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RESUMEN

Los médulos de sefalizacion formados por cinasas de proteinas activadas por
mitdégenos (MAPK, por sus siglas en inglés) participan en vias de transduccion de
sefiales que estan conservados en eucariotas. Entre las MAPK de Arabidopsis
thaliana L. (A. thaliana), MPK6 se encarga de regular la respuesta a estrés abidtico
y bidtico, asi como los programas de desarrollo temprano de la raiz. La raiz de las
plantas es el érgano que esta en contacto directo con el suelo, el cual puede
albergar compuestos toxicos como el arsénico (As), que en su forma de arsenito [As
(111)] afecta el crecimiento y el desarrollo. En esta investigacion, mediante el uso de
las lineas reporteras CycB1;1::uidA y pAtEXP7::GUS se demostro que la represion
del crecimiento de la raiz primaria (RP) en plantas de A. thaliana, ocurre tanto por
la alteracion de la division celular en el meristemo como por la disminucion de la
zona de elongacion, es decir, el As (lll) afecta la proliferacion y la elongacion de las
células, los dos procesos que regulan el crecimiento celular. Adicionalmente, la
expresion de la linea pERF115::GUS-GFP evidenci6 que el dafio celular ocasionado
por el As (Ill) comienza sobre la células en elongacion celular, para posteriormente
afectar a las células en division celular. Por otra parte, reportes anteriores que
involucran a las auxinas en la respuesta vegetal al efecto toxico de este
contaminante, permitieron disefiar experimentos para demostrar que el As (lll)
afecta principalmente al transporte de las auxinas a nivel del transportador PIN2, no
obstante, un exceso de auxinas suplementadas de manera exdgena, no es capaz
de revertir los efectos negativos del As (lll). Finalmente, experimentos dirigidos a
evidenciar el mecanismo de sefializacién vegetal operando durante la intoxicacion
con As (lll), mostraron que dicho compuesto induce la expresion de MPK6 y MPK3
en la raiz de A. thaliana, sin embargo, el uso de las mutantes para ambos genes
(mpk6-2 y mpk3-1) no permitié corroborar la participacion de estas cinasas en la
respuesta. En conjunto, los resultados de este trabajo indican que el As (lll) es un
represor del crecimiento y desarrollo temprano de la raiz, ocasionando dafio en los
tejidos que llevan a cabo los procesos de elongacién y proliferacion celular, donde
dicho fendbmeno es regulado por un mecanismo que incluye al transporte de auxinas
mediado por PIN2, asi como la probable participacion de un médulo de MPK cinasas
en el que estan involucradas MPK6 y MPK3.
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1. INTRODUCCION

En las plantas terrestres, el sistema radical es el encargado de dar soporte
estructural y anclaje al suelo, ademas de llevar a cabo la absorciébn de agua y
nutrientes, e incluso la sintesis de hormonas y diversos metabolitos. Las raices
estdn expuestas a distintos estimulos o condiciones ambientales, que
frecuentemente las someten a estrés abidtico, siendo un ejemplo de esto, el ingreso
de sustancias potencialmente téxicas a través de dicho 6rgano, lo que, en
ambientes contaminados, es una situacion constante (L6pez -Bucio et al., 2003;
Schiefelbein & Benfey, 1991; Gill, 2014). La contaminacion con arsénico (As) es un
problema mundial, debido a su naturaleza altamente téxica que afecta la salud de
todos los seres vivos. El As se encuentra en la naturaleza en formas organicas e
inorgénicas, las formas inorganicas en sus estados de oxidacién +3 y +5 estan
disponibles en el suelo en gran cantidad y son altamente téxicas y moéviles (Abbas
et al.,, 2018; Meharg & Hartley-Whitaker, 2002). Los médulos de cinasas de
proteinas activadas por mitdogenos (MAPK, por sus siglas en inglés), estan
altamente conservados en eucariotas y participan en diversas rutas de sefializacion
hormonal que regulan la respuesta a estrés y los programas de desarrollo
(Colcombet & Hirt, 2008). En particular, la cinasa MPK6 de A. thaliana es un
regulador negativo del crecimiento y desarrollo temprano de la raiz, la cual se ha
demostrado que modula el transporte y la sefalizacién de fitohormonas, como las
auxinas, para permitir el crecimiento adecuado de la raiz. Las fitohormonas son
moléculas reguladoras cuya sefializaciébn induce respuestas fisiolégicas vy
moleculares ante diversos estimulos externos, como el estrés abiotico, regulando el
crecimiento y desarrollo de la planta (Wani et al., 2016). En el presente estudio, con
la idea de eventualmente proponer estrategias y desarrollar tecnologias que ayude
a controlar este problema de contaminacion, el cual afecta a las plantas dentro de
los ecosistemas naturales y agricolas, se investigd la participacion de la
sefalizacion de auxinas y MPK6 durante la intoxicacion por arsenito [As (III)] en A.
thaliana, a través del uso de lineas mutantes y lineas transgénicas marcadoras de

distintos procesos de desarrollo.



2. ANTECEDENTES

2.1. A.thaliana como organismo modelo

A. thaliana es una especie de planta angiosperma que pertenece a la familia
Brassicaceae, donde estan incluidas algunas plantas cultivadas como la mostaza y
la coliflor. Dicha planta es utilizada como organismo modelo en estudios
moleculares, genéticos, celulares y fisioldgicos, debido a caracteristicas que le
confieren ventaja para este tipo de estudios, como son: un ciclo de vida corto (6-8
semanas), un tamarfo pequefio (10-30 cm), el mapa genético totalmente descrito y
un genoma relativamente pequefio que codifica para alrededor de 25,000 genes
organizados en 5 cromosomas, ademas de generar un gran nimero de semillas a
partir de progenie homocigota producida por autofecundacién, se cuenta con una
extensa coleccion de lineas mutantes, reporteras y transgénicas que estan
publicamente disponibles a través del “Arabidopsis Biological Research Center”

(http://www.arabidopsis.org; Meinke et al., 1998; Mauch-Mani et al., 1993).

2.2. Laraiz de A. thaliana

La raiz es un érgano vegetal que en la gran mayoria de las plantas se encuentra
debajo de la superficie del suelo, se encarga principalmente de absorber nutrientes
y agua, pero también participa en la sintesis de fitohormonas, asi como en el
almacenamiento y transporte de sustancias. Ademas, el sistema radical otorga un
soporte estructural a la parte aérea y un anclaje de la planta en el suelo (Ingram &
Malamy, 2010; Schiefelbein & Benfey, 1991). La raiz primaria, las raices laterales y
los pelos radicales conforman el sistema radical de A. thaliana, el cual esta
compuesto por distintas células epidérmicas, corticales y endodérmicas individuales

gue rodean la estela vascular (Ingram & Malamy, 2010).


http://www.arabidopsis.org/

2.2.1. Laraiz primaria de A. thaliana

La raiz primaria (RP) se deriva de un tejido meristematico, el cual es llamado
meristemo apical de la raiz (RAM, por sus siglas en inglés), que se localiza en la
punta de la raiz y consta de una poblacidén de células madre mitéticas parcialmente
inactivas, es decir, células indiferenciadas que se dividen lentamente para dar
origen a otro tipo de células de la raiz (Petricka et al., 2012; Ingram & Malamy, 2010;
Jiang & Feldman, 2005). La RP esta conformada por distintos tejidos como son la
epidermis, el cortex y la endodermis, los cuales forman capas concéntricas que
rodean la estela vascular constituida por el xilema y floema, dentro de una columna
vascular central rodeada por el periciclo. (Smith & De Smet, 2012; Ingram & Malamy,
2010) (Fig. 1a-b).

El xilema y el floema constituyen los tejidos vasculares, el xilema se encarga del
transporte de agua y nutrientes, mientras que el floema transporta los productos
resultantes de la fotosintesis. Esta vasculatura se organiza en un cilindro central o
estela, en la cual el xilema y el floema estan intercalados con células del
procambium y el periciclo, el tejido procambial prolifera cuando las células del
floema y xilema comienzan a diferenciarse, mientras que el periciclo es una capa
de tejido entre la estela y la endodermis. Las células del protoxilema se diferencian
tempranamente y se destruyen conforme avanza la maduracion de la planta, por su
parte las células del metaxilema se diferencian tardiamente formando los vasos
conductores de agua, ambos son los primeros tejidos conductores (Petricka et al.,
2012; Smith & De Smet, 2012; Furuta et al., 2014) (Fig. 1a-b).

La cofia lateral y las células de la columela se localizan en la punta de la raiz y
funcionan como una capa protectora que se desprende constantemente. Las células
de la columela junto con la epidermis, son responsables del gravitropismo de la raiz
(Smith & De Smet, 2012; Petricka et al., 2012).

A lo largo de la raiz se distinguen distintas zonas en las cuales ocurren procesos
particulares de desarrollo tales como division, diferenciacion y expansion. La zona

meristematica (ZM), es el sitio donde ocurren las divisiones celulares; en la zona de



elongacion (ZE), las células incrementan su tamafio y en la zona de diferenciacion
(ZD), una vez expandidas las células maduran para adquirir caracteristicas y
funciones especializadas. Sin embargo, en cada zona hay superposicion de los
procesos celulares descritos (Schiefelbein & Benfey, 1991; Dolan et al., 1993;
Petricka et al., 2012) (Fig. 1c).
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Figura 1. Organizacion y estructura celular de la raiz primaria de A. thaliana. a) Seccion
longitudinal del meristemo apical de la raiz donde se muestra la organizacion de los distintos tipos
de tejido que la constituyen. b) Seccion transversal de la punta de la raiz mostrando los diferentes
tipos celulares dentro de la estela. ¢) Seccion longitudinal de las distintas zonas de desarrollo de la
raiz primaria (Adaptado de Petricka et al., 2012).

2.2.2. Las raices laterales

Las raices laterales (LR, por sus siglas en inglés) comienzan a formarse en la zona
de diferenciacion a partir de algunas células del periciclo que se denominan
activadas y son conocidas como células fundadoras del periciclo, que se localizan

adyacentes a los polos del xilema. El periciclo es un tejido que esta conformado por



células en los polos del floema, que si bien inactivas son células competentes que
dan lugar a primordios de las raices laterales adyacentes a los polos del xilema
(Petricka & Benfey, 2012; Péret et al., 2009) (Fig. 2a).

Al primer proceso morfologico de la formacion de la LR se le conoce como estadio
I, en el cual las células fundadoras del periciclo sufren divisiones asimétricas
anticlinales para dar lugar a un primordio de una sola capa posteriormente, en el
estadio I, las células contindan dividiéndose, pero ahora de manera periclinal para
formar una capa externa y una interna. Durante los estadios Il1-VII, las células sufren
una serie de divisiones tanto anticlinales como periclinales, creando grupos de
células a lo largo del primordio de la raiz lateral (LRP, por sus siglas en inglés), el
cual finalmente surge de la epidermis de la raiz primaria parental como una LR, la
cual ahora tiene su propio meristemo activo (Petricka & Benfey, 2012; Péret et al.,
2009; Lavenus et al., 2013; Casimiro et al., 2003) (Fig. 2b).

a b

| I 1l v \Y \Yl Vi

[ Epidermis [ Periciclo
[ Cortex [ Estela
[ Endodermis

Figura 2. Desarrollo de la raiz lateral. a) Seccion longitudinal de la raiz primaria en la zona de
diferenciacion. El desarrollo de las raices laterales comienza a partir divisiones celulares anticlinales
de células del periciclo. b) Etapas del desarrollo de la raiz lateral (Modificada de Petricka & Benfey,
2012).



2.3. Estrés bidtico y abidtico en plantas

El estrés es una condicion que altera el equilibrio fisiolégico, causado por cambios
fisicos, quimicos y biolégicos en el entorno de la planta. En la naturaleza, los
diversos tipos de estrés afectan el crecimiento y desarrollo vegetal, lo que conlleva
a modificaciones en procesos morfolégicos, fisiolégicos, bioquimicos y moleculares
(Suzuki et al., 2014; Mickelbart et al., 2015).

El estrés se divide en biotico y abidtico, donde el primero ocurre por la actividad de
distintos organismos como virus, bacterias, hongos, parasitos, insectos e incluso,
otras plantas, mientras que el estrés abiodtico es la condicion en la que factores
ambientales alteran procesos fisioldgicos y metabdlicos. Dichas condiciones
ambientales pueden ser la sequia, el calor, la deficiencia de nutrientes, el exceso

de sal, metales toxicos en el suelo, etc. (Zhang et al., 2022).

2.3.1. Toxicidad de los metales pesados

Los metales pesados son elementos quimicos que tienen una densidad mayor a 5
g-cm3y que no se pueden degradar de forma biol6gica por los organismos, como
es el caso del plomo, cadmio, mercurio y arsénico, que causan dafios en distintos
seres vivos (Chibuike & Obiora, 2014; Gill, 2014; Guevara-Garcia et al., 2017). En
el caso de las plantas, el sistema radical es el primer sitio de contacto con los iones
de metales pesados que pueden encontrase solos o interactuando con otros
elementos del suelo. Los metales pesados se acumulan principalmente en la raiz y
posteriormente son transportados hasta el follaje causando un dafo generalizado
(Gill, 2014; Chibuike & Obiora, 2014; Cheng, 2003; Asati et al., 2016).



2.3.2. Arsénico en el sistema de la raiz

El arsénico (As) es un elemento altamente toxico presente en la corteza terrestre,
donde se moviliza naturalmente debido a la meteorizaciébn geoquimica y a las
actividades microbianas, sin embargo, las actividades antropogénicas tales como la
industria, mineria y agricultura, incrementan el As en el suelo y facilitan su
movilizacion (Hou et al., 2020; Amaral et al., 2013; Tripathi et al., 2007). En la
naturaleza existen diversas especies organicas e inorganicas de As, las principales
especies inorganicas presentes son el arsenato [As (V)] y arsenito [As (llI)]. El
arsenato es estructuralmente semejante al fosfato, por lo que su absorcion, a través
de transportadores de fosfato, tiene como consecuencia la interrupcién de procesos
celulares fundamentales como la fosfo y fotofosforilacion oxidativa acopladas a la
sintesis de ATP. Por su parte, el As (lll) es altamente toxico debido a su capacidad
de unirse a los grupos sulfidrilo de las proteinas, lo que impide su correcto
funcionamiento, ocasionado el dafio, o incluso la muerte celular (Ashraf et al., 2020;
Abbas et al., 2018; Amaral et al., 2013; Tripathi et al., 2007).

El As es absorbido principalmente por el sistema radical de las plantas y su
acumulacion afecta diversas funciones, incluyendo procesos del desarrollo y el
crecimiento vegetal, por esta razén, las plantas han desarrollado mecanismos para
la desintoxicacidon por este elemento (Kumar et al., 2015; Carbonell-Barrachina et
al., 1998; Ashraf et al., 2020; Tripathi et al., 2007). Una vez que el As se absorbe
por el sistema de raices, se transporta hacia otros tejidos a través del xilema en la
forma de As (V), el cual puede ser absorbido mediante transportadores de fosfato
(Phtl1;1y Phtl;4) y una vez en el citoplasma, es reducido por la As reductasa (ACR2)
a As (Ill), utilizando como agente reductor glutation reducido (GSH) (Kumar et al.,
2015; Abbas et al., 2018) (Fig. 3).

Por su parte, el As (lll) es absorbido mediante acuaporinas y también puede ser
transportado al interior de la célula por transportadores de influjo de silicio (Lsil), de
igual forma, puede ser expulsado de la célula hacia el medio externo a través de

transportadores de eflujo de silicio (Lsi2) presentes en los tejidos de la estela y del



xilema (Abbas et al., 2018) (Fig. 3). Una vez dentro de la célula, el As (lll) puede
ser almacenado en las vacuolas para disminuir su toxicidad mediante la unién a
fitoquelatinas (FQs), las cuales son péptidos ricos en cisteina que son reactivos por
sus grupos tiol y cuyos complejos son introducidos a la vacuola a través de dos
transportadores tipo ABCC (ABCC1 y ABCC2) (Kumar et al., 2015; Carbonell-
Barrachina et al., 1998; Ashraf et al., 2020; Song et al., 2010) (Fig. 3).

Medio Célula de la raiz Xilema
externo &
Citoplasma T
As(V) As(V) =) As(V) As(V)

GSH Vacuola

AR As(lll)-FQs
'\ GSSG

+FQs As(lll)-FQs

v

As(lll) As(lll) » As(lll) ﬁj—» As(Ill)

@D Pht1;1,Pht1;4 () Lsi1/PIN2;1 [ ABCC1/2
-Acuaporinas D Lsi2

Figura 3. Esquema de la absorcidn, transporte y desintoxicacién del arsénico (As) en plantas.
Componentes involucrados en la incorporacién y detoxificacion del As (lll) a través de la raiz
(Modificado de Kumar et al., 2015).

2.4. Sefalizacion y respuestas a estrés abidtico

Las plantas son organismos sésiles que viven en ambientes en constante cambio,
por lo que agentes como la sequia, calor, frio, deficiencia de nutrientes, alta
salinidad o la acumulacion en el suelo de metales toxicos como aluminio, arsénico
y cadmio, causan estrés abioético limitando su crecimiento y desarrollo (Zhu, 2016).
Para sobrevivir ante estas condiciones, las plantas han desarrollado distintos

mecanismos de respuesta que implican el reconocimiento del estrés, la transmision



de informacién a través de una via de transduccién de sefiales, que conducen a
cambios fisiolégicos acompafiados de modificaciones de procesos moleculares y
celulares que terminan impactando la expresion de genes (Zhang et al., 2022;
Biswal et al., 2011; Knight & Knight, 2001) (Fig. 4).
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Figura 4. Esquema general de la transduccién de sefiales durante la respuesta al estrés
abidtico en plantas. Representacion esquematica general de una via de transduccién de sefiales
durante la respuesta de la planta a estrés abiotico (Modificado de Gupta et al., 2015).

2.5. Hormonas vegetales

Las hormonas vegetales, también conocidas como fitohormonas, son sustancias
qgue regulan diferentes procesos del crecimiento y desarrollo de las plantas, asi
como también participan en la sefializacion de las respuestas a estimulos externos
e internos. La actividad y efecto de cada fitohormona depende de su disponibilidad
y localizacion en los tejidos, siendo las mas ampliamente estudiadas: las auxinas,
las citocininas, las giberelinas, el acido abscisico, el etileno, el acido jasmonico y los
brasinoesteroides. (Vanstraelen & Benkova, 2012; Wani et al., 2016; Peleg &
Blumwald, 2011; Gray, 2004).

2.5.1. Auxinas

Las auxinas, cuyo nombre proviene de la palabra griega “auxein”, que significa
crecer, son las principales fitohormonas que regulan y promueven el desarrollo y

crecimiento vegetal (Pacifici et al., 2015; Sauer et al., 2013). Modulan la respuesta
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a la luz y a la gravedad, la organogénesis, la diferenciacién del tejido vascular, la
dominancia apical y la arquitectura de las raices. Asi mismo, regulan la division y la
elongacion celular modificando la plasticidad de la pared celular. En el sistema
radical, las auxinas inhiben la elongacion de la raiz principal e incrementan la
formacién de raices laterales y adventicias (Paciorek & Friml 2006; Sauer et al.,
2013; Woodward & Bartel, 2005).

Una de las auxinas naturales mas abundantes es el acido indol-3-acético (AlA), el
cual es un acido débil (pK = 5.4) que se encuentra en forma libre en el medio para
activar procesos de sefalizacion, o bien, conjugado con carbohidratos o
aminoacidos para su almacenamiento. Ademas del AlA, existen otros compuestos
naturales con actividad de auxinas en las plantas, como son el acido indol-3-butirico
(AIB), el acido 4-cloroindol-3-acético (CI-AlA) y el acido fenilacético (APA) (Pacifici
et al., 2015; Sauer et al., 2013; Zhao 2010) (Fig. 5).

0 0
0 0
OH cl OH
OH OH
[ [ | S
N N N
H H H
Acidoindol acético (AIA) Acidoindol butirico (IBA) Acidocloroindol  Acido fenilacético (PAA)
acético (Cl-AlA)

Figura 5. Ejemplos de auxinas naturales. Estructura quimica de los diversos compuestos con
propiedades de auxinas. (Modificado de Sauer et al., 2013).

El estudio de las auxinas involucra los procesos de biosintesis, transporte y
transduccion de sefales (Woodward & Bartel, 2005; Sauer et al., 2013).
Actualmente, se han descrito dos vias de biosintesis del AIA en plantas: la
independiente de triptéfano (Trp) y dependiente de Trp. Por su parte, el transporte
se lleva a cabo por distintas proteinas de membrana que se encargan de distribuir
y direccionar las auxinas a los diversos tejidos vegetales mediante gradientes de

concentracion. En tanto que la percepcion de las auxinas ocurre por tres receptores:
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TRANSPORT INHIBITOR RESISTANT1 (TIR1), S-PHASE KINASE ASSOCIATED
PROTEIN 2A (SKP2A) y AUXIN-BINDING PROTEIN1 (ABP1) (Paciorek & Friml,
2006; Vol et al., 2014).

2.5.2. Transporte de auxinas

Las auxinas se distribuyen a los distintos tejidos desde la parte aérea hasta la punta
de la raiz, mediante dos vias de transporte: una de transporte pasivo a larga
distancia a través los tejidos vasculares, conocido como transporte no polar y una
de transporte activo a corta distancia, de célula a célula, conocido como transporte
polar. El flujo de auxinas desde la parte aérea hacia la raiz (movimiento acropétalo)
es a través de los tejidos vasculares, una vez que se encuentran en la punta de la
raiz, parte de las auxinas son redirigidas hacia arriba (movimiento basipétalo) por la
epidermis, hacia la zona de elongacion. Debido a su naturaleza de acidos débiles,
las auxinas sufren una disociacion reversible, es decir, dependiendo del pH pueden
encontrase en su forma protonada (AlAH) o disociarse en su forma no protonada
(AIA-) (Fig. 6) (Friml, 2003; Michniewicz et al., 2007; Zazimalova et al., 2007).

Las auxinas estan parcialmente disociadas en la pared celular y en el espacio
extracelular aun pH de 5.5, por lo tanto, las formas no disociadas (sin carga) pueden
penetrar la membrana plasméatica de forma pasiva, mientras que formas disociadas
(aniones con carga), Unicamente pueden ser transportados de forma activa al
interior de las células via un transportador. Se han descrito diversas proteinas
transportadoras de influjo de auxinas, algunas de ellas pertenecen a la familia de
proteinas AUXIN1 [AUX1]/LIKE-AUX1 [LAX]. Cuando las moléculas de auxinas se
encuentran en forma de aniones en el citoplasma de las células (pH= 7.0), son
transportadas hacia otras células por un transporte activo mediado por proteinas
transportadoras de eflujo, que se localizan asimétricamente para dar direccionalidad
al flujo, entre estas proteinas se encuentra la familia de proteinas transmembranales
PIN-FORMED (PIN) (Fig. 6), asi como los transportadores ABCB (ATP-BINDING-
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CASSETTE B), que pertenecen a la familia de proteinas con “cassete ABC” (Friml,
2003; Pacifici et al., 2015; Zazimalova et al., 2007; Vanneste & Friml, 2009).

AIA

Transporte de Proteinas PIN Transportadores de
—*auxinas lmpulsadol(transponadores "."’ auxinas
por transportadores de eflujo) (transporte activo)

Transporte pasivo — &
7'4 MP-H -ATPasa

de moléculas de
&Jifir, auxinas (bomba de protones)

Figura 6. Representacion esquematica de la localizacion subcelular de las proteinas PIN. Se
muestra la localizacién de los transportadores de eflujo PIN, encargados de la distribucion de auxinas
intracelular (Modificado de KrecCek et al., 2009).

La familia de proteinas transmembranales PIN consta de ocho miembros: PIN1-
PIN8, que se dividen en dos subfamilias. Los miembros de la primera subfamilia
(PIN1-PIN4 y PIN6-PIN7), se localizan asimétricamente en la membrana plasmatica
(MP) para regular el flujo de auxinas, mientras que PING se localiza en la membrana
del reticulo endoplasmatico (RE), y los miembros de la segunda subfamilia (PIN5 y
PIN8) se localizan en la membrana del RE, para mediar la compartimentalizacion y

homeostasis de las auxinas intracelulares. La actividad de las proteinas PIN esta
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regulada a distintos niveles: transcripcional, degradacion de proteinas, actividad de
transporte, trafico vesicular por la via de endocitosis dependiente de clatrina y su
reciclaje a la membrana, mediado por la exocitosis dependiente del complejo
formado por el factor de intercambio de guanina y el factor de ribosilacion del ADP
(ARF-GEF, por sus silgas en inglés) (Fig. 6). La endocitosis dependiente de la
clatrina de las proteinas PIN en la membrana plasmatica, junto con su reciclaje a la
membrana, son importantes para redirigir el flujo de auxinas y distribuir su patrén de
acumulacion. Particularmente, PIN1 tiene actividad en los tejidos vasculares, en el
meristemo apical del follaje y en los 6rganos en desarrollo, mientras que PIN7 se
expresa en la punta de la raiz, por otra parte, PIN2-PIN4 acttan en la punta de la
raiz para mediar un gradiente de concentracion de auxinas con maximos en la
regidbn meristematica, y regular la distribucion y redistribucion de auxinas (Fig. 7)
(KfeCek et al., 2009; Michniewicz et al., 2007; Paciorek, & Friml, 2006).

4—— PIN1

PIN2
PIN3
PIN4
— PIN7

Gradiente de
concentracion
de auxina

Figura 7. Distribucidon de auxinas a través de los transportadores PIN en la punta de la raiz.
Se indica con flechas la direccién de flujo mediada por los transportadores PIN en la punta de la raiz
de A. thaliana. La distribucidon y concentracién de auxinas se muestra como un gradiente de color
morado (Modificado de KFecek et al., 2009).
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2.6. Cascada de cinasas de proteinas activadas por mitdgenos

En las vias de transduccion de sefiales, las enzimas de tipo cinasa y fosfatasa
regulan la fosforilacion y desfosforilacion de proteinas, respectivamente, lo que
conlleva a la activacion de diversas respuestas celulares (Ichimura et al., 2002; Taj
et al., 2010). Las cascadas de cinasas de proteinas activadas por mitdbgenos
(MAPK, por sus siglas en inglés), son modulos de sefalizacién evolutivamente
conservados en todas las células eucariotas, los cuales se activan por distintos
estimulos extracelulares, mediando respuestas a diversos tipos de estrés, la
sefalizacion hormonal, la activacion de procesos celulares o la regulacion de
programas de desarrollo vegetal (Ichimura et al., 2002; Fujita et al., 2006; Colcombet
& Hirt, 2008).

En el genoma de A. thaliana, estan codificados genes para diferentes MAPK,
particularmente, 20 genes codifican para MAPKSs, 10 para MAPK cinasas (MAPKKS)
y 80 para MAPKK cinasas (MAPKKKSs). Una cascada de MAPK esta constituida por
tres tipos de serina/treonina (S/T) cinasas que se fosforilan secuencialmente de la
siguiente forma: una MPKKK fosforila a dos residuos de S/T en un motivo
conservado S/T-Xs35-S/T (donde X representa a cualquiera de los 20 aminoacidos)
localizado en el sitio de activacion de una MPKK para activarla; a su vez una MPKK
activa a una MPK fosforilandola en los residuos treonina (T) y tirosina (Y) del motivo
T-X-Y, finalmente esta MPK se encarga de fosforilar distintos sustratos corriente
abajo, tales como fosfolipasas, proteinas del citoesqueleto, proteinas asociadas a
los microtubulos e incluso factores de transcripcidn, para regular la expresion de
genes especificos en respuesta a los estimulos ambientales (Fig. 8) (Ichimura et
al., 2002; Taj et al., 2010).

MPK3, MPK4 y MPK6 son las MAP cinasas de A. thaliana que estan mejor
caracterizadas y se sabe que participan en respuesta al estrés y en la regulacion
del desarrollo vegetal. Particularmente, MPK6 esta involucrada en estrés abiotico,
interacciones mutualistas y la resistencia a bacterias y hongos, asi como en la
regulacion de los programas de desarrollo embrionario y el desarrollo temprano de

la raiz, procesos que involucran a multiples hormonas vegetales, disponibilidad de
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nutrientes y sefiales ambientales. Adicionalmente, se ha reportado que existe una
redundancia funcional entre las MAPK, tal es el caso de MPK3 y MPKG®, las cuales
participan en la resistencia al estrés bidtico y abidtico, ademas de estar involucradas

en procesos del desarrollo vegetal (Bigeard & Hirt, 2018; Lépez-Bucio et al., 2014).
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Figura 8. Cascada de sefializacion mediada por MAP cinasas. En las vias de sefializacion de
este tipo, se activan secuencialmente: una MAPKKK que conduce a la fosforilacién y activacion de
una MAPKK, la cual fosforila y activa a una MAPK. En este proceso, la transduccion de la sefial
involucra modificaciones postraduccionales en diversas proteinas que culminan en una respuesta,
por ejemplo, la activacion de factores de transcripcién (FT) que regula la expresién génica, para
culminar en respuestas como la adaptacion al estrés (Adaptado de Danquah et al., 2014).

2.7. Cascadas de MAP cinasas y su relacién con el transporte de

auxinas

Las plantas estan expuestas a distintos tipos de estrés, a lo cual responden
activando vias de sefializacién que en ocasiones involucran a la cascada de MAP
cinasas. En este sentido, se ha demostrado que MPKG6 participa en respuesta a
diversos tipos de estrés abiotico y bidtico, ademas de modular procesos durante el
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desarrollo temprano de la raiz, que también estan regulados por la via de

sefalizacion de auxinas (Colcombet & Hirt, 2008; Lopez-Bucio et al., 2014).
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Figura 9. Expresion de PIN2::PIN2:GFP en respuesta a la deficiencia de fosfato (Pi) en la raiz
primaria de plantulas de tipo silvestre Col-0 y mutantes mpk6 de A. thaliana L. Semillas del
ecotipo silvestre Col-0 y de la linea mutante mpk6 fueron germinadas y posteriormente transferidas
a medio con 1000 puM de fosfasto (Pi) y 0 uM de Pi (Tomada de Lopez-Bucio et al., 2019).

Un ejemplo de lo antes mencionado, es el trabajo de Lopez-Bucio y colaboradores
(2019), donde crecieron en medios carentes de fosfato (Pi) a plantulas de tipo
silvestre Col-0 y la mutante mpk6 portando al reportero PIN2::PIN2:GFP,
encontrando que el reportero se localiz6 en las células del cortex y la epidermis de
la punta de la raiz primaria de ambos tipos de plantulas creciendo en la condicion
control (1000 uM de Pi), sin embargo, la deficiencia de Pi (0 uM de Pi) resulta en un
decremento de la expresion de PIN2::PIN2:GFP en Col-0, en tanto que en la

mutante mpk6 se pierde completamente la expresion del reportero (Fig. 9).
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2.8. El arsénico (lll) y sus efectos en el crecimiento de la raiz primaria

El As afecta negativamente a las plantas tanto a nivel bioquimico, como molecular
e influye en la mayoria de las respuestas fisioldgicas, incluyendo la inhibicion de
procesos del crecimiento (Abbas et al., 2018). En este orden de ideas, Ashraf y
colaboradores (2020) reportarén que el As (lll) inhibe el crecimiento de la raiz
primaria en plantulas de A. thaliana. En dicho trabajo, se crecieron plantulas en
medios Hoagland modificados, que posteriormente se transfirieron a nuevos medios
suplementado con concentraciones crecientes de arsenito de sodio (NaAsO32)
durante 3 dias, entonces, un analisis del porcentaje de elongacién de la raiz primaria
mostro que el arsenito reduce la longitud de la raiz primaria, de manera inversa al

incremento de su concentracion (Fig. 10).
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Figura 10. Efecto del arsenito de sodio (NaAsO;) sobre el crecimiento de la raiz primaria de
plantulas de A. thaliana L. Semillas de plantas tipo silvestres fueron germinadas en medio
Hoagland y 5 dias después se transfirieron a medio suplementado con NaAsO: a distintas
concentraciones durante 3 dias. Se muestra el andlisis del porcentaje de elongacién de la raiz
primaria; aproximadamente 50% de la inhibicion del crecimiento de la raiz fue observada a 10 uM de
arsenito (Tomada de Ashraf et al., 2020).

Ademas, debido a que las auxinas regulan el crecimiento del sistema radical
mediante su distribucion asimétrica entre células, con ayuda de los transportadores

de influjo y eflujo (Paciorek & Friml, 2006), el uso de mutantes afectadas en el
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transportador de auxinas PIN2, revel6 que dichas mutantes, en comparacion con
plantulas tipo silvestre (Col-0), son mas sensible al efecto represor del crecimiento

de la raiz primaria inducido por el NaAsO:2 (Fig. 11).
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Figura 11. Crecimiento de plantulas tipo silvestre (Col-0) y mutantes eirl-4/pin2 de A. thaliana
en respuesta al arsenito de sodio (NaAsO;). Semillas del ecotipo silvestre Col-0 y mutantes eirl-
4/pin2 fueron germinadas en medios Hoagland y 5 dias después se transfirieron a nuevos medios
suplementado con concentraciones crecientes de NaAsO: durante 3 dias. (a) Iméagenes
representativas de la condicion control (-Arsenito) y 10 uM de NaAsO: (+Arsenito). (b) Porcentaje de
elongacion de la raiz primaria de Col-0 y eirl-4/pin2 en las distintas concentraciones de NaAsO:
(Tomada de Ashraf et al., 2020).
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3. JUSTIFICACION

El gen MPKG6 codifica para una cinasa de proteinas activadas por mitdgenos, la cual
participa en la regulacion del desarrollo temprano de la raiz y esta relacionada con
la sefializacion hormonal de auxinas. Por otra parte, se ha mostrado que el arsenito
[As ()], la forma mas toxica del arsénico distribuida en el suelo, afecta el
crecimiento y desarrollo vegetal. Asi mismo, esta reportado que el transportador de
auxinas PIN2 esté involucrado con el transporte del As (lIl) en la raiz. Por lo tanto,
es valido suponer que una via de sefalizacion en la que participan MPK6 y las

auxinas regula la respuesta de la raiz al As (lll) en A. thaliana.

4. HIPOTESIS

La cinasa MPKG6 participa en la regulacion de la respuesta de la raiz al arsénico (I11)

a través de un mecanismo dependiente de auxinas en A. thaliana L.

5. OBJETIVOS

5.1. General

Caracterizar el efecto del arsénico (l1l) [As (lll)] sobre el desarrollo temprano de la

raiz de A. thaliana, evaluando la participacion de MPK6 y las auxinas en el proceso.

5.2. Particulares

e Analizar el efecto general del As (lll) sobre sobre el crecimiento y desarrollo
post-embrionario en un sistema in vitro.

e Evaluar la expresion de genes relacionados con la proliferacién (CycB1),
elongacién (EXP7), dafio (ERF115) y sefializacion (DR5, MPK6 y MPK3)

celular durante la respuesta al As (lll).
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e Evaluar el papel de la sefializacion por MAP cinasas y auxinas durante la
intoxicaciéon con As (Ill) mediante el uso de mutantes, acido indol-3-acético y

un inhibidor del transporte de auxinas.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Material bioldgico y compuestos con actividad farmacolégica

En este trabajo se utilizaron semillas tipo silvestre de A. thaliana del ecotipo
Columbia (Col-0), asi como las mutantes mpk6-2 (Lopez-Bucio et al., 2014), mpk3-
1 (Lopez-Bucio et al., 2014) y eirl/pin2 (Luschnig et al., 1998), ademas de las lineas
transgénicas CycB1;1::uidA (Colén-Carmona et al., 1999), pAtEXP7::GUS (Cho y
Cosgrove, 2002), pERF115::GUS-GFP (Heyman et al., 2016), DR5::GUS (Ulmasov
et al., 1997), pMPK®6::uidA (L6pez-Bucio et al.,, 2018) y pMPK3::uidA. Los
compuestos con actividad farmacoldgica que se utilizaron en este estudio son: el
arsenito de sodio (NaAsO2), el acido indol-3-acético (AlA) y el &cido N-1-
naftiltalamico (NPA, por sus siglas en inglés), los cuales fueron adquiridos en Sigma-
Aldrich.

6.2. Condiciones de crecimiento

Las semillas fueron desinfestadas de la superficie con etanol industrial al 96% (v/v)
por 4 minutos y una solucién de hipoclorito de sodio comercial al 10% (v/v) por 4
minutos en agitacion constante a 1400 rpm. Posteriormente, se lavaron 5 veces con
agua desionizada estéril y se sometieron a vernalizacion a 4 °C durante 2 dias. Las
semillas vernalizadas fueron germinadas y crecidas en placas de Petri conteniendo
medio MS 0.2X, el cual esta constituido con sales basales de Murashige y Skoog
(1962) al 20% de su formulacion original, 0.6% (m/v) de sacarosa y 1% (m/v) de
fitoagar, ademas de estar ajustados con KOH a pH 7. Todos los reactivos utilizados
fueron adquiridos en Phytotechnology Laboratories®. Las placas fueron colocadas
verticalmente en una camara de crecimiento para plantas (Percival CU41L4) con un

fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad a una temperatura de 22 °C.
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6.3. Ensayos farmacoldgicos con AIA, NPA y NaAsO:

Plantulas de 4 dias después de la germinacion fueron transferidas a medios MS
0.2X frescos, adicionados con 10 nM de AIA, 10 uM de NPA o concentraciones
crecientes de NaAsO:z (0 uM, 3 uM, 6 uM, 12 uM y 24 uM), 6 dias después de la
interaccion en estos medios incubados en las condiciones de crecimiento descritas,
fueron evaluadas en los distintos ensayos que se describen en las siguientes
secciones. Se colocaron marcas en las placas para indicar el sitio donde finalizaba
la punta de la raiz de cada plantula. Todos los compuestos fueron adicionados a los
medios a una temperatura aproximada de 75 °C, para permitir la disolucion de cada
compuesto en el medio de cultivo y posteriormente verter el medio en placas de
Petri para que solidificara. El tratamiento “Control” (C o Ctrl) no contenia
compuestos adicionales a la formulacién previamente descrita en el apartado “6.2”,
mientras que el tratamiento “0 puM” incluia el solvente usado para preparar la
solucion que se agregd a los medios. El AIA y el NPA se disolvieron en dimetil
sulfoxido (DMSO) y el NaAsO:2 en una mezcla 1:1 de DMSO y H20 desionizada.

6.4. Analisis de parametros del sistema radical

18 Individuos de 10 dias de edad (4 dias después de la germinaciéon + 6 dias
después de la interaccién) en cada condicién experimental fueron analizados para
registrar la longitud de la raiz primaria (LRP) y la longitud de la raiz lateral mas larga
(Longitud de RLML) con ayuda de una regla, en tanto que el nimero de raices
laterales (NRL) de cada plantula se cuantific6 bajo un estereoscopio (Olympus
SZ40), mientras que la densidad de raices laterales (DRL) se calcul6 dividiendo el
NRL entre la LRP. El peso fresco total (PFT) y el peso fresco del follaje (PFF) de 6
plantulas crecidas sobre la misma placa se obtuvieron con una balanza analitica
(Ohaus PX124), mientras que el peso fresco de la raiz (PFR) se consiguio restando
el PFF del PFT.
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6.5. Reaccion de B-glucuronidasa

Lineas transgénicas portando las construcciones con los promotores de diferentes
genes regulando la expresion del gen uidA (GUS) fueron incubadas en un buffer de
reaccion [1 mg/ml de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucurénido; 50 mM de
NaH2PO4; 50 mM de NazHPO4; 10 mM de E.D.T.A.; 0.1% (v/v) de Triton ™ X-100;
2 mM de KsFe(CN)s; 2 mM de KaFe(CN)s; el pH se ajusto a 7 con KOH] durante
toda noche (20 minutos para las lineas de pAtEXP7::GUS y pERF115::GUS-GFP)
a 37°C, para evidenciar la activad de la enzima B-glucuronidasa. El buffer de
reaccion se sustituy6 por la solucién 1 [0.2 M de HCI; 20% (v/v) de CH3OH] durante
50 minutos a 62 °C, después esta se reemplazé con la soluciéon 2 [7% (m/v) de
NaOH; 60% (v/v) de CH3CH20H] durante 20 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, las plantulas fueron tratadas sucesivamente durante 20 minutos
con soluciones de etanol al 40, 20 y 10% (v/v), desechando el tratamiento anterior
y sustituyéndolo por el siguiente. Finalmente, las plantulas se colocaron en una
solucién de glicerol al 50% (v/v) dentro de camaras de vidrio elaboradas
manualmente con cubreobjetos, portaobjetos, parafilm y barniz para ufias
transparente. Estas preparaciones fueron analizadas en un microscopio de campo
claro (AmScope T490B) acoplado a un sistema de captura de micrografias, para

obtener imagenes de las raices creciendo en los distintos tratamientos.

6.6. Andlisis de expresion GUS

Las imagenes de los tejidos mostrando actividad GUS fueron analizadas con el
software IMAGEJ (https://imagej.nih.goV/ij/) para obtener el area de expresiéon en
um?y la intensidad de expresion en unidades arbitrarias (UA). Las UA se calcularon
invirtiendo los pixeles azules y separando los canales de color de la imagen. A partir
del canal rojo (abarcando todos los tonos del color azul antes de la inversion), se
registraron los pixeles de un area definida (pixeles/um?), restando aquellos que
corresponden al fondo de la imagen y normalizando a uno el valor de la condicién

control de las plantulas tipo silvestre.

23



6.7. Introgresion del trasgén DR5::uidA en la mutante eirl/pin2.

Flores de la mutante eirl/pin2 (receptora) crecidas en maceta fueron fecundadas
manualmente con el polen de flores de plantas DR5::uidA (polinizadora), obteniendo
la silicua de la cruza, de la cual se colectaron las semillas de la primer generacion
filial (F1). Las semillas F1 fueron germinadas en medios de seleccion suplementados
con 20 nM de AIA y se seleccionaron las plantulas con el fenotipo silvestre (raiz
corta, correspondiente al fenotipo DR5::uidA/tipo silvestre). Las plantulas
seleccionadas se crecieron en suelo para recolectar semillas de la segunda
generacion filial (F2). Las semillas F2 se germinaron en las mismas condiciones que
las semillas F1, pero en esta ocasion se seleccionaron por el fenotipo mutante (raiz
larga correspondiente al fenotipo eirl/pin2). Las plantas seleccionadas, se
sembraron nuevamente en suelo para obtener la siguiente generacion filial (F3).
Finalmente, las semillas F3 se utilizaron para analizar la actividad de B-

glucuronidasa e identificar a las mutantes eirl/pin2 que portaban a DR5::uidA.

6.8. Estadistica

Con el conjunto de datos de cada parametro analizado, se construyé una matriz
para realizar un analisis de ANOVA factorial por la prueba post hoc de Tukey,
asignando categorias a los valores de su media y desviacion estandar mediante el
programa Statistica 10 (TIBCO Data Science-Statistica). Las categorias fueron
nombradas por letras minUsculas en orden alfabético, donde “a” corresponde a la
categoria con el valor mas alto y las subsecuentes letras corresponden a valores
mas bajos en orden descendente. Las letras se colocaron sobre la barra de
desviacion estandar que emerge de las medias en cada grafica, para identificar con
letras distintas, cuando dos valores difieren entre si con una significancia estadistica
de P <0.05.
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7. RESULTADOS

7.1. El As (lll) inhibe el crecimiento de la raiz en A. thaliana

Para analizar el papel del arsénico (l1ll) [As (ll)] en laraiz de A. thaliana, se crecieron
plantulas de 4 dias después de la germinacion sobre medios MS 0.2X control (C) y
suplementados con concentraciones de 0, 3, 6, 12, 24 y 48 uM de NaAsO2. 6 dias
después de la interaccion (6ddi), se analizé la longitud de la raiz primaria,
encontrando que a partir de la concentracion de 3 uM ocurrié un acortamiento que
se incremento6 gradualmente hasta alcanzar la concentracién de 12 uM, siendo esta
Gltima concentracién en donde se obtuvo la mayor inhibicién del crecimiento, similar
al observado en las concentraciones de 24 uM y 48 uM (Fig. 12a). Para el caso de
las raices laterales (RL), a partir de la concentracion de 6 puM ocurrié un incremento
gradual hasta 24 uM, en tanto que 48 UM mostro una densidad de RL similar al de
la concentracion previa (Fig. 12b), sin embargo, dicho incremento en el nimero de
RL, estuvo acompafiado con una disminucién en su longitud (Fig. 12c). Finalmente,
la biomasa de la raiz disminuyé de manera dependiente al incremento en la
concentracion de NaAsO: (Fig. 12d). En los paneles “e” y “f” de la Figura 12, se
puede observar el fenotipo contrastante de la condicidén control y el tratamiento de
mayor concentracion (48 uM), el cual afecto6 tanto a la raiz, como al follaje de las
plantulas. Debido a que las plantulas mostraron crecimientos similares en el
tratamiento C (sin solvente) y el de 0 uM de NaAsO: (donde solo se aplicé el
volumen maximo de solvente utilizado para contener al compuesto), ademas de que
el tratamiento de 48 uM mostr6 el mismo efecto que el de 24 uM para todos los
parametros analizados, en los experimentos posteriores se decidio eliminar ambos
tratamientos (C y 48 uM), estableciéndose que bajo estas condiciones de
crecimiento, el solvente no tiene efectos significativos sobre el crecimiento de las

plantulas y el efecto maximo del arsenito se consigue en 24 pM.
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Figura 12. Efecto del arsenito de sodio (NaAsO;) sobre el crecimiento del sistema de la raiz
en plantulas de A. thaliana. Semillas tipo silvestres fueron germinadas en medio MS 0.2X y 4 dias
después de la germinacion, las plantulas se transfirieron a nuevos medios MS 0.2X control (C) y
suplementado con 0, 3, 6, 12, 24 y 48 uM de NaAsO: durante seis dias adicionales. Los pardmetros
de (a) longitud de la raiz primaria, (b) densidad de raiz lateral, (c) longitud de la raiz lateral y (d)
biomasa de la raiz fueron registrados. Las imagenes son representativas de la (e) condicion control
y el (f) tratamiento de 48 uM de NaAsO: del experimento (barra de escala = 1 cm). C = condicion
control sin solvente; 0 uM = tratamiento donde Unicamente se aplicé el solvente. Los valores
mostrados representan la media + la desviacion estandar (n = 18 plantulas para a-c; n = 3 placas
con 6 plantulas para d). Las letras distintas indican una diferencia estadistica de un analisis Tukey
con un valor de P < 0.05. El experimento se repitié dos veces con resultados similares.

7.2. El As (Ill) bloquea la proliferacion y elongacion celular

ocasionando dafio en los tejidos

Una vez que se observo la represion del crecimiento de la raiz en respuesta al As
(111), se decidié averiguar si esta disminucién del crecimiento se asocia a un blogqueo

de la proliferacion y/o la expansién celular. Para esto, se analizé la expresién de la
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linea CycB1;1::uidA, la cual porta el promotor del gen codificando a la proteina
CICLINA-B-1 que funciona como efectora para la transicion G2/M del ciclo celular y

es reportera de la actividad mitotica en los tejidos (Planchais, 2002).

Intensidad de la expresién (U. A.) Q

0 3 6 12 24
Concentracion de NaAsO; (uM)

0 pM 3 uM 6 uM 12 yM 24 uyM

Figura 13. Expresién de CycB1;1::uidA en laraiz primaria de A. thaliana durante la respuesta
al NaAsO,. Semillas de la linea transgénica CycB1;1::uidA fueron germinadas en medio MS 0.2X y
4 dias después de la germinacion, las plantulas se transfirieron a medio MS 0.2X suplementado con
0, 3, 6, 12 y 24 uM de NaAsO: durante seis dias adicionales. La cuantificacion de la (a) intensidad
de la expresion de CycB1;1::uidA se llevo a cabo a partir de las (b) imagenes de la expresion del
reportero en la zona meristeméatica (barra de escala = 50 ym). Los valores mostrados representan
la media + la desviacion estandar (n = 12 plantulas). Las letras distintas indican una diferencia
estadistica de un analisis Tukey con un valor de P < 0.05. El experimento se repitio dos veces con
resultados similares.

Semillas de la linea CycB1;1::uidA fueron germinadas y crecidas en medios MS
0.2X, 4 dias después de la germinacion (ddg) se transfirieron a medios
suplementados con 0, 3, 6, 12 y 24 uM NaAsO2. Subsecuentemente, las plantulas
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fueron procesadas para analizar la actividad de (B-glucuronidasa (GUS), mediante
microscopia Optica de campo claro. El analisis de la expresion del reportero mostro
una clara disminucién de la actividad mitética en el tratamiento de 12 uM (Fig. 13a).
Asi mismo, las imagnes permitiron vizualizar que en el meristemo de la raiz primaria
en plantulas crecidas sobre medios sin (0 uM) y con (3 y 6 uM) NaAsOz, hay un
patrén de expresion que se concentra en puntos especificos sefialando los nucleos
de las células mitéticamente activas. En el tratamiento de 24 uM ocurrié un cambio
drastico, ya que la expresion localizada en los nacleos de las células se perdio por
completo (Fig. 13b).

Para evaluar el efecto sobre la elongacion celular, se utilizaron plantulas de la linea
reportera pAtEXP7::GUS, la cual se expresa en el tejido epidérmico de la raiz que
da origen a los pelos radicales (tricoblastos) (Cosgrove et al., 2002). Las plantulas
portando la construccion pAtEXP7::GUS fueron crecidas en los tratamientos de
NaAsO: y procesadas para visualizar la actividad de GUS en plantulas de 10 ddg.
Con base en la expresion del gen reportero en el tejido diferenciado, se midié tanto
la zona de elongacion (ZE) como la longitud de las células en la zona de
diferenciacion (LCZD). El analisis mostr6 que la longitud de la ZE disminuye
ligeramente en el tratamiento de 6 uM, mientras que en 12 y 24 uM hubo un
crecimiento del 37% y 28%, respectivamente, con respecto al de la condicion de 0
UM del compuesto (Fig. 14a). Para el caso de la LCZD, esta fue reduciéndose
gradualmente de manera dependiente al incremento de la concentracién del
NaAsO: (Fig. 14b). Las imagenes del experimento muestran que si bien la
expresion de pAtEXP7::GUS se extendié gradualmente hacia la punta de la raiz
conforme aumentd la concentracién de NaAsO2, este patron de expresion no ocurrié

en todas las células de la zona de diferenciacion (Fig. 14c).
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Figura 14. Efecto del NaAsO; sobre la expresion de pAtEXP7::GUS en la raiz primaria de A.
thaliana. Semillas de la linea transgénica pAtEXP7::GUS fueron germinadas en medio MS 0.2X y 4
dias después de la germinacién, las plantulas se transfirieron a medio MS 0.2X suplementado con
0, 3,6, 12 y 24 uM de NaAsO: durante seis dias adicionales. El registro de la (a) longitud de la ZE y
la (b) longitud celular en la ZD se llevd a cabo a partir de las (c) imagenes de la expresion del
reportero en la punta de la raiz primaria (barra de escala = 200 ym). ZE = zona de elongacioén; ZD =
zona de diferenciacion. Los valores mostrados representan la media + la desviacion estandar (n =
12 plantulas). Las letras distintas indican una diferencia estadistica de un analisis Tukey con un valor
de P < 0.05. El experimento se repiti6é dos veces con resultados similares.

Debido a que los experimentos anteriores demostraron que el As (lll) afecta el
crecimiento radical, se decidié evaluar si el As (lll) también dafiaba los tejidos. Para
esto se utilizdé el promotor del gen ERF115, el cual codifica para un factor de
transcripcion que limita la tasa de division de las células del centro quiescente y es
esencial para el restablecimiento y mantenimiento del nicho de células madre.

Ademas, la muerte celular promueve su actividad en las células que se encuentran

29



en contacto directo con células dafiadas (Heyman et al., 2013; Heyman et al., 2016).
Por lo antes mencionado, la construccion pERF115::GUS-GFP es utilizada para
identificar el dafio en los tejidos. Un ensayo con plantulas portando este reportero
de dafio celular, similar a los realizados con las lineas CycB1;1:uidA y
PAtEXP7::GUS, mostré que en lacondicion sin el compuesto (0 uM), las plantulas
no mostraron expresion de pERF115::GUS-GFP en ningun tejido de la punta de la
raiz primaria, este fenotipo se mantuvo en los tratamiento de 3 y 6 uM, sin embargo,
en las concentraciones de 12 y 24 uM se observo expresion del reportero, siendo
ligera y localizada en la vasculatura a nivel de la zona de elongacion en el
tratamiento de 12 uM y mas acentuada en el cilindro vascular, abarcando las zonas

de division, elongacion y diferenciacion en el tratamiento de 24 uM (Fig. 15).

A2 e

0 uM 3 uM 6 uM 12 uM 24 uM

Figura 15. Expresién de pERF115::GUS-GFP en la raiz primaria de A. thaliana durante la
respuesta al NaAsO,. Semillas de la linea transgénica pERF115::GUS-GFP fueron germinadas en
medio MS 0.2X y 4 dias después de la germinacion, las plantulas se transfirieron a medio MS 0.2X
suplementado con 0, 3, 6, 12 y 24 uM de NaAsO: durante seis dias adicionales (barra de escala =
100 ym). Las imagenes son representativas de 12 individuos analizados en cada condicién de
crecimiento. El experimento se repitid dos veces con resultados similares.
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7.3. El As (Ill) altera el patron de distribucion de auxinas

Las auxinas son los principales reguladores del desarrollo de la raiz, por lo que
cambios fisiologicos en el sistema radical frecuentemente involucran la participacion
de dicha fitohormona. Ulmasov y colaboradores (1997), disefiaron un promotor
sintético formado por cinco repeticiones de un elemento de respuesta a auxinas que
fusionaron al marco de lectura abierto del gen codificando para la enzima [3-
glucuronidasa (GUS), esta construccion denominada DR5::GUS, es una
herramienta para monitorear los niveles y el patron de localizacion de las auxinas.
Plantulas de 4 dias después de la germinacion (ddg) de esta linea, fueron
transferidas a medios suplementados con concentraciones de 0, 3, 6, 12 y 24 uM
NaAsOz, 6 dias después se analizo la actividad GUS en la punta de la raiz. En los
tratamientos de 12 y 24 uM, el reportero presentd un incremento y una disminucion
de expresion, respectivamente (Fig. 16a), mientras que el area de expresion solo
disminuyo en el tratamiento de 24 uM (Fig. 16b). En la condicidon sin NaAsO:2 (0
uM), DR5::GUS se expreso en la columela, lo cual ocurrié en todos los tratamientos,
sin embargo, la intensidad y areas de expresion modificadas en 12 y 24 uM

estuvieron acompafadas por cambios en la morfologia radical (Fig. 16c).

Dado que se mostré al As (Ill) como causante de la represion sobre el crecimiento
de la raiz primaria modificando el patron de distribucion de auxinas, se decidié
analizar si la aplicacion de auxinas exdgenas es capaz de revertir el fenotipo de
acortamiento de la raiz. Para esto, semillas de tipo silvestre (ecotipo Col-0) fueron
germinadas y plantulas de 4 ddg se transfirieron a medio MS 0.2X libre de
compuestos adicionales (Ctrl), 10 uM de acido indol acético (AlA), 24 uM de arsenito
de sodio (As) o con una mezcla de ambos compuestos (AlA+As), durante seis dias.
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Figura 16. Efecto del arsenito de sodio (NaAsO;) sobre la expresion de DR5::GUS en la raiz
primaria de A. thaliana. Semillas de la linea reportera DR5::GUS fueron germinadas en medio MS
0.2X y 4 dias después de la germinacion se transfirieron a medio MS 0.2X suplementado con 0, 3,
6, 12 y 24 uM de NaAsO: durante seis dias. El registro de la (a) intensidad de la expresion y el (b)
area de expresion se llevé a cabo a partir de las (c) imagenes de la expresion del reportero en la
punta de la raiz primaria (barra de escala = 50 um). Los valores mostrados representan la media +
la desviacion estandar (n = 12 plantulas). Las letras diferentes indican una diferencia estadistica de
un andlisis Tukey con un valor de P < 0.05. El experimento se repitié6 dos veces con resultados
similares.

Comparado con Ctrl, el AIA ocasion6 un ligero acortamiento en la raiz primaria,
mientras que el As indujo una fuerte represion del crecimiento, por su parte, el
tratamiento con ambos compuestos combinados indujo un tamafo de raiz primara
similar al de la condicién en donde solo se administré As (Fig. 17a). Cabe mencionar
gue ademas de la similitud en cuanto al efecto en la raiz primaria del tratamiento de

As y el de AlA+As, el fenotipo general de las plantulas creciendo en la mezcla de
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los compuestos fue muy similar al de aquellas crecidas unicamente con As (Fig.
17b).
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Figura 17. Respuesta de la raiz primaria de A. thaliana al &cido indol acético (AlA) y arsenito
de sodio (As). Semillas tipo silvestre fueron germinadas en medio MS 0.2X, 4 dias después de la
germinacion las plantulas se transfirieron a medio MS 0.2X fresco, sin (control/Ctrl) y suplementado
con 10 nM de AlA, 24 uM de As y la mezcla de ambos compuestos, durante seis dias adicionales.
La grafica muestra la (a) longitud de la raiz primaria y las (b) imagenes son representativas de cada
uno de los tratamientos en el experimento (barra de escala = 1 cm). Los valores mostrados
representan la media * la desviacion estandar (n = 18 plantulas). Las letras diferentes indican una
diferencia estadistica de un andlisis Tukey con un valor de P < 0.05. El experimento se repitié dos
veces con resultados similares.

7.4. El As (Ill) afecta al transporte de auxinas

La distribucion de la sefial auxinica puede ser afectada por un bloqueo en el
transporte de auxinas. En los sistemas de crecimiento in vitro es frecuente el uso
del acido N-1-naftiltalamico (NPA, por sus siglas en inglés) para bloguear el
transporte de auxinas. EI NPA es un compuesto sintético que tiene como blanco los
transportados de eflujo de auxinas, principalmente los ABC pero en menor grado
también los PIN (Teale & Palme, 2018; Li et al., 2019).
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Figura 18. Efecto del arsenito de sodio (As) y al acido N-1-naftilftalamico (NPA) en la raiz
primaria de plantulas de A. thaliana. Semillas tipo silvestre fueron germinadas en medio MS 0.2X,
4 dias después de la germinacién las plantulas se transfirieron a medio MS 0.2X fresco, sin
(control/Ctrl) y suplementado con 10 uM de NPA, 6 uM de As y la mezcla de ambos compuestos,
durante seis dias adicionales. La grafica muestra la (a) longitud de la raiz primaria y las (b) imagenes
son representativas de cada uno de los tratamientos en el experimento (barra de escala =1 cm). Los
valores mostrados representan la media + la desviacion estandar (n = 18 plantulas). Las letras
diferentes indican una diferencia estadistica de un andlisis Tukey con un valor de P < 0.05. El
experimento se repitié dos veces con resultados similares.

Entonces, se evalué el efecto de 10 uM de NPA solo o en combinacion con 6 uM de
arsenito de sodio (As), sobre plantulas tipo silvestre Col-0 de 4 dias después de la
germinacion (ddg). A los 6 dias de interaccién con los compuestos, tanto el NPA
como el As redujeron hasta un 30% la longitud de la raiz primaria, mientras que el
tratamiento combinado consiguié una reduccion alrededor del 40%, con respecto a
la condicion control (Fig. 18a). En las imagenes del experimento se pudo apreciar
gue el tratamiento combinado de los compuestos reprime el crecimiento global de
las plantulas (Fig. 18b).
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Figura 19. Respuesta de la raiz primaria de plantulas de tipo silvestre Col-0 y de la linea
mutante eirl/pin2 de A. thaliana al arsenito de sodio (NaAsO). Semillas del ecotipo silvestre Col-
0 y de la linea mutante eirl/pin2 fueron germinadas en medio MS 0.2X, 4 dias después de la
germinacion las plantulas se transfirieron a nuevo medio MS 0.2X suplementado con 0, 3, 6, 12y 24
UM de NaAsO:. Las graficas muestran la (a) longitud de la raiz primaria y los (b) valores normalizaron
a 100% con respecto a los datos del tratamiento control (0 uM). (c) Imagenes representativas de los
tratamientos del experimento (barra de escala = 1 cm). Los valores mostrados representan la media
* la desviacién estandar (n = 18 plantulas). Las letras distintas indican una diferencia estadistica de
un analisis Tukey con un valor de P < 0.05. El experimento se repiti6 dos veces con resultados
similares.

Para corroborar el resultado anterior, se decidi6 analizar la participacion en la
respuesta al As (IIl) del transportador de auxinas PIN-FORMED 2 (PIN2), que regula
el reflujo lateral de auxinas. Para esto, se utilizé la linea mutante eirl/pin2, que tiene
un crecimiento de raiz primaria agravitropico y un transporte de auxinas reducido
(Blakeslee et al., 2005). Plantulas de tipo silvestre Col-0 y mutantes eirl/pin2 se
crecieron sobre medios MS 0.2X durante 4 ddg, subsecuentemente se transfirieron
a medios suplementados con 0, 3, 6, 12 y 24 uM de NaAsO2, 6 dias después se
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analizd la longitud de la raiz primaria, mostrando que cada incremento de la
concentracion del arsenito, ocasion6 una disminucion gradual en la longitud de la
raiz primaria, tanto en las plantulas de tipo silvestre como en la mutante (Fig. 19a).
Posteriormente, los datos se normalizaron a 100% con respecto al control de ambos
tipos de plantulas, lo que revel6 que a partir de 3 uM, la mutante eirl/pin2 mostro
una mayor sensibilidad al efecto represor del crecimiento en la raiz primaria cuando
se compard con el tipo silvestre (Fig. 19b). Interesantemente, el NaAsO2 no alterd
el crecimiento agravitropico en la raiz de eirl/pin2 durante los tratamientos con 3y
6 UM, sin embargo, su fuerte efecto represor sobre el crecimiento de la raiz primaria
en los tratamientos de 12 y 24 uM, impidi6é observar cualquier tipo de crecimiento
(Fig. 19¢).
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Figura 20. Efecto del arsenito de sodio (NaAsO;) sobre la expresion de DR5::GUS en la raiz
primaria de plantulas de tipo silvestre Col-0 y mutantes eirl/pin2 de A. thaliana. Semillas tipo
silvestre y de la mutante eirl/pin2 (pin2xDR5::GUS) portando la construccion DR5::GUS, fueron
germinadas en medio MS 0.2X y 4 ddg se transfirieron a medio MS 0.2X suplementado con 0, 3, 6,
12 y 24 uM de NaAsO: durante seis dias. El registro de la intensidad de expresion (a) y el (b) area
de expresion se realizé con base en las (c) imagenes de la expresion del reportero DR5::GUS en la
punta de la raiz primaria (barra de escala = 50 um). Los valores mostrados representan la media +
la desviacion estandar (n = 12 plantulas). Las letras distintas indican una diferencia estadistica de un
andlisis Tukey con un valor de P < 0.05. El experimento se repitio dos veces con resultados similares.
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Posteriormente, se evalud el patrén de localizacién de auxinas en ausencia del
transportador PIN2, utilizando el gen reportero DR5::GUS en plantulas tipo silvestre
(DR5::GUS) y en el fondo mutante (eirl/pin2 DR5::GUS), en el mismo sistema
experimental. Para estos experimentos, inicialmente las plantulas eirl/pin2
DR5::GUS fueron obtenidas mediante la introgresion de DR5::uidA en el fondo
mutante. En este analisis, el reportero en el fondo eirl/pin2 mostré una intensidad y
un area de expresion de al menos el doble en comparacion a lo observado en la
punta de la raiz de plantulas tipo silvestre, tanto en la condicion control (O pM), como
en cada uno de los tratamientos con NaAsO:2 (Fig. 20a-b). Sin embargo, DR5::GUS
se expreso en la parte central de la zona meristematica durante los tratamientos de
12 y 24 uM en el fondo mutante, lo cual no ocurrié en ninguna otra condicion de
crecimiento ni en las plantulas de tipo silvestre, ni en la mutantes eirl/pin2 (Fig.
20c).

7.5. El As (lll) induce la expresion de MPK6 y MPK3

Debido a que MPK®6 participa en respuesta a estrés abiético y los programas de
desarrollo temprano de la raiz, se decidi6 evaluar si el As (lll) modificaba la
expresion de este gen en la raiz primaria utilizando plantulas de la linea reportera
pMPKG6::uidA. Para esto, las plantulas fueron germinadas y crecidas sobre medios
MS 0.2X y 4 dias después de la germinacion se transfiieron a medios
suplementados con las concentraciones de 0, 3, 6, 12y 24 uM de NaAsO:. Después
de 6 dias, las plantulas se procesaron para visualizar la actividad de GUS con
microscopia éptica de campo claro. El andlisis indic6 que la intensidad de expresion
del reportero aumenta con forme incrementa la concentracion de As (1) (Fig. 21a),
mientras que el area de expresion fue de aproximadamente el doble durante en el
tratamiento con 24 uM (Fig. 21b). Desde la condicion control (O pM) hasta 12 uM,

el reportero no se expreso en las células de la zona mitéticamente activa (ver Fig.
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13b), en cambio, su expresién se localiz6 en toda la punta de la raiz durante el
tratamiento de 24 uM (Fig. 21c).
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Figura 21. Expresion de pMPKG6::uidA durante la respuesta al arsenito de sodio (NaAsOy) en
la raiz primaria de A. thaliana. Semillas de la linea transgénicas pMPK®6::uidA fueron germinadas
en medio MS 0.2X , 4 dias después de la germinacion, las plantulas se transfirieron a medio MS 0.2X
fresco suplementado con 0, 3, 6, 12 y 24 uM de NaAsO2, durante seis dias adicionales. La
cuantificacion de la (a) intensidad de expresion y del (b) area de expresion se llevé a cabo a partir
de las (c) imagenes de las puntas de raices primarias creciendo en los distintos tratamientos (barra
de escala = 100 um). Los valores mostrados representan la media + la desviacion estandar (n = 12
plantulas). Las letras diferentes indican una diferencia estadistica de un analisis Tukey con un valor
de P < 0.05. El experimento se repitié dos veces con resultados similares.

Debido a que diferentes estudios han demostrado que MPK6 y MPKS3 tienen
funciones redundantes en diversos procesos bioldgicos (Asai et al., 2002; Wang et
al., 2007), se decidio analizar los efectos del arsenito sobre plantulas que portan la
construccion reportera pMPK3::uidA. Este analisis mostro que en el tratamiento sin

el compuesto (0 uM) y en las concentraciones de 3y 6 uM, las plantulas no muestran
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expresion del reportero, mientras que las concentraciones de 12 uM y 24 uM, se
observé expresion localizada principalmente en la zona de diferenciacion (Fig. 22;

ver Fig. 14c).

0 uM 3 uM 6 uM 12 uM 24 uM

Figura 22. Efecto del arsenito de sodio (NaAsO;) sobre la expresién de pMPK3::uidA en laraiz
primaria de A. thaliana. Semillas de la linea transgénica pMPK3::uidA fueron germinadas en medio
MS 0.2X, 4 dias después de la germinacion, las plantulas se transfirieron a medio MS 0.2X
suplementado con 0, 3, 6, 12 y 24 uM de NaAsO: durante seis dias adicionales (barra de escala =
100 pm). Las imégenes son representativas de 12 individuos analizados en cada condicién de
crecimiento. El experimento se repitid dos veces con resultados similares.

Con la intencion de establecer cémo participa MPK6 en la respuesta al As (lll), se
analizo el crecimiento de la raiz primaria de la linea mutante mpk6-2 en presencia
del arsenito. Semillas de tipo silvestre Col-0 y de la mutante mpk6-2 fueron crecidas
y transferidas en las mismas condiciones experimentales ya descritas,
encontrandose que la raiz primaria de la mutante es mas larga que la raiz primaria
del tipo silvestre en todos los tratamientos (Fig. 23a). Razon por la cual, los datos
se normalizaron a un 100% con respecto a la condicion control de cada fondo
genético, lo que hizo posible comparar el efecto del NaAsO2de manera proporcional
al tamafio original de la raiz de ambos tipos de plantas en la condicion control. De
cualquier manera, dicho analisis mostré valores similares para Col-0 y mpk6-2 en
todas las condiciones (Fig. 23b). En el panel “c” de la Figura 23, se puede observar

que, si bien las mutantes son mas grande que las plantulas de tipo silvestre, el
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incremento en la concentracién de As (lll) ocasiona una represion general del

crecimiento, incluyendo el follaje, en ambos tipos de plantulas.
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Figura 23. Respuesta de laraiz primaria de plantulas de tipo silvestre y la mutante mpk6-2 de
A. thaliana al arsenito de sodio (NaAsQO,). Semillas del ecotipo Col-0 y de la linea mutante mpk6-
2 fueron germinadas en medio MS 0.2X, 4 dias después de la germinacién se transfirieron a medio
MS 0.2X suplementado con 0, 3, 6, 12 y 24 uM de NaAsO:. Se registré la (a) longitud de la raiz
primaria y estos datos fueron normalizados a 100% con respecto al valor del tratamiento de 0 uM de
cada tipo de plantula, representando (b) la longitud de la raiz primaria de manera porcentual (%). (c)
Imégenes representativas de las plantulas creciendo en los tratamientos utilizados en el experimento
(barra de escala = 1 cm). Los valores mostrados representan la media + la desviacién estandar (n =
18 plantas). Las letras distintas indican una diferencia estadistica de un andlisis Tukey con un valor
de P < 0.05. El experimento se repitié dos veces con resultados similares.

De manera similar al caso de MPK®, la participacion de MPK3 en la respuesta al As
(111) se intentd esclarecer mediante el uso de plantulas de la linea mutante mpk3-1.
Para esto, plantulas del ecotipo Col-0 y mutantes mpk3-1 fueron crecidas en

diferentes concentraciones de arsenito de sodio. Individuos de 10 ddg crecidos en
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estas condiciones, revelaron que la longitud de la raiz primaria disminuy6 conforme
se incrementd la concentracion de NaAsOg, tanto en las plantulas tipo silvestre
como en las mutantes mpk3-1. Ademas, en medios suplementados con igual
concentracion del arsenito, no hubo diferencias de tamafio entre ambos tipos de
plantulas (Fig. 24a). En las imagenes del panel “b” en la Figura 24, se puede
observar que a diferencia de mpk6-2, la mutante mpk3-1 presenta un fenotipo

similar al tipo silvestre Col-0 en cada uno de los tratamientos utilizados.
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Figura 24. Efecto del arsenito de sodio (NaAsO,) sobre la raiz primaria de plantulas de tipo
silvestre y mutantes mpk3-1 de A. thaliana. Semillas del ecotipo Col-0 y de la linea mutante mpk3-
1 fueron germinadas en medio MS 0.2X, 4 dias después de la germinacion se transfirieron a medio
MS 0.2X suplementado con 0, 3, 6, 12 y 24 uM de NaAsO:. La (a) longitud de la raiz primaria fue
registrada y como apoyo visual, se tomaron (b) imagenes representativas de los tratamientos
utilizados en el experimento (barra de escala = 1 cm). Los valores mostrados representan la media
+ la desviacion estandar (n = 18 plantas). Las letras distintas indican una diferencia estadistica de
un andlisis Tukey con un valor de P < 0.05. El experimento se repiti6 dos veces con resultados
similares.
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8. DISCUSION

En el suelo estan presentes metales pesados y metaloides, cuyas concentraciones
incrementan debido a las actividades antropogénicas. La raiz de las plantas es el
principal sitio de contacto con los iones de metales pesados y metaloides en el
suelo, los cuales reducen el crecimiento vegetal al modificar la arquitectura del
sistema radical (Kahle, 1993; Gill, 2014). En este trabajo se realizaron diversos
andlisis enfocados a elucidar el mecanismo por el cual el arsénico, en su forma
inorganica trivalente de arsenito [As (lll)], afecta el crecimiento de la raiz de A.
thaliana. El efecto del compuesto fue evaluado en el sistema radical, mostrando que
el As (lll) reprime el crecimiento general afectando la elongacion de la raiz primaria
e induciendo la formacion de raices laterales de tamafio pequefio. Una raiz primaria
reducida con numerosas raices laterales cortas, resulta en una reduccion de la
biomasa, sugiriendo que el incremento en la formacidon de raices laterales es un
intento de la planta por maximizar la superficie de captacion de agua y nutrientes,
es decir, compensar la menor longitud de raices laterales con un incremento de su

namero (Fig. 12).

Ya que las raices laterales emergen de la raiz primaria (RP), el crecimiento de esta
altima determina la configuracion del sistema radical, motivo por el cual los andlisis
subsecuentes se realizaron sobre la RP. El andlisis de la expresiéon CyCB1::uidA
revelé que las plantulas creciendo en 3y 6 uM de arsenito de sodio (NaAsOz) no
tuvieron alteraciones en la actividad mitética del meristemo apical de la raiz (RAM,
por sus siglas en inglés), sin embargo, el tratamiento de 12 uM de NaAsO:2 redujo
considerablemente la mitosis en el RAM, por su parte, 24 uM NaAsO: desaparecio
la expresion localizada del reportero en los nacleos de las células del RAM, las
cuales son de mayor tamafo ya que no experimentaron divisiones celulares (Fig.
13). En cuanto a la expresion de pAtEXP7::GUS que revela el tejido diferenciado de
la zona de elongacion (ZE), indico que esta zona se ve significativamente afectada
desde la concentracion de 6 UM de NaAsOz2, sin embargo, la longitud celular de la
zona de diferenciaciéon (ZD), sefial6 que a partir del primer tratamiento (3 uM de

NaAsO3), disminuye la expansion de las células, incrementandose gradualmente el
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efecto con el aumento de la concentracion del arsenito; de estas observaciones, se
infiere que en la ZE ocurre un arresto de la expansion celular, dando como resultado
células diferenciadas de menor tamafio en la ZD (Fig. 14). Para el caso de la linea
PERF115::GUS-GFP, la expresiéon de este marcador de dafio celular permitié
evidenciar que el As (lll) es capaz de bloquear los procesos celulares en las
concentraciones de 12 y 24 pM de NaAsO2, activando los mecanismos de
reparacion que son necesarios en las células en expansion a la concentracion de
12 puM, mientras que en la de 24 pM, tanto la zona de elongacion como la zona
meristematica activan fuertemente la maquinaria involucrada con la reparacion
celular (Fig. 15). En conjunto, los resultados de los tres experimentos anteriores
muestran que si bien hay una expansidn celular disminuida durante las
concentraciones bajas (3 y 6 uM de NaAsOy), las concentraciones altas (12 y 24 uM
de NaAsO2) involucran la disminucion en el tamafio y el nimero de células,
probablemente ocasionada por el bloqueo en procesos celulares que conllevan a

activar los mecanismos de reparacion celular en los que participa ERF115.

Las auxinas y sus precursores son las fitohormonas principales que se encargan de
regular el crecimiento y desarrollo de la raiz, participando en los procesos de
proliferacion y elongacion celular (Overvoorde et al., 2010). Debido a que el arsenito
altera ambos procesos, se decidio analizar su efecto sobre el patron de distribucién
de auxinas con el uso del reportero de respuesta a auxinas DR5::GUS, el cual indicé
gue la actividad auxinica ocurre de manera mas acentuada en la punta de la raiz
con el tratamiento de 12 uM de NaAsO2, para disminuir considerablemente en la
concentracion de 24 uM (Fig. 16). Ya que dichos efectos en la actividad de la
sefializacion por auxinas podrian asociarse a una alteracion en la concentracion de
auxinas o a su movilizacion, se decidid hacer un tratamiento suplementando auxinas
exogenas junto con 24 uM de NaAsO2, mostradndo que este exceso de auxinas no
puede revertir el efecto del As (lll), por lo que la biosintesis de auxinas no parece
estar alterada (Fig. 17); de tal manera, es posible que la movilizacion de las auxinas
a través de los transportadores, sea el mecanismo afectado, induciendo una
acumulacion de auxinas en la punta de la raiz primaria a 12 uM de NaAsO2, mientras

que en 24 pM de NaAsO2, causa la disminucion en la actividad auxinica, como lo

43



reveld el marcador DR5::GUS (Fig. 16). La movilizacién de auxinas de una célula a
otra se lleva a cabo a través de transportadores de eflujo de la superfamilia ABCB
y de la familia de proteinas PIN-FORMED (PIN1-8) (Michniewicz et al., 2007), por
lo que inicialmente se decidio evaluar el efecto del inhibidor de eflujo auxinas (NPA),
el cual afecta de manera principal el funcionamiento de los transportadores ABCB
(Teale & Palme, 2018; Li et al., 2019). El analisis mostr6 que el NPA por si solo
reprime el crecimiento de la RP de Arabidopsis thaliana L., de forma analoga a lo
reportado por Li et al., (2019), mientras que la combinacion del NPA y el As resulté
en un efecto mayor sobre el acortamiento de la RP (Fig. 18). Bloquear el
funcionamiento de los transportadores ABCB con NPA genera que no se expulsen
las auxinas hacia otras células de una manera eficiente, sin embargo, como el NPA
actua principalmente sobre los transportadores ABCB, los PIN aun podrian estar
expulsando las auxinas hacia otras células en menor cantidad. Ashraf y
colaboradores (2020) reportaron que el As (Ill) afecta el transporte de auxinas a
nivel del transpotador PIN2, por lo que el efecto sumado del NPA y el As (ll)
ocasionarian un bloqueo completo en el eflujo de auxinas, y por lo tanto, en el

crecimiento de la raiz primaria.

Ya que la proteina de eflujo PIN2 se encarga de redistribuir las auxinas lateralmente
hacia otros tejidos (Kfecek et al., 2009; Michniewicz et al., 2007), se analiz6 la
participacion de PIN2 en respuesta al arsenito, comparando el crecimiento de la RP
de plantulas tipo silvestre Col-0 y la mutante eirl/pin2, que mostrd ser mas sensibles
al tratamiento con el As (Ill) al tener una reduccién acentuada del crecimiento de la
RP (Fig. 19), de estas observaciones se deduce que la proteina de eflujo PIN2
modula la respuesta de la raiz al arsenito, lo cual concuerda a lo reportado por
Ashraf y colaboradores (2020), bajo sus condiciones experimentales. En
concordancia con estos resultados, el analisis de la expresion de DR5::GUS en el
fondo mutante eirl/pin2, mostré un excesivo incremento de la actividad auxinica en
la columela y en los tejidos vasculares, en comparacion con lo observado en el tipo
silvestre Col-0 en los tratamientos de NaAsO: (Fig. 20). Asi, probablemente las
auxinas no se redistribuyen hacia los demas tejidos debido a la ausencia del

transportador PIN2, acumulandose en la columela y la cofia lateral de la raiz durante
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los tratamientos de 0, 3 y 6 uM, mientras que en los tratamientos mas altos (12 y 24
uM) también se llega a acumular en los tejidos vasculares. Lo antes mencionado,
explicaria por qué se observo un incremento de la intensidad de DR5::GUS en la
plantulas tipo silvestre tratadas con 12 uM de NaAsOz2, ya que dicha concentracién
puede ser la 6ptima para afectar el transporte de auxinas a nivel de PIN2 en las

plantulas tipo silvestre (Fig. 16).

MPK6 es una cinasa de proteinas activada por mitégenos que participa en la
resistencia a diversos tipos de estrés abibtico, asi como también en los procesos de
desarrollo temprano de laraiz (Lopez-Bucio et al., 2014). Se ha reportado que MPK6
regula la expresion de PIN2 durante la deficiencia de fosfato, una condicién de
estrés abidtico que inhibe el crecimiento de la RP de Arabidopsis thaliana L. (Lopez-
Bucio et al., 2019; Wang et al., 2019). Debido a que el As (lll) inhibe el crecimiento
y desarrollo de la RP de Arabidopsis thaliana L., ademas de alterar el transporte de
auxinas mediado por el transportador PIN2, se decidié analizar la expresion de la
linea reportera pMPKG6::uidA en respuesta al arsenito de sodio (NaAsOz). Este
andlisis indicé que la expresion de MPK6 aumentd en relacion directa con el
incremento de la concentracion de NaAsOz, resultando que en los tratamientos 12
y 24 UM la expresion se acentuara intensamente en las diversas zonas de la raiz
(meristematica, de elongacioén y diferenciacion) (Fig. 21). Esto claramente indica
que el arsenito promueve la expresion de MPK6 en las células de la raiz primaria
de Arabidopsis thaliana L. De este modo, se evallo la participacion de MPK6 a
través del uso de la mutante mpk6-2, la cual, sorpresivamente, en respuesta al
arsenito mostrd un crecimiento de la raiz primaria similar al de las plantulas de tipo
silvestre Col-O0 (Fig. 22), sugiriendo que aparentemente MPK6 no participa en
respuesta al arsenito o que su funcién puede ser compensada por alguna otra MAP
cinasa. Al respecto, se ha reportado redundancia funcional entre proteinas de la
familia de MAP cinasas, particularmente entre MPK6 y MPK3 que tienen funciones
redundantes en diversos procesos biologicos (Asai et al., 2002; Wang et al., 2007).
Para evaluar esta posibilidad, se analizé el comportamiento de la linea pMPK3::uidA
en respuesta al NaAsO:. Interesantemente, la expresion de MPK3 se visualiz6 a

partir de 12 pM de NaAsO2, permaneciendo hasta 24 pM en la zona de
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diferenciacion celular (Fig. 23). Si bien el As (lll) claramente induce la expresion de
MPK3, la mutante mpk3-1, al igual que la mutante mpk6-2, tampoco mostré un
comportamiento diferente al de las plantulas de tipo silvestre Col-0 en respuesta al
NaAsO: (Fig. 24). De tal manera, es probable que en cada una de las mutantes
mpk3-1 y mpk6-2, la funciéon de la cinasa afectada sea compensada por la otra,
haciendo imposible observar un fenotipo diferencial al de tipo silvestre. La aparente
participacion de estas cinasas en las respuestas al arsenito, deducido de la
induccion de su expresion, podria demostrase con el uso de una doble mutante
mpk3 mpk6, que desafortunadamente es letal, haciendo necesario el uso de otras
estrategias experimentales que permitan analizar los efectos del arsenito sobre las
funciones de ambas proteinas de manera individual. Estudios de actividad
enzimatica o la generacion de dobles mutantes inducibles representan alternativas

pendientes de explorar.
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9. CONCLUSION

El arsenito reprime el crecimiento y desarrollo de la raiz primaria de A. thaliana L.,
bloqueando los procesos de division y elongacion celular, acompafiado de un dafio
en los tejidos. Adicionalmente, el proceso altera la distribucién y sefializacion de
auxinas involucrando al transportador PIN2, asi como un incremento en la expresion
de MPK6 y MPKS, los cuales parecen tener redundancia funcional que impide
discernir la participacion de estas proteinas de manera individual. Un esquema

resumiendo los resultados obtenidos en este trabajo se muestra en la Fig. 25.
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Crecimiento y desarrollo de
la raiz primaria

Figura 25. Participacién de MKP6 y MPK3 en larespuestade laraiz de A. thaliana L. al arsenito
[As (1)]. El As (l1I) induce la expresién de MPK3 y MPK®6, bloqueando la division y elongacion celular,
induciendo el dafio en los tejidos e inhibiendo la sefializacion de auxinas. Adicionalmente, las
auxinas, que son redirigidas a la zona meristemética por el transportador PIN2, llevan a cabo su
sefializacion para promover el crecimiento y desarrollo radical, pero dicho proceso es inhibido por el
acido N-1-naftiltalamico (NPA, por sus siglas en inglés), el cual afecta el transporte de auxinas
blogueando principalmente a los transportadores ABCB. Por lo anterior, fendmenos que en conjunto
afecten la actividad de PIN2, como la intoxicacién por As (lll), junto con la inhibicion de los
transportadores ABCB via el NPA, impiden el crecimiento de la raiz primaria.
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10. PERSPECTIVAS

1.

3.

Evaluar la expresion de DR5::uidA en tratamientos combinados de As (Il) y
NPA.

Movilizar los reporteros pMPK6::uidA y pMPK3::uidA al fondo mutante

eirl/pin2 y monitorear la expresion de estos en respuesta al As (lll).

Analizar la respuesta de la raiz a tratamientos con As (lll) en las lineas
MPK6SR y MPK3SR, que corresponden a combinaciones de la mutante
mpk6 con una mutacién inducible en MPK3 y la mutante mpk3 con una

mutacion inducible en MPK6, respectivamente (Shao et al. 2020).

Generar las dobles mutantes pin2 mpk6 y pin2 mpk3 para evaluar su

respuesta en tratamientos con As (ll1).
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