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Resumen:

La sequia supone una amenaza natural para la agricultura, con el potencial de resultar
devastadora en numerosas regiones. En este contexto, la biotecnologia puede ser una
herramienta crucial para mitigar estos efectos, al proporcionar métodos y enfoques que abren
nuevas perspectivas de solucidn. Resultados preliminares obtenidos en el marco de investigacion
de este estudio sugieren que el gen NST2, en la planta modelo Arabidopsis thaliana, ha
desempeiiado un papel primordial en la evolucidn de esta especie para adaptarse a diferentes
niveles de disponibilidad de agua. Los hallazgos de este estudio confirman la importancia del gen
NST2 en el desarrollo radicular, ademds de examinar las respuestas de plantas mutantes para
este gen frente a etileno, indicando una inclinacién hacia la formacién de pelos radiculares.

Palabras clave: Biotecnologia, Arabidopsis thaliana, Gen, Desarrollo radicular, Etileno.

Drought poses a natural threat to agriculture, with the potential to be devastating in numerous
regions. In this context, biotechnology can be a crucial tool to mitigate these effects, by providing
methods and approaches that open up new perspectives for solutions. Preliminary results
obtained within the framework of this study suggest that the NST2 gene, in the model plant
Arabidopsis thaliana, has played a pivotal role in the evolution of this species to adapt to varying
levels of water availability. The findings of this study confirm the importance of the NST2 gene
in root development, in addition to examining the responses of mutant plants for this gene to
ethylene, indicating a propensity for the formation of root hairs.

Keywords: Biotechnology, Arabidopsis thaliana, Gene, Root development, Ethylene.
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1. Introduccion.

Las plantas pueden ser clasificadas en funcién de si poseen o no
vasculatura. Las plantas vasculares, también conocidas como traquedfitas,
cuentan con un sistema vascular que les permite transportar agua, nutrientes y

moléculas sefializadoras a lo largo de toda la planta.

La vasculatura presente en las plantas puede dividirse en dos tejidos
principales: el xilema, que es el responsable de transportar y distribuir por toda
la planta el agua ylos nutrientes minerales absorbidos del suelo, y el floema, que
se encarga de transportar los nutrientes generados durante la fotosintesis a todas

las células.

En el xilema se deposita la pared secundaria. Esta pared se desarrollaen
ciertos tipos de células especializadas y se caracteriza por proporcionar
resistencia a las células. Esto resulta beneficioso para:

- Soportar la presion hidrostatica generada durante el transporte a

través del floema y, especialmente, del xilema.

- Sostener el peso de la planta.

- Proteger ciertas estructuras, como el dpice de laraiz o las estructuras

reproductivas de la planta.

La capacidad de las plantas para producir paredes secundarias se origind
por primera vez durante el periodo Silurico, que abarca un intervalo temporal de
aproximadamente 444 a 419 millones de afios atras. Este desarrollo permitié que
las plantas vasculares tuvieran tejidos mecdnicamente adecuados para el
transporte de agua y el soporte de otras estructuras de la planta, lo cual ha

contribuido al dominio de las traquedfitas en la Tierra (Gensel et al., 2020).

Los componentes principales de las paredes secundarias incluyen la
celulosa, hemicelulosa y lignina. Ademas del papel principal que desempeiia la

pared celular secundaria en la biologia de las plantas, es importante destacar que



representa una materia prima fundamental para diversas industrias
especializadas en la fabricacionde productos que vandesde papelycartén hasta
biopldsticos y bioenergia (Guerriero et al., 2016). Ademas, la madera de los
arboles estd compuesta exclusivamente por xilema el cual, a su vez, se compone
de forma exclusiva de pared celular, el motivo detrds de esto radica en que el
ultimo proceso del desarrollo xilematico conlleva la muerte celular programada,
lo que implica que el xilema esté compuesto por células en las que solo
encontramos la pared celular. Por tanto, mejorar la eficiencia de la sintesis de
pared celular podria aumentar el rendimiento y reducir los costes de produccién

en las industrias mencionadas.

La regulacidon de la biosintesis de la pared celular es un proceso complejo
y fundamental para el funcionamiento de la célula acerca del cual se sabe poco
(Zhang et al., 2021). Sin embargo, se ha identificado una red proteina-ADN que
interconecta los factores de transcripcidon involucrados en el proceso con los
genes que codifican enzimas reguladoras de la biosintesis de la pared (Taylor-
Teeples et al., 2015). Esta red estd compuesta por 245 genes y esta regulada
mediante bucles de retroalimentacion. A través de este modelo, se han
formulado y confirmado nuevas hipétesis sobre la regulacién génica de la
biosintesis de la pared secundaria, tanto en condiciones normales como en
respuesta a estreses bidticos o abidticos. Se ha observado que diferentes tipos
de estrés pueden afectar a genes especificos, lo que potencialmente impulsa la

adaptacién funcional de la planta (Taylor-Teeples et al., 2015).

Cuando se descubrié esta red de regulacidn, se observé que habia una
notable presencia de factores de transcripcion tipo NAC entre los genes ubicados
en posiciones mas aguas arriba de la red (Taylor-Teeples etal., 2015).
Especificamente, se destacaron las proteinas tipo VND y NST, que son relevantes
dentro de esta familia de factores de transcripcion (Taylor-Teeples et al., 2015).
Este hallazgo resalta la importancia de estos factores de transcripcion en la

regulacion de la sintesis de la pared celular secundaria y su papel clave en el



desarrollo y la respuesta de las plantas a diferentes estimulos y condiciones

ambientales.

1.1. Dominio NAC.

Los genes pertenecientes al dominio NAC conforman una familia presente
en plantas y desempefian un papel importante en diversos procesos durante el
desarrollo de las plantas. Entre sus funciones se encuentran el crecimiento de
organosy tallos, la diferenciacion de tejidos y las respuestas a estreses. Ademas,
estos genes tienen un papel destacado en la regulacién de sintesis de las paredes
celulares, la respuesta a hormonas vegetales y la resistencia a patégenos (Ooka

et al., 2003).

Dentro de las familias NSTy VND (ambas con dominio NAC, como se ha
mencionado), podemos destacar: NST1, NST2, SND1 o NST3, VND6 y VND7.
Asimismo, entre la familia de factores de transcripcién MYB (los cuales también
poseen un dominio NAC) encontramos a MYB46 y MYB83, ambos relacionados

con la deposicion de lignina.

Se ha observado que algunas proteinas NAC también regulan la ya

mencionada muerte celular programada del xilema (Zhong et al., 2010).

Se ha observado que las proteinas NST1y NST3 estan involucradas en la
formacién de la pared celular secundaria. Estas proteinas se expresan
activamente cuando se produce la sintesis de dicha pared. En experimentos en
los que se expresaron ectépicamente NST1 o NST3, se observé la sintesis ectépica
de fibras, lo que llevé a la conclusion de que las proteinas NST1 y NST3 actuan
como reguladoras de la formaciénde dichotipo celular (Zhonget al., 2006). NST1
y NST3 se han estudiado en bastante profundidad, aunque la experimentacion se

ha centrado mas en NST3 debido a que se descubrid antes, recibiendo entonces
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el nombre de SND1 (Zhong et al., 2006). NST1 y NST3 muestran alto nivel de

redundancia.

La funcién de NST3/SND1 se canaliza a través de la regulacion de un
conjunto de factores de transcripcién que incluyen SND2, SND3, MYB103,
MYB85, MYB52, MYB54, MYB69, MYB43, MYB20y KNAT7. De hecho, la represion
dominante de SND2, SND3, MYB103, MYB85, MYB52, MYB54 y KNAT7 provoca
una reduccién en el engrosamiento de la pared secundaria de las fibras, mientras
gue la sobreexpresién de SND2, SND3 y MYB103 aumenta el engrosamiento de
la pared secundaria en las fibras. Por otra parte, la sobreexpresion de MYB85
provocd la deposicidn ectdopica delignina en las células de la epidermis y células
corticales de los tallos. También se ha sugerido que las proteinas NAC que regulan
laformacién de las paredes secundarias tienen dianas comunes aguasabajo para
activar la sintesis de estas paredes. Se ha demostrado que SND3, MYB103 y

KNAT7 son dianas directas de SND1/NST3, el cual es filogenéticamente cercano a

NST1, NST2, VND6 y VND7 (Zhong et al., 2008).

Ademas de tener redundancia con NST3 en la regulacién de la formacidn
de pared celular en el xilema, NST1 muestra redundancia con NST2 durante el
engrosamiento de la pared secundaria de las células del endotecio, las cuales
estan presentes en las anteras (Mitsuda et al., 2005). Los mutantes dobles
nstlnst2 sufren una disminucidnen el engrosamiento de las paredessecundarias

en dicho tipo celular.

En el caso de VND6 y VND7, se ha observado que una situacion de
represion dominante de estos genes bloquea el engrosamiento de la pared
secundaria en los vasos xilematicos (Demura & Fukuda, 2007). Ademas, también
se demostré que las proteinas VND6y VND7 son necesarias para el desarrollo de

vasos en las raices primarias de Arabidopsis (Kubo et al., 2005).



En cuanto a MYB46 y MYB83, se ha comprobado que funcionan de
manera redundante en la regulacidon de la biosintesis de |la pared secundaria.
Cuando se produce una expresidon ectépica de estos genes, se activan las vias
biosintéticas de celulosa, xilano y lignina. Sin embargo, cuando se producen
mutaciones simultaneas en ambos genes, se producen paredes secundarias
menos engrosadas (Goicoechea et al., 2005; Patzlaff et al., 2003). Ademas, se ha
sugerido que MYB26 puede actuar aguas arribade NST1y NST2, lo que significa
gue una sobreexpresion o mutacién de MYB26 puede provocar un aumento en
la expresionde NST1y NST2 (Yang et al., 2007). Se vio que MYB26 es esencial en
la muerte celular de la pared secundaria del endotecio de la antera (Steiner-

Lange et al., 2003).

Durante el proceso de biosintesis de la pared celular secundaria, ademas
del control molecular y genético, también existe un control hormonal. Entre las
diversas hormonas involucradas, el etileno desempefiaun papel fundamental en

este sentido.

1.2. Etileno.

El etileno desempefia un papel crucial en los procesos de maduraciéony
senescencia en las plantas. La maduracion es un proceso fisioldgico que implica
una serie de cambios graduales y complejos en el desarrollo de los érganos,
especialmente en los frutos. Estos cambios transforman los frutos desde un
estado inmaduroauno maduro, listo paradispersar semillas o ser consumido por
animales o humanos. Durante la maduracidon, ocurren una serie de
transformaciones fisicas y quimicas que afectan la apariencia, textura, sabor,
aromay valor nutricional del fruto. Una de estas transformaciones consiste en la
reduccion de la firmeza del fruto, la cual se da a través de laremodelacién delas

paredes celulares, lo cual altera sus propiedades fisicas (Saltveit, 1999).



Ademads de su papel enla maduracién, el etileno también estd involucrado
en la abscision, un proceso que implica la separacién o desprendimiento de
6rganos de la planta, como hojas, flores o frutos maduros. El etileno acelera el
proceso de degradacién de la pared celular durante la abscisién (Negi et al.,
2008). Durante este proceso, se produce la descomposicion de la lamina media
y la pared primaria, lo que finalmente resulta en la caida de los 6rganos (Arraes

et al., 2015).

Se hanidentificado mutantes insensiblesal etileno, como los ein2y ein3,

enlos cualeslarespuesta dela planta a dichahormona se ve afectada (Wen et al.,

2012).

Las plantas que se encuentran en condiciones de déficit hidrico generan
etileno y esto desencadena una serie de respuestas entre las que podemos

encontrar marchitamientos en las hojas (Boggess et al., 1976).

En el caso de plantas que no estdn sometidas ainundacidn, el incremento
en los niveles de etileno se asocia con: la maduracion de frutas, la inhibicion del
crecimiento de los brotes, la floracidny la respuesta de la planta a la gravedad y
alaluz. Por otro lado, cuando el estrés afecta la zona radiculardelaplanta yala
zona aérea de la planta, esta sefial de estrésinduce la sintesis de precursores de

etileno y, en ultima instancia de etileno también (Hussain et al., 1999).

Se ha demostrado que un aumento en la sintesis o sefializacién del
etileno, através dela aplicacidén del precursor 1-aminociclopropano-1-carboxilico
(ACC), tiene un impacto negativo en la formacidn de raices laterales (Negi et al.,
2008). No obstante, este efecto adverso puede ser mitigado mediante el uso de
un antagonista del etileno, como es el nitrato de plata. Ademas, se ha observado

qgue el aumento en la sefializacion del etileno afecta de manera negativa a la



longitud de la raiz primaria, promoviendo una mayor formacidon de pelos

radiculares (Negi et al., 2008).

Ademds, se ha observado que los mutantes del gen EIN2 bloquean la
respuesta al etileno, lo que los hace resistentes a los tratamientos con ACC. Los
mutantes en el gen EIN2 también se caracterizan por tener una menor capacidad

de transporte de IAA (Negi et al., 2008).

Se han realizado estudios que establecen una relacidn entre la necrosis
en las plantas, estimulada por precursores del etileno como el ACC, vy la
participacion de genes de dominio NAC como reguladoras de los genes

expresados durante este proceso de necrosis.

1.3. Raices.

La celulosa es un polisacéridode vital importancia para las plantas, ya que

desempena diversas funciones, tales como:

Ser un componente esencial de las paredes celulares, brindando

estructura y resistencia a las células.

- Contribuir a la elasticidad y plasticidad de la planta, permitiendo su
crecimiento y adaptacién a diferentes condiciones ambientales.

- Regular el crecimiento y desarrollo de la planta, participando en la
formacién y elongacion de las células.

- Sercrucial para el crecimiento de la punta de los pelosradiculares, los

cuales desempefian un papel fundamental en la absorcién de aguay

nutrientes del suelo (Galway et al., 2011).



Los pelosradiculares son células epidérmicas especializadasen las raices
gue experimentan modificaciones cuando sus paredes celulares se elongan.
Durante este proceso, las paredes celulares se flexibilizan y se orientan de
manera adecuada para su correcto funcionamiento. Las subunidades cataliticas
del complejo de la celulosa sintasas (CESA) se encuentran en la membrana
plasmadtica, junto a los microtubulos corticales en el citoplasma (Gu & Nielsen,
2013). Para varios de los mutantes de CESA encontramos defectos significativos
para la geminacion del polen y el crecimiento del tubo polinico. Esto puede
sugerirnos que la celulosa desempefia un papel importante de las células que

crecen en los extremos(Paredez et al., 2006).

1.4. Antecedentes del laboratorio.

En el grupo de investigacion del Instituto de Biologia Moleculary Celular
de Plantas (IBMCP) en el que se ha llevado a cabo este proyecto, se habian

realizado varios estudios con A.thaliana en los que se vio que:

- La cantidad de xilema parenquimatico era significativamente mayor
en el genotipo salvaje (Wt) frente al de nst2 en condiciones de

sequia (Fig 1).
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Figura 1: Fenotipado en mutante nst2 frente a genotipo WT, para valores de cantidad de xilema parenquimatico, en tratamiento
control y de sequia.

- La presencia de xilema secundario era mayor para las plantas

mutantes nst2 frente a las Wt, en un ambiente de sequia (Fig 2).
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Figura 2: Fenotipado en mutante nst2 frente a genotipo WT, para valores de presencia de xilema secundario, en tratamiento control
y de sequia.

Adicionalmente, en el mismo grupo de investigacion se ha realizado un
andlisis exhaustivo de la regidn promotora del gen NST2 con el propdsito de
identificar posibles reguladores transcripcionales que actien aguas arriba del
gen. Estos experimentos revelaron un enriquecimiento significativo de factores

de respuesta al etileno potencialmente reguladores en dicha regién promotora.
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A partir de los resultados obtenidos, se ha podido observar que NST2
desempefa un papel fundamental en canalizar el impacto de los estreses
derivados de la sequia en la biosintesis de |la pared secundaria, entre todos los
genes que regulan este proceso. Ademas, esto sugiere que la actividad de nst2

podria estar sujeta a regulacién por etileno.

En este contexto, el presente trabajo se ha centrado en comprender el
papel del gen nst2 en lainfluencia del etileno en la biosintesis de la pared celular
secundaria. Para lograr este objetivo, se han investigado tres procesos relevantes
parala pared celular,como son el desarrollo de xilema secundario, el crecimiento
de raices laterales y la formacién de pelos radiculares, utilizando plantas

silvestres y mutantes para nst2, tratadas o no con ACC, un precursor del etileno.

11



2. Objetivos.

En el marco contextual descrito en la introduccion de este trabajo, los

objetivos principales del mismo son:

- Estudiar el papel del etileno en la regulacidn de la actividad de NST2.

- Describir el patréon de expresion de NST2 en condiciones normales.

12



3. Metodologia.

Se recolectaron muestras de plantas de diferentes genotipos y se llevaron
acabo andlisis de expresion génica y fenotipica. Estas muestrasfueron sometidas

a tratamientos con ACC para evaluar la respuesta de las plantas al etileno.

La caracterizacién de un gen implica estudiar sus propiedades, funciones
y los efectos que produce en los organismos en los que se encuentra. En este
caso, se ha optado porrealizar un analisis funcional parainvestigar los efectos de
la alteracidon de un gen en un organismo. Con el fin de caracterizarla funcién de
NST2, se llevd a cabo un tratamiento con ACC para observar el comportamiento

de los pelos radiculares en términos de longitud y cantidad.

3.1. Crecimiento en tierra

En este trabajo, se utilizd6 material vegetal de Arabidopsis thaliana
Columbia (Col), tanto mutantes como individuos tipo salvaje (WT). Se disponia de
material genético obtenido en experimentos anteriores, el cédigo del mutante
utilizado fue SALK_022022. Dentro de los mutantes utilizados en el estudio, se
incluyeron dos lineas con caracteristicas especificas. Por un lado, se trabajé con

una linea mutante para el gen NST2. Por otro lado, se utilizd una linea mutante

para el gen EIN2, la cual es insensible a etileno.

Para esterilizar las semillas, se siguié el método descrito por (Parsa et al.,
2018) con algunas modificaciones. Las semillas fueron incubadas con una

solucion de etanol al 70% de purezay tritdon-X al 0.05% durante 10 minutos. A

13



continuacion, las semillas fueron incubadas en etanol absoluto durante 3
minutos. Posteriormente, se realizaron 5 lavados con agua esterilizada. Una vez
esterilizadas, las semillas se mantuvieron a 42C durante 3 dias para estimular su

estratificacion.

Las plantas que se sembraron en tierra se mantuvierona una temperatura
de 229C, con un ciclo de luz de 16 horas y 8 horas de oscuridad. El sustrato
utilizado consistiéd en una mezcla de compost de semillasy vermiculita en una
proporciénde 3:1 en volumen. En el caso de los ensayos con plantas adultas, se

permitid que las plantas crecieran hasta que el tallo alcanzara una altura

aproximada de 17 cm.

Las plantas cultivadas in-vitro fueron mantenidas en medio de cultivo de
Murashige and Skoog (MS) a una concentracion de 4.3 g/L, Phytoagara 5 g/Ly
10 g/L de sacarosa. El medio de cultivo se dispuso en placas cuadradasde 12 cm
x 12 cm, con un pH de 5.7. Estas placas se colocaron en posicion vertical y se

mantuvieron en esta posicion durante el crecimiento.

Es importante mencionar que se tomaron todas las precauciones
necesarias para garantizar la esterilidad y el adecuado crecimiento de las plantas

utilizadas en el estudio.
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3.2. Analisis histoldgicos

De acuerdo con el experimento realizado, se llevé a cabo un andlisis de
crecimiento secundario en plantas adultas que habian sido tratadas durante 2

semanas con ACC a una concentraciéon de 1 uM, unavez alcanzaran unaaltura de

7-8 cm.

Con el objetivo de estudiar el crecimiento secundario en las plantasde 17
cm, se recolectaron hipocédtilos y se aplicd un método de infiltracidon al vacio
utilizando etanolal 70%. Este proceso permitio la fijacion del tejido a través dela
deshidratacion. Posteriormente, las muestras se mantuvieron en la misma
solucién de etanol al 70%, a una temperatura de 42C, hasta que estuvieron listas

para su posterior procesamiento.

Las muestras fueron incluidas en bloques de parafina haciendo uso del
procesador automatico de tejidos Leica TP 1020. Se obtuvieron secciones
transversales de 8 um de espesor utilizando un microtomo Microm HM310. Para

fijar el portaobjetos de vidrio, se utilizd agua y se aplicé calor.

Una vez desparafinadas, las muestras se tifneron con azul de toluidina al

0.05%, siguiendo el procedimiento descrito en (Sehr et al., 2010).

Posteriormente, se capturaron imagenes de las muestras histoldgicas utilizando
un microscopio Leica DM5000B. Para el andlisis de las dreas del xilema, se

realizaron mediciones utilizando el software Imagel.
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Es importante destacar que se siguieron los procedimientosy las técnicas
adecuadas para asegurarla correcta preparaciony preservacion de las muestras,

garantizando asi la integridad y la calidad de los resultados obtenidos.

3.3. Tinciéon GUS.

Se llevd a cabo un experimento para determinar la localizacidon espacial
de la expresidon del gen NST2 en las raices. Para ello se estudid la expresidn del
gen reportero GUS bajo el control del promotor de NST2. En todos los casos, las
muestras fueron sometidas a infiltracion al vacio con una solucién de tincion GUS
durante 10 minutos y luego incubadas a 37°C. El tiempo requerido para la

deteccion de la sefial GUS fue de 16 horas.

Para visualizar la sefial en los tejidos vasculares de las raices se tomaron
fotografias de las raices de forma directa. Estas muestras fueron fotografiadas

siguiendo el procedimiento descrito en el apartado anterior.
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4. Resultados.

4.1. Perfil de expresién de NST2 en raices.

En las lineas reporteras, se pudo observar la expresién del gen reportero
asociado a la tincion GUS en las células vasculares de la raiz primaria. Sin
embargo, a medida que las raices se ramificaban en raices secundarias, no se

detectd expresion del gen reportero (Fig 3).

Figura 3: Fenotipo en raices con gen reportero GUS para la caracterizacion de expresion de NST2.

Ademads, es importante destacar que la expresion del gen reportero no se

distribuia de manera equitativa entre raices primaria y secundarias (Fig 4).
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Figura 4: Fenotipo en raices con gen reportero GUS para la caracterizacion de expresion de NST2.

Por otro lado, es relevante mencionar que la expresién del gen reportero
no se observo en las zonas cercanas a la regién apical de la raiz. En la zona de la

caliptra, la expresion del gen reportero fue practicamente nula (Fig 5).
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Figura 5: Fenotipo en raices con gen reportero GUS para la caracterizacién de expresion de NST2.

4.2. Respuesta de las raices a tratamiento con etileno.

En este experimento las medidas fueron obtenidas a partir de imagenes de
raices tomadas en individuos con distintos genotipos y distintos tratamientos. Se
usaron estasimagenes paralamediday la contabilizacion de los valores a estudio
de este experimento. A continuacidon se pueden observar algunas de las

imagenes utilizadas (Fig 6).
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Figura 6: Raices de un individuo mutante para ein2-5 expuesto al tratamiento ACC (A). Raices de un individuo mutante para ein2-5

expuesto al tratamiento (B). Raices de un individuo mutante para nst2 expuesto al tratamiento ACC (C). Raices de un individuo con
genotipo WT expuesto al tratamiento ACC (D).

Al poner en contacto las plantas con ACC se obtuvieron los siguientes resultados:

- Los resultados revelaron respuestas similares entre los distintos genotipos,
WT, nst2 y ein2-5 en relacién con el nUmero de raices laterales contadas en
condiciones Control. Sin embargo, en los tratamientos de control no se
observaron diferencias significativas en el nimero de raices laterales entre
los genotipos. Como era de esperar, el genotipoinsensible al etileno (ein2-5)
mostré un numero superior de raices laterales en ambos tratamientos de
ACC. Ademads, en ambos tratamientos de ACC se registré un mayor nimero

de raices laterales en el genotipo WT en comparacién con nst2 (Fig 7).
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Figura 7: Fenotipado en mutantes nst2 y ein2-5y genotipo WT para valores de raices secundarias, con distintos tratamientos.

- En cuanto a la longitud de las raices primarias, se observaron diferencias
significativas entre los genotipos WT y ein2-5 en comparacién con nst2 en el
tratamiento control. En el tratamiento con una concentracion menorde ACC
(1 uM), nst2 mostrd la menorlongitud de raices, seguido de WT, y ein2-5 tuvo
una longitud considerablemente mayor en comparacion con WT. En el
tratamiento con una concentracion mayor de ACC, se observaron diferencias
significativas entre los tres genotipos, siguiendo el mismo orden de tamafio
qgue en el tratamiento de 1 puM. También se observd una influencia
significativa del precursor del etileno (ACC) en los genotipos estudiados en
cuanto a la longitud de las raices. El mutante ein2-5 fue el genotipo menos

afectado por la presencia de ACC de los tres (Fig 8).
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Figura 8: Fenotipado en mutantes nst2 y ein2-5y genotipo WT para valores de longitud de raices, con distintos tratamientos.

- En términos de densidad (nimero de raices laterales / longitud de la raiz
primaria en cm), no se observaron diferencias significativas en el
tratamiento control. Sin embargo, en ambos tratamientos con ACC, se
observaron diferencias para los valores del genotipo ein2-5 frente a los
otros, siendo superiores estosvalores a los otros en el tratamiento con ACC

a 10 uM e inferior a los otros en el tratamiento con ACCa 1 uM (Fig 9) .
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Figura 9: Fenotipado en mutantes nst2 y ein2-5y genotipo WT para valores de densidad, con distintos tratamientos.

En cuanto a los pelos radiculares se pudo observar que con el tratamiento
Control apenas produjeron pelos radiculares en el extremo de la raiz
primaria, solo se obtuvieron dos medidas de longitud, siendo una del
mutante para nst2 y otra del mutante para ein2-5. Para este tratamiento el
pelo radicular mas largo registrado se obtuvo en el mutante ein2-5. No se

obtuvo medida alguna para el genotipo WT (Fig 10).

Se observo en el tratamiento con ACC que la media de la longitud de los
pelos radiculares fue considerablemente mayor en todos los genotipos,
comparado con el tratamiento Control, excepto en el mutante para ein2-5,
gue es insensible al etileno. En el tratamiento con ACC, el valor medio
obtenido para el genotipo mutante para nst2 fue superior al delos individuos
WT. El genotipo mutante para nst2 mostrd las mayores medias, lo que sugiere

que nst2 es mas sensible al etileno que WT (Fig 11).
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Figura 10: Medida de la longitud de los pelos radiculares en mutantes de nst2 y ein2-5 e individuos con el genotipo WT, expuestos al
tratamiento Control. Se muestran los valores puntuales registrados.
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Figura 11: Medida de la distribucion de las medidas de longitud de los pelos radiculares en mutantes de nst2 y ein2-5 e individuos

con el genotipo WT, expuestos al tratamiento con ACC.
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4.3. Influencia del etileno en la seccidon vascular.

En este apartado las medidas fueron obtenidas a partir de imagenes de las
secciones transversales del tejido vascular den el hipocdtilo, siendo tomadas en
individuos con distintos genotipos y distintos tratamientos. A continuacién se

pueden observar algunas de las imagenes utilizadas (Fig 12).

Figura 12: Secciones del haz vascular a la altura del hipocdtilo: en individuo mutante para nst2 con tratamiento en presencia de ACC
(A), en individuo mutante para nst2 con tratamiento Control(B), en individuo con genotipo WT con tratamiento Control (C)y en

individuo con genotipo WT con tratamiento en presencia de ACC (D).

Los resultados obtenidos en esta experimento reflejaron que el area del
xilema secundario observado era superior en el tratamiento Control frente al
tratamiento en presencia de ACC. En el caso del tratamiento con ACC pudieron
observarse diferencias altamente significativas entre los valores para los

individuos mutantes para nst2 frente a los individuos del genotipo WT. Mientras

25



gue para el tratamiento Control la distribucién de las medidas del area no fue tan
pronunciada, ya que las diferencias entre genotipos solo fueron

significativamente distintas (Fig 13) .
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Figura 13 : Ratio de medidas de secciones en el hipocétilo de plantas contratamiento con ACC frente a las mismas medidas con el
tratamiento control, para los mutantes nst2 y el genotipo WT.
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5. Discusion.

5.1. Expresion de NST2 en raices.

La comprension de manera profunda de la regulacion génica nos
proporciona una herramienta poderosa para adaptar de una manera precisa la
expresion de los genes a las condiciones especificas, permitiéndonos optimizar
su funcionalidad de acuerdo con las demandas que surgen en el entorno. Esta
capacidad abre un abanico de posibilidades para aprovechar al maximo el

potencial genético y ajustar la expresidn génica segun nuestras necesidades.

En consonancia con los resultados obtenidos en este estudio, se puede
afirmar que el gen NST2 desempefia un papel de relevancia en el desarrollo
radicular, particularmente en relacién con el haz vascular principal de las raices,
ademas de que las raices de los mutantes de nst2 sean mas cortas (Fig 8). Esta
conclusién se sustenta en las imagenes obtenidas que revelan una marcada
expresion de NST2 en el haz vascular principal. A medida que la planta progresa
en su crecimiento y desarrollo, esta expresion se extiende desde el haz vascular
principal hacia los haces vasculares secundarios. Sin embargo, es importante
destacar que esta expresidén no se manifiesta en las dreas cercanas a la caliptra,
lo que sugiere una regulacidon espacial precisa de la actividad del gen NST2 en la

zona radicular.

Los resultados respaldan laidea de que el gen NST2 ejerce unainfluencia
significativa en la organizacion y formacion de los haces vasculares, y su patrén
de expresién a lo largo de los diferentes tejidos radiculares sugiere una funcién

especifica en el establecimiento y desarrollo de la estructura vascular.

Este conocimiento tiene implicaciones de gran alcance, ya que ofrece un
nuevo nivel de control sobre la morfologiay el desarrollo de las raices, lo que

podria ser aplicado en estrategias de mejora de cultivos y optimizacidn de la
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produccidn agricola. Al comprender cémo genes como NST2 influyen en la
arquitectura vascular, podemos manipular la expresion genética para mejorarla
eficiencia de la absorcidén de nutrientes y agua, aumentando asi la productividad

de las plantas en diversas condiciones ambientales.

5.2. Comportamiento de las raices y los distintos genotipos
con ACC.

Como se menciond previamente, este estudio ha abordado la cuestion
acerca de si el etileno es capaz de afectar ala expresidn del gen NST2y cdmo esta
regulacion puede afectar al desarrollo radicular en distintos genotipos. Los
resultados obtenidos respaldan la hipétesis inicial, evidenciando un papel crucial
del etileno en la modulacidon de determinadas caracteristicas radiculares y una

mayor sensibilidad en el mutante nst2 a esta regulacion por etileno.

En presencia de precursores de etileno, se ha observado una marcada
divergencia en términos de morfologia radicular entre los individuos de los
genotipos WTy nst2. Los individuos nst2 mostraron unadisminucion significativa
en el numero deraices laterales, asi como una menor longitud de la raiz principal.
Por otro lado, se ha constatado un aumento considerable en la longitud de los
pelos radiculares. Estos hallazgos apuntan a que los mutantes para el gen NST2,
en respuesta al etileno, orientan el desarrollo radicular hacia una formacién en
la que predominan los pelos radiculares en detrimento del crecimiento

longitudinal de la raiz.

Es importante destacar el comportamiento de manera distintiva que ha

tenido el mutante ein2-5, que ha demostrado su insensibilidad frente a etileno.
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En este caso, la exposicidn a precursores de etileno resulta en un desempeiio
superior en comparacion con los genotipos WT y nst2. Los individuos ein2-5
muestran unincremento en el niUmerode raices laterales, asicomo en la longitud
de las raices primarias y un menor nimero de pelos radiculares en comparacién
a nst2 y WT, en respuesta al tratamiento. Estos resultados destacan la influencia
directa del etileno en la arquitectura radicular y corroboran su papel regulador

en el desarrollo de raices secundarias y pelos radiculares.

Ademas, el estudio ha arrojado luz sobre la funcién del precursor ACC en
los distintos genotipos usados. En los individuos que eran sensibles al etileno
(mutantes nst2y genotipo WT), la presencia de ACC ha demostrado tener efectos
notables. Se ha constatado una disminucidénen el nUmero de raices secundarias,
acompanada de una reduccién en la longitud de las raices, mientras que la
longitud de los pelos radiculares tiende a aumentar. Estos resultados confirman

la influencia del ACC en la modulacion de la arquitectura radicular en respuesta

al etileno (Jackson, 1991).

Los resultados obtenidos con respecto a la longitud de los pelos
radiculares nos demuestran de manera concluyente de que la presencia de
etileno y sus precursores influyen de manera significativa en la sintesis y
desarrollo de estos apéndices fundamentales en el sistema radicular. Tanto el
genotipo WT como los individuos mutantes para nst2, que son sensibles al
etileno, mostraron una tendencia a desarrollar pelos radiculares mas largos
cuando se encontraban en presencia de ACC. Estos resultados respaldan la
hipdtesis de que la via del etileno estd involucrada en la elongacién de los pelos
radiculares y sugiere que estd hormona puede estar actuando como un
moduladorde sucrecimientoy desarrollo, esta tesis ya habia sido explorada (Pitts

et al., 1998).
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Hay que destacar que se obtuvieron distintas respuestas al tratamiento
con ACC entre los individuos mutantes para nst2 y los del genotipo WT. Los
mutantes nst2 mostraron una mayor sensibilidad a la accién del ACC en
comparacién con los individuos WT, lo que se tradujo en una longitud
notablemente superior de los pelos radiculares en este grupo. Estas medidas
resaltanlafuncién crucial de nst2 en la respuesta al ACCy sugiere una interaccién
entre el genotipo, la sefializaciéndel etileno y la longitud de los pelos radiculares

en los individuos que son mutantes para nst2.

5.3. Influencia del etileno en la seccidn vascular.

El estudio de las dreas del xilema secundario con respecto al tratamiento
con ACC han proporcionado informaciéon acerca de cémo esta hormonay sus
precursores son capaces de afectar a la morfologiay el desarrollode este tejido
vascular crucial. Teniendo en cuenta lo visto anteriormente (Fig 13), los
resultados obtenidos nos permiten afirmar con fundamento que la aplicacién de
ACC como tratamiento provoca un aumento en el area del xilema secundario,
comparando el drea obtenida en el genotipo WT en el tratamiento con ACC frente
al Control. Esto concuerda con estudiosrealizados con anterioridad en los que se
llega a la conclusion que el etileno induce la division de células cambiales,

provocando un mayor numero de células xilematicas (Love et al., 2009).

Por otro lado, los individuos mutantes para nst2 han demostrado un peor
desempefio en lo que respecta al desarrollo del area del xilema secundario en
comparacién con los individuos del genotipo WT. Esta disparidad en el desarrollo
del xilema secundario destaca cuando los mutantes se exponen al tratamiento
de ACC. Estos resultados subrayan la importancia del gen NST2 en el correcto

desarrollo del area del xilema secundario y, ademas, revelan que los individuos
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mutantes para NST2 son mas sensibles a los efectos adversos de ACC en

comparacién con los individuos del genotipo WT.

La relacidn entre la respuesta al tratamiento con ACC y el desarrollo del
area del xilema secundario demuestra la compleja interaccién entre las sefiales
hormonalesy el desarrollo de los distintos tejidos en las plantas. El aumento en
el drea del xilema secundario en presencia de ACC en el genotipo WT sugiere que
esta hormona tiene un impacto directo en la diferenciacién y el crecimiento del
tejido vascular. Ademas, la diferencia acentuada en el desarrollo del xilema
secundario entre los individuos mutantes nst2 y los del genotipo WT revela la

importancia critica del NST2 en la modulacién de esta respuesta.

Estos resultados no solo profundizan en la comprension de como el
etileno y sus precursores influyen en el desarrollo del xilema secundario, sino que
también ofrecen perspectivas para la mejora de los cultivos a través de la

ingenieria genética.
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6. Conclusiones.

- El gen NST2 desempefia un papel crucial en el desarrollo radicular. Este gen se
expresa en la vasculatura primaria en raices.

- Enrespuesta al etileno este gen, parece orientar su desarrollo radicular hacia la
formacién de pelosradiculares, en detrimento del crecimiento longitudinal de la
raiz.

- El mutante parael gen NST2 fue mas sensible al tratamiento con etileno que los

individuos con el genotipo WT.
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