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1. Resumen

La raiz de Arabidopsis thaliana, es un modelo ampliamente utilizado para estudiar el
desarrollo en plantas debido a que en el mismo 6rgano se puede apreciar una zona de
proliferacion, una zona de elongacion y una de diferenciacion celular. También se sabe
que las fitohormonas tales como las auxinas, las citoquininas y el acido abscisico
regulan directamente esos procesos. Una forma de conocer la participacion de genes
en el desarrollo de la raiz es el analisis del fenotipo de mutantes en dichos genes. Sin
embargo, se desconoce si esta implicado en la respuesta a la adicion de las
fitohormonas antes mencionadas. Esta investigacion evalud el efecto de la auxina,
acido indolacético (IAA), la citoquinina, benciladenina (BA) y el acido abscisico (ABA),
en el crecimiento de la raiz primaria, tanto en las plantas silvestres como en el mutante
mid1. Se realizaron tratamientos hormonales a diferentes concentraciones buscando
una concentracion que afectara el crecimiento de la raiz silvestre sin inhibirlo del todo,
para luego utilizar esa concentracion para comparar el crecimiento de mid1 con
respeto a las raices de las plantas silvestres. Los datos revelan que ambos genotipos
muestran un efecto inhibitorio en el crecimiento de IAAy BA, mientras que en ABA,
responde promoviendo el crecimiento. Las respuestas en mid7 mostraron mas
resistencia en las raices del WT a las hormonas IAAy BA, en ABA muestra una mayor
sensibilidad induciendo el crecimiento. Los resultados abren nuevos horizontes de
investigacion para entender mejor los mecanismos moleculares que regulan el
desarrollo de la raiz y en los que la proteina MID1 posiblemente participe.
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2. Introduccion

La raiz controla multiples procesos como adquisicion de nutrientes, absorcion de
agua, sintesis de compuestos especificos, almacenamiento, establecimiento de
interacciones con la rizosfera y el anclaje al suelo (Taiz et al., 2017). En las Ultimas dos
décadas, amplios estudios con la planta modelo Arabidopsis thaliana han ampliado la
comprension de las multiples vias de sefalizacion, transcripcion y bioquimica de su
desarrollo (Garay-Arroyo et al., 2012; Hayashi et al., 2023).

Durante el desarrollo embrionario, la hipdfisis, va a dar lugar a la célula superior que
formara el centro quiescente (CQ), mientras que la célula inferior formara las células
superiores de la columela. Al germinar la semilla, el nicho de células troncales en
meristemo apical de la raiz va a dar lugar a todos los tejidos que la componen:
epidermis, cortex, endodermis, periciclo y tejido vascular (Dolan et al., 1993).



La raiz primaria se divide en tres zonas principales de desarrollo. En el meristemo
apical las células hijas derivadas del nicho de células troncales tienen una alta tasa de
division celular, por lo que a esta zona se le conoce como zona de proliferacion (ZP)
(Petricka et al., 2012; Motte et al., 2019). Una vez que las células dejan de dividirse,
entran al endociclo, causando que se alarguen, formando la zona de elongacion (ZE).
Por ultimo, las células se diferencian y adquieren sus caracteristicas especificas. Esta
zona se llama zona de diferenciacion (ZD) (Svolacchia et al., 2020; Sharma et al., 2021;
Janetal., 2024; Henry et al., 2024).

Cada una de estas zonas se relaciona con una distribucion especifica de las
fitohormonas y una concentracion adecuada para cada proceso. Una vez que la
hormona se une a su receptor especifico comienza una cascada de sefializacion que
termina en la regulacion transcripcional de los genes (Svolacchia et al., 2020). Las
auxinas, por ejemplo, se acumulan en el meristemo apical principalmente y participan
tanto en la proliferacion como la elongacion celular; mientras que las citoquininas
regulan la diferenciacion celular y por lo tanto se acumulan mayoritariamente en la ZD
(Muller y Sheen 2008; Liu y Lindsey 2014).

Para este trabajo se centro en tres fitohormonas: La auxina acido indol-3-acético (I1AA),
la citoquinina benzil-adenina (BA) y el acido abscisico (ABA) y su papel en el desarrollo
de la raiz.

2.1 Auxina (1AA)

La auxina fue la primera fitohormona en ser descubierta, desempenando un papel
crucial en el desarrollo de la raiz (Zhang et al., 2024). La auxina promueve la
proliferacion y la elongacion celular, aunque en concentraciones elevadas, la auxina
actta como un inhibidor del crecimiento (Barbez et al., 2017). En la zona de elongacién
las células aumentan de tamano hasta tres veces en solo 3 horas, en parte por la
cantidad de auxina libre presente (Bao et al., 2024).

La forma que la auxina induce la elongacion celular es por medio de un proceso
conocido como el crecimiento acido (Spartz et al., 2014). Este mecanismo hace que
las ATPasas de protones H+, de la membrana plasmatica, acidifique el apoplasto,
debilitando la pared celular y activando las expansinas que rompen o aflojan la
celulosa, permitiendo un alargamiento de la pared celular conforme se da la entrada
de agua a la célula por 6smosis y el turgor generado por la presion del agua (Cosgrove,
2005). Esta activacion de las ATPasas H+ requiere de la sefalizacion de las auxinas
(Barbez et al., 2017). Los mutantes en sefnalizacion, o transporte de auxinas, como
iaa7/axr2-1, tir1-1, pin4-3, aux1-7 muestran afectaciones en la elongacion celular (Li et
al., 2017).



2.2 Citoquininas (CKs) / Bencil-Adenina (BA)

Las CK son derivados de la adenina, que participan en la diferenciacion celular (loio et
al., 2007). La CKs son predominantes en la zona de elongacion y de diferenciacion e
inhiben la sintesis y sefalizacion de las auxinas particularmente en la zona de
diferenciacion (Pacifici et al., 2018; Kurepa y Smalle 2022). Ejemplos de citoquininas
son la isopenteniladenina (iP), la trans-zeatina (Tz), y la benciladenina (BA) de uso
comercial (Zhang et al., 2024)

Generalmente la CKs se sintetizan en el tejido vascular, distribuyéndose hasta la zona
de diferenciacion donde inhiben la division celular, esta hormona se considera como
antagonica de la auxina. Sin embargo, existe un balance entre estas dos hormonas y
dependiendo de sus concentraciones se logra estimular el crecimiento celular. Los
genes que responden a las auxinas y las citoquininas son regulados de forma cruzada,
por ejemplo, las CKs inducen a un inhibidor de la sefalizacion de auxinas SHY2 (Liu et
al., 2014), mientras que la auxina promueve la expresion de los factores ARR tipo A
(regulador negativo de la respuesta a citoquininas), que inhiben la accion de las CKs
(Kurepa, Shull y Smalle, 2019; Herrera-Rodriguez et al., 2022).

Niveles preponderantes de las CK son necesarios para la transicion de la zona
meristematica a la zona de diferenciacion, pasando por la zona de elongacion
(Svolacchia y Sabatini, 2023). Se ha demostrado que la reduccion de CKs en mutantes
diversos, provoca la formacion de un sistema radicular mas grande, ya que se favorece
la proliferacion a nivel del meristemo apical (Werner et al., 2010).

2.3 Acido abscisico (ABA)

EL ABA regula las respuestas de desarrollo y crecimiento de la planta, desde la latencia
de las semillas hasta la transpiracion en las hojas (Zhao et al., 2015). El ABA se sintetiza
en los cloroplastos o amiloplastos de casi todas las células (Janiak et al., 2016). Se
sabe que la adicion del ABA tiene un efecto bifasico (al igual que todas las hormonas).
En el crecimiento de la raiz bajo condiciones de buen riego, a concentraciones bajas
puede estimular su crecimiento, mientras que, a concentraciones altas, inhibe el
crecimiento radicular (Li et al., 2017; Ghassemian et al., 2000). Plantas deficientes en
ABA presentan un fenotipo de crecimiento retardado en plantas de Arabidopsis (Zhang
et al., 2009).

Adicionalmente, el ABA actlia como una hormona del estrés. Su papel en sequia ha
sido ampliamente estudiado en diversas plantas. Durante el déficit hidrico moderado,
la raiz crece mas rapidamente, pero en condiciones de estrés hidrico severo inhibe el



crecimiento de la raiz primaria (Zhao et al., 2015). Asi mismo, las interacciones que
tiene el ABA con otras hormonas, como la auxina, en el crecimiento de la raiz, son
relevantes debido a su modulacién cruzada en sus vias de seializacion (Rock y Sun
2005). Por ejemplo, el mutante arf2 que participa en la sefializacion de auxinas, tratado
con ABA altera la distribucion de auxinas en la raiz primaria (Wang et al., 2011).

3. El mutante midway1 (mid1)

El estudio de mutantes ha sido esencial para avanzar en el conocimiento del
crecimiento de las plantas y ademas ha ayudado a una mejor comprension de los
mecanismos de accion que genera la adicion de una hormona (Bao et al., 2024).

En el laboratorio de la Dra. Berenice Garcia Ponce de Leon, se trabaja con una planta
mutante de A. thaliana, llamada midway1 (mid1) cuya raiz crece la mitad de lo que
crece laraiz de las plantas del tipo silvestre.

Con este trabajo se colaboro en el analisis de plantas tratadas con las fitohormonas
IAA, BA o ABA, para establecer si el gen mutado afecta el tamano de la raiz de la planta
mutante de forma diferente a las plantas silvestres cuando son tratadas con las
mismas hormonas.

4, Objetivo general:

Evaluar el efecto de las fitohormonas IAA, BA 'y ABA en el crecimiento de la raiz primaria
del mutante midway1 en comparacion con las raices silvestres de A. thaliana.

4.1 Objetivos especificos:

1) Determinar la concentracion optima de las hormonas IAA, BA y ABA que afecte
el crecimiento de la raiz primaria silvestre de A. thaliana sin inhibir
completamente su crecimiento.

2) Comparar el tamafo de la raiz de mid1 con relacion a las raices del tipo silvestre
tratadas con las hormonas a una concentracion especifica.



5. Metodologia

5.1 Esterilizacion de semillas

Las semillas de A. thaliana del tipo silvestre y de mid1 se esterilizaron con una solucion
de hipoclorito de sodio al 60% y Tween 20 al 0.005%. Se agregaron 600ul de la solucion
de cloro a cada tubo de semillas (50 por tubo), los cuales se mantuvieron en agitacion
durante 5 minutos. Después de retirar el cloro y de realizar 3 lavados con agua estéril,
las semillas se resuspendieron en agarosa liquida estéril a una concentracion de 0.2%,
posteriormente las semillas se estratificaron a 4°C durante tres dias antes de la
siembra (Murashige y Skoog, 1962).

5.2 Preparacion del medio de cultivo

Se preparo 1L del medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) (Murashige y Skoog, 1962)
comercial al 0.2x, con 1% de sacarosa. Para lo cual se pesaron 10 g de sacarosa, 0.5 g
de MES y 0.88 g de MS. Se disolvieron en agua, mezclandose con un agitador
magnético, y se ajustd el pH a 5.6 con una solucion de KOH 1M. Posteriormente se
aforé a 1L. Adicionalmente, se peso el agar al 1% en el frasco, y se esteriliza en
autoclave a 120°C, durante 20 minutos.

5.3 Siembra

50 semillas de cada genotipo se sembraron primero en cajas Petri (12 por caja) durante
tres dias a 22°C con 16 horas de luz y 8 de oscuridad, asegurandose en todo momento
que la luz sea homogénea para todas las semillas. Posteriormente, se hicieron los
tratamientos hormonales como se indica a continuacion (Dolan et al., 1993).

5.4 Tratamientos con fitohormonas

Las semillas se colocan sobre tiras de papel filtro 3 mm Whatman para facilitar su
transferencia a las cajas con las hormonas. Al tercer dia de la siembra, la mitad de las
plantas se cambiaron a cajas Petri con los tratamientos hormonales correspondientes
y se incubaron por 4 dias mas a 22°C (Dolan et al., 1993).

Un dia antes de la transferencia de las plantas a las cajas con las hormonas, se
prepararon estas con las concentraciones de cada hormona correspondientes:

IAAaO0nM, 1nM, 5nMy 10 nM.
BA a concentraciones de 0 nM, 50 nMy 100 nM.

ABA a concentraciones de 0 nM, 50 nMy 100 nM.



5.5 Analisis estadistico

Los datos representan el promedio + error estandar (n=24), las diferencias
significativas se representan con letras con una p < 0.05 con una prueba de ANOVA de
una via seguida de una prueba de Tukey (Cruz-Nunez, 2021).

6. Actividades realizadas
- Preparacion de semillas que incluye la esterilizacidn, preparacion de medio de
cultivo, sembrado en cultivos in vitro.

- Tratamientos con las diferentes hormonas IAA, BA y ABA, buscando una
concentracion con un efecto diferencial entre mid1y las plantas del tipo silvestre.

- Alos 7 dias, se escanearon las placas para medir el largo de la raiz de cada planta con
el programa Fiji https://imagej.net/software/fiji/downloads.

- Realizacion de las graficas y analisis estadistico.

7. Resultados

7.1 Concentracion 6ptima de las hormonas

Los tratamientos con hormonas en las plantas silvestres revelaron cambios en el
tamano de la raiz dependientes de la concentracion utilizada.

IAA mostrd una disminucion progresiva en el largo de la raiz desde 0 a 5 nM (Fig. 1). En
la concentracion de 10 nM se observa una disminucion severa, a tal punto de
detenerse por completo el crecimiento radicular. Por lo que consideramos como
optima la concentracion de 5 nM para experimentos subsiguientes.


https://imagej.net/software/fiji/downloads
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Figura 1. Crecimiento de la raiz en plantas silvestres de A. thaliana con diferentes
concentraciones de IAA. Plantas medidas a los 7 dps. Arriba de cada columna se muestra, el
% de crecimiento con respecto el control sin la hormona, el tamafio de la raiz, y las diferencias
estadisticas utilizando la prueba de ANOVA de una via seguida de una prueba de Tukey con una
p< 0.05 (n=24).

La adicion de la hormona BA también muestra una disminucion del largo de la raiz en
comparacioén con el control (Fig. 2). Sin embargo, en la concentracion de 100 nM no se
observan cambios significativos en su crecimiento con respecto a 50 nM por lo que
consideramos la concentracion de 50 nM como la éptima para futuros experimentos.
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Figura 2. Crecimiento de la raiz en plantas silvestres de A. thaliana con diferentes
concentraciones de BA. Plantas medidas a los 7 dps. Arriba de cada columna se muestra, el %
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de crecimiento con respecto el control sin la hormona, el tamafo de la raiz, y las diferencias
estadisticas utilizando la prueba de ANOVA de una via seguida de una prueba de Tukey con una
p< 0.05 (n=24).

A diferencia de las otras dos hormonas (IAA y BA), el tamafo de las raices se
incrementa al adicionar el ABA a las mismas concentraciones que el BA 50 y 100 nM),
siendo a 100 nM el mayor crecimiento (Fig. 3). Ademas, se observa una diferencia entre
50nMy 100 nM de p=0.013, indicando un efecto dosis dependiente.
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Figura 3. Crecimiento de la raiz en plantas silvestres de A. thaliana con diferentes
concentraciones de ABA. Plantas medidas a los 7 dps. Arriba de cada columna se muestra, el
% de crecimiento con respecto el control sin la hormona, el tamaiio de la raiz, y las diferencias
estadisticas utilizando la prueba de ANOVA de una via seguida de una prueba de Tukey con una
p< 0.05 (n=24).

7.2 Crecimiento de las raices de las plantas tipo silvestre y mid1 en respuesta a
los tratamientos con hormonas

Para comparar al mutante mid1 con las plantas silvestres, se optd por utilizar aquellas
concentraciones bajas en las que se observo un cambio en el tamaio de la raiz. Siendo
asi 5nM para IAA y 50 nM para BA y ABA.

7.2.11AA

Con el tratamiento de IAA a 5 nM (Fig. 4), las raices de WT mostraron una disminucion
del 12.6 % con respecto a su control (0 nM), mientras que mid1, tuvo una reduccion del
10.6% con respecto a su propio control (0 nM). Este resultado sugiere que el mutante
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responde a la hormona, pero es parcialmente resistente al efecto inhibitorio del IAA en
el crecimiento de la raiz primaria.

100%

4 3.34 .
A 87.4%
2.92
IS
L
N 100%
o© 2 1.51 89.4%
&) B 1.35
5 : 5
S ==
1
0
OnM 1AA 5nM IAA
mwt mmid1

Figura 4. Crecimiento de la raiz en plantas silvestres y en el mutante mid7 de A. thaliana a una
concentracion de OnM y 5nM de IAA. Plantas medidas a los 7 dps. Arriba de cada columna se
muestra, el % de crecimiento con respecto a su mismo genotipo sin la hormona, el tamano de
la raiz, y las diferencias estadisticas utilizando la prueba de ANOVA de una via seguida de una
prueba de Tukey con una p< 0.05 (n=24).

7.2.2BA

Con el tratamiento de BA a 50 nM (Fig. 5), las raices del WT mostraron una disminucion
de 38 % con respecto a su control (0 nM), en tanto que mid1 mostro una reduccion de
24.3 % con respecto a su control (0 nM). La respuesta atenuada indica que mid1
también es parcialmente resistente a la adicion de BA.
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Figura 5. Crecimiento de la raiz en plantas silvestres y en el mutante mid7 de A. thaliana a una
concentracion de OnM y 50nM de BA. Plantas medidas a los 7 dps. Arriba de cada columna se
muestra, el % de crecimiento con respecto a su mismo genotipo sin la hormona, el tamano de
la raiz, y las diferencias estadisticas utilizando la prueba de ANOVA de una via seguida de una
prueba de Tukey con una p< 0.05 (n=24).

7.2.3 ABA

Contrario a lo antes mencionado, el tratamiento con 50 nM de ABA incremento la
longitud de las raices WT y del mutante mid1 (Fig 6). ELl WT muestra un crecimiento del
11% con respecto a su control (0 nM), mientras que mid7 muestra un mayor
crecimiento del 25% con respecto a su control (0 nM). Aunque ambos muestran la
misma tendencia, mid1 responde mejor a una baja concentracion de ABA que el WT.
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Figura 6. Crecimiento de la raiz en plantas silvestres y en el mutante mid? de A. thaliana a una
concentracion de OnM y 50nM de ABA. Plantas medidas a los dps. Arriba de cada columna se
muestra, el % de crecimiento con respecto a su mismo genotipo sin la hormona, el tamano de
la raiz, y las diferencias estadisticas utilizando la prueba de ANOVA de una via seguida de una
prueba de Tukey con una p< 0.05 (n=24).

8. Conclusiones

Este trabajo permitié explorar como las plantas silvestres de A. thaliana y el mutante
mid1 responden a las hormonas IAA, BA y ABA. Los resultados muestran que las raices
de ambos genotipos responden inhibiendo su crecimiento con IAA y BA, o
promoviéndolo con ABA a las concentraciones utilizadas. Sin embargo, las repuestas
de mid1 a los tratamientos con hormonas mostraron que es mas resistente que las
raices WT a las hormonas que inhiben el crecimiento, mientras que es mas sensible al
tratamiento con ABA que induce el crecimiento. Es decir, que la proteina MID1 puede
actuar como un mediador de la respuesta a las hormonas.

G. Recomendaciones

Para poder profundizar en lo que esta sucediendo a nivel celular y la participacion de
MID1 en esta, se podrian repetir los experimentos y en este caso medir cada una de las
zonas de proliferacion, elongacion y diferenciacion para conocer a qué nivel podria
estar actuando MID1.
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