La
observacion del gel se realizo en el transiluminador ENDURO GDS Touch Gel a exposicion
a 120 ms, y la extraccion de banda en el transiluminador LKB 2011 Macrovue UV Light, con
ayuda de una cuchilla. Se purifico el ADN resultante mediante el kit Zymo Column-based

Nucleic Acid Purification y se midié su concentracion en el NanoDrop 2000.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Resultados

5.1.1. Establecimiento de las condiciones de sequia inducida

Para determinar la concentracion de polietilenglicol apropiada que permitiese observar
diferencias en los fenotipos de los experimentos programados en condiciones de medio
normales y de sequia inducida, se analiz6 inicialmente la respuesta de las plantas en tres
condiciones de sequia inducida: mock con polietilenglicol al 15% (PEG 15%), al 20% (PEG
20%) vy al 25% (PEG 25%). La respuesta de las plantas a estos medios se analizé cuantificando
la longitud de la raiz principal, contando el nimero de raices secundarias y midiendo el peso

fresco de la parte aérea de las mismas.

Con los datos obtenidos, se hizo un analisis de varianza (ANOVA) para cada uno de los
fenotipos estudiados (Tabla 4). Para todos los fenotipos estudiados se determind que existian
diferencias estadisticamente significativas entre las medias de las 4 variables (mock, PEG 15%,

PEG 20% y PEG 25%) con un nivel del 5% de significacion.

Tabla 4: ANOVA entre las medias calculadas con los datos de mock, PEG 15%, PEG 20% y PEG
25% de longitud de raiz principal, nimero de raices laterales y peso fresco. La varianza de los
datos se descompone en varianza entre-grupos y dentro-de grupos. Cuando el valor-P de la prueba
F es menor que 0,05 existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las

variables con un nivel del 5% de significacion.

Fuente |Suma de Cuadrados| Gl | Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
Longitud de | Entre grupos 30486.1 3 10162
raiz principal| Intra grupos 17315.1 92 188,207 53.99 1E-05
(cm) Total 47801,1 95
Niimero de | Entre grupos 298.5 3 99.5001
raices Intra grupos 157,982 92 1.7172 57.94 1E-05
laterales Total 456,482 95
Peso fresco Entre grupos 289.583 3 96.5278
(mg) Intra grupos 1950.42 92 21.2002 4,55 5.1E-03
Total 2240 95

Es por ello que, para determinar qué medias resultaron significativamente diferentes de otras se

realizaron pruebas de multiples rangos para cada fenotipo (Tabla 5).
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Tabla 5: Comparacion multiple de Student-Newman-Keuls entre las medias obtenidas en mock,
PEG 15%, PEG 20% y PEG 25% de longitud de raiz principal, nimero de raices laterales y peso
fresco. En la columna “Diferencia” se muestra la diferencia obtenida para cada par de medias,
mientras que el asterisco en la columna “Sig.” indica que esta diferencia es estadisticamente

significativa con un nivel de confianza del 95%.

Longitud (cm) Numero de raices | Peso fresco (mg)

Contraste Sig. | Diferencia | Sig. Diferencia Sig. [ Diferencia
Mock - PEG 15% * 9,42214 * 3,20833 * 3,20833
Mock - PEG 20% * 15.6242 * 3,66667 * 3,55833
Mock - PEG 25% * 47,4464 * 4,625 * 4,77083

PEG 15% - PEG 20% 6,20204 0,458333 0,35

PEG 15% - PEG 25%| * 38,0242 1,41667 * 1,5625
PEG 20% - PEG 25%| * 31,8222 0,958333 * 1,2123

Mediante la comparacion multiple de Student-Newman-Keuls se observd que mediante el
fenotipado de la longitud de la raiz principal y del peso fresco se distinguian 3 grupos
homogéneos: (A) no afectado, (B) levemente afectado y (C) gravemente afectado. Estos grupos
coincidian con los tratamientos mock; PEG 15% y PEG 20%; y PEG 25% respectivamente. El
numero de raices laterales fue significativamente diferente entre el medio mock y los medios
suplementados con polietilenglicol, pero no permitié diferenciar los medios suplementados

entre si.

Respecto a la distribucion de los datos obtenidos para cada fenotipo, se determina una relacion
inversamente proporcional entre el porcentaje de polietilenglicol aplicado y la longitud de la
raiz principal y el peso fresco de la parte aérea de la planta (Figura 8). A mayor porcentaje de
polietilenglicol, menores fueron los valores obtenidos. Se observd que el peso fresco se veia
mas gravemente afectado a concentraciones bajas de polietilenglicol, mientras que la longitud

de la raiz principal acentuaba su efecto a concentraciones altas de polietilenglicol.
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Figura 8: Distribucion de las medidas obtenidas en tratamiento mock, PEG 15%, PEG 20% y
PEG 25%. (A) Longitud de las raiz principal. (B) Masa de la parte aérea de las plantas. Se
distinguen 3 rangos descritos mediante comparacion multiple de Student-Newman-Keuls: no

afectado o A, levemente afectado o B y gravemente afectado o C.

Respecto al conteo de raices laterales, pese a evidenciarse un menor niimero de raices en las
plantas tratadas con polietilenglicol, no se pudo determinar de forma estadisticamente

significativa una relacion entre la concentracion del mismo y la cantidad de raices (Figura 9).
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Figura 9: Distribucion del nimero de raices laterales en tratamiento mock, PEG 15%, PEG 20% y
PEG 25%. Con estos datos se obtuvo la media, la mediana, la distribucion de los cuartiles y datos
anomalos. Se muestran los rangos generados mediante la comparacion multiple de

Student-Newman-Keuls (nivel de confianza del 95%) con las letras A y B.
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Como las concentraciones PEG 15% y PEG 20% presentaban un efecto leve en la longitud
radicular y el peso freso fresco, se escogio el medio suplementado con concentracion 20% para

preparar los medios, apoyandose en la mayor diferencia visual y promedio con el control.

5.1.2. Fenotipado de mutantes /rxI-1 en condiciones de sequia

Con objeto de inferir la funcion del gen LRX1 se examino el fenotipo de plantas mutantes /rx1-1

en medio control mock y condiciones de sequia inducida PEG 20%.

Se cuantifico la longitud de la raiz principal, el nimero promedio de pelos radiculares y la
longitud de dichos pelos en col-0 y en el mutante /rx/-1. A partir de los datos recopilados se
realizd un test ANOVA para los tres fenotipos estudiados (Tabla 6). Se determind para estos
fenotipos que existian diferencias estadisticamente significativas entre las medias de las 4
variables (col-0 mock, col-0 PEG 20%, /rxI-1 mock y /rxI-1 PEG 20%) con un nivel del 5% de

significacion.

Tabla 6: ANOVA entre las medias calculadas con los datos de col-0 y /rx/-1 en mock y PEG 20%
de longitud de raiz, numero y longitud de pelos radiculares. La varianza de los datos se
descompone en varianza entre-grupos y dentro-de grupos. Cuando el valor-P de la prueba F es
menor que 0,05 existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las

variables con un nivel del 5% de significacion.

Fuente Suma de Cuadrados| Gl | Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
. ) Entre grupos 26556.4 3 8852.13
Lougitudraiz | @ orupos 155731 92 169.273 52,3 1E-05
principal (cm)
Total 421295 95
Nimero de Entre grupos 6205.3 3 2068.43
pelos Intra grupos 85249 76 112,17 18,44 1E-05
radiculares Total 14730,2 79
Longitud de | Entre grupos 1,90E+06 3 634206
pelos Intra grupos 1.04E+07 672 15465,5 41,01 1E-05
radiculares (um) Total 1,23E+07 675

A continuacion se realizaron pruebas de multiples rangos siguiendo el método
Student-Newman-Keuls para cada fenotipo (Tabla 7). De esta forma se determin6 qué pareja de

medias calculadas eran significativamente diferentes entres si.
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Tabla 7: Comparacion multiple de Student-Newman-Keuls entre las medias obtenidas en mock y
PEG 20% de longitud de raiz principal, nimero y longitud de pelos radiculares. En la columna
“Diferencia” se muestra la diferencia obtenida para cada par de medias, mientras que el asterisco
en la columna “Sig.” indica que esta diferencia es estadisticamente significativa con un nivel de

confianza del 95%.

Longitud (cm) | Nimero de pelos |Longitud de pelos (um)
Contraste Sig. |Diferencia| Sig. | Diferencia | Sig. Diferencia
Col-0 mock - Col-0 PEG * 7,48129 * 15,05 * 118,171
Col-0 mock - /rx7-7 mock [ * 14,605 -2.45 * 76,9358
Col-0 mock - /rxI-1 PEG * 43,874 * 174 * 143,552
Col-0 PEG - Irx1-1 mock 7,12367 * -17.5 * -41,2351
Col-0 PEG - /rxI-1 PEG * 36,3928 2,35 25,3812
Irxi-1 PEG - Irx1-1 PEG * 29,2691 * 19,85 * 66,6163

Mediante la comparacion multiple de Student-Newman-Keuls se observo en el fenotipado de la
longitud de la raiz principal que la media entre mock y PEG 20% era significativamente
diferente tanto para el control col-0 como para el mutante /rx/-1. Ademas /rxi-1 presentaba una
media significativamente diferente al control col-0 tanto en mock como en PEG 20%. La
diferencia entre las plantas col-0 en estrés hidrico PEG 20% y /rxI-1 en condiciones mock no
fue significativa. El conteo del numero de pelos radiculares se mostro significativamente
diferente para ambas plantas en mock y PEG 20%, pero no se vieron diferencias en el
comportamiento de las plantas entre si. Respecto a la longitud de dichos pelos, se determino una
diferencia significativa en la longitud de los pelos en condiciones mock para las plantas col-0 y
Irx1-1. Asimismo, la longitud media de estos pelos en medio mock era diferente
significativamente de su valor en PEG 20%. Sin embargo, no hubo diferencia significativa entre

el control y el mutante en condiciones de sequia inducida.

En relacion a la distribucion de los datos recopilados para cada caracteristica observable en el
mutante /rx/-1, se confirma un menor crecimiento de la raiz principal en el mutante, que se
acentua tanto en el control como en el mutante en PEG (Figura 10 y Figura 11). Se encontraron
menos pelos radiculares en las plantas en PEG, sin mostrar esta caracteristica relacion con la

presencia o ausencia del gen LRX].
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Figura 10: Distribucion de las medidas obtenidas para col-0 y lrx/-1 en mock y PEG 20%. (A)

Longitud de las raices principales. (B) Numero de pelos radiculares. Se muestran los rangos

generados para cada fenotipo por la comparacion multiple de Student-Newman-Keuls (nivel de

confianza del 95%) con las letras A, By C.

Col-0 PEG

Col-0 mock

lrxI-1 mock

lrxl-1 PEG

Figura 11: Longitud de raiz en col-0 y IrxI-1 en condiciones mock y condiciones de estrés hidrico

inducido por PEG.
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La longitud de pelos radiculares disminuye en sequia inducida tanto en el mutante como en

col-0; y es menor en el mutante en ambos medios mock y PEG 20% (Figura 12).
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Figura 12: Distribucion de las medidas obtenidas en col-0 y Irx-1 en tratamiento mock y PEG
20% para la longitud de los pelos radiculares. Se muestran los rangos generados mediante la
comparacion multiple de Student-Newman-Keuls (nivel de confianza del 95%) con las letras A, B

y C.

Se analiz6 la morfologia de las raices de los mutantes /rx/-1 con la lupa en medio mock y PEG
20% para definir el fenotipo del mutante (Figura 13). Se observaron regiones con pelos de
longitud variable y base abultada en el mutante, alternadas con otras regiones de fenotipo

similar al de la planta col-0.

Col-0 mock Irx1-1 mock Col-0 PEG Irx1-1 PEG

Figura 13: Raiz de col-0 y /rx/-1 en mock y PEG 20%. Se indican ejemplos de la base abultada

del pelo radicular de /rxI-1 mediante flechas.
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5.1.3. Expresion de LRXI con el tiempo en condiciones de sequia

El resultado de la qRT-PCR se normalizd utilizando la muestra de mock 24 horas como
referencia. La expresion de LRX! durante los 3 primeros dias de exposicion a sequia disminuyd

en comparacion con el resultado en el control mock (Figura 14).

0,4

f

Ratio de expresion de LRX1
Peg/Mock
,.O
N

24h 48h 72h

Figura 14: Expresion de LRX/ tras 72 horas en sequia inducida por PEG 20%. El eje vertical
representa el ratio de expresion del gen en PEG dividido su expresion en mock. Los datos se han

normalizado utilizando el promedio de expresion de mock a 24h.

5.1.4. Clonacion de LRX1 en GoldenBraid

En primer lugar, se diseiid el modulo de clonacién compatible con GoldenBraid, que consistia
en una unidad transcripcional compuesta por el promotor pLRX! (A1-B2), la region codificante
de LRXI (CDS) (B3-B4) y el terminador TNOS (B5-C1). Ademas, la CDS se dividié en 3
secciones de acuerdo a la domesticacion para anular los sitios de corte internos de las enzimas
Bsal y BsmBI. Por tanto, para el promotor y la CDS se disefiaron 4 pares de cebadores (Tabla
8), que incluian regiones solapantes para unirse entre si y reemplazaban los sitios de corte de las
enzimas mencionadas por codones sinoénimos. El terminador TNOS (B5-Cl) ya estaba

disponible y preparado en el laboratorio para la clonacion en GoldenBraid.
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Tabla 8: Cebadores disefiados para la clonacion en GoldenBraid. Todos los cebadores presentan

una region solapante para encajar con la seccion contigua amplificada. Se representa el cebador

directo como “F”’ y el reverso complementario como “R”.

Cebadores

GCGCCGTCTCGCTCGGGAGAGCAAGGAGTCACTTATTTCTG

pLRX1

GCGCCGTCTCGCTCACATTTGCTTATGGGTCAAGAAACCC

GCGCCGTCTCGCTCGAATGTTGTTCCCTCCTCTTCG

Seccion 1

GCGCCGTCTCGTAAGACGTTTGTCTACTTTGATATC

GCGCCGTCTCGCTTAAGTTCGAGAACCCGAAG

Seccion 2
CDS LRX1

GCGCCGTCTCGGAAGACCTAGCTCGGAAGCC

m|D™ MM N

GCGCCGTCTCGCTTCTCTCTGATCTCGCTCT

o]

Seccion 3 GCGCCGTCTCGCTCACGAACCGTAGTAAGACGGAGGAGG-
AGGAGGAGATGCATCATATGAAACGCTTGGC

Con estos promotores se esperaba la obtencion de un amplicon de 721 pb para el promotor y de

tres amplicones para la region codificante, de tamafios 133 pb, 235 pb y 1872 pb para las

secciones 1, 2 y 3 respectivamente (Figura 15).

Figura 15: Regiones amplificadas por PCR. (A) Promotor de LRX!/. (B) Region codificante

(CDS) de LRX1 dividida en tres secciones.

LRX1 COL-@ CDS

10@ 200 lee 48@ Haa 608 700
Cebador F Cebador R
Promotor LRX7 721 pb
B) CDS Col-0
208 400 606 sea 1,000 1,208 1,408 1,660 1,800 2,600 2,200
1-2232
Cebador F 52
235pb Fragmento 2
1872 pb  Fragmento 3
Cebador R 51 - Cebador F 83
Cebador F 51 Cebador R 52
133 pb> Fragmento 1 Cebador R S3

El resultado se analizd mediante la visualizacion del ADN en un gel de electroforesis.

Posteriormente, se corté la banda con el tamafo adecuado para extraer el ADN y proceder a su

secuenciacion (Figura 16).
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Figura 16: Resultado de la PCR en gel de electroforesis. En el carril MM 100 pb se encuentra el

marcador de pesos moleculares.

5.2. Discusion

5.2.1. Establecimiento de las condiciones de sequia inducida

A la vista de los resultados (Figura 8A y Figura 9), se observa un fenotipo contrario al esperado
en sequia. El polietilenglicol, que forma enlaces de hidrogeno con el agua secuestrandola,
genera estrés osmotico que no promueve el crecimiento del sistema radicular en busca de agua,
sino que produce un estrés de gravedad suficiente para que la planta entre en estado de
estancamiento. Entre los principales efectos del polietilenglicol que podrian inhibir el
metabolismo destacan (i) la reduccion del potencial hidrico por la retencion de agua, (ii) el
gradiente osmotico generado en consecuencia y (iii) la induccion del estrés oxidativo
(Osmolovskaya et al., 2018). De esta forma se sugiere que cuando las plantas experimentan
sequia inducida por polietilenglicol a las concentraciones propuestas en este experimento,
limitar el crecimiento de la raiz principal les permite minimizar la pérdida de agua y energia a
través de la transpiracion, reduciendo la superficie de absorcion expuesta al suelo seco. Las
plantas priorizan asi la supervivencia a largo plazo en lugar del crecimiento a corto plazo, que
causaria la elongacion de la raiz en busca de fuentes de humedad. Al igual que se detuvo el
crecimiento y la formacion de raices, la masa del tallo y las hojas de estas plantas era

practicamente despreciable (Figura 8B), dirigiendo todos los recursos al mantenimiento y la
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supervivencia. Por tanto, al no darse el resultado esperado, se ha advertido de forma lateral la
variedad de respuestas que tienen las plantas a las condiciones de sequia (Lozano et al., 2020).
Una posibilidad seria repetir los experimentos considerando una concentracion de
polietilenglicol todavia menor al 15% para investigar si, al reducir el estrés al que se han

sometido las plantas, se percibe el efecto de elongacion radicular.

A la hora de escoger la concentracién idonea de polietilenglicol para los tratamientos, la
comparacion multiple de Student-Newman-Keuls (Tabla 5) permitié distinguir 3 grupos
utilizando los datos de la longitud de la raiz principal y el peso fresco: no afectados (mock),
levemente afectados (PEG 15% y 20%) y gravemente afectados (PEG 25%). Gracias a estas
agrupaciones se pudo descartar como medio de cultivo aquel que tuvo un efecto desmesurado
en la planta (PEG 25%). Puesto que, con los métodos propuestos, no se ha encontrado una razon
arbitraria para escoger entre los medios PEG 15% y PEG 20%, que se adecuaban a los
requisitos presentando un efecto leve en la longitud de raiz principal y peso fresco, se escogio el
medio infiltrado con concentracién 20% apoyandose en la mayor diferencia visual y promedio
con el control mock. De esta forma, se establecieron las condiciones de sequia inducida que

aseguraron observar resultados en los posteriores experimentos.

5.2.2. Fenotipado de mutantes /rx1-1

En primer lugar, se realizaron experimentos comparativos entre el control col-0 y el mutante
IrxI-1. En este caso se analizo la longitud de la raiz principal y el nimero de pelos radiculares.
Es destacable que la comparacién multiple de Student-Newman-Keuls mostré que no habia
diferencia significativa entre la longitud media de las plantas col-0 en PEG 20% y las plantas
Irx1-1 en mock (Tabla 7). De esta forma, la Gnica ausencia del gen LRX/ gener6 en la planta un
estrés comparable al de la ausencia de agua en el medio en lo que respecta a la elongacion de la
raiz principal. Esto se puede entender ya que se sabe que el gen LRX/ codifica una extensina,
esencial para la elongacion de los pelos radiculares (Vissenberg et al., 2020), y que

probablemente esté implicado en la absorcion de agua de la planta .

Asumiendo que la reduccion de la longitud de la raiz es un efecto lateral de la deficiencia en la
adquisicion de agua, se investigd primeramente el nimero de pelos radiculares del mutante. De
esta forma, se planted la hipoétesis de si el gen LRXI esta relacionado con la cantidad de pelos
radiculares que se forman. Al encontrar que no habia disparidad entre el nimero de pelos
radiculares del mutante y el control se investigd la superficie de absorcion de los mismos,
utilizando como medida indirecta su longitud. En este caso, si se observd una menor superficie
de absorcion en mock para la planta /rx/-1. De esta forma se puede razonar que el desarrollo
correcto de la morfologia de los pelos radiculares mediante la actividad de este gen es necesario

para mantener la absorcion de agua requerida para un crecimiento dptimo de la planta.
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Asimismo, al no haberse observado las mismas tendencias en PEG para la longitud de la raiz y
la de los pelos radiculares (Figura 10A y Figura 12), se intuye que LRXI puede influir también
en la composicion de la pared celular de los pelos radiculares, potenciando la asimilacion de
agua. De esta forma, el efecto de la ausencia de LRXI en la pared celular (y no solo la
disminucion de la superficie de absorcion) es el que agrava la situacion de estrés de la planta

Irx1-1 en PEG que se refleja en forma de longitud de raiz principal.

Seguidamente se busco el fenotipo previamente descrito en condiciones mock para el mutante
IrxI-1 (Baumberger et al., 2001; Diet et al., 2006), que consistia en pelos radiculares
notablemente mas cortos con bases abultadas. Durante el primer fenotipado se caracterizo el
mutante (Figura 13), del cual se descubrid que se presentaba parcialmente en las plantas
evaluadas: coexistian regiones con pelos radiculares normales y de fenotipo mutante, mostrando
una irregularidad a lo largo de la raiz no descrita en la literatura. Por otra parte, se complemento
la informacion hallada del mutante observandolo en medio PEG 20%, simulando la sequia. Los
pelos radiculares del mutante mantenian la base abultada, pese a no diferenciarse en longitud de

col-0.

5.2.3. Expresion de LRXI con el tiempo en condiciones de sequia

El resultado de la qRT-PCR se muestra como ratio entre PEG y mock (Figura 14). Segin el
resultado de la qRT-PCR, existe un descenso muy abrupto de la expresion de LRX durante las
primeras 72 horas de exposicion en sequia. En sequia inducida por polietilenglicol, donde ya se
ha comentado que se observa un estancamiento del crecimiento de la planta, es comprensible
que haya una disminucién inicial de la expresion del gen, ya que se detiene la elongacién de los
pelos. Ademas, dado que el ratio es menor que 1, la expresion en PEG es menor que en mock, lo
que se podria relacionar con el menor numero de pelos radiculares que se forman en estas
condiciones (Figura 10B), pues hay menos células que expresen el gen. De esta forma, se
confirma que la transcripcion del gen no es constitutiva en el sistema radicular de A. thaliana,

sino que depende del estrés hidrico de la misma.

Sea como sea, estos resultados no eximen otros tipos de regulacion de la expresion génica, pues
es posible que a nivel traduccional o epigenético se produzcan otros cambios que no se han
podido ver en este ensayo, y que en combinacion dirijan de forma precisa y dindmica el control

del gen en respuesta a las sefiales internas y externas.
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5.2.4. Clonacion de LRXI en GoldenBraid

Respecto a la eleccion del sistema GoldenBraid, este sistema especifico de plantas permite el
ensamblaje multiparte (como el que se busca en este experimento) mediante una gramatica de 4
nucledtidos anadida por cebadores al final o inicio de cada parte (Sarrion-Perdigones et al.,
2011). Este método modular aprovecha las cualidades de las enzimas tipo IIS, caracterizdndose
por no dejar residuos de ADN entre las partes, ser reutilizable y estar estandarizado. Su facil

manejo y disponibilidad en el laboratorio han sido puntos claves a la hora de escogerlo.

A la vista de los resultados (Figura 16), la ausencia de banda en el carril de la secciéon 3 de la
CDS en el gel sugiere que ha habido un error en la PCR. Esto puede ser debido a un error en el
disefio de los cebadores o al programar el protocolo, por lo que se debe volver al redisefio para
(i) verificar los cebadores comprobando la complementariedad entre ellos y la secuencia de
ADN objetivo; y (ii) optimizar las condiciones de la PCR disminuyendo la temperatura de
anillamiento o realizando gradientes de temperatura para hallar la optima para el par de

cebadores empleado. Si es necesario, se considera el disefio de nuevos cebadores.

Esta tercera seccion sera la Unica restante para poder integrar todas las partes en plasmidos
pUPD?2 gracias a las secuencias solapantes afiadidas por los cebadores. Todas las partes se
podrén ensamblar con el terminador en el plasmido de destino pDGBa, dando la secuencia por

domesticada y preparada para la clonacion.
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6. PROYECCION FUTURA

La comprension de los mecanismos moleculares y genéticos que subyacen a la respuesta de las
plantas a la sequia es esencial para desarrollar estrategias efectivas de mejora de cultivos. En
este contexto, el papel de LRXI ha surgido como un componente clave en la respuesta de las
plantas a la sequia. Sin embargo, a pesar de los avances en esta investigacion, todavia hay
muchas incognitas sobre como contribuye exactamente LRX! a la adaptacion de las plantas al

estrés hidrico.

Para continuar la investigacion, la clonacion de LRX1, de su promotor o del conjunto mediante
GoldenBraid (un sistema de clonaje modular) permite llevar a cabo una serie de estrategias que
aportardn mas lucidez sobre su funcion e importancia. La generacion de lineas sobreexpresoras
(p35s:LRX1) utilizando promotores constitutivos se podra emplear para evaluar el efecto directo
de la sobreexpresion del gen e incluso comparar con los ensayos ya realizados con los mutantes
knock-out IrxI-1. Si el fenotipo es realmente favorable se podra aplicar a la mejora de cultivos.
Ademas, con este enfoque se puede comparar el perfil de expresion génica a un control e

identificar los genes regulados por LRX].

Por otra parte, la construccion pLRX1:GUS podria facilitar un andlisis temporal y espacial en
tejidos y etapas del desarrollo especifico. El resultado se podria complementar en condiciones

de sequia inducida para evaluar el comportamiento y la regulacion del promotor ante el estrés.

Volviendo a los antecedentes, donde se agruparon distintas accesiones en funcion de si se
encontraban en regiones aridas o de precipitacion intermedia, se pueden aplicar las técnicas de
clonacion GoldenBraid aprovechando la modularidad del sistema. Complementando un mutante
IrxI-1 con el gen extraido de las accesiones (pLRXI .o:LRX]1,..) se devuelve la funcionalidad
del gen, permitiendo inferir el efecto de la variante de LRX] de la accesion al compararlo con el
mutante. Esta estrategia reduccionista ignora otros efectos epistaticos que puede tener el gen
con el fondo genético, pero es valida para reunir informacion alrededor de la incognita que lo
rodea y encontrar SNPs de valor para incrementar la adaptacion a sequia. A partir de esta base,
se podria complementar con todas las clonaciones ya mencionadas para analizar también las

accesiones de mayor interés.
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7. CONCLUSION

Respondiendo a la cuestion de si LRXI juega un papel significativo en la adaptacion de las
plantas a condiciones de baja disponibilidad hidrica, se ha concluido que existe un fenotipo en
mutantes [rxI-1 que no existe en plantas silvestres y que la expresion de LRX1, esencial para el

correcto desarrollo de los pelos radiculares de la planta, afecta a la adquisicion de agua.

Se ha determinado que las plantas silvestres son sensiblemente mas resistentes a la sequia
mediante la medicion de la longitud de la raiz principal y que la morfologia o elongacion de los
pelos se ve influenciada directamente por la presencia del gen LRX/. Su expresion no influye en
el nimero de pelos formados. Por otra parte, se ha demostrado que las primeras 72 horas en
condiciones de sequia inducida por polietilenglicol al 20% la expresion de LRX1 desciende de
forma abrupta en comparacion con las condiciones normales. Se ha relacionado este resultado
con la disminucion de pelos formados en esta condicion y se ha razonado que se deberia repetir
el ensayo en unas condiciones mas permisivas de estrés, que proporcionasen una respuesta
adaptativa de los pelos radiculares. Por tltimo, cabe mencionar el experimento de clonacion que
se ha comenzado en este trabajo y del cual se espera que habilite multiples formas de abordar la
implicacion del gen en la adaptacion a la sequia en los proyectos venideros. En todo caso, los
resultados sugieren que la funcion LRX1 podria ser determinante en la adaptacion de las plantas

a regimenes de baja disponibilidad de recursos hidricos.
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