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Las fitohormonas cumplen roles esenciales para el modelado de la arquitectura 

radicular. Por ejemplo, las variaciones en la concentración de ácido abscísico (ABA) dan 

como resultado alteraciones en el desarrollo de la raíz primaria. AtHB40 presenta una 

regulación cruzada con la hormona ABA. Demostramos por tinciones histoquímicas que 

ABA induce la expresión de AtHB40, y mediante el estudio de microscopía confocal 

utilizando un inhibidor de la hormona concluimos que el FT regula negativamente a dicha 

hormona. AtHB53 también reprime el crecimiento de la raíz primaria, pero en este caso 

no encontramos vinculación de este comportamiento con ABA. 

Al estudiar el desarrollo radicular las hormonas que destacan en importancia son sin 

dudas las auxinas, las cuales parecerían orquestar casi todos los procesos que ocurren 

en este sistema. El ácido 3-indolacético (IAA), la más común de las auxinas, regula 

positivamente a AtHB40 en la punta de la raíz primaria. En las raíces de plantas 

mutantes athb40 encontramos inducción de la expresión de PIN2, LAX2 y LAX3 y 

confirmamos, mediante ChIP-qPCR, que este último es regulado directamente por 

AtHB40. Hemos encontrado que AtHB40 es un regulador negativo de la respuesta 

gravitrópica en raíces primarias; dicha respuesta es mediada por el gradiente de auxinas 

que se genera cuando los amiloplastos cambian de posición por decantación en la cara 

inferior de las células de la columela. PIN2 es uno de los transportadores de auxinas 

encargados de generar este gradiente en la zona de elongación, zona donde se genera 

el crecimiento diferencial de las células que produce la curva de la raíz para reorientar 

su crecimiento en la dirección del vector gravedad. En concordancia con lo anterior 

también observamos, mediante el uso del reportero DR5, que en plantas 

sobreexpresantes AT40 la respuesta a auxinas se encuentra muy disminuida Del 

conjunto de estos resultados decimos entonces que AtHB40 media el crecimiento de la 

raíz mediante la regulación del ciclo celular y regulación hormonal y que reprime la 

repuesta gravitrópica mediante el control de transportadores de auxinas afectando su 

concentración y gradiente de la misma. 

Si bien AtHB40 y AtHB53 reprimen el crecimiento de la raíz primaria, en un principio no 

habíamos encontrado vías de regulación compartidas. Este escenario cambió cuando 

revelamos que IAA activa el promotor de AtHB53 en células de la columela y el sistema 

vascular. El estudio de cruzas genéticas prAtHB40:GUS x athb53 evidenció que frente 

a la ausencia de AtHB53 la expresión de AtHB40 se reduce sólo a las células de la 

columela y el tratamiento con IAA no induce el promotor de AtHB40 en estas cruzas. 

Estas observaciones permitieron concluir que AtHB53 sería un regulador de AtHB40 en 

la raíz primaria y que también mediaría su regulación por IAA. 

Las raíces laterales también formaron parte de nuestro estudio ya que como nombramos 

anteriormente las plantas presentan un sistema radicular complejo. Encontramos que 
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las raíces laterales secundarias de plántulas mutantes athb40 y athb53 presentaban una 

mayor longitud total que las de plantas de genotipo salvaje, siendo esta diferencia mayor 

en plántulas athb53. IAA regula positivamente a AtHB53 en las raíces secundarias 

mientras que ABA lo reprime en el mismo tejido, siendo mayor la represión en las raíces 

secundarias emergidas. Esto último también ocurre sobre AtHB40 a diferencia de lo 

encontrado para raíces primarias en las que ABA es inductor de la expresión. Por lo que 

tanto AtHB40 como ATHB53 serían represores del crecimiento de las raíces laterales 

emergidas, y estarían regulados hormonalmente en las mismas. 

Uno de los objetivos a estudiar durante el plan de tesis fue la implicancia de estos FT 

en condiciones estrés abiótico. Tanto las mutantes athb40 como athb53 presentan una 

mayor tasa de germinación en 150 mM de NaCl que las plantas de genotipo salvaje. La 

germinación es uno de los procesos más afectados por salinidad ya que están en 

contacto directo con el suelo. Encontramos que una alta concentración de NaCl genera 

una inducción en el promotor de AtHB40 en la punta de la raíz primaria en plántulas de 

siete días y en plántulas más jóvenes, de cinco días de edad, la inducción se da en el 

promotor tanto de AtHB40 como de AtHB53. Al estudiar la supervivencia de las mutantes 

para ambos FT encontramos que las mismas presentan un mayor número de 

sobrevivientes y un mejor desarrollo en 150 mM de NaCl que sus controles. Analizamos 

también el comportamiento de las raíces laterales de estos genotipos frente a la 

condición salina, obteniendo como resultado que AtHB53 y AtHB40 regularían 

negativamente el crecimiento de las raíces laterales frente a esta condición. Es decir 

que tanto AtHB40 como AtHB53 regularían negativamente la germinación y posterior 

adaptación y desarrollo del sistema radicular impactando, finalmente, en la 

supervivencia de las plantas. 
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Abstract 
The root system development in plants is a fundamental process that determines their 

ability to adapt and survive in different environments. This system not only is the 

anchoring mechanism but also absorbs nutrients from the soil. The root system 

architecture is dynamic, continuously responding to a wide range of external factors, 

including water availability, nutrients, soil pH, and the presence of salts, among others. 

Root plasticity enables plants to adapt to unfavorable conditions and also optimizes their 

growth and production in dynamic environments. 

Plants, throughout their life, develop many regulatory mechanisms that are involved in 

the root architecture. The gene transcription regulation is one of these mechanisms, 

involving regulatory proteins known as transcription factors (TF). The cell types in which 

these proteins are expressed, the signaling pathways they can activate or repress, and 

the timing of their expression during development are crucial in root shaping. TF 

belonging to the HD-Zip I family were mainly associated with stress adaptation; however, 

recent studies assigned them functions related to normal development. In this thesis, we 

aimed to study the Arabidopsis thaliana AtHB40 and its paralogous genes AtHB53 and 

AtHB21, all of them belonging to the clade VI of the HD-Zip I family, in root development 

under normal growth conditions and abiotic stress. 

 Firstly, we characterized the expression patterns of the three genes in roots. We found 

that AtHB40 and AtHB53 are expressed in the early stages of seedling development. 

AtHB40 is mainly located in the primary root, particularly in the meristematic zone, the 

columella cells, and the vascular system. AtHB53 expression was evident in lateral roots, 

from the primordium to the fully elongated stage. Any expression of AtHB21 in roots was 

detected under the conditions and stages tested. 

The functional characterization of these TF revealed that AtHB40 represses primary root 

growth by indirectly reducing CYCLINB1.1 expression in this organ.  

Phytohormones play essential roles in shaping root architecture, and variations in 

abscisic acid (ABA) concentration result in alterations in primary root development. 

AtHB40 and ABA show a cross-regulation. Through histochemical staining, we 

demonstrated that ABA induces the expression of AtHB40, and using confocal 

microscopy and an ABA biosynthesis inhibitor, we concluded that the TF negatively 

regulates this hormone. AtHB53 also represses primary root growth, but in this case, we 

�✁�✂✄☎ ✆✁✂� ✝✂✞ ✟✁✂✠ ✡✁☎h ABA concentration. 

Auxins seem to be the most crucial hormones in root development; they orchestrate 

almost all the processes occurring in this system. Indole-3-acetic acid (IAA), the most 
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common auxin, positively regulates AtHB40 expression in the primary root tip. In athb40 

mutant plant roots, we found induction of the expression of PIN2, LAX2, and LAX3 and 

confirmed, through ChIP-qPCR, that the latter is directly regulated by AtHB40. We 

revealed that AtHB40 in primary roots is a negative regulator of the gravitropic response. 

This response is mediated by the auxin gradient generated when amyloplasts settle on 

the lower side of columella cells due to gravity. PIN2 is one of the auxin transporters 

responsible for this gradient generation. It transports this hormone from the tip to the 

elongation zone, where differential cell growth causes root bending to reorient its growth 

toward the gravitational vector. Consistently, crossed plants between DR5 reporter and 

AT40 overexpressors showed a significantly reduced auxin response in the primary root 

tip. Based on these results, we conclude that AtHB40 mediates root growth by regulating 

the cell cycle and hormone regulation and represses the gravitropic response by 

controlling auxin transporters, affecting both its concentration and gradient. 

Although initially, it seemed that AtHB40 and AtHB53 did not share regulatory pathways 

despite both repressed primary root growth, we found that IAA activates the AtHB53 

promoter in columella cells and the vascular system. Genetic crosses prAtHB40 x athb53 

showed that AtHB40 expression is reduced to columella cells. Moreover, IAA treatment 

did not induce its expression. These results led us to conclude that AtHB53 regulates 

AtHB40 in the primary root and mediates its modulation by IAA. 

Regarding lateral roots in the complex root system, we found that in athb40 and athb53 

mutant seedlings, they were longer overall compared to wild-type. Such a difference was 

more significant in athb53 seedlings. IAA positively regulates AtHB53 in lateral root 

primordium, while ABA represses it in emerged lateral roots. ABA also represses AtHB40 

expression, unlike what was observed for primary roots in which ABA induces 

expression. Thus, both AtHB40 and AtHB53 repress the growth of emerged lateral roots 

and are hormonally regulated. 

One of the aims of this Thesis plan was to study the involvement of these TF in abiotic 

stress responses. Both athb40 and athb53 mutants showed a higher germination rate in 

150 mM NaCl than the wild-type genotype. Germination is one of the processes most 

affected in saline soils and is clearly the base for the subsequent development of the 

organism. We found that a high concentration of NaCl induces the AtHB40 promoter in 

the primary root tip in 7-day-old seedlings and younger seedlings (5 days old), induction 

can be seen for both AtHB40 and AtHB53. We studied the survival rate of mutants for 

both TF and found a higher number of survivors and better development in 150 mM NaCl 

than control plants. We also analyzed the growth of lateral roots of these genotypes 

under saline conditions and observed that AtHB53 and AtHB40 negatively regulate 



16 
 

lateral root growth in this condition. The conclusion is that both, AtHB40 and AtHB53, 

negatively regulate germination and the subsequent adaptation and development of the 

root system, impacting plant survival. 
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1. Introducción 

1.1 ¿Por qué estudiar organismos vegetales? 
 

La Biología es una disciplina apasionante que abarca el estudio de todas las formas de 

vida presentes en la naturaleza, explorando sus interrelaciones y su conexión profunda 

con el entorno. Dentro de esta disciplina, la Biología Vegetal emerge como un campo 

crucial, dedicado al estudio minucioso de las plantas en todas sus dimensiones. Desde 

su morfología hasta sus complejos procesos bioquímicos, la adaptación al ambiente y 

sus impactos en la salud humana y el ecosistema, las plantas ofrecen un infinito y 

fascinante campo de estudio. 

Uno de los rasgos más distintivos de los organismos vegetales es su capacidad para 

realizar la fotosíntesis. La luz solar es la fuente de energía más abundante y sustentable 

existente y el proceso fotosintético permite a las plantas capturarla y convertirla en 

energía química formando compuestos orgánicos como los carbohidratos (Blankenship 

y col., 2011). Estos compuestos no solo alimentan a las propias plantas, sino que 

también sirven como fuente de energía para una inmensa variedad de seres vivos en 

los distintos ecosistemas del planeta. Es por eso que la fotosíntesis es un proceso 

fundamental para la vida en la Tierra. 

La anatomía de las plantas ha experimentado modificaciones significativas durante los 

últimos 475 millones de años de evolución. Esta asombrosa diversificación generada ha 

dado lugar a una amplia variedad de especies adaptadas a diferentes ambientes y 

condiciones. Esta diversidad se manifiesta en una rica variedad de formas, tamaños y 

adaptaciones morfológicas, bioquímicas y fisiológicas, que les permiten sobrevivir y 

prosperar en entornos diversos y cambiantes (Crang y col., 2018). Como resultado las 

plantas desempeñan roles vitales en todos los ecosistemas terrestres, acuáticos y 

aéreos, desde la captura de carbono y la producción de oxígeno hasta la regulación del 

ciclo del agua y la provisión de alimentos y refugio para la vida silvestre (Begon y col., 

2006). 

Desde la fotosíntesis y la respiración hasta el transporte de nutrientes y la acción de las 

hormonas vegetales, el crecimiento vegetal es un proceso dinámico y altamente 

regulado que determina la forma y el tamaño de las plantas en cada entorno. El inicio 

del desarrollo de una planta es en la embriogénesis, donde un cigoto se transforma en 

una estructura pluricelular compleja. Durante este proceso, se establecen los patrones 

básicos de desarrollo que darán forma a la planta adulta, incluyendo la diferenciación 

de tejidos y la formación de órganos. Los meristemas son regiones de tejido vegetal con 
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alta actividad de división y baja tasa de diferenciación celular. Estas regiones 

desempeñan un papel crucial en el crecimiento y desarrollo de las plantas, generando 

nuevos tejidos y estructuras a lo largo de sus vidas (Taíz y Zeiger, 2010). 

En resumen, el estudio de los organismos vegetales es esencial para desentrañar la 

complejidad y la belleza del mundo natural que nos rodea. Desde su función en la 

producción de alimentos y medicinas hasta su influencia en el clima y el medio ambiente, 

las plantas desempeñan papeles cruciales en la vida en la tierra. Al ampliar nuestro 

conocimiento sobre las plantas y sus procesos biológicos, podemos cultivar una mayor 

apreciación y respeto por la increíble diversidad y magnificencia de la vida vegetal. 

 

1.2 Aspectos fundamentales del desarrollo y estructura de las plantas 

Las plantas traqueofitas, reconocidas comúnmente como vasculares, se distinguen por 

la presencia de tejidos especializados en el transporte de fluidos, tales como xilema y 

floema. Este conjunto de organismos, se subdivide en dos categorías: aquellas que 

producen semillas y las que no. Las plantas con semillas, conocidas formalmente como 

espermatofitas, son más comunes y se caracterizan por generar semillas como principal 

mecanismo de propagación. Dentro de este conjunto, se incluyen las gimnospermas, 

cuyas semillas se presentan desnudas, y las angiospermas, que albergan sus semillas 

dentro de una estructura protectora conocida como fruto (Mauseth, 2016). 

Las angiospermas representan una de las comunidades vegetales más diversas, con 

aproximadamente 300,000 especies identificadas (Raven y col., 2013). A pesar de esta 

vasta diversidad, presentan una estructura anatómica común compuesta por cuatro 

órganos principales: raíces, tallos, hojas y flores. Estos componentes vitales orquestan 

diversas funciones, desde el anclaje firme al suelo y la absorción de agua y minerales 

por parte de las raíces, hasta el soporte de las partes aéreas y la provisión de acceso a 

la luz para la fotosíntesis a través de los tallos. Las hojas, por su parte, se adaptan a lo 

largo de la evolución para maximizar la captura de luz y dióxido de carbono, 

desempeñando un papel fundamental en la síntesis de nutrientes. En cuanto a las flores, 

son maestras de la polinización exitosa, exponiéndose al viento y otros agentes 

polinizadores, mientras que los frutos, producto de su fertilización exitosa, se encargan 

de la dispersión de las semillas, perpetuando así la especie en su ciclo vital (Crang y 

col., 2018). 

En el inicio del desarrollo de una planta angiosperma, el cigoto se divide 

transversalmente, originando una célula apical que dará origen al embrión y una célula 

basal que dará origen al suspensor. La embriogénesis implica una serie de divisiones 
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celulares que resultan en la formación de un patrón embrionario con un eje de brote-raíz 

y uno o más cotiledones. Finalmente, el embrión multicelular maduro contiene todos los 

módulos y patrones primarios necesarios para construir la arquitectura de la nueva 

planta después de la germinación (Verma y col., 2021). 

A medida que el embrión crece, la adición de nuevas células se restringe a pequeñas 

regiones llamadas meristemas, presentes en las puntas de los brotes y raíces. Estos 

meristemas persisten a lo largo de la vida de la planta, permitiendo un crecimiento 

continuo. Aunque las divisiones celulares marcan el inicio del crecimiento, 

posteriormente se requiere del alargamiento y deposición de masa en el citoplasma y 

las paredes celulares para aumentar el volumen y la biomasa (Bhatla y Lal, 2018). 

El crecimiento y desarrollo de las plantas angiospermas están intrínsecamente ligados 

a procesos fisiológicos y metabólicos que, en gran medida, son influenciados por su 

fondo genético y la interacción compleja con las condiciones ambientales. Esta 

interrelación permite a las angiospermas adaptarse y prosperar en una variedad de 

entornos. Durante su crecimiento, las plantas muestran una notable plasticidad 

fenotípica, lo que significa que pueden ajustar su morfología y fisiología en respuesta a 

los cambios ambientales (Pham y McConnaughay, 2014). Esta capacidad adaptativa se 

debe, en parte, a la acción de las hormonas vegetales como las auxinas, las giberelinas, 

las citoquininas, el ácido abscísico, el etileno y los brasinoesteroides. 

Estas hormonas, son sintetizadas por diferentes células vegetales y actúan como 

señales de largo alcance que pueden viajar a través del tejido vegetal, influyendo en el 

desarrollo de diversas partes de la planta (Nakayama y col., 2017; de Wit y col., 2016; 

Deviredd y col., 2021). Por ejemplo, la auxina es conocida por su papel en la elongación 

celular lo que guía también la respuesta gravitrópica y también promueve la formación 

de raíces laterales, mientras que las giberelinas regulan el crecimiento del tallo y la 

germinación de las semillas. Además, el ácido abscísico (ABA) mantiene los meristemas 

desdiferenciados y está implicado en la respuesta al estrés ayudando a las plantas a 

sobrevivir en condiciones ambientales adversas. 

Esta compleja red de interacciones hormonales permite una coordinación precisa entre 

los diferentes órganos y tejidos de las plantas, asegurando un crecimiento armonioso y 

adaptativo en respuesta a los desafíos del entorno. 

 

1.3 Regulación de la expresión génica en plantas 

El fenotipo de una planta en un momento determinado estará dado por las proteínas 

que se hayan expresado dentro de las células, ya que prácticamente todos los procesos 
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biológicos dependen de la presencia o actividad de este tipo de moléculas. Algunas de 

estas proteínas tienen la capacidad de modificar el transcriptoma de las células en las 

que se expresan y, en consecuencia, modifican su proteoma y metaboloma. En su 

conjunto, todos estos cambios y modificaciones fisiológicas, químicas y moleculares 

desembocan en la activación o el silenciamiento de determinadas vías de señalización 

como las vías hormonales que nombramos anteriormente (Aarts y col., 2003; Cheong y 

col., 2002). 

El dogma central de la Biología Molecular, postulado por Francis Crick en 1956, propone 

que la información contenida en los genes de una célula se transcribe como ARN 

mensajero y luego éste se traduce a una proteína, y ésta finalmente realiza la acción 

celular. Si bien esta propuesta se ha complejizado enormemente con el paso del tiempo 

el argumento esencial de Crick sigue siendo válido (Crick, 1970; Cobb, 2017). Esto hace 

que hasta la producción de una proteína funcional existan tres niveles generales de 

control que regulan la expresión de la misma: nivel transcripcional (qué genes 

producirán ARNs mensajeros), nivel post-transcripcional (cuáles de los ARNs 

mensajeros serán efectivamente traducidos) y nivel post-traduccional (qué proteínas 

serán activas). Cada uno de estos niveles cuenta con una orquesta de biomoléculas que 

permite una regulación fina y adecuada de cada proteína en cada momento, ya que de 

esto depende el correcto desarrollo, adaptación y supervivencia del organismo 

(Riechmann, 2002; Zhang y Ding, 2021; Prall y col., 2019; Vu y col., 2018). 

El control a nivel transcripcional, requiere la acción conjunta de los elementos cis, que 

son secuencias cortas presentes en las regiones reguladoras de los genes, y los 

elementos en trans, siendo estos últimos, proteínas que reconocen y se unen 

específicamente a los elementos cis, y median la activación o represión de la expresión 

de un determinado gen (Figura 1; Riechmann, 2006; Taiz y Zeiger, 2003). Dichas 

proteínas reguladoras pueden ser clasificadas en cuatro grupos: factores de 

transcripción generales asociados a la maquinaria basal de transcripción, cofactores y 

coactivadores, proteínas modificadoras de la cromatina y factores de transcripción de 

unión a secuencias específicas de ADN (Riechmann, 2002). 

Los factores de transcripción (FT) de unión a secuencias específicas de ADN 

constituyen aproximadamente el 6 % del número total de genes de Arabidopsis thaliana, 

una planta modelo ampliamente utilizada en estudios moleculares. Este porcentaje es 

mucho mayor que el encontrado en otros reinos eucariotas, lo que marca la importancia 

de estas proteínas en el control de la expresión proteica (Riechmann, 2002; Xiong y col., 

2005; Mitsuda y Ohme-Takagi, 2009).   
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1.3.1 Factores de transcripción 

Los FT son proteínas modulares que se caracterizan por poseer un dominio que 

reconoce y une secuencias nucleotídicas específicas en las regiones reguladoras de 

sus genes blancos. Dichos dominios de unión a ADN se encuentran conservados y a 

partir de éstos se clasifica a los FTs en distintas familias, algunas de ellas son: WRKY, 

MADS, HD, b-Zip, Myc, Myb, NAC, TBPs y TCP. Por otra parte, la presencia de dominios 

conservados, los rasgos estructurales de los genes, su función, los procesos biológicos 

en los que están involucrados y las vías de transducción de señales a las cuales están 

asociados dieron lugar a la división en subfamilias (Figura 2; Riechmann, 2002). Además 

del dominio de unión a ADN, los FT tienen otros motivos, entre los que se encuentra un 

dominio de transactivación que les permite establecer interacciones de tipo proteína-

proteína, ya sea con elementos de la maquinaria basal de transcripción, cofactores o 

incluso proteínas modificadoras de la cromatina (Bornberg-Bauer y col., 2005). En 

plantas, los FT pueden formar tanto homo- como hetero-oligómeros y algunos presentan 

diversos motivos de fosforilación, sumoilación o ubiquitinación (Singh y col., 2002; Miura 

y Hasegawa, 2010), lo que afecta la especificidad de unión al ADN, la afinidad por los 

elementos de un promotor y la localización nuclear, incrementando de esta forma la 

versatilidad de la maquinaria transcripcional (Liu y col., 1999). Los avances en 

 

Figura 1:  Esquema general del aparato regulador de la expresión en genes eucariotas 

En la parte superior se observa que las proteínas reguladoras reconocen y se unen a sus 
secuencias blanco en algunos casos en acción conjunta con cofactores o coactivadores. En la 
parte inferior de la imagen puede verse como estas proteínas interaccionan con la maquinaria 
de transcripción, en la cual participa la ARN polimerasa II, ejerciendo su acción ya sea de 
represión o de activación sobre la misma, regulando así la transcripción. Imagen tomada de 
Alberts y col., 2008. 
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tecnologías de secuenciación y herramientas informáticas permiten generar datos 

digitales de manera masiva y, a la vez, procesar y depurar gran parte de esa 

información. Los enfoques transcriptómicos, junto con las mejoras en la predicción 

computacional mediante modelos de homología y simulación dinámica molecular, 

continúan proporcionando información valiosa para el estudio de la formación, 

estabilidad e interacción del complejo ADN-proteína y proteína-proteína. Esto continúa 

brindando una nueva dimensión en la comprensión de la regulación y función de los FT 

(Goyal y col., 2023). 

Destaca la importancia de los FT en que son responsables de gran parte de la 

selectividad en la regulación génica, pudiendo activar o reprimir la transcripción de 

genes blancos y de esta forma modifican el transcriptoma de la planta, dirigiendo 

procesos fisiológicos y metabólicos complejos. 

 

Figura 2: Familias de factores de transcripción de Arabidopsis thaliana 

Las familias están representadas en círculos de tamaño proporcional al número de miembros 
en cada familia. En rectángulos se indican los dominios que se repiten en las diferentes 
familias, unidos por líneas de puntos; los rectángulos son de tamaño proporcional al tamaño 
del dominio, uno de ellos se encuentra coloreado indicando a la familia HD. Los dominios de 
unión a ADN se encuentran coloreados, otros dominios (generalmente dominios de interacción 
proteína-proteína) se muestran con patrones sombreados. Tomado de Riechmann, 2002. 
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1.3.2 Factores de transcripción que contienen homeodominios 

Uno de los dominios de reconocimiento de ADN es el homeodominio (HD) el cual da 

origen a una gran familia de FT. El HD es una secuencia conservada de 60 aminoácidos 

que se encuentra en proteínas involucradas en los procesos de desarrollo. Está 

codificado por una secuencia nucleotídica consenso de 180 pb conocida como caja 

homeótica (en inglés, HomeoBox o HB; Gehring y col., 1994).  

�✟ ✁✂ ✄☎✆✝✝ ✞✂✝ ✝✆☎✟✞✠☎✞✟✝ ☎✝✟✠✁✝✟✁✝ ✆☎✟✡✝�✝ ✄☎✟ ☎✟✝✆ ☛☞✟✁✠✝✆ ✌✍ ✟✟✝✡✝�✝✆ ✎✍ ✎✎ ✞ ✎✎✎✍ ✏✞✝

están conectadas entre sí por dos vueltas y un rulo (Branden y Tooze, 1999). El HD es 

capaz de unir al ADN con elevada afinidad a través de las interacciones establecidas 

por la hélice III (denominada hélice de reconocimiento) con el surco mayor del ADN 

blanco, siendo éste el sitio donde ocurren la mayoría de las interacciones 

intermoleculares (Kissinger, 1990). El brazo desordenado amino terminal, localizado 

corriente arriba de la primera hélice, y la vuelta que une las hélices I y II interacciona 

con el surco menor (Figura 3; Gehring y col., 1994).  

Los genes que codifican los HD fueron identificados por primera vez en la mosca de la 

fruta, Drosophila melanogaster, y recibieron el nombre de homeóticos dado que una 

mutación puntual o su expresión ectópica generaba el fenómeno de homeosis (cambio 

de un segmento corporal por otro - Garber y col., 1983). En 1991 se identificó por primera 

vez un gen que codifica un HD en plantas. Este hallazgo fue realizado en maíz; el gen 

en cuestión se llamó KNOTTED1 y su mutación genera la aparición de hojas anudadas 

(Vollbrecht y col., 1991). Este tipo de dominio presenta una elevada conservación en 

proteínas de diferentes reinos eucariotas; se han encontrado en animales, plantas y 

hongos. Esto indica que su estructura es crucial para mantener su funcionalidad y que 

el papel que juegan los HD es esencial (Chan y col., 1998; Moens y col., 2006). Los FT 

que contienen HD cumplen una gran cantidad de funciones biológicas. Probablemente 

no exista tejido en plantas o animales que no los requiera para funcionar correctamente 

(Bürglin y Affolter, 2016). Sin embargo, cabe aclarar que a diferencia de lo que ocurre 

en animales, ninguno de los genes con HB de plantas genera un efecto homeótico 

canónico al ser mutados o expresados ectópicamente (Ariel y col., 2007; Sharif y col., 

2021). 
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Figura 3: El homeodominio 

interacciona específicamente con 

�✁ ✂✄☎✆�✝✞✟✠✡� ✁✟☛ ✡☞�☛ ✌-hélices 

que lo componen 

Representación gráfica de la 
✍✎✏✑✒✓✔✔✍✕✎ ✑✎✏✒✑ ✖✓✗ ✏✒✑✗ ✘-hélices 
que componen el homeodominio y el 
ADN que es reconocido por el 
mismo. Adaptado de Alberts y col., 
2008. 

 

Los miembros de la superfamilia HD de plantas caracterizados hasta el momento 

participan en una amplia variedad de procesos de desarrollo, tales como identificación 

y mantenimiento de las células meristemáticas, estructuras florales y maduración del 

polen, regulación del desarrollo floral y respuestas al estrés y a la luz (Brandt y col., 

2014; Costanzo y col., 2014; Hay y Tsiantis 2010; Ratcliffe y Riechmann 2002; Tsuda y 

Hake, 2015; Ribone y col., 2015; Wu y col, 2024). Estos FT con HD difieren entre sí en 

varios parámetros: la secuencia del HD y su localización, el tamaño de la proteína, la 

asociación con otros dominios conservados, la estructura de los genes incluyendo la 

ubicación de los intrones, así como también sus funciones. Basándonos en los dominios 

asociados al HD, las proteínas de este grupo se clasificaron en once familias: LD, BELL, 

KNOX, WOX, DDT, PLINC, PHD, NDX, SAWADEE, PINTOX, y HD-Zip (Bürglin y 

Affolter, 2016). Esta última se divide a su vez en cuatro subfamilias siendo éstas I, II, III 

y IV (Figura 4; Mukherjee y col., 2009; Capella y col., 2016).  
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De acuerdo a su estructura génica, tamaño y presencia de diversos motivos, los HD-Zip 

han sido clasificados en cuatro subfamilias, I, II, III y IV (Figura 4; Ariel y col., 2007) y se 

ha demostrado in vitro e in vivo que las proteínas de las subfamilias I y II son capaces 

de reconocer la secuencia pseudopalindrómica CAAT(N)ATTG (Palena y col., 1999; 

Tron y col., 2001; Ariel y col., 2010). En términos muy generales, los miembros de la 

subfamilia IV han sido asociados a la regulación del desarrollo de raíces y tricomas 

(Nakamura y col., 2006); los miembros de la subfamilia III cumplen funciones en la 

regulación de la embriogénesis, del desarrollo de meristemas y sistemas vasculares, 

entre otras (Ariel y col., 2007) y las proteínas de la subfamilia II regulan principalmente 

las respuestas a distintas condiciones de iluminación. Por otra parte, numerosos 

estudios indicaron que los FT HD-Zip de la subfamilia I regulan el desarrollo en 

condiciones de estrés abiótico (Ariel y col., 2007) y en algunos casos se mostró que son 

capaces de regular el desarrollo de las plantas también en condiciones normales 

(Ribone y col., 2015; Capella y col., 2015; Ré y col., 2014; Komatsuda y col., 2007; Hofer 

y col., 2009) 

1.3.4 La subfamilia homeodominio-cierre de leucinas I 

En A. thaliana, la subfamilia I de proteínas HD-Zip está compuesta por 17 miembros, 

esquematizados en la Figura 6 (Ariel y col., 2007). Todos ellos codifican proteínas con 

un tamaño aproximado de 35 kDa y exhiben una elevada conservación de secuencia en 

el HD mientras que el LZ es menos conservado (Chan y col., 1998; Ariel y col., 2007). 

En el año 2005, Henriksson y colaboradores clasificaron a estos FT de A. thaliana en 

seis grupos (✌ (ATHB3, -20, 13 y -23), ✂ (ATHB1, -5, -6 y -16), ✂ (ATHB7 y -12), ✁ 

(ATHB21, -40 y -53), � (ATHB22 y -51) y ✄ (ATHB52 y -54)) de acuerdo a su relación 

filogenética y a la estructura de los genes codificantes, tomando en cuenta 

particularmente el número y la posición de los intrones (Henriksson y col., 2005). En una 

reconstrucción filogenética, teniendo en cuenta proteínas completas HD-Zip I de 

diferentes especies, se resolvió a estos FT en seis grupos distintos de los definidos por 

Henriksson y colaboradores (denominados I a VI; Figura 6) según la presencia y la 

distribución de motivos conservados no caracterizados presentes en la región carboxilo 

terminal (Arce y col., 2011). A través de análisis in silico se encontró que estos FTs 

poseen motivos que comparten estructuras semejantes a las que presentan los motivos 

AHA (del inglés, Aromatic, large Hydrophobic, Acidic context). Estos motivos fueron 

descriptos por primera vez por Treuter y colaboradores (1993) y se definieron como 

regiones involucradas en la activación transcripcional, presentes en FTs de la familia 

HSF (del inglés, Heat Stress Factors) de tomate. En el año 2014, Capella y 

colaboradores mostraron que estos dominios AHA son funcionales en plantas y que 
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presentan diferencias en la activación entre distintos miembros de los HD-Zip I y que 

interactúan con diversas proteínas de la maquinaria de activación transcripcional basal. 

En resumen, podemos decir que el dominio HD-Zip se encarga de la unión al ADN y la 

dimerización, los motivos AHA en el extremo carboxilo terminal son necesarios para la 

activación, y las regiones amino y carboxilo terminales presentan motivos que pueden 

ser fosforilados o sumoilados (Figura 5b). 

Distintos grupos de investigación demostraron en ensayos in vitro, que los miembros 

HD-Zip I son capaces de homo- o heterodimerizar a través del dominio LZ. La 

dimerización se da para reconocer la secuencia pseudopalindrómica CAAT(A/T)ATTG 

(Esto también se demostró in vivo para algunos miembros de la familia - González y 

col., 1997; Palena y col., 1999; Tron y col., 2001; Dai y col., 2008; Ariel y col., 2010); sin 

embargo, la interacción entre ellos es selectiva (Johannesson y col., 2001). En algunos 

casos los experimentos indicaron que algunos miembros de esta familia unen elementos 

en cis que difieren de la secuencia pseudopalindrómica encontrada in vitro, pero aun así 

todas las regiones regulatorias unidas poseían al menos el núcleo central de la 

secuencia pseudopalindrómica (Comelli y col., 2012; Valdés y col., 2012; De Smet y 

col., 2013; Lü y col., 2014). 

Los genes parálogos surgen a partir de la duplicación de otro y son la mayor contribución 

a la evolución de nuevos genes y funciones (Ohno, 1970; Hughes, 1994; Wolfe, 2001; 

Zhang, 2003). Esto ocurre porque al duplicarse un gen, una de las copias puede perder 

la presión evolutiva y sufrir mutaciones que dan lugar a nuevas proteínas, posiblemente 

con nuevos roles biológicos, sin que el individuo pierda la función del gen original 

(divergencia funcional). En otros casos, por el contrario, ambas proteínas conservan la 

misma función (redundancia de función). Según John Brookfield, la verdadera 

redundancia genética debería ser, en un sentido evolutivo, imposible o al menos 

improbable, ya que una segunda copia de un gen estará sujeta a mutaciones aleatorias 

constantes, algunas de las cuales destruirán su función pues, dada una redundancia 

completa, no habrá restricciones selectivas que impidan la propagación de tales 

mutaciones y el segundo gen pasará a ser un pseudogen (Brookfield, 1992). Sin 

embargo, es posible que ambos genes evolucionen manteniendo su función proteica. 

Esto ocurre cuando existe una divergencia en la secuencia promotora de los mismos, 

ya que si bien la función que ejerce la proteína es redundante se obtienen diferencias 

en los niveles de expresión, los tejidos en los que se transcribe el gen y en las 

condiciones en que lo hace (West y col., 1984; Filippova y col., 1996). Dentro de la 

divergencia funcional puede darse un proceso de subfuncionalización en el cual se da 

la partición del conjunto de las funciones del gen ancestral entre las dos copias a través 
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interacciona con el fitocromo B en el núcleo, y se encuentra involucrado en la vía de 

señalización de la luz mediada por PhyB a través de un mecanismo desconocido (Choi 

y col., 2013). Ambos parálogos AtHB13 y ATHB23 regulan negativamente la elongación 

del tallo de la inflorescencia mediante el control de la proliferación celular. Además, 

AtHB13 participa del proceso de hidratación del polen induciendo la expresión de las 

proteínas críticas de la capa del polen (Ribone y col., 2015). En cebada, se identificaron 

como responsables del fenotipo de seis filas de granos en las espigas a las mutaciones 

en VRS1, un miembro de esta familia de FT (Komatsuda y col., 2007), mientras que, en 

arveja, una mutación en TENDRILESS (TL) genera plantas que poseen hojas en lugar 

de zarcillos (Hofer y col., 2009).  

En el laboratorio donde se llevó a cabo este trabajo se estudian las respuestas de las 

plantas a las diferentes condiciones ambientales y, en particular, la participación de los 

HD-Zip I en estas respuestas. Con estos objetivos se realizan estudios funcionales de 

estos FT con diversas herramientas experimentales que incluyen la caracterización de 

plantas mutantes y sobreexpresantes, ensayos fenotípicos y moleculares. Entre los 

estudios previos del laboratorio se pueden nombrar las caracterizaciones funcionales de 

los FT HaHB4, HaHB1 y HaHB11 de girasol (Cabello y col., 2012; Cabello y col., 2012; 

Dezar y col., 2005; Manavella y col., 2006; Manavella y col., 2008; Cabello y col., 2016; 

Cabello y col., 2017), MtHB1 de Medicago truncatula (Ariel y col., 2010), NaHD20 de 

Nicotiana attenuata (Ré y col., 2010; Ré y col., 2012), y AtHB1, AtHB5, AtHB7, AtHB12, 

AtHB13 y AtHB23 de A. thaliana (Capella y col., 2015; Raminger y col., 2023; Ré y col., 

2014; Ribone y col., 2015; Perotti y col., 2019; Spies y col., 2023). 

En este trabajo de Tesis se estudian particularmente los aspectos funcionales de los FT 

pertenecientes al clado VI de la familia HD-Zip I. 

1.3.6 Antecedentes de AtHB40, AtHB53 y AtHB21 

El gen AT4G36740, que codifica al FT AtHB40 perteneciente a la familia HD-Zip I, posee 

dos intrones y tres exones. Este gen tiene dos genes parálogos, AT2G18550 (AtHB21) 

y AT5G66700 (AtHB53). Si bien estos tres genes tienen un gen ancestral común, al 

analizar las secuencias podría decirse que AtHB40 y AtHB21 son más similares entre 

sí, y que AtHB53 continuó con la evolución génica diferenciándose de los anteriores 

(Figura 7). 
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de tratamiento. Una hora de exposición de plántulas a 140 mM NaCl induce la expresión 

de AtHB21 en células de la estela en raíces, y el tratamiento por 2 horas con KNO3 

induce fuertemente la expresión de dicho FT en células de la cofia lateral 

(bar.utoronto.ca/eplant por Waese y col., 2017). Por otra parte, los niveles de expresión 

de AtHB40 no presentan cambios detectables cuando la planta es sometida a diferentes 

condiciones de iluminación y AtHB21 se comporta de manera similar. En cambio, 

AtHB53 tiene una mayor expresión cuando la planta es sometida a la oscuridad en los 

estadios evaluados (Henriknsson y col., 2005).   

Aún hay mucho por explorar sobre las funciones de AtHB40 y sus parálogos. Sabemos 

que todos ellos presentan la secuencia consenso de unión de un FT perteneciente a la 

familia TCP llamado BRANCHED1 (BRC1). Mediante el reconocimiento de dichas 

secuencias por parte de BRC1, éste modifica la expresión de AtHB40, -21 y -53 

activando la transcripción de los mismos en los meristemas axilares (González-Grandío 

y col., 2017). Y se ha demostrado que tanto AtHB40 como sus parálogos, unen la región 

promotora del gen que codifica la 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa 3 (NCED3), 

activando la expresión de dicha proteína, una enzima clave para la biosíntesis de ABA. 

En última instancia esto genera una acumulación local de ABA, esencial para mantener 

la dormancia del brote cuando las condiciones lumínicas no son favorables (González-

Grandío y col., 2017). Recientemente se publicó un trabajo que vincula también una 

funcionalidad de este trío de FT mediada por acumulación de ABA. En este caso, 

mediante la acumulación de ABA mediada por AtHB21, -40 y -53 arresta el crecimiento 

de las inflorescencias (Sánchez-Gerschon y col., 2024). Por otro lado, mediante un 

ensayo de simple hibrido en levaduras se determinó que AtHB40 sería un regulador 

putativo de LAX3, una proteína transportadora de auxinas, abriendo la idea a la 

regulación no sólo de ABA sino también de auxinas por medio de este FT (Porco y col., 

2016). 

1.4 Arabidopsis thaliana como Organismo Modelo 

A. thaliana es una planta dicotiledónea, angiosperma de la familia Brassicaceae que ha 

sido considerada organismo modelo de referencia universal para las investigaciones 

genéticas y moleculares. Esto se debe a varias características biológicas que 

representan ventajas frente a otras especies vegetales. A. thaliana nos permite realizar 

experimentos en tiempos relativamente cortos, ya que, en condiciones controladas, su 

ciclo de vida es de aproximadamente dos meses. Además, al ser de tamaño pequeño, 

no requiere de grandes espacios para llevar a cabo los ensayos. Otras características 

que destacan a esta planta para su uso en ciencia incluyen su sencillez, facilidad de 

manipulación abundante producción de semillas y capacidad de autopolinización 
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(Krämer, 2015). Esta capacidad facilita el mantenimiento de líneas puras y la realización 

de cruzas controladas. 

Además, es bastante sencillo y eficiente obtener plantas transgénicas de Arabidopsis 

(Clough y Bent, 1998). Su genoma no sólo es relativamente pequeño, sino que también 

se encuentra totalmente secuenciado desde el año 2000 (Bennett y col., 2003; The 

Arabidopsis Information Resource � TAIR). A. thaliana ocupa una amplia gama de 

hábitats, como playas, laderas rocosas, orillas de ríos, bordes de carreteras y periferias 

de zonas agrícolas, lo que ha permitido la recolección de diferentes ecotipos de sus 

diversas poblaciones naturales (Krämer, 2015; Horton y col., 2012). Esto ha puesto a 

disposición una gran variedad de ecotipos de A. thaliana para su estudio, siendo 

Columbia y Landsberg erecta los más utilizados. En centros de germoplasma, un gran 

número de mutantes está disponible gracias a la transformación eficiente utilizando 

Agrobacterium tumefaciens. En conjunto, disponemos de un gran abanico de semillas 

que combinan los bancos de mutantes y los distintos ecotipos, lo que permite obtener 

de forma rápida y eficiente conocimientos detallados sobre el crecimiento, desarrollo, 

funcionamiento y mecanismos de respuesta a distintos tipos de estrés. Este sistema de 

referencia es crucial para avanzar en la ciencia básica (Provart y col., 2016). 

El desarrollo de A. thaliana está definido por cuatro etapas: embrionaria, vegetativa 

juvenil, vegetativa adulta y reproductiva (Figura 8; Krämer, 2015.). El plan de desarrollo 

general se establece durante la embriogénesis, aunque gran parte de la arquitectura 

final de la planta se define durante su crecimiento y es altamente dependiente de las 

condiciones ambientales, como nutrientes, luz y agua. En la fase embrionaria se define 

el patrón apical-basal establecido en los meristemas apicales del tallo (SAM: Shoot 

Apical Meristem) y de la raíz (RAM: Root Apical Meristem). Estos meristemas son 

centros de células madre no diferenciadas en continua división celular; el SAM definirá 

los órganos aéreos (hojas, tallos y flores) y el RAM los tejidos que conforman la raíz 

(epidermis, endodermis, cofia lateral, entre otros).  

Después de la germinación y la aparición de los cotiledones, el SAM da lugar al 

comienzo de la fase vegetativa juvenil y, más tarde, a la fase vegetativa adulta. Estas 

fases se distinguen por la forma de las hojas y la distribución de los tricomas en la 

superficie de las mismas (Araki, 2001). El pasaje a estadio reproductivo está 

determinado por la aparición del botón floral. La transición del meristema vegetativo al 

meristema reproductivo está regulada por señales específicas del desarrollo y del medio 

ambiente. La etapa reproductiva se divide en dos fases: en la primera, denominada fase 

reproductiva temprana, se desarrolla la inflorescencia principal y las hojas caulinares y 
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en la fase reproductiva tardía tendrá lugar la aparición de inflorescencias secundarias 

(Boyes y col., 2001). 

La cantidad de aspectos de la biología vegetal que han sido descritos a partir de los 

estudios realizados en A. thaliana es extremadamente extensa. Esta pequeña planta, 

propuesta como modelo por Laibach en 1943, ha sido fundamental para el avance en el 

conocimiento de la biología vegetal. Incluso descubrimientos realizados primero en otras 

especies han sido esclarecidos a menudo a través de investigaciones en Arabidopsis 

(Provart y col., 2016). La concentración de la comunidad científica en torno a A. thaliana 

revolucionó nuestra comprensión de las plantas, y, aunque pueda parecer exagerado, 

ha tenido repercusiones en toda la biología, incluyendo áreas tan diversas como la salud 

humana (Jones y col., 2008). 

 

Figura 8: Ciclo de vida de Arabidopsis thaliana 

(a) A. thaliana, ecotipo Columbia en diferentes estadios de su ciclo de vida, desde la semilla 
(abajo a la izquierda) a plántula de 11 días, pasando por el crecimiento vegetativo (39 días) y 
a estadio reproductivo (45 días). (b) Fotografía de una flor. (c) Grano de polen, micrografía de 
barrido electrónico. (d) Silicuas maduras (vainas de semillas; izquierda: cerradas; derecha: 
abiertas con algunas semillas aún unidas). Adaptado de Krämer, 2015. 
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1.5 Estructura radicular y su desarrollo 

Al pensar en plantas es común considerar solamente a las partes claramente visibles, 

como ser hojas, flores, frutos y tallos; sin embargo, esto es sólo la mitad de la historia. 

Las plantas también demuestran un considerable grado de variabilidad en los elementos 

subterráneos menos visibles: los sistemas de raíces.  

Las raíces son las encargadas de captar agua, macro y micro nutrientes del medio en 

el que la planta se encuentra. Son el soporte mecánico que permite el anclaje de las 

plantas al suelo incluso cuando las condiciones no son ideales para su crecimiento. 

Podemos atribuirles también funciones de almacenamiento de sustancias nutritivas, 

algunas de las cuales las utilizamos como fuente de alimento. Tras la germinación, los 

sistemas radiculares siguen aumentando de tamaño llegando a ser tan extensos como 

sus partes aéreas, o incluso superarlas considerablemente. Dependiendo de la especie, 

los sistemas radiculares presentan una gran diversidad morfológica, desde raíces 

profundamente penetrantes hasta raíces poco profundas que se extienden 

horizontalmente, pasando por todas las combinaciones posibles (Motte y col., 2019). La 

arquitectura del sistema radicular varía entre las especies, y también dentro de éstas. 

Está sujeta al genotipo y el entorno en el que se desarrolla. La presión evolutiva ha 

afectado también estas estructuras logrando tener actualmente sistemas radiculares 

muy complejos. La agricultura moderna tiene dos grandes retos: mejorar la seguridad 

alimentaria y reducir el impacto ambiental; una posible solución a ambos son los cultivos 

eficientes en nutrientes. Considerando que la arquitectura de la raíz influye en la 

productividad de las plantas, los fenotipos radiculares son objetivos de mejora 

prometedores priorizando aquellos que reducen el costo metabólico durante la 

exploración del suelo. (Lynch, 2019). 

Las plantas dicotiledóneas típicas presentan un sistema radicular conformado por una 

raíz primaria dominante que se genera durante la embriogénesis y raíces laterales y 

adventicias de desarrollo postembrionario. El meristema apical de la raíz genera los 

tejidos primarios. Al inspeccionar una raíz joven en desarrollo se logran diferenciar 

cuatro regiones. La primera de ellas es la caliptra, provee de protección mecánica a las 

células meristemáticas cuando la raíz crece a través del suelo (Figura 9). Estas células 

son destruidas por el crecimiento de la raíz y la fricción con el suelo, pero son 

rápidamente reemplazadas por células nuevas generadas por división celular en la cara 

externa del meristema. Estas células están también implicadas en la producción de 

mucílago que es una sustancia gelatinosa que recubre a las células nuevas y que 

favorece el avance de la raíz en el suelo. Además, perciben los estímulos 

gravitacionales. 
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La segunda región es de división celular, en la misma se encuentra el meristema apical 

radicular, el cual se encuentra formado por distintos tipos celulares. Uno de estos tipos 

celulares conforma el centro quiescente conformado por un pequeño número de células 

que son mitóticamente inactivas y que están en contacto con todas las células iniciales. 

Este contacto es de importancia ya que las células del centro quiescente emiten señales 

de corto alcance que mantienen la actividad de célula madre en las células iniciales 

circundantes, es por esto que el centro quiescente es necesario para mantener la 

actividad meristemática. Existen células iniciales de distintos tipos: la columela, el tejido 

vascular y el periciclo tiene sus propias células iniciales, mientras que el cortex y la 

endodermis se originan por división de las células iniciales de cortex/endodermis (Figura 

9b; Scheres y col., 2002; Bennett y col., 2010). En el caso de las células iniciales de la 

columela, éstas suelen dividirse sólo de forma anticlinal (ortogonal al eje de crecimiento) 

y las células de su progenie experimentan una rápida expansión celular para luego 

diferenciarse y producir amiloplastos, los cuales tienen un papel importante en la 

percepción de la gravedad (Scheres y col., 2002).  

La tercera región es la de elongación, en esta etapa se destaca que las células 

aumentan varias veces su tamaño. De igual manera las células continúan dividiéndose, 

pero el índice de división decrece progresivamente a medida que se aleja del meristema. 

La cuarta y última región es la de maduración, en la cual las células se diferencian 

(Figura 9). Además, aparecen, los pelos de raíz, que tienen un papel crítico en la 

absorción de agua y minerales (Taíz y col., 2003). Las últimas tres regiones no están 

perfectamente delimitadas, sino que las células van adquiriendo gradualmente las 

características de la siguiente zona.  

Si se analiza la estructura de las células que forman la epidermis, pueden observarse 

tres zonas a medida que aumenta la distancia al meristema. La zona de división (ZDi) 

está conformada por células longitudinalmente pequeñas, característica que se observa 

porque dada su elevada tasa de división, la expansión es relativamente lenta, de modo 

que su tamaño permanece bastante constante. La zona de transición (ZT) que está 

definida por células que son aproximadamente del doble de largo que las células que 

se encuentran en ZDi y finalmente la zona de diferenciación (ZDf) que comienza donde 

las células se expanden rápidamente en sentido longitudinal (Zhang y col., 2010).  

Otra característica estructural básica de las raíces es que presentan un patrón radial el 

cual comienza a observarse claramente a partir de la región de maduración. El mismo 

está constituido por capas concéntricas de células. Siendo la epidermis la capa exterior 

y adentrándonos encontramos el córtex, luego la endodermis y periciclo que rodea al 

tejido vascular que son las células más internas de la raíz (Figura 9a). 
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Figura 9: Representación esquemática de la organización tisular de la raíz 

(a) Diagrama simplificado de una raíz primaria en el que se muestran las distintas zonas de la 
misma, primordio de raíz lateral y una raíz lateral emergida. (b) Células que conforman el 
meristema apical de la raíz. Adaptado de Taiz y Zeiger, 2003). 
 

Las raíces laterales se originan a partir de células del periciclo de raíces existentes como 

la raíz primaria, raíces laterales anteriores o adventicias. Dependiendo de la especie, 

pueden derivar de células del periciclo que están adyacentes a los polos del xilema 

(como en Arabidopsis, Raphanus sativus y Helianthus annuus) o adyacentes a los polos 

del floema (como en el maíz y la zanahoria; Bellini y col., 2014). Siete son los estadios 

de desarrollo que se han identificado y que corresponden a diferentes pasos en la 

adquisición de la identidad celular y la organización tisular durante el desarrollo de una 

raíz lateral (Malamy y Benfey, 1997). Podemos considerar cinco etapas como 

principales: (i) formación del sitio pre-ramificación, ocurre entre la zona meristemática y 

la de elongación; (ii) iniciación del primordio de raíz lateral, que presenta una migración 

nuclear del periciclo a una pared celular común entre células fundadoras de raíces 

laterales, seguida de una división celular asimétrica en la zona de diferenciación; (iii) 

morfogénesis de la raíz lateral en la que las células fundadoras continúan dividiendo 

para formar un primordio de raíz lateral que eventualmente adquiere una organización 

de meristema de raíz; (iv) emergencia de la raíz lateral donde el nuevo órgano crece a 

través de capas de tejido superpuestas para emerger de la raíz que le dio origen, y 

finalmente (v) activación del meristema de raíz lateral correspondiente al inicio de 
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divisiones celulares en meristema recién surgido (Banda y col., 2019). El tiempo desde 

el inicio de la raíz lateral hasta su emergencia oscila entre 1,6 y 2,2 días en Arabidopsis, 

lo que sugiere que se puede formar un órgano completamente nuevo durante un período 

relativamente corto (De Smet y col., 2006). 

1.6 Hormonas y el sistema radicular 

El crecimiento de las raíces se mantiene mediante dos procesos de desarrollo basales: 

proliferación celular en el RAM y elongación celular en la zona de elongación. Las 

fitohormonas son reguladores centrales del crecimiento y desarrollo. Se ha demostrado 

que múltiples fitohormonas, entre ellas etileno, auxina, ácido abscísico (ABA), giberelina 

(GA), citoquinina (CK), ácido jasmónico (JA), estrigolactona (SL) y brasinoesteroides 

(BR), desempeñan funciones vitales en la regulación del crecimiento de la raíz (Qin y 

col., 2019). Dichas hormonas median vías intrínsecas que modulan la arquitectura de la 

raíz. También se cruzan con vías extrínsecas, las cuales perciben las señales externas 

participando así en la adaptación del desarrollo a las condiciones ambientales en 

constante cambio. Los principales componentes químicos y moleculares de estas vías 

son tanto las hormonas como sus receptores, los componentes de señalización en la 

transducción de señales y los FT (Jung y col., 2013). Para que esta modulación ocurra 

de manera correcta es de gran importancia que se dé una interrelación entre las vías de 

síntesis y las de señalización de las diferentes fitohormonas. Las vías de regulación de 

las hormonas son complejas ya que modulan distintos procesos dependiendo el tipo 

celular en el que se encuentren, el estadio de la planta y la concentración hormonal 

alcanzada. 

1.6.1 Auxinas en el desarrollo radicular 

Las auxinas juegan un papel central en casi todas las facetas del desarrollo de las 

raíces, desde el nivel celular hasta todo el sistema radicular (Roychoudhry y Kepinski, 

2022). Controlan los procesos de desarrollo radicular incluyendo su modelado (Sabatini 

y col., 1999; Friml y col., 2002; Petersson y col., 2009), la división y elongación celular 

(Ding y col., 2010). Un máximo de auxinas se especifica durante la embriogénesis, 

donde se establece por primera vez la población de células madre de la raíz. Este 

máximo, localizado en el ápice de la raíz posiciona y mantiene el centro quiescente y el 

nicho de células madre (Sabatini y col., 1999; Grieneisen y col., 2007). La distribución 

dirigida de auxinas se logra mediante un sistema de transportadores de entrada y salida 

de las células. Las proteínas AUX1 y LIKE-AUX1 (LAX) 1-3 son los transportadores que 

ingresan auxinas a las células (Swarup y col. 2005; Péret y col. 2012). Las proteínas 

PIN son los principales transportadores de eflujo de auxinas, su distribución asimétrica 

y relocalización en la membrana plasmática en muchas células, dan como resultado los 
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patrones de gradientes de auxinas con sus máximos y mínimos (Zourelidou y col., 2014). 

Distintos PIN se localizan individualmente en membranas celulares específicas. En la 

estela, principalmente PIN1 provoca un fuerte flujo de auxina hacia la punta. En las 

células de la columela en la caliptra son PIN3, PIN4 y PIN7 los que distribuyen la auxina 

lateralmente hacia la cofia lateral, desde donde es transportada hacia la epidermis por 

las proteínas AUX/LAX y PIN2 (Hu y col. 2021). En la zona de transición, parte de las 

auxinas regresan a la corriente hacia la punta por la estela a través del transporte lateral 

hacia adentro que generan PIN2, PIN3 y PIN7 (Blilou y col. 2005). La redistribución 

lateral asimétrica de las auxinas desde la columela es también un medio para dirigir el 

crecimiento gravitrópico de la raíz (Roychoudhry y Kepinski, 2022).  

A medida que las células hijas se dividen repetidamente, la concentración de auxinas 

disminuye. Es decir, la concentración de auxinas disminuye desde el meristema hacia 

la zona de transición. Las concentraciones de auxinas aumentan nuevamente luego de 

esta última, ya que son necesarias para obtener una diferenciación celular adecuada. 

En la zona de transición, auxinas y citoquinina actúan de forma antagónica para regular 

la expresión de las proteínas PIN mediante la modulación de la expresión del co-

represor de señalización de auxina SHY2/IAA3, ya que las auxinas promueven la 

degradación de SHY2, promoviendo así la división celular (Dello Ioio y col. 2008). Las 

auxinas, en la zona de diferenciación, son reguladores esenciales de los eventos de 

desarrollo tanto en el eje vertical como en el radial (Marhava y col., 2018). Sin embargo, 

la aplicación exógena de auxinas tanto naturales como sintéticas inhibe el alargamiento 

celular y, por tanto, el crecimiento radicular. La importancia de la especificidad tisular de 

las auxinas en el desarrollo radicular fue evidenciada al expresar de forma ectópica 

YUCCA-TAA1 (genes de biosíntesis de auxinas) en epidermis, endodermis y estela 

obteniendo como resultado raíces muy cortas, mientras que la expresión de este gen en 

el floema tuvo efectos relativamente leves (Hu y col., 2021). 

Dentro de la familia de auxinas, el ácido indol-acético (IAA) es el más abundante e 

importante en la determinación del sistema radicular. Se sabe que el agregado exógeno 

de IAA promueve la elongación de la raíz principal por facilitar a las células la respuesta 

a GA3 que es una hormona de la familia de las giberelinas (Fu y col., 2003). El IAA 

endógeno promueve la iniciación de las raíces laterales especificando las células 

fundadoras de la nueva raíz y también promoviendo posteriormente su emergencia 

(Casimiro y col., 2001; De Smet y col., 2007; Dubrovsky y col., 2008; Bhalerao y col., 

2002). La auxina actúa como un integrador común de muchas señales endógenas y 

ambientales que regulan el desarrollo de las raíces laterales. Se demostró que la auxina 

regula y coordina tanto las divisiones de las células fundadoras de la raíz lateral como 
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la especificación de la polaridad/identidad de la célula fundadora durante el inicio de la 

raíz lateral. A partir de entonces, la auxina desempeña un papel instructivo para el patrón 

estructural y funcional del primordio de raíz lateral. Aún resta mucho por conocer sobre 

cómo y qué mecanismos moleculares regulan las auxinas durante el desarrollo de la 

raíz lateral (Vangheluwe y Beeckman, 2021). Sin embargo, son cada vez más los 

trabajos que enfocan su atención en dilucidar algunos de estos mecanismos. Por citar 

algún ejemplo especifico, sabemos que LAX3 promueve la emergencia de raíces 

laterales y es controlado por LBD29, el cual a su vez se modula por ARF7 (Porco y col., 

2016; Swarup y col., 2008). Esta información se complementó recientemente cuando se 

informó que AtHB23 inhibe la emergencia de raíces laterales y se une directamente a 

LAX3 y LBD16, siendo este último un FT asociado a la adquisición de polaridad de las 

células fundadoras de raíces laterales (Perotti y col., 2019, 2020). PIN8 es otro ejemplo 

de la comprensión del papel de las auxinas se encuentra en constante evolución. Se 

expresa en células de floema adyacentes al primordio de la raíz lateral en estadios 

avanzados de desarrollo y mantiene la homeostasis de auxinas necesarias durante su 

emergencia, pero se desconoce el mecanismo de acción (Lee y col., 2020). 

1.6.2 Ácido abscísico en el desarrollo radicular 

El ácido abscísico (ABA) es un pequeño sequisterpeno derivado de carotenoides y, la 

familia de enzimas 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasas (NCED) que son las 

encargadas del primer paso para la biosíntesis de ABA. Esta reacción ocurre en 

plástidos y se considera la limitante de velocidad de reacción (Seiler y col., 2011). Una 

de estas enzimas es la NCED3, regulada positivamente por AtHB40, -21 y -53 

(González-Grandío y col., 2017). ABA ha sido reconocido como una hormona del estrés 

por lo que se encuentra ampliamente estudiada en las respuestas de las plantas frente 

a diferentes condiciones ambientales adversas, principalmente sequía y salinidad 

(Hussain y col., 2023). La modulación que ABA ejerce sobre las raíces es dependiente 

de su concentración, mientras que una baja concentración exógena de ABA estimula el 

crecimiento de las raíces, concentraciones más altas inhiben su crecimiento. Se ha 

demostrado que la señalización y el transporte de auxinas es necesario para que ABA 

tenga efecto sobre el crecimiento radicular (Li y col., 2017). El alargamiento de la raíz 

se basa en una combinación de la división y el alargamiento celular y tanto las auxinas 

como el ABA desempeñan funciones integrales en la regulación de estos procesos. En 

particular, las auxinas tienden a actuar aguas abajo del ABA, por lo que, si bien ambas 

desempeñan funciones integrales en la regulación del alargamiento de las raíces es 

complejo aislar el estudio del accionar de ABA (Emenecker y Strader., 2020).  
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Aunque generalmente ABA se considera un inhibidor del crecimiento, existen fuertes 

evidencias que indican que ABA también es necesario para promover el crecimiento 

bajo ciertas condiciones no estresantes. Como se describió en la sección 1.5, los 

meristemas de la raíz de Arabidopsis tienen una organización celular simple y bien 

definida, con un nicho de células madre en su centro. ABA mantiene inactivo el centro 

quiescente y suprime la diferenciación de las células madre y sus hijas en los 

meristemas promoviendo así el crecimiento. De esta manera se preserva la 

funcionalidad el meristema, aspecto clave para que las raíces puedan continuar con su 

desarrollo durante los distintos estadios de crecimiento de la planta. ABA suprime la 

diferenciación de células madre tanto en la zona proximal como en la zona distal de los 

meristemas en raíces primarias (Zhang y col., 2010). 

La actividad de ABA en la formación de raíces laterales se ha estudiado principalmente 

en A. thaliana utilizando mutantes de señalización de dicha hormona. ABA regula 

negativamente la emergencia de los primordios de raíces laterales, e inhibe el desarrollo 

de las raíces laterales emergidas (Fukaki y Tasaka, 2009; De Smet y col., 2003). La 

acción de ABA sobre las raíces laterales depende del estadio de desarrollo. Por ejemplo, 

esta hormona bloquea la activación de los meristemas en las raíces laterales 

recientemente emergidas. Si bien en raíces laterales también existe la interacción ABA-

Auxinas (De Smet y col., 2003). 

ABA es una fitohormona con cierta versatilidad que regula el desarrollo de las raíces 

mediante la modulación de la proliferación y la elongación celular, la interacción con 

otras hormonas y la respuesta a condiciones de estrés. A medida que se avanza en la 

investigación sobre los mecanismos moleculares y genéticos del ABA, se espera 

obtener una comprensión más completa de su papel en el desarrollo de las raíces. 

1.6.3 Brasinoesteroides en el desarrollo radicular 

Los brasinoesteroides (BR) son hormonas esteroides vegetales que regulan funciones 

cruciales en el crecimiento y desarrollo de las plantas, como la división y el alargamiento 

celular a través de redes reguladoras de genes que varían en el espacio y el tiempo. Se 

ha demostrado que los BR promueven el alargamiento celular en estado vegetativo y 

son esenciales para el crecimiento óptimo de las raíces. Los procesos regulados por BR 

en este órgano implican distintas respuestas específicas de tejido y tienen efectos en 

los ejes longitudinal y radial, lo que contribuye a un crecimiento coherente. Las células 

del cortex que se encuentran en elongación son el contexto espaciotemporal en el que 

ocurre la señalización de BR. En dicha, zona los BR activan genes relacionados con la 

pared celular y promueven el alargamiento. Los BR también influyen en la organización 
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de los microtúbulos y en el contenido de celulosa (Ackerman-Lavert y Savaldi-

Goldstein., 2020; Nolan y col., 2023). 

En A. thaliana una modificación en los niveles de BR da como resultado un meristema 

de tamaño reducido en raíces primarias, sugiriendo el equilibrio de BR es necesario para 

mantener el tamaño del meristema y por ende el crecimiento general de la raíz. Los BR 

facilitan la renovación del centro quiescente y la diferenciación de las células madre 

distales, regulando la progresión del ciclo celular en el meristema. Por este motivo, 

aunque los BR se asocian a la promoción del alargamiento celular, también están 

implicados en su proliferación, destacando su importancia en el control de la actividad 

del nicho de células madre (González-García y col., 2011).  

Los BR regulan el desarrollo de las raíces laterales, y dependiendo de la concentración 

en la que se encuentren, promueven la inhibición o la iniciación de las raíces laterales. 

Esto demuestra que los BR actúan principalmente sobre los primordios de las raíces 

laterales, teniendo menor influencia en las últimas etapas del desarrollo de las mismas. 

Altas concentraciones de BR inhiben la formación de raíces laterales, por medio de la 

interacción con auxinas. Los BR interactúan también con otras señales, como glucosa, 

péptidos y citoquininas, para controlar coordinadamente el desarrollo de las raíces 

laterales (Wei y Li, 2016). 

La disponibilidad de nutrientes, de agua y la temperatura son algunas de las señales 

ambientales que modulan la intensidad de la señalización de BR en las células. En 

resumen, los BR no sólo son esenciales para el alargamiento y la proliferación celular, 

sino que también desempeñan un papel clave en la adaptación de las raíces a su 

entorno, lo que subraya su importancia en la biología del desarrollo radicular. 

1.7 Influencia del estrés salino, en el desarrollo de la arquitectura radicular. 

La manifestación fenotípica del sistema radicular durante su desarrollo se debe en gran 

medida a las respuestas que se desencadenan por la percepción de las señales 

ambientales. Algunas de las condiciones ambientales que regulan el crecimiento de las 

raíces son: la distribución heterogénea de nutrientes y minerales en el suelo, el déficit 

hídrico, la salinidad, el calor, el frío, los metales tóxicos, entre otros (Zhu y 2016; Motte 

y col., 2019; Osakabe y col., 2014).  

El déficit hídrico y el estrés salino generan tanto señales primarias como secundarias en 

las plantas. La señal principal del déficit hídrico es el estrés osmótico, mientras que el 

estrés salino provoca tanto efectos osmóticos como tóxicos por iones en las células. Los 

efectos secundarios incluyen estrés oxidativo, daño a los componentes celulares y la 

disfunción metabólica. Las respuestas celulares pueden surgir de señales primarias o 
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secundarias, por lo que la sequía y la salinidad tienen señales únicas y superpuestas 

también. Una característica clave de ambos tipos de estrés es que el estrés 

hiperosmótico induce la acumulación ABA, una fitohormona que provoca muchas 

respuestas adaptativas en las plantas (Zhu, 2002; Chen y col., 2020) 

Más del 6% de la superficie terrestre del mundo (alrededor de 800 millones de 

hectáreas) sufre una concentración excesiva de sal. Esto afecta gravemente la 

germinación, el crecimiento y la productividad de los cultivos. La mayor parte del suelo 

afectado por la sal se origina por causas naturales, pero también una porción cada vez 

mayor y significativa de la tierra afectada por la sal ha sido el resultado de prácticas 

agrícolas. Esto condujo a que sal se acumule también en el agua subterránea, la zona 

de las raíces. El cambio climático con el calentamiento global asociado tampoco ha 

ayudado. Este conjunto de razones hace que sea de gran importancia el estudio de la 

arquitectura radicular en condiciones de salinidad ya que uno de los principales desafíos 

de los científicos es desarrollar nuevas variedades que puedan crecer en estos suelos 

(Lu y Fricke, 2023; Fan y col., 2023, Xiao y col., 2018). Un ejemplo, de los distintos 

abordajes en los que se está trabajando en esta área, es la detección de genes 

involucrados en la percepción temprana frente al estrés (Crabos y col., 2023). 

Por supuesto, distintas concentraciones salinas afectan diferencialmente al sistema 

radicular. Frente a concentraciones letales de NaCl (200 mM), las raíces laterales 

presentan una mejor tasa de supervivencia que la raíz primaria. Esto aplica para raíces 

laterales emergentes o jóvenes ya que a medida que se alargan comienzan a presentar 

un comportamiento similar a la raíz primaria. (Ambastha y Leshem, 2020). La inhibición 

del crecimiento de las raíces en medios salinos está relacionada con una disminución 

temporal de las ciclinas, proteínas reguladoras del ciclo celular en los ápices radiculares 

(Burssens y col., 2000; West y col., 2004). Esto ocurre tanto en raíces primarias como 

laterales en concentraciones moderadas de salinidad. Frente a concentraciones letales 

la expresión de CYCB1.1 se inhibe en raíces primarias, pero se induce en raíces 

laterales, mostrando nuevamente el dinamismo de las respuestas de las plantas frente 

a las condiciones ambientales. Sin embargo, resta profundizar el estudio de esta 

respuesta ya que se ha demostrado que la CYCB1.1 también promueve la reparación 

del daño del ADN y podría ser ésta la función que está ejerciendo, ya que el crecimiento 

en estas raíces se arresta. Sin embargo, las raíces laterales presentan una mejor tasa 

de recuperación luego de las condiciones salinas y podría ser que CYCB1.1 sea en 

parte la responsable de la tolerancia. Será importante continuar indagando en esta 
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regulación de la tolerancia al estrés salino en cultivos ya que se prevé que se enfrentarán 

a una mayor salinidad en el futuro (Ambastha y col., 2020; Ambastha y Leshem, 2020).  

1.8 Gravitropismo en las raíces 

Los movimientos en los cuales un órgano vegetal crece direccionado por un estímulo se 

denominan tropismos. Dependiendo de cuál es el estímulo recibido por las plantas es 

que los tropismos adquieren diferentes nombres, por ejemplo: si las plantas direccionan 

su crecimiento por la luz se denomina fototropismo, si lo hacen por la gravedad, 

gravitropismo, por el agua, hidrotropismo, entre otros (Meroz, 2021). Al enfocarnos en 

la dirección del crecimiento de las raíces son varios los tropismos involucrados: 

hidrotropismo, termotropismo, tigmotropismo, quimotropismo y gravitropismo (KonIngs, 

1995).  

Las raíces presentan una respuesta gravitrópica positiva, es decir, crecen en la dirección 

del vector gravedad (Figura 10a). Existe una separación física en este movimiento en la 

que la detección de la gravedad ocurre en células de la columela y la respuesta se da 

en la zona de elongación. En las células de la columela encontramos amiloplastos 

también llamados estatolitos los cuales sedimentan en la parte inferior bajo la influencia 

de la gravedad, lo que permite su percepción. Este primer paso en el gravitropismo 

radicular sucede porque que la densidad del almidón en dichos plástidos es mayor que 

la del citoplasma que los rodea (Su y col., 2017). La segunda etapa involucra la 

transducción de señales, en la que se crea un gradiente de auxinas entre las diferentes 

caras laterales de la raíz. Múltiples genes y proteínas PIN, ABCB, AUX y LAX están 

implicados en la distribución de auxinas. El gradiente de esta hormona da como 

resultado un crecimiento diferencial en la zona de elongación, generando la curvatura 

de la raíz, siendo ésta la tercera etapa del proceso (Vandenbrink y Kiss, 2019). Y la 

cuarta y última etapa es el atenuado de la respuesta y el restablecimiento del 

crecimiento normal (Sato y col., 2015).  

Los transportadores de auxinas son actores claves en la generación del gradiente de 

esta hormona. La reorientación de PIN3 y PIN7 en la membrana plasmática de las 

células de la columela inician la distribución asimétrica de auxinas luego de la 

percepción del estímulo gravitrópico. AUX1/PIN2 continúan con el transporte posterior 

de auxinas por los laterales hasta la zona de elongación. PIN2 también se localiza de 

manera asimétrica continuando con la direccionalidad diferencial de las auxinas. En los 

laterales de la caliptra, PIN2 se localiza en la cara de las células que da hacia los brotes, 

movilizando entonces la auxina hacia la zona de elongación (Figura 10b). Curiosamente, 

en la zona de elongación distal, PIN2 se localiza en la cara de las células epidérmicas 

que da hacia los brotes, pero en las células corticales en la cara que da hacia la raíz, lo 
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que crea un bucle de reflujo de auxina que se ha demostrado que es importante para el 

gravitropismo radicular (Su y col., 2017). Tanto AUX1 como los transportadores LAX son 

los encargados de determinar la concentración de auxinas que se encuentran en los 

diferentes tejidos mientras que las proteínas PIN son las encargadas de la polarización, 

es decir de la formación de gradiente de auxinas (Brand y col., 2014). 

La restauración de la simetría de las auxinas ocurre luego de que la raíz alcanza un 

ángulo de 40º, siendo éste el punto de inflexión en el que los amiloplastos se 

reposicionan en la base de las células de la columela, lo que desencadena la 

reubicación de PIN3 y PIN7. De esta manera se daría por finalizada la señalización de 

la respuesta al estímulo gravitrópico retomando el crecimiento normal de la raíz (Swarup 

y Bhosale, 2019).  

Los BR también se encuentran involucrados en la respuesta gravitrópica de las raíces. 

El gradiente resultante de auxinas se ve alterado por la señalización controlada por 

estas hormonas, ya que la misma regula la disponibilidad de PIN2. Esto da como 

resultado una delimitación en la respuesta gravitrópica lograda en las raíces (Retzer y 

col., 2019).  

Las raíces laterales tienen un ángulo de partida generalmente horizontal u oblicuo, ya 

que es lo que les permite realizar una exploración del suelo más amplia. Una vez que la 

raíz lateral emerge de dicho ángulo de partida será el que se mantenga durante un 

periodo de tiempo en el crecimiento de esa raíz mientras los amiloplastos acumulan 

almidón y se establece la zona de elongación. La expansión radial del sistema radicular 

está determinada de acuerdo al tiempo que las raíces laterales continúan creciendo en 

su ángulo de partida y de la amplitud de dicho ángulo (Su y col., 2020). 
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2. Objetivos 
 

2.1 Objetivos generales 

El objetivo general de este Plan de Tesis Doctoral es contribuir al conocimiento sobre el 

desarrollo vegetal regulado por factores de transcripción (FT) de la familia 

homeodominio-cierre de leucinas (HD-Zip), utilizando como modelo la especie 

Arabidopsis thaliana. Nos centraremos particularmente en los miembros parálogos 

AtHB40, AtHB53 y AtHB21 pertenecientes a la subfamilia I y su participación en el 

desarrollo radicular en condiciones normales y en respuesta a cambios 

medioambientales.  

 

2.1.1 Objetivos particulares, estrategia experimental y actividades: 

Abordaremos los objetivos aplicando distintas estrategias experimentales que incluyen 

la obtención y caracterización de las mutantes simples, dobles y triples athb40, athb53 

y athb21 de Arabidopsis, la obtención de plantas sobreexpresantes de los genes en 

estudio, el aislamiento de los respectivos promotores, y la realización de estudios de 

expresión detallados.  
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3. Materiales y métodos 

3.1 Material utilizado 

3.1.1 Cepas bacterianas 

Agrobacterium tumefaciens, cepa LBA4404. Posee el plásmido Ti desarmado pAL4404, 

con resistencia a estreptomicina, que se obtiene al reemplazar la región del ADN-T del 

plásmido pTiAch5 de la cepa salvaje Ach5 por el plásmido pBR322. Presenta resistencia 

cromosomal a rifampicina (Ooms y col., 1982). 

Escherichia coli, cepa DH5-Alpha. Esta cepa es utilizada frecuentemente como 

herramienta de clonado ya que, entre otras características, las mutaciones recA1 y 

endA1 aumentan la estabilidad del inserto y mejoran la calidad del ADN plasmídico 

obtenido a partir de minipreparaciones (Woodcock y col., 1989). 

3.1.2 Especies vegetales 

Todos los ensayos realizados durante la etapa experimental de este trabajo se 

realizaron utilizando el modelo biológico de A. thaliana de ecotipo Columbia 0 (Col-0). 

3.1.3 Líneas utilizadas de Arabidopsis thaliana 

En la Tabla 1 se muestran las diferentes plantas transgénicas de A. thaliana utilizadas 

en esta Tesis Doctoral. 

Tabla 1: Líneas de plantas de Arabidopsis thaliana adquiridas. 

Nombre en este 

trabajo 

Línea ID del locus Gen Referencias 

athb40-1 SALK_015635 AT4G36740 AtHB40 Mora y col., 2022 

athb40-2 SALK_115125 AT4G36740 AtHB40 Mora y col., 2022 

athb40-3 SALK_048332 AT4G36740 AtHB40 Mora y col., 2022 

athb53 GK-085A06-

011845 

AT5G66700 AtHB53 Mora y col., 2022 

González-Grandío y col., 

2017 

HA:HB40ind  AT4G36740 AtHB40 González-Grandío y col., 

2017 

prAtHB21:GUS  AT2G18550 AtHB21 González-Grandío y col., 

2017 

prAtHB53:GUS  AT5G66700 AtHB53 González-Grandío y col., 

2017 
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prAUX1:GUS  AT2G38120 AUX1 Marchant y col., 1999 

prLAX1:GUS  AT5G01240 LAX1 Bainbridge y col., 2008 

prLAX2:GUS  AT2G21050 LAX2 Péret y col., 2012 

prLAX3:GUS  AT1G77690 LAX3 Bainbridge y col., 2008 

prPIN2:YFP  AT5G57090 PIN2 Marquès-Bueno y col., 

2016 

prDR5:GFP-NLS    Heiser y col., 2005 

lax2  AT2G21050 LAX2 Bainbridge y col., 2008 

lax3  AT1G77690 LAX3 Bainbridge y col., 2008 

 

3.1.4 Medios de cultivo 

Los medios de cultivo utilizados para el crecimiento de plantas y bacterias se especifican 

en la Tabla 2. 

Tabla 2: Medios de cultivo. 

Medio de 

cultivo 

Organismo 

que se cultiva 

Composición Referencia 

Lysogeny 

Broth (LB) 

E. coli � A. 

tumefaciens 

Peptona de carne 10 g/l, extracto de 

levadura 5 g/l, NaCl 5 g/l; pH 7. 

Para medios sólidos, se añadieron 15 

g/l de agar. 

Sambrook y 

col., 1989 

Murashige & 

Skoog (MS) 

A. thaliana Murashige and Skoog  Basal  

Medium with Gamborg's Vitamins 

(Sigma-Aldrich) KNO3 1,9 g/l; NH4NO3 

1,65 g/l; CaCl2.2H2O 0,44 g/l; 

MgSO4.7H2O 0,37 g/l; KH2PO4 0,17 

g/l; Na2EDTA 37,3 mg/l; FeSO4.7H2O 

27,8 mg/l; MnSO4.4H2O 22,3 mg/l; 

H3BO3 6,2 mg/l; ZnSO4.4H2O 8,6 mg/l; 

Murashige y 

col., 1962 
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KI 0,83 mg/l; Na2MoO4.2H2O 0,25 

mg/l; CuSO4.5H2O 0,025 mg/l; 

CoCl2.6H2O 0,025 mg/l; pH 5,8. 

Para medios sólidos, se añadieron 9 

g/l de agar 

�✟ ✡✝�✁☎ �✁ ✆✝ ✞☎✁✟✁✂✄ ✠☎✂ ✞✂ ✆✞✄✟✝✡✝✂☎☎ �✝ ☎✁☎✝✡✁✂✝✆ �✝ ✆✝✡✝☎✟✞ ✟ ✠✟✡✡✟ ☛✆✝✡✝☎✟✞

y col., 1968). La solución de vitaminas de Gamborg incluyó: m-inositol 100 mg/l, tiamina-

HCl 10 mg/l, ácido nicotínico 1 mg/l, piridoxina-HCl 1 mg/l. 

3.1.5 Vectores utilizados 

El plásmido pGEM T-easy (Promega), se utilizó para el clonado de productos 

provenientes de reacciones de amplificación con la enzima Taq ADN polimerasa. El 

vector se provee digerido, con el agregado de un nucleótido de timina en los extremos 

5´, para permitir la ligación con los fragmentos de PCR (Reacción en Cadena de la 

Polimerasa) obtenidos. Este plásmido presenta un gen de resistencia a ampicilina y un 

sitio de múltiple clonado rodeando el sitio de inserción del amplicón. 

El plásmido pBI122 es una versión modificada del pBI121 (Capella y col., 2014; 

Jefferson y col., 1987) derivada del vector binario pBIN19. Este plásmido contiene un 

sitio de múltiple clonado con la señal de poliadenilación de la nopalina sintetasa (NOS), 

clonado tras un fragmento de 800 pb que contiene el promotor 35S del virus del mosaico 

de la coliflor (35SCaMV). Dentro de las regiones de movilización de ADN, necesarias 

para la transformación de plantas, se encuentra el gen NPTII (NEOMYCIN 

PHOSPHOTRANSFERASE II) que confiere resistencia a kanamicina en plantas. Otras 

secuencias relevantes dentro del vector incluyen el gen de resistencia a kanamicina en 

bacterias y un origen de replicación bacteriano RK2. Este plásmido se utilizó para la 

expresión ectópica y constitutiva en A. thaliana del CDS de AtHB40. 

El plásmido pENTR D-Topo fue desarrollado por Invitrogen® y actualmente es 

comercializado por ThermoScientific®. Éste permite el clonado de fragmentos 

amplificados por PCR mediante el uso del sistema de clonado direccional con 

topoisomerasas, generando un vector de entrada GATEWAY®. Algunos componentes 

importantes de este vector son los sitios attL1 y attL2 flanqueando el sitio de inserción 

de la secuencia deseada para permitir la recombinación específica y el gen ccdB para 

selección negativa de no transformantes. Este vector contiene un gen de resistencia a 

kanamicina en bacterias y un origen de replicación bacteriano pUC. 

El plásmido pKGWFS7 (Karimi y col., 2002) es un derivado del vector binario pPZP200. 

Este plásmido fue diseñado para clonados utilizando la tecnología GATEWAY®, 
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particularmente para el análisis de secuencias promotoras. El promotor clonado permite 

controlar la expresión de la proteína de fusión GFP (proteína fluorescente verde; del 

inglés, Green Fluorescence Protein) � GUS (✂-glucuronidasa). Dentro de la región de 

movilización de ADN, necesaria para la transformación de plantas, contiene además el 

gen NPTII que confiere resistencia a kanamicina en plantas. Otras secuencias 

relevantes dentro del vector incluyen el gen de resistencia a espectinomicina en 

bacterias y un origen de replicación bacteriano ColE1. 

3.1.6 Oligonucleótidos 

Las siguientes tablas indican el nombre y la secuencia de los oligonucleótidos utilizados 

para los diferentes clonados y para las determinaciones por RT-qPCR (Tabla 3). 

Tabla 3: Oligonucleótidos utilizados para los diferentes clonados y para las 

determinaciones por RT-qPCR 

Nombre Secuencia �✁✂ ✄ ☎✂✆ Uso 

AtHB40 F GGGGAGCTCGGATGAACTACACGGTGGATGATCAG Clonado de cDNA 

AtHB40 R CCCGGTACCTTATATGTATAGACTCATCCATTCC Clonado de cDNA 

prAtHB40 F CACCCCATGGGAGTACGAACCTTGTAGTCACC 
Clonado promotor 

AtHB40 

prAtHB40 R CCCGGATCCGTTCTTGGATCTCTCTCTGTC 
Clonado promotor 

AtHB40 

prAtHB40 cheq F CCACCCACATTAAAGTTTCTATCC PCR genómica 

prAtHB40 cheq R TCTATTACGGAACGTGCAAATTAG PCR genómica 

AtHB40qPCR F AGAGAGGGAAATCCAAAGATTAG RT - qPCR 

AtHB40qPCR R TCTCCGACTTTATAGTCTCCAAA RT - qPCR 

Actina F GGTAACATTGTGCTCAGTGGTGG RT - qPCR 

Actina R AACGACCTTAATCTTCATGCTGC RT - qPCR 

LBb1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAAC Inserción SALK 

M1 F AGTCTCTGATTATTGGTCTCCCC PCR genómica 

M1 R TCCAACATGTTCACTTGTTCATC PCR genómica 

M2 F TTCTAATTTCTTCGAGCCTTGAG PCR genómica 

M2 R AAACCCAAAATTCATGGATTTTC PCR genómica 

M3 F ACAAAAGGCTCGAGGAAGAGTAC PCR genómica 

M3 R ACATTAGCGAGAAACTCATCGTC PCR genómica 

LAX2 F CATTCTTTACACATTCGGTGGACA RT - qPCR 

LAX2 R TTGGGAGAAGAGCAAATGCG RT - qPCR 

LAX3-HD1 F TCCCCCGACACTCGTTACT ChIP - qPCR 

LAX3-HD1 R GCCATTTTTCTCTTCTTCTCTCAGT ChIP ✝ qPCR 

LAX3-HD2 F ATCATCCTCATCACAAGAAGGAGG ChIP ✝ qPCR 
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LAX3-HD2 R ATTGAAAATAGAAGTGATGACAATGATGT ChIP ✝ qPCR 

LAX3-D3 F GTTCGTCCCCAAATTCTGCCT ChIP ✝ qPCR 

LAX3-D3 R CCAGGAGAAAACTTCAACGGAGG ChIP ✝ qPCR 

LAX3-CDNA F CCACCGAGAGTGGTAGGAGG ChIP - qPCR 

LAX3-CDNA R CCAAAAGTGTCGATCTGGCGA ChIP ✝ qPCR 

LAX3 F AATCAATTCCGCGGTCGGAT RT - qPCR 

LAX3 R TCCTCCTACCACTCTCGGTG RT - qPCR 

PIN2 F ATTGCTTAGGGCGATGTACG RT - qPCR 

PIN2 R TAATTGAACCAGCCGTCTCC RT - qPCR 

PIN3 F AAGGCGGAAGATCTGACCAAGG RT - qPCR 

PIN3 R TGCTGGATGAGCTACAGCTTTG RT - qPCR 

PIN4 F CCTCGAAAGAGTAATGCTAGAGGT RT - qPCR 

PIN4 R CCCTCTCCACTATCAAGACCG RT - qPCR 

PIN7 F TCAAGGCGGTGCAAAAGAGA RT - qPCR 

PIN7 R CCGTTCATCGGACCAGCATT RT - qPCR 

CYCB1-HD1 F AGTTTTCAATGGTTGCAGAACAAAA ChIP ✝ qPCR 

CYCB1-HD1 R CTCGGTTATGAAAGTTGTGTGGT ChIP ✝ qPCR 

CYCB1-D3 F CTTTCCTTGCAGCTTTGTTGTAGT ChIP ✝ qPCR 

CYCB1-D3 R AACCACTCCACCAGGATCAGT ChIP ✝ qPCR 

CYCB1-CDNA F TTGCCACCAATTCAAAGAGCTTC ChIP - qPCR 

CYCB1- CDNA R AGCTTTACTCACTTGCAGACCT ChIP ✝ qPCR 

CYCB1.1 F CAGTTCCGACTCATTATGTCTTCC RT - qPCR 

CYCB1.1 R TCCCTTCTTCTTGTTGCTTCCA RT - qPCR 

GUS F AATACGGCGTGGATACGTTAGC RT - qPCR 

GUS R GCGGAGCTCTCATTGTTTGCCTCCCTGCTGCG RT - qPCR 

 

3.1.7 Construcciones génicas 

3.1.7 Construcciones genéticas 

35S:AtHB40: Construcción genética para expresión ectópica y constitutiva del gen 

AtHB40 en plantas de A. thaliana. El ADNc de AtHB40 se amplificó utilizando 

oligonucleótidos específicos (Tabla 3) y ADNc proveniente de flores de A. thaliana como 

templado. El producto amplificado se subclonó en primera instancia en el vector pGEMT-

easy para realizar luego el clonado en los sitios SacI y KpnI del vector pBI122. 

prAtHB40:GFP:GUS: Construcción génetica para expresar los genes reporteros bajo el 

control del promotor específico de AtHB40 (prAtHB40). Dicho promotor se amplificó por 

PCR utilizando los oligonucleótidos detallados en la Tabla 3, utilizando como templado 

ADN genómico de A. thaliana. El amplicón obtenido se clonó en el vector pENTR D-
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Topo para luego realizar una recombinación Gateway® (Invitrogen) utilizando como 

vector de destino el plásmido pK2GWFS7. 

3.2 Transformación de bacterias 

3.2.1 Transformación de células de Escherichia coli y de Agrobacterium tumefaciens 

por electroporación 

La preparación de células competentes de E. coli y A. tumefaciens, y las condiciones de 

electroporación utilizadas fueron las recomendadas por el fabricante del equipo (Gene 

PulserTM, Bio-Rad Laboratorios Inc., USA). El choque eléctrico se realizó en cubetas de 

0,2 cm (Bio-Rad) aplicando una diferencia de potencial de 2,5 kV. Inmediatamente 

después del pulso eléctrico se agregó 1 ml de medio LB fresco y se incubó la suspensión 

durante 1 h a 37 °C para E. coli y 1 h 30 min a 28 °C para A. tumefaciens. Finalmente, 

el cultivo se centrifugó a 4500 rpm durante 5 min, el sedimento celular se resuspendió 

✝✂ �✁✁ ✠✟ �✝ ✡✝�✁☎ ✞ ✆✝ ✆✝✡✝✟✄ ✆☎✝✟✝ ✂✄ ✆✄✟✁�☎ ✆✞✄✟✝✡✝✂☎✝�☎ ✠☎✂ ✟☎✆ ✝✂☎✁✝✁✄☎✁✠☎✆

correspondientes en placas de Petri. Estas placas se incubaron a 37 °C o a 28 °C hasta 

la aparición de colonias (aproximadamente 16 y 48 h para E. coli y A. tumefaciens, 

respectivamente). 

 

3.3 Obtención y cuantificación de ácidos nucleicos  

3.3.1 Minipreparación de ADN plasmídico 

Para la preparación de ADN plasmídico a partir de células de E. coli y de A. tumefaciens 

se utilizó el método de lisis alcalina (Birnboim y col., 1979). Las células transformadas 

tanto de E. coli como de A. tumefaciens se cultivaron a 37° C y 28° C respectivamente, 

con agitación y hasta saturación en medio LB suplementado con los antibióticos 

correspondientes. Luego se tomaron 1,5 ml de cada cultivo y se centrifugaron durante 

5 min a 5000 rpm. Cada sedimento celular se r✝✆✞✆✄✝✂�✁✄ ✝✂ ✟✁✁ ✠✟ �✝ ✁☎✟✞✠✁✄✂ ✎☎

P☎✆☎✝✟✁☎✟✡✝✂☎✝✍ ✆✝ ✝✞✟✝✞✝✟☎✂ �✁✁ ✠✟ �✝ ✁☎✟✞✠✁✄✂ ✎✎ ✄✝✟✝ �✝✆✂✝☎✞✟✝✟✁✂✝✟✍ ✆✝ ✡✝✂✠✟✄ ✄☎✟

inversión y se incubó durante 5 min en hielo. Se prosiguió con la preparación, agregando 

✟✆✁ ✠✟ �✝ ✁☎✟✞✠✁✄✂ ✎✎✎✍ ✆✝ ✠✝✂☎✟✁✆✞✞✄ �✞✟✝✂☎✝ ✟✆ ✡✁✂ ✝ ✟�✁✁✁ ✟✄✡ ✞ ✝ ✞✟☎ ✁✝ ✟✝✠✞✄✝ró el 

sobrenadante, se le practicó una extracción fenol:cloroformo 1:1 (V/V) y se centrifugó 

10 min a 10000 rpm a temperatura ambiente. Se recuperó la fase acuosa y se precipitó 

✝✟ ✠✂✡ ✄✟✝✆✡☛�✁✠☎ ✡✝�✁✝✂☎✝ ✝✟ ✝✞✟✝✞✝�☎ �✝ ✆✁✁ ✠✟ �✝ ✁✆☎✄☎✟☎✄✝✂☎✟☎ �✆☎✝ ✡✝✂✠✟✝ se 

incubó 60 min a -20 °C y se centrifugó 15 min a 12000 rpm y a 4 °C. El precipitado se 

lavó con etanol 70 % (V/V) y se dejó secar a temperatura ambiente. Finalmente, el ADN 

✄✟✝✆✡☛�✁✠☎ ✆✝ ✟✝✆✞✆✄✝✂�✁✄ ✝✂ ✆✁ ✠✟ �✝ ✝✞✞✝ �✝✆☎✁✟✝�✝ ✝✆☎☞✟✁✟☎ ✁✝ ✝✞✟✝✞✝✟☎✂ �✍✆ ✠✟  de 

ARNasa y se incubo por 5 minutos a 65 °C para desnaturalizar ADNasas y activar la 

ARNasa.  
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Solución I: Tris-HCl 25 mM (pH 8); glucosa 50 mM; EDTA 10 mM. 

Solución II: NaOH 0,2 N; SDS 1% (p/v). 

Solución III: KOH 5 M, pH 5,2. 

3.3.2 Extracción de ADN genómico de Arabidopsis thaliana  

Para analizar la homocigosis de las plantas mutantes insercionales de A. thaliana, se 

realizaron preparaciones de ADN genómico. Para ello se colocaron en un tubo 

aproximadamente 100 mg de tejido fresco, y se congelaron en nitrógeno líquido para 

✆✝✟ �✁✆✞✟✝✞✝�☎ ✆�✠✁✟✡✝✂☎✝☎ ✂✞✝✞☎ ✆✝ ✝✞✟✝✞✝✟☎✂ ✁✁✁ ✠✟ �✝ ✝✞✆✆✝✟ ✟✂✠✄ ✄✟✝✠✝✟✝✂☎✝�☎ ✝

65°C, se agitó vigorosamente y se incubo por 30 minutos a 65°C agitando cada 10 

minutos. Luego se agregó 1 volumen de cloroformo:isoamílico (24:1 V/V) y se agitó por 

15 segundos. Centrifugamos 10 min a 7250 rpm, se recuperó el sobrenadante. 

Posteriormente, precipitó el ADN agregando al sobrenadante 0,6 volumen de 

isopropanol, para luego incubar 1 h a -20 °C. La mezcla alcohólica se centrifugó 15 min 

a 12000 rpm a 4°C, el precipitado se ✟✝☎✄ ✠☎✂ ✟✁✁✁ ✠✟ �✝ ✝☎✝✂☎✟ ✄✁☎ ☛✆✡✆✝✍ ✆✝ ✠✝✂☎✟✁✆✞✞✄

5 minutos a máxima velocidad y se secó a temperatura ambiente. Finalmente, el ADN 

✞✝✂✄✡✁✠☎ ✆✝ ✟✝✆✞✆✄✝✂�✁✄ ✝✂ ✟✁✁ ✠✟ �✝ ✝✞✞✝ �✝✆☎✁✟✝�✝ ✝✆☎☞✟✁✟☎ ✞✁✂✝✟✡✝✂☎✝✍ ✠☎✟☎✠✝✡☎✆

los tubos durante 10 minutos a 70°C para evaporar posibles restos de etanol. 

 

Buffer CTAB:  CTAB 2%; Tris-✁✟✟ ✟✁✁ ✡� ☛✄✁ ✟✍✁✝✠ ✡✝✟✟ ✟✍✝ �✠ �✂✂✠ �✁ ✡�✠ ✂-

mercaptoetanol 0,2%  

Tris-HCl pH 8: Tris 1M, HCl 0,029 M. 

3.3.3 Purificación de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa 

La purificación de fragmentos de ADN se realizó a partir de geles de agarosa, 

empleándose solución TAE 1 x tanto para la preparación del gel como para la solución 

de corrida. Una vez identificadas mediante visualización sobre transiluminador UV, las 

bandas correspondientes a los fragmentos esperados se escindieron utilizando un 

bisturí estéril y se colocaron en tubos Eppendorf. Una vez hecho esto se prosiguió con 

la purificación haciendo uso del equipo comercial GFX® PCR DNA and Gel Band 

Purification Kit (Amersham Pharmacia Biotech Inc.) siguiendo las indicaciones del 

fabricante. 

La purificación de los vectores binarios y de clonado, después del corte con enzimas de 

restricción, fue realizada directamente por precipitación etanólica para evitar el daño 

mecánico. 
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3.3.4 Extracción y purificación de ARN total 

Las extracciones de ARN fueron realizadas con un reactivo símil Trizol (InvitrogenTM) 

preparado en el laboratorio (Chomczynski y col., 1987). Para estas extracciones, se 

pulverizaron, entre 50 y 100 mg de tejido vegetal con N2 liquido utilizando pilones 

plásticos estériles en un tubo de tipo Eppendorf. En el mismo se agregó 1 ml del reactivo 

de extracción y se agitó. La mezcla se incubó en hielo por 10 min antes de agregar 200 

✠✟ �✝ ✠✟☎✟☎✆☎✟✡☎ ✞ ✠✝✂☎✟✁✆✞✞✝✟ ✄☎✟ �✁✡✁✂ ✝ ✟✟✟✁✁ ✟pm a 4 °C. La fase acuosa se precipitó 

posteriormente con 1 volumen de isopropanol, incubando 10 min a -20 °C y 

centrifugando 15 min a 11800 rpm a 4 °C. Lavamos con 1 ml de etanol 70 % V/V y 

secado, y centrifugamos nuevamente 15 min a 11800 rpm a 4 °C. El precipitado se 

resuspendió en �✁ ✠✟ �✝ ✝✞✞✝ ✡✁✟✟✁✁ ✝✆☎☞✟✁✟☎ ✠✞✟✝✞✝✡☎✆ �✁ ✠✟ �✝ ✂✁✟✟ ✝� ✝ ✁✂✠✞✝✝✡☎✆ �

horas a -20 °C. Centrifugamos a 13000 rpm 60 minutos a 4 °C. Realizamos dos lavados 

✠☎✂ ✆✁✁ ✠✟ ✝☎✝✂☎✟ ✄✁ ☎ ✆✡✆ ✞ ☎☎✟☎✁✡☎✆ ✝ ✠✝✂☎✟✁✆✞✞✝✟ ✟✆ ✡✁✂ ✝ ✟✟✟✁✁ ✟✄✡ ✝ ✝ ✞✟☎

Eliminamos los posibles remanentes de etanol llevando a 65 °C por 5 minutos. 

✞✁✂✝✟✡✝✂☎✝✍ ✟✝✆✞✆✄✝✂�✁✡☎✆ ✝✂ �✁ ✠✟ �✝ ✝✞✞✝ ✡✁✟✟✁✁ ✝✆☎☞✟✁✟☎ 

Reactivo simil Trizol utilizado en las extraciones: 

✂ Preparación del fenol ácido: 

I. Se fundió el fenol en un baño a 68 °C. 

II. Se adicionó 0,1 % de hidroxiquinoleína (antioxidante, inhibidor de ARNasas). 

III. Se adicionó agua bidestilada para saturar. 

IV. Se dejó descansar un día.  

V. Se extrajo el agua de la fase superior y se le adicionó agua nueva.  

VI. Se repitieron los dos últimos pasos dos veces más. 

VII. Se fraccionó en frascos, se rotuló y se guardó en heladera.  

VIII. De esta forma, el fenol es estable entre 8 a 10 meses. 

✄ Preparación de 100 ml de reactivo símil Trizol: fenol ácido 38 ml; tiocianato de 

guanidina (0,8 M) 9,453 g; tiocianato de amonio (0,4 M) 3,045 g; NaAc pH 5,0 

(0,1) M 3,34 ml del stock 3 M; glicerol (5 %) 5,75 ml del stock 87 %; agua 

bidestilada hasta 100 ml. 

3.3.5 Cuantificación de ácidos nucleicos 

La calidad y cantidad de ADN y de ARN se evaluó con el equipo Nanodrop 

NanoPhotometerTM (IMPLEN) midiendo la absorbancia a 260 nm (Sambrook y col., 

2000), considerando que un valor de A260 de 1 corresponde aproximadamente a 40 

mg/ml de ARN, a 50 mg/ml de ADN doble hebra, o a 37 mg/ml de ADN simple hebra. 

☎✝✟✝ ✠✝�✝ ✡✝�✁✠✁✄✂ ✆✝ ✞☎✁✟✁✂✄ ✞✂ ☎☎✟✞✡✝✂ �✝ � ✠✟ ✄☎✟ ✡✞✝✆☎✟✝☎ ✂✝ ✄☎✆✁✝✟✝ ✠☎✂☎✝✡✁✂✝✠✁✄✂
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por proteínas fue determinada mediante el cociente A260/A280, y la de carbohidratos y 

compuestos fenólicos mediante el cociente A260/A230. El valor para dichas relaciones 

cuando las muestras presentaron una calidad aceptable estuvo comprendido entre 1,8 

y 2. 

3.4 Reacciones enzimáticas 

3.4.1 Digestión de ADN con endonucleasas de restricción 

Las digestiones de fragmentos de ADN se realizaron con las enzimas de restricción y 

las soluciones reguladoras correspondientes, según las condiciones recomendadas por 

los fabricantes. En todos los casos fueron utilizadas de 1 a 5 U de enzima por cada 

microgramo de ADN a digerir. 

3.4.2 Ligación de moléculas de ADN 

La ligación de fragmentos de ADN se llevó a cabo utilizando 1 U de T4 ADN ligasa 

☛☎✟☎✡✝✞✝✝ ✝✂ ✞✂ ☎☎✟✞✡✝✂ �✝ ✟✝✝✠✠✁✄✂ �✝ ✟✁ ✠✟ ✝✡✄✟✝✝✂�☎ ✟✝ ✆☎✟✞✠✁✄✂ ✝✡☎✟☎✁✞✞✝�☎✟✝

de reacción provista por el fabricante de la enzima. Se utilizaron cantidades de inserto 

y vector tales que la relación molar entre ambos fuera 5:1. La incubación se realizó 

durante toda una noche a 4 °C. 

Para el caso de la ligación con el vector pENTR D-Topo se hizo uso de la actividad 

ligasa de la topoisomerasa que se encuentra en los extremos del vector linealizado. 

☎✝✟✝ ✟✝ ✟✝✝✠✠✁✄✂ ✆✝ ✞☎✁✟✁✂✝✟☎✂ ✁✍✆ ✠✟ �✝✟ ☎✝✠☎☎✟✍ ✁✍✆ ✠✟ �✝ ✆☎✟✞✠✁✄✂ ✆✝✟✁✂✝ �✁✟✞✁�✝✍ ✄✟☎☎✁✆☎✝

por el fabricante de la enzima (ThermoFisher) y 2 ✠✟ �✝ ✝✡✄✟✁✠✄✂ �✝ ☎✟� ✝✂ ✞✂ ☎☎✟✞✡✝✂

✆✁✂✝✟ �✝ � ✠✟☎ ✂✝ ✁✂✠✞✝✝✠✁✄✂ ✆✝ ✟✝✝✟✁✂✄ ✝ ☎✝✡✄✝✟✝☎✞✟✝ ✝✡✝✁✝✂☎✝ ☎☎�✝ ✞✂✝ ✂☎✠☛✝☎ 

3.4.3 Reacción de recombinación GATEWAY® 

En el caso de reacciones LR, la recombinación in vitro de fragmentos de ADN se llevó 

✝ ✠✝✝☎ ✞☎✁✟✁✂✝✂�☎ ✟ ✠✟ �✝ ✆✠✂�✁✠✂® LR Clonase® II Enzyme Mix (Invitrogen®✝✍ ✟ ✠✟ �✝✟

☎✝✠☎☎✟ �✝ �✝✆☎✁✂☎ ☛✟✆✁ ✂✞✡✠✟✝✍ ✟ ✠✟ �✝ ✆☎✟✞✠✁✄✂ ✝✡☎✟☎✁✞✞✝�☎✟✝ ✂� ✄✁ ✟✍ ✞ � ✠✟ �✝✟ ☎✝✠☎☎✟

�✝ ✝✂☎✟✝�✝ ☛✟✆✁ ✂✞✡✠✟✝☎ ✂✝ ✁✂✠✞✝✝✠✁✄✂ ✆✝ ✟✝✝✟✁✂✄ �✞✟✝✂☎✝ � ☛☎✟✝✆ ✝ ☎✝✡✄✝✟✝☎✞✟✝

✝✡✝✁✝✂☎✝✍ ✞ ✟☎✆ ✆ ✠✟ ✆✞✝✟☎✂ ✞☎✁✟✁✂✝�☎✆ ✄✝✟✝ ☎✟✝✂✆✆☎✟✡✝✟ ✠☞✟✞✟✝✆ ✠☎✡✄✝☎✝✂☎✝✆ (Hartley y 

col., 2000). 

3.4.4 Amplificación de fragmentos de ADN mediante la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) 

Para las reacciones en las que el molde fue ADN plasmídico, ADN genómico vegetal o 

✠✂✡ ✠☎✄✁✝ ☛✠✂✡✠✝ ✟☎✆ ☎☎✟✄✡✝✂✝✆ �✝ ✟✝✝✠✠✁✄✂ ✆✞✝✟☎✂ �✝ �✁ ✝ ✆✁ ✠✟☎ �✂ ☎☎�☎✆ ✟☎✆ ✠✝✆☎✆

se utilizó la solución reguladora de pH provista por el fabricante de la enzima, a la cual 

se le agregaron los siguientes reactivos: MgCl2 2 mM; dNTP 0,2 mM de cada uno y los 

☎✟✁✞☎✂✞✠✟✝✄☎✁�☎✆ ✝✆✄✝✠☛✆✁✠☎✆ ✄✝✟✝ ✠✝�✝ ✠✝✆☎ ☛✁✍✝ ✠� �✝ ✠✝�✝ ✞✂☎✝☎ ☎☎✆☎✝✟✁☎✟✡✝✂☎✝✍ ✝
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esta mezcla de reacción se le añadieron entre 6 y 10 ng de ADN molde y la enzima Taq 

ADN polimerasa, Pfu ADN polimerasa o una combinación de ambas (PB-L, Universidad 

de Quilmes, Bs. As.), en una concentración de 1,5 U de enzima por reacción. En los 

casos en los cuales se utilizó Pfu, el MgCl2 en el buffer fue reemplazado por MgSO4 a 

la misma concentración. Finalmente, se procedió a la reacción de amplificación. 

Estas reacciones se llevaron a cabo en los termocicladores Life Express (BIOER) y PXE 

0.2 (Thermo), y utilizando las siguientes condiciones:  

Programa: 2 min a 94 °C + (1 min a 94 oC, 1 min a Ta, 1-2 min a 72 oC*) x 30 ciclos + 

10 min a 72 oC. 

Temperatura de hibridación (Ta): Se estableció de acuerdo a la composición de bases 

de los oligonucleótidos utilizados, aplicando la siguiente relación para su cálculo:  

Ta = 2 x (A + T) + 4 x (G + C) � 5°C. 

 

* El tiempo de extensión varió dependiendo del largo del fragmento a amplificar. En el 

caso de Taq ADN polimerasa el tiempo se estimó en 1 min por cada 1000 pb a amplificar. 

Cuando la polimerasa utilizada fue Pfu (presenta un mecanismo de prueba de error) el 

tiempo fue de 1 min por cada 600 pb. 

3.4.5 Síntesis de ADNc por reacción de transcripción reversa de ARN total 

Las reacciones de transcripción reversa se llevaron a cabo cursando el siguiente 

✄✟☎☎☎✠☎✟☎ ✝✂ �☎✆ ✝☎✝✄✝✆� �✂ ✞✂ ☎☎✟✞✡✝✂ ✆✁✂✝✟ �✝ ✟✁ ✠✟✍ ✆✝ ✠☎✟☎✠✄ ✟ ✠✞ �✝ ✠�✡ ✠☎✂

☎✟✁✞☎✂✞✠✟✝✄☎✁�☎✆ ✄☎✟✁�✂✆ ✟✁ ✄✡☎✟✡✠✟ ☛✄☎✟✁-dTV consiste en 1 nucleótido variable, ubicado 

en el ✝✁☎✟✝✡☎ ✆✄✍ ✆✝✞✞✁�☎ �✝ �✝ ✂✞✠✟✝✄☎✁�☎✆ �✝ ☎✁✡✁✂✝✝☎ �✆☎✝ ✡✝✂✠✟✝ ✆✝ ✁✂✠✞✝✄ �✞✟✝✂☎✝

5 min a 65 °C, para luego ser colocada inmediatamente en hielo (este tratamiento 

permite desarmar las estructuras secundarias del ARN). Terminado este proceso, se le 

adicionar☎✂ ✝ ✟✝ ✡✝✂✠✟✝ ✁ ✠✟ �✝ ✆☎✟✞✠✁✄✂ ✝✡☎✟☎✁✞✞✝�☎✟✝ �✝ ✟✝ ✝✂✂✁✡✝✍ � ✠✟ �✝ �✡✂☎ ☛�✁

mM), 200 U de transcriptasa reversa M-MLV (Promega) y se completó el volumen hasta 

�✁ ✠✟ ✠☎✂ ✝✞✞✝ ✡✁✟✟✁✁ ✝✆☎☞✟✁✟☎ ✂✁✠☛✝ ✡✝✂✠✟✝ ✆✝ ✁✂✠✞✝✄ ✟ ☛ ✝ ✝� ✞✟ ✞ ✟✞✝✞☎ ✆✝ ✄✟☎✠✝�✁✄ ✝

inactivar la enzima calentando la reacción 10 min a 70 °C. 

 

3.5 Análisis de ácidos nucleicos 

3.5.1 Electroforesis de ADN en geles de agarosa 

Para el análisis de fragmentos de ADN en geles de agarosa se utilizó el sistema de tipo 

submarino (Ausubel y col., 2003). La concentración de agarosa varió entre 1 y 2 % (P/V), 

dependiendo del tamaño del fragmento analizado. Los geles fueron preparados en 

solución TAE 1 x y la muestra, antes de ser sembrada, fue mezclada con solución de 

siembra adicionada con GelRed® (Biotium) en una relación 1/10 (V/V). 
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La separación electroforética se realizó en solución TAE 1 x, a voltaje constante entre 1 

y 5 V por cm de gel. La visualización del ADN en el gel se llevó a cabo mediante un 

transiluminador de luz UV (310 nm) Fotodyne, USA. 

En todos los casos en los que fue necesario estimar la longitud de los fragmentos de 

ADN separados electroforéticamente, se empleó como marcador el ladder 100 pb 

(Productos Bio-✂✄✞✁✠☎✆✝ ☎ ✞✂✝ ✡✞✝✆☎✟✝ �✝ ✠✂✡ �✝✟ ✝✝✠☎✝✟✁✄✆✝✞☎ ✂✍ �✁✞✝✟✁�☎ ✄✟✝☎✁✝✡✝✂☎✝

con la enzima HindIII. Esta digestión genera fragmentos de ADN de 23130, 9416, 6557, 

4361, 2322, 2027, 564 y 125 pb. 

Solución de siembra de ADN: azul de bromofenol 0,25 % (p/v); xilencianol FF 0,25 % 

(p/v); glicerol 30 % (V/V). 

Solución TAE 1 x: Tris-Ac 20 mM (pH 8,5); EDTA 1 mM. 

 

3.5.2 Electroforesis de ARN en condiciones desnaturalizantes 

La separación electroforética de moléculas de ARN se realizó en geles de agarosa en 

condiciones desnaturalizantes. Esta técnica se utilizó para analizar la integridad de las 

muestras de ARN a utilizar en diversos ensayos. La concentración de agarosa utilizada 

fue de 1 % (p/v) y los geles fueron preparados en solución HEPES 1X y formaldehido 

✁ ☎☎ ✠✂☎✝✆ �✝ ✟✝ ✠☎✟✟✁�✝ ✝✟✝✠☎✟☎✆☎✟☞☎✁✠✝✍ ✝ ✠✝�✝ ✡✞✝✆☎✟✝ ☛✝✂☎✟✝ ✆ ✞ ✟✁ ✠✞ �✝ ✠�✡ ☎☎☎✝✟✝

se le agregaron 3 volúmenes de solución de desnaturalización y la mezcla se incubó 5 

min a 65 °C. Después del calentamiento, se agregó 1/10 del volumen de solución de 

siembra adicionada con GelRed® (Biotium). La separación electroforética se llevó a 

cabo en solución HEPES 1X, empleando un voltaje constante de 3 V por cm de gel. La 

visualización del ARN se realizó en un transiluminador de luz UV (310 nm) Fotodyne, 

USA. Esta técnica analítica se utilizó con el ARN aislado para los estudios de 

transcriptómica 

3.5.3 Cuantificación de transcriptos por PCR en tiempo real 

La PCR cuantitativa en tiempo real fue llevada a cabo usando equipos termocicladores 

StepOne� (48 pocillos) y StepOnePlus� (96 pocillos) Real-Time PCR Systems 

(Applied biosystems � Thermo Fisher Scientific). Las reacciones se realizaron en 

☎☎✟✄✡✝✂✝✆ ✆✁✂✝✟✝✆ �✝ ✟✁ ✠✟ ✏✞✝ ✠☎✂☎✝✂☛✝✂� ✆ ✠✟ �✝ ✁✂✝✏
TM Universal SYBR® Green 

✁✞✄✝✟✡✁✁✠ ✁✍� ✠✟ �✝ ✠✝�✝ ☎✟✁✞☎✂✞✠✟✝✄☎✁�☎ ✝✆✄✝✠☛✆✁✠☎ ☛✟✁ ✄✡☎✟✡✠✟✝ ✞ ✟ ✠✟ �✝ ✞✂✝ �✁✟✞✠✁✄✂

1/20 del producto de la transcripción reversa previamente descripta. La fluorescencia 

emitida se registró en forma continua durante 40 ciclos. Las secuencias de los 

oligonucleótidos utilizados se detallan en la Tabla 3. 

Los niveles de expresión de los genes ACTINA2 y ACTINA8 de A. thaliana se utilizaron 

para normalizar los niveles de expresión de los genes de interés ya que han sido 



59 
 

evaluados previamente como genes normalizadores (Charrier y col., 2002), de acuerdo 

al método 2✁✁�✂ (Livak y Schmittgen, 2001). Todas las cuantificaciones fueron realizadas 

con triplicados biológicos y repetidas al menos tres veces. Los niveles de transcriptos 

se relativizaron a el genotipo control especificado en cada caso; por ello siempre este 

control tendrá asignado el valor uno (1). Las diferencias obtenidas se consideraron 

significativas para un valor p inferior a 0,05 (Prueba t de Student). 

3.5.4 Determinación de la secuencia de moléculas de ADN 

Para determinar la secuencia de ADN de los distintos fragmentos clonados se utilizó el 

servicio de Macrogen Sequencing System en Seúl, Corea. Para usar este servicio se 

✝✂☎✁✝✟☎✂ ✟✁ ✠✟ �✝ ✠✝�✝ ✄✟�✆✡✁�☎ ✠☎✂ ✞✂✝ ✠☎✂✠✝✂☎✟✝✠✁✄✂ �✝ ✟✁✁ ✂✞✡✠✟☎ ✂✝✆ ✡✞✝✆☎✟✝✆

fueron procesadas en un secuenciador automático ABI3730XL. Los datos de las 

secuencias y sus respectivos cromatogramas nos fueron enviados en forma electrónica. 

3.5.5 Análisis de las secuencias 

Para la identificación general de secuencias se consultaron las bases de datos del 

EMBL, GenBank y SwissProt utilizando el programa BLAST [136] a través del servidor 

del National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) 

3.5.6 Inmunoprecipitación de la cromatina seguida de qPCR 

Para los ensayos de ChIP-qPCR que se describen en este trabajo de tesis se utilizaron 

plantas LexA:minimal35S:HA:AtHB40 de diez días de edad. El preparado de núcleos se 

realizó como se describe en Lucero y col., 2017. Para las Inmuno-precipitaciones (IPs) 

se utilizaron proteína A Dynabeads (Thermo, https://www.thermofisher.com/ar/) y el 

anticuerpo antiHA ab9110 (Abcam). Como control negativo de los experimentos se 

utilizó el anticuerpo anti-IgG ab6702 (Abcam, https://www.abcam.com/). La cromatina 

se cortó usando el sonicador Picoruptor (Diagenode, https://www.diagenode.com/; 10 

✠✁✠✟☎✆ �✁ ✄ ☎✡✍ �✁ ✄ ☎✞✞✝☎ ✁✝ ✟✝✝✟✁✂✄ ✏☎✟� ✠☎✂ ☎✟✁✞☎✂✞✠✟✝✄☎✁�☎✆ ✝✆✄✝✠☛✆✁✠☎✆ ☛Tabla 3) 

utilizando la mix Sso Advanced Universal (BioRad, https://www.biorad.com/) en un 

dispositivo StepOne (Applied Biosystems, https: //www.thermofisher.com/ar/). 

3.5.7 Análisis del transcriptoma por secuenciación masiva de ARN  

Para el análisis del transcriptoma, las semillas de plantas salvajes Col 0 y de plantas 

mutantes athb40-3 fueron cultivadas por nueve días en condiciones control. El ARN total 

fue aislado de raíces totales según lo descripto en el apartado 3.3.4. El ARN aislado fue 

liofilizado antes del envío. El experimento se realizó con réplicas biológicas de cada 

genotipo/tratamiento. La secuenciación fue realizada por el servicio BGI Genomics 

Sequencing Service (https://www.bgi.com/global/), utilizando la plataforma DNBseq, y 

obteniendo 100 lecturas de nucleótidos largos de extremo emparejado. Las lecturas 
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crudas fueron primero recortadas por calidad y filtradas con Trimmomatic (versión 0.36; 

Bolger y col., 2014) y luego alineados con el genoma de A. thaliana (TAIR10) utilizando 

STAR (versión 2.5.2b; Dobin y col., 2013), que fue guiada por la anotación de genes y 

exones de Araport (V11 201606; Pasha y col., 2020). La herramienta Samtools (versión 

1.8; Li y col., 2009) se utilizó para mantener sólo alineaciones primarias con un mínimo 

de 3 MAPQ. La calidad de lectura antes y después del recorte se analizó con FastQC 

(versión 0.11.5) y, junto con la eficiencia cartográfica, se resumió con MultiQC (versión 

1.7). Las cuentas leídas en cada gen fueron calculadas con featureCounts (versión 

1.6.2). Este flujo de trabajo se ejecutó con la ayuda del motor Snakemake (Köster y 

Rahmann, 2012). Los genes expresados diferencialmente se determinaron con DESeq2 

(Love y col., 2014) filtrando genes con recuentos inferiores a 10 en todas las muestras, 

y combinando factores (es decir, genotipo, Col 0 o athb40-3) en un solo factor que se 

utilizó en una fórmula de diseño simple (como recomienda la viñeta del paquete como 

alternativa a modelos más complejos). El conjunto de genes obtenidos del filtrado 

anterior con un valor de p inferior a 0.05, se sometió a un posterior análisis con el 

software MapMan 3.6.0RC1 donde se pudieron identificar diferentes genes 

correspondientes a distintas vías de señalización y/o procesos de desarrollo que se 

evaluaron posteriormente. Estos experimentos fueron llevados adelante con la ayuda 

de la Dra. María Florencia Perotti. 

3.6. Métodos utilizados para el trabajo con material vegetal 

3.6.1 Desinfección de semillas 

Las semillas de Arabidopsis fueron desinfectadas mediante dos métodos. Uno de ellos 

consiste de lavados con lavandina 25 % (ocho minutos) y en condiciones de esterilidad 

tres lavados con agua destilada estéril. Para el otro colocamos las semillas en un 

recipiente que cierra herméticamente dentro de la campana, donde se encuentra 

también un recipiente con lavandina comercial a la que le agregamos ácido clorhídrico, 

el cloro gaseoso liberado es el que realiza la esterilización. En ambos casos las semillas 

son luego resuspendidas en 1 ml de agar 0,1 % y se encuentran listas para ser 

sembradas 

3.6.2 Cultivo de plantas 

El cultivo de plantas de A. thaliana se realizó en cámaras de cultivo, con iluminación y 

temperatura controladas (16 h de luz a 24 °C y 8 h de oscuridad a 21 °C). Las 

✠☎✂�✁✠✁☎✂✝✆ �✝ ✁✟✞✡✁✂✝✠✁✄✂ ✟✝✏✞✝✟✁�✝✆ ☛✟�✁ ✠�✡✡
2) fueron obtenidas en forma artificial 

manteniendo las plantas bajo 6 tubos de luces led, intercalando tubos de luz blanca y 

tubos de luz roja ubicados en forma adyacente. 
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Cultivo en tierra: las plantas se sembraron en macetas de 10 cm de diámetro con 

sustrato Klasmann TS1 (Klasmann-Deilmann GmbH). Se sembraron entre 3 y 5 semillas 

por maceta, se colocaron en una bandeja con solución Hakaphos® Rojo 0,5 x y se 

cubrieron con papel de nylon transparente. Cuando se observó la aparición del primer 

par de hojas, se retiró el papel de nylon. 

Cultivo en placas: luego de la ruptura de la dormancia, la cual consiste en 3 días de 

oscuridad a 4 °C, las semillas fueron sembradas en placas de Petri o placas cuadradas 

(12 cm de lado), dependiendo del ensayo, con medio de cultivo MS (0,5X) agar (9 g/l).  

3.6.3 Transformación de Arabidopsis thaliana 

El método que se utilizó para transformar plantas de A. thaliana fue el de inmersión floral 

(floral dip), descripto por Clough y Bent (1998). 

Se prepararon 8 macetas de 10 cm de diámetro según se especificó en la sección 

anterior. Las plantas se cultivaron, aproximadamente cuatro semanas, hasta la floración 

y cuando los pedúnculos florales estaban emergiendo, se cortaron las inflorescencias 

sin dañar las hojas caulinares. Dos o tres días después del corte, surgieron nuevas 

inflorescencias de las yemas laterales; las cuales volvieron a cortarse. Esta operación 

se repitió dos veces más, hasta que en todas las inflorescencias existieran al menos 

cuatro flores no abiertas. La transformación se realizó dos días después del último corte. 

Para preparar la suspensión de transformación, se cultivaron células de A. tumefaciens 

transformadas con la construcción adecuada en cada caso (35S:AtHB40, 

prAtHB40:GFP:GUS), en 10 ml de medio LB suplementado con los antibióticos 

correspondientes; durante 24 h a 28 °C, con agitación. Este cultivo se utilizó para 

inocular 300 ml del mismo medio y se dejó crecer hasta que alcanzó la fase estacionaria, 

entre 12 y 16 h. Las células se cosecharon por centrifugación a 4500 g durante 20 min 

y los sedimentos celulares se resuspendieron en 800 ml de solución de sacarosa al 5 % 

✠☎✂☎✝✂✁✝✂�☎ �✁✁ ✠✟ �✝✟ �✝☎✝✟✞✝✂☎✝ Silwet L-77 (OSI Specialties, Inc.). Las plantas se 

sumergieron 60 s en esta solución, evitando que el líquido entrara en contacto con la 

tierra. Luego, las macetas se colocaron en posición horizontal dentro de una bandeja, 

se taparon con papel de nylon y se trasladaron a la cámara de cultivo. Al día siguiente, 

se retiró el papel de nylon y las macetas se ubicaron en posición vertical. Se regaron 

por subirrigación y las plantas se dejaron crecer hasta que las semillas estuvieran 

maduras, entre 4 y 5 semanas. 

Finalmente, se recolectaron las semillas, se limpiaron manualmente de los restos de 

vainas, hojas y ramas y se conservaron a 4 °C hasta el momento de su análisis. 
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3.6.4 Selección de transformantes de Arabidopsis thaliana 

Las semillas recolectadas del experimento de transformación fueron esterilizadas y 

luego se sembraron en placas de Petri conteniendo medio MS 0,5 x suplementado con 

✠✝✂✝✡✁✠✁✂✝ �✆ ✠✞✡✡✟☎ 

En la selección con kanamicina, en los primeros días en la cámara de cultivo, la mayoría 

de las semillas germinaron (95�99 %). Aproximadamente a los 10 días, los cotiledones 

de las plantas sensibles se tornaron amarillos, mientras que los de las transformantes 

permanecieron verdes. Las placas se mantuvieron en la cámara de cultivo durante siete 

días más, hasta observar que las plantas transformadas desarrollaban hojas 

verdaderas, mientras que las no transformadas perecían. 

Las plantas transformadas se pasaron a macetas con sustrato Klassman TS1 

(Klasmann-Deilmann GmbH) regadas con solución Hakaphos® Rojo 0,5x, y así se 

cultivaron hasta que las vainas estuvieron maduras. Luego se embolsó en sobres de 

papel cada planta en forma individual para recolectar las semillas y conservarlas a 4 °C, 

hasta el momento de su análisis. 

3.6.5 Obtención de líneas homocigotas de Arabidopsis thaliana 

Para la obtención de plantas homocigotas, se partió de las plantas transformantes 

indicadas en el punto anterior. En primer lugar, se cosecharon las semillas de cada 

planta F1 en forma independiente y se sembraron alrededor de 20 líneas en placas de 

Petri, para ser seleccionadas como se detalla en el punto anterior. En los casos en que 

se deseaba obtener plantas con una única inserción se analizó el porcentaje de 

resistencia de la progenie y sólo se continuó con aquellas líneas cuyas semillas fueron 

75 % resistentes y 25 % susceptibles a la acción del antibiótico.  

Cada una de las plantas provenientes de un evento de transformación independiente, 

hermanas entre sí, se trasplantó nuevamente a tierra y se la cosechó. 

La siembra en placas de Petri en medio selectivo, pasaje a tierra y cosecha de semillas 

se repitió sucesivamente, y aquellas sublíneas en las que todas las plantas presentaron 

resistencia al antibiótico correspondiente fueron consideradas homocigotas. Así se 

obtuvieron al menos tres líneas de plantas homocigotas para cada construcción. 

3.6.6 Análisis histoquímico de la actividad ✂-glucuronidasa 

Las plantas de A. thaliana transformadas con construcciones portando el gen reportero 

GUS se sometieron a pruebas histoquímicas de actividad ✂-glucuronidasa. 

Para ello, las plántulas se transfirieron a una solución Na2HPO4 50 mM (pH 7,0), Tritón 

X-100 0,1 %, X-Gluc (5-bromo-4-cloro-3-inolil ✂-D-glucurónido) 2 mM, ferrocianuro 100 

mM y ferricianuro 100 mM, se sometieron a vacío durante 5 min y se incubaron durante 

una noche a 37 °C. Se retiró el fijador, se agregó etanol 70 % para decolorar los tejidos 
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y se guardaron en solución etanólica hasta ser fotografiadas. Las imágenes digitalizadas 

se tomaron con teléfono celular sobre microscopio óptico. 

3.6.7 Medición de la longitud de raíces en plántulas 

Las semillas de los diferentes genotipos se sembraron en placas cuadradas de 12 cm 

conteniendo medio MS agar 0,5 x. Para cuantificar la longitud de la raíz primaria el 

espacio entre semillas fue de 5 mm, cuando el objetivo fue cuantificar la longitud de las 

raíces laterales la distancia entre las semillas fue de 1 cm. Las placas se colocaron en 

posición vertical en las condiciones de cultivo indicadas anteriormente. Luego se 

tomaron fotografías utilizando una cámara Lumix FH4 Panasonic, una caja de luz y un 

fondo negro. Usando estas fotografías cuantificamos el largo de las raíces utilizando 

software de uso libre (ImageJ y RootNav). 

3.6.8 Cuantificación de raíces laterales 

Las semillas de los genotipos indicados se sembraron en placas cuadradas de 12 cm 

conteniendo medio MS agar 0,5 x. Se sembraron sobre una única línea, espaciadas 

entre sí por 1 cm. Las placas se colocaron en posición vertical en las condiciones de 

cultivo indicadas anteriormente durante 8 días. Las plantas se tiñeron por 7 minutos en 

solución de lugol y luego se montaron de manera individual en portaobjetos para ser 

analizadas utilizando un microscopio Eclipse E200 Nikon. Se contaron las raíces 

laterales diferenciándolas en raíces emergidas (raíces laterales que atraviesan la 

epidermis de la raíz principal) y primordios radiculares que no atraviesan la epidermis 

de la raíz principal. Se midió también el largo de cada raíz principal y los resultados se 

informaron según el número de raíces laterales por milímetro de raíz principal. 

3.6.9 Tratamientos de estrés salino 

Las plantas se cultivaron en placas cuadradas de 12 cm verticales como se indicó. Las 

semillas se sembraron en primera instancia en placas con medio MS agar. Para el 

ensayo de supervivencia luego de 24 h de permanencia en la cámara de cultivo se 

seleccionaron las semillas germinadas y se pasaron a las placas de tratamiento (150 

mM NaCl) o control según el caso. Para el caso de la cuantificación de la longitud de 

raíces, ya fueran primarias o secundarias, las plantas crecieron durante 3 días en 

condiciones control y luego se pasaron a las placas tratamiento, en las cuales el medio 

MS fue suplementado con diferentes concentraciones de NaCl (0, 75, 100 y 150 mM) 

como fuente de estrés salino. Las placas se fotografiaron a los 4, 6, 8 y 11 días y las 

imágenes se procesaron con el software ImageJ y RootNav. 

Para los ensayos de germinación las semillas se sembraron directamente en las placas 

con 150 mM de NaCl o MS agar para el control. Las placas se colocaron horizontalmente 
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en la cámara de cultivo y se contaron las semillas germinadas dos veces por día, el 

tiempo que duró el ensayo.  

3.6.10 Ensayos con fitohormonas 

Las plantas crecieron en placas verticales con medio MS agar por 3 días y luego se 

pasaron a las placas con el medio suplementado con la hormona necesaria en cada 

caso. En las placas de tratamiento el medio MS fue suplementado con distintas 

concentraciones de hormonas para cada caso. Se utilizó ácido abscísico (ABA), también 

su inhibidor (Fluridona), ácido indol-3-ácetico (IAA) y brasinolida (BL). 

3.6.11 Inducción de la sobreexpresión de AtHB40 en las líneas HA:HB40ind. 

La línea HA:HB40ind sobreexpresa AtHB40 haciendo uso del sistema XVE. XVE es un 

factor de transcripción quimérico que se activa en presencia de estradiol induciendo de 

esta manera la sobreexpresión del gen de interés. El tratamiento de las plantas se 

realizó de igual manera que lo indicado en 3.6.10. En las placas de tratamiento el medio 

MS fue suplementado con estradiol 10 µM. Se utilizaron como controles plantas crecidas 

en placas verticales con medio MS. 

3.6.12 Análisis morfológico de la punta de la raíz  

Plantas de 7 días crecidas en placas verticales, prevenientes de diferentes tratamientos 

indicados oportunamente en cada caso, se tiñeron con ioduro de propidio (IP) 

sumergiendo las plantas durante 30 segundos en una solución de ioduro de propidio 10 

µg/ml. Posteriormente se montaron las plantas en el portaobjetos de la siguiente 

manera: se colocó una gota de agua en el portaobjetos sobre la cual se posó la punta 

de la raíz primaria y luego se acomodó el resto de la plántula. Una vez colocado el 

cubreobjeto se fotografiaron con un microscopio confocal invertido, marca Leica, modelo 

TCS SP8. Utilizando parámetros de excitación y colección de fluorescencia adecuados 

para el IP (488 nm excitación, 515/30 nm emisión). El análisis estructural se realizó 

según Zhang y col. (2010).  

3.6.13 Cuantificación del peso radicular 

Las plantas crecieron en placas verticales con MS suplementado con brasinolida, de la 

manera en la que se indicó en 3.6.10. Luego de 26 días de crecimiento, realizamos un 

corte con bisturí en la unión del hipocótilo con las raíces. Para cada genotipo pesamos 

las raíces en balanza analítica, utilizamos triplicados para cada uno de ellos.  

3.6.14 Observación de amiloplastos en raíces 

Las semillas se sembraron sobre una única línea recta con un espacio de 5 mm entre 

ellas. Las placas se colocaron en la cámara de manera vertical en las condiciones de 
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cultivo por 7 días. Posteriormente, cada plántula fue sometida a tinción con Lugol por 10 

min y luego de montada en el portaobjeto, se colocó por 3 min en forma vertical 

esperando que decanten los amiloplastos. A continuación, se realizó la observación de 

los mismos en la punta de la raíz utilizando un microscopio óptico Eclipse E200. Las 

fotografías fueron tomadas con teléfono celular a través del ocular del microscopio. 

3.6.15 Cuantificación de la respuesta gravitrópica 

Las plantas crecieron según lo indicado en el inciso 3.6.2 en placas verticales y a los 7 

días luego de la siembra las placas se giraron 90°. Luego de 6 horas de realizado el 

estímulo gravitrópico, se fotografiaron las placas utilizando una cámara Lumix FH4 

Panasonic, una caja de luz y un fondo negro. En estas fotografías cuantificamos los 

ángulos formados en la punta de la raíz primaria utilizando el software de uso libre 

ImageJ. 
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4. Resultados 

4.1 AtHB40 tiene una función crucial en el desarrollo de la raíz primaria 

4.1.1 AtHB40 se expresa en el ápice de la raíz primaria 

Al comenzar a trabajar con AtHB40, dos fuentes independientes revelaban la presencia 

del transcripto de dicho gen en raíces. La primera de ellas fue mediante un estudio de 

PCR a tiempo final que utilizó raíces enteras de plántulas de 12 días como tejido de 

muestra (Henriksson y col., 2005), y la segunda, la base de datos ePlant de la 

universidad de Toronto (http://bar.utoronto.ca/) en la que muestran que se cuantificaron 

niveles de transcriptos en un reducido número de células del sistema vascular cercanas 

al ápice de la raíz. Sin embargo, en contraposición, el trabajo de investigación realizado 

por González-Grandío y col. (2017) proporcionó un panorama diferente. Utilizando 

técnicas de tinción histoquímica, estos autores examinaron la región promotora de 

AtHB40, utilizando un segmento de 1000 pb corriente arriba del sitio de inicio de 

transcripción de este FT, fusionado al gen que codifica para la proteína GUS. Los 

resultados obtenidos no mostraron actividad de dicho promotor en raíces de plántulas 

de A. thaliana. Por nuestra parte, en el laboratorio habíamos generado una construcción 

tomando un segmento de 2000 pb de ADN genómico corriente arriba del inicio de 

transcripción de AtHB40 y lo utilizamos como regulador de la expresión de la proteína 

reportera GUS. Transformamos plantas con esta construcción y seleccionamos varías 

líneas homocigotas para realizar ensayos histoquímicos, líneas a las que denominamos 

prAtHB40:GUS. Durante el análisis microscópico de las plántulas sometidas a tinción 

histoquímica, observamos actividad de la enzima GUS en diferentes tipos celulares de 

la raíz. Específicamente, en el ápice de la raíz primaria desde estadios muy tempranos 

del desarrollo, y también en el sistema vascular. Esta expresión se mantuvo durante los 

siguientes días de crecimiento llegando a extenderse a los demás tipos celulares de la 

raíz primaria desde los 11 hasta, al menos, 15 días después de la siembra (Figura 11). 
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Figura 11: AtHB40 se expresa en el ápice y sistema vascular de la raíz primaria 
Imágenes representativas de tinciones histoquímicas realizadas en dos líneas prAtHB40:GUS 
independientes, cultivadas en placas verticales en condición control. (a) Cinética de la 
expresión de GUS en raíz primaria desde los 3 hasta los 15 días después de la siembra en la 
línea prAtHB40:GUS-1. (b) Expresión del reportero GUS en la línea prAtHB40:GUS-2 en raíz 
primaria de plántulas desde los 3 hasta los 7 días después de la siembra. La barra negra 
representa 40 µm. 

En estás plántulas encontramos, además, actividad del reportero en el meristema apical 

caulinar (Figura 12a). Si bien en el presente trabajo de tesis centramos el estudio en las 

raíces durante los primeros estadios de desarrollo de A. thaliana, realizamos también 

tinciones histoquímicas exploratorias en diferentes partes aéreas de plantas adultas. En 

estos casos detectamos tinción en la unión de la roseta a la raíz (Figura 12b), en yemas 

axilares (Figura 12c), siendo esto coincidente con la expresión publicada por González-

Grandío y col. (2017), y en flores jóvenes y sus pedicelos (Figura 12d).  
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Figura 12: Patrón de expresión de AtHB40 en parte aérea 

Tinción histoquímica de plantas prAtHB40:GUS. (a) Foto de una plántula de 4 días y un 
acercamiento a la zona meristemática. Planta crecida en placa vertical en condiciones control. 
(b) Roseta y raíz de planta de 25 días, la flecha indica la expresión localizada. (c) Vara floral 
de planta prAtHB40:GUS de 34 días, la flecha indica la yema axilar. (d) Inflorescencias de 
plantas de 40 días de 3 líneas homocigotas independientes. Las plantas que observamos en 
las imágenes b, c y d se cultivaron en tierra en condiciones control. 

 

4.1.2 AtHB40 reprime el crecimiento de la raíz primaria. 

Dado el patrón de expresión encontrado en raíces decidimos estudiar el rol de AtHB40 

en este órgano, para ello comenzamos a trabajar con tres líneas de mutantes 

insercionales (athb40-1, athb40-2 y athb40-3) en la Figura 13a se muestra la ubicación 

de cada inserción en la secuencia transcripcional del gen. 

Enfocándonos principalmente en la expresión observada en células meristemáticas 

nuestra primera pregunta fue: ¿es AtHB40 capaz de modificar el crecimiento de la raíz 

primaria? Buscando respuestas cultivamos los genotipos mutantes (athb40) y el salvaje 

(WT) en placas verticales en condiciones control y cuantificamos la longitud de la raíz 

primaria en distintos tiempos de crecimiento (4, 6, 8 y 11 días). En los cuatro puntos 

evaluados obtuvimos como resultado que las raíces primarias de las plantas athb40 son 

significativamente más largas que las raíces de las plantas WT, en la Figura 13b se 

muestran las medidas obtenidas en plántulas de 6 días.  
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Figura 13: Líneas mutantes athb40 presentan mayor longitud radicular que el genotipo 

control 

(a) Representación esquemática de las inserciones para las tres líneas mutantes athb40, los 
rectángulos negros representan los exones, las líneas los intrones y los triángulos indican 
donde se ubican las inserciones de T-DNA. (b) Longitud de la raíz primaria de plántulas de 6 

días de genotipos: salvaje WT y mutantes athb40-1, athb40-2 y athb40-3. Las barras de error 

�✁✂�✁✄✁☎✆✝☎ ✞✟✠ ✡✞✟✠☛✞✟☞✌✍✎ ✏✑☎✏✁ ✞✟ ✁✄ ✒✁✄✓✔✝✕✔✖☎ ✟✄✆✗☎✏✝� ✘ ✍ ☛ ✕✝☎✆✔✏✝✏ ✏✁

muestras). Los asteriscos indican diferencias significativas al hacer una prueba t de Student 

entre WT y cada línea transgénica (*P < 0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; **** P <0,0001). 
 

Esta observación nos llevó a plantear diferentes posibilidades: las plantas mutantes 

podrían tener un mayor número de células en su raíz primaria o quizá las células 

radiculares tengan mayor longitud en dichos genotipos. Una técnica que nos permitió 

evaluar ambos escenarios a la vez fue la tinción de raíces con ioduro de propidio, siendo 

este un compuesto que fluoresce y nos permite observar los límites celulares al mirar el 

tejido tratado a través del microscopio confocal. Para este ensayo utilizamos plantas 

crecidas en placas verticales en condiciones control. Analizamos las fotografías 

tomadas en zonas de la raíz con células maduras y no encontramos diferencia en la 

longitud de las mismas entre los genotipos mutantes y el salvaje. Al analizar la zona 

apical de la raíz notamos una diferencia en la longitud de la zona de transición (ZT) 

siendo esta mayor en plántulas athb40 (Figura 14a). Cuantificamos entonces el número 

de células en esta zona para cada uno de los genotipos y los datos obtenidos nos 

mostraron que las plantas mutantes tienen más células en la ZT que las plantas de 

genotipo salvaje (Figura 14b).  
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Figura 14: Las plantas mutantes athb40 presentan mayor número de células en la zona 

de transición  

(a) Fotografías tomadas con microscopio confocal luego de la tinción con ioduro de propidio, 
las puntas de flechas marcan el inicio y el fin de la zona de transición (ZT) en los distintos 
genotipos. La barra blanca representa 100 µm. (b) Número de células en la ZT en raíces de 
plántulas de 7 días de los genotipos WT, athb40-1, athb40-2 y athb40-3. Las barras de error 
representan SEM. Los asteriscos indican diferencias significativas al hacer una prueba t de 
Student entre WT y cada línea transgénica (*P < 0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; **** P <0,0001). 

 

Si bien el estudio fenotípico de plantas mutantes es una muy buena herramienta para 

orientarnos sobre las posibles funciones del FT en estudio, complementamos estos 

análisis con dos tipos de líneas sobreexpresantes de AtHB40. El primer tipo es una línea 

sobreexpresante inducible por estradiol, LEXA:AtHB40, nombradas AT40ind; y, el 

segundo tipo son sobreexpresantes constitutivas, 35S:AtHB40, tres líneas 

independientes obtenidas en el laboratorio a las que llamamos AT40. Los niveles de 

expresión logrados para ambas construcciones se pueden ver en la Figura 15a. Es 

importante destacar que en la búsqueda de líneas AT40 varias de ellas fueron 

descartadas de los ensayos por tener raíces primarias aberrantes (Figura 15b).  

Teniendo en mente los resultados obtenidos para las líneas athb40 cuantificamos 

también la longitud de las raíces primarias en las líneas que sobreexpresan AtHB40. 

Observando las placas, en las que las diferentes líneas se encontraban creciendo, 

podíamos ver que las raíces primarias de las líneas que tenían niveles aumentados de 

AtHB40 eran de menor longitud que las raíces WT (Figura 16b y d). El análisis de la 

cuantificación mostró en números el resultado, tanto la línea AT40 ind (Figura 16a) como 

las líneas constitutivas (Figura 16c), tienen raíces primarias más cortas que las plantas 

salvajes. Este fenotipo diferencial observado, fue concordante con el resultado contrario 

obtenido con las plantas mutantes, remarcando la importancia de AtHB40 en el 

desarrollo de la raíz primaria. 
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Figura 15: Líneas sobreexpresantes de AtHB40 

(a) Cuantificación de transcriptos de AtHB40 en las diferentes líneas sobreexpresantes 
utilizadas para los ensayos. Las barras de error representan SEM. Los asteriscos indican 
diferencias significativas al hacer una prueba t de Student entre WT y cada línea transgénica 
(*P < 0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; **** P <0,0001). (b) Imágenes representativas de líneas 
sobreexpresantes constitutivas AT40 descartadas para los análisis, donde se ve que el 
crecimiento la raíz primaria se encuentra completamente inhibido. La barra negra representa 
100 µm. 

 

 

 

Figura 16: Plantas que sobreexpresan AtHB40 tienen raíces primarias más cortas que 

el genotipo control 

(a) Longitud de la raíz primaria de plantas WT y AT40ind crecidas en condiciones control y 
tratadas con el inductor (estradiol 10 µM). (b) Imágenes representativas de las plantas 
cuantificadas en (a). (c) Cuantificación de la longitud de la raíz primaria de WT y dos líneas 
homocigotas AT40, crecidas en condiciones control. (d) Fotografías representativas de las 
plantas utilizadas para medir la raíz primaria de los datos mostrados en (c). Las barras blancas 
representan 5 mm. Las barras de error representan SEM. Los asteriscos indican diferencias 
significativas al hacer una prueba t de Student entre WT y cada línea transgénica (*P < 0,05; 
** P <0,01; *** P <0,001; **** P <0,0001). 

 

Otro comportamiento diferencial que notamos, al observar las placas de cultivo, fue el 

crecimiento con curvaturas que presentaban las raíces de la línea AT40ind (Figura 16b). 

Esto podría deberse a alteraciones en la percepción de la gravedad, lo que nos dio un 

nuevo indicio para, posteriormente, considerar el estudio de la respuesta gravitrópica 

dentro de la caracterización funcional de AtHB40. 
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4.1.3 AtHB40 modula indirectamente la expresión de la CICLINAB1.1 

Sabíamos hasta aquí que AtHB40 se expresa en la región meristemática de la raíz 

primaria, reprime su crecimiento, y afecta el número de células que se encuentran en la 

ZT. Este último punto hizo plantearnos si el mayor número de células observado en las 

plantas mutantes se debía a que el paso a células de diferenciación se encontraba 

inhibido o si la división celular se encontraba aumentada. Para responder a este último 

punto, utilizamos plantas transformadas con una construcción que regula la expresión 

del reportero GUS utilizando la región promotora de CICLINAB1.1 (prCYC:GUS) y 

generamos cruzas con las líneas athb40 y AT40.   

Estas nuevas cruzas nos permitirían observar qué tan activa está la división celular en 

las diferentes líneas de plantas con niveles alterados de ATHB40 ya que la proteína 

CICLINAB1.1 (CYCB1.1) tiene un papel crucial en la regulación de la progresión a través 

de las diferentes fases del ciclo celular porque su presencia permite la transición de la 

fase G2 a la fase M. Las cruzas se crecieron en placas verticales en condiciones control 

durante 7 días y se realizaron tinciones histoquímicas. En la Figura 17a podemos ver 

que las cruzas con athb40 muestran un incremento en actividad de GUS mientras que 

las cruzas con AT40 y AT40ind una disminución de ésta respecto del control. Este 

resultado muestra indirectamente que AtHB40 regula de negativamente la expresión 

CYCB1.1, inhibiendo parcialmente el proceso de división celular.  

Cuantificamos los niveles de transcriptos de CYCB1.1 mediante la técnica RT-qPCR 

realizada sobre muestras de raíces de los diferentes genotipos en estudio. Con este 

ensayo buscamos sumar evidencia sobre la alteración del proceso de división celular. 

El análisis de la cuantificación mostró que en plantas que sobreexpresan AtHB40 hay 

menos transcriptos de CYCB1.1 que en plantas WT, mientras que no se hallaron 

diferencias significativas al hacer la comparación entre plantas athb40 con el genotipo 

control (Figura 17b). Sin embargo, sabemos que en este ensayo podemos tener dilución 

de la señal al tomar la raíz entera como muestra para realizar la extracción inicial de 

ARN. 
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Figura 17: La expresión de CICLINAB1.1 es modulada por AtHB40 

(a) Imágenes representativas que muestran la actividad GUS detectada en puntas de raíces 
primarias de plantas de 7 días de la línea prCYC:GUS y las cruzas prCYC:GUS x AT40ind, 
prCYC:GUS x AT40-1, prCYC:GUS x athb40 (-2 y -3). La barra negra representa 40 µm. (b) 

Cuantificación de transcriptos de CYC en raíces de plantas de 7 días de las líneas AT40, AT40ind, 
athb40 y WT. Las barras de error representan SEM. Los asteriscos indican diferencias 
significativas al hacer una prueba ANOVA entre WT y cada línea transgénica (*P < 0,05; ** P 
<0,01; *** P <0,001; **** P <0,0001). 

Quisimos saber entonces, si la modulación de AtHB40 sobre CYCB1.1 se producía de 

manera directa. Para esto analizamos in silico la región prCYC, buscando la presencia 

de la secuencia de reconocimiento de los factores de transcripción de tipo HD-Zip I. 

Encontramos en esta región promotora una caja imperfecta donde coinciden 8 de las 9 

bases (Figura 18a). Realizamos un ensayo de inmunoprecipitación de la cromatina 

seguido por qPCR (ChIP-qPCR) para evaluar la secuencia encontrada en prCYC. Para 

este ensayo utilizamos núcleos obtenidos de plántulas de 10 días de la línea AT40 ind ya 

que, en esta línea, AtHB40 esta seguido por la etiqueta HA. En el ensayo no 

encontramos unión de AtHB40 a ninguna de las regiones evaluadas (Figura 18b), si bien 

en el resultado obtenido para P2 vemos enriquecimiento de AtHB40, éste no es superior 

al encontrado en la región intergénica. De los resultados obtenidos podemos decir que 
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la transcripción de CYCB1.1 no está regulada directamente por AtHB40, por lo que 

nuestro FT en estudio estaría implicado corriente arriba en la cascada de regulación. 

 

Figura 18: CICLINAB1.1 es regulado indirectamente por AtHB40 

(a) Representación esquemática del gen CYCB1 en las que se indica la ubicación de los pares 
de oligonucleótidos diseñados para el ensayo (P1, P2, y P3). Siendo la región P2 el posible 
sitio de unión para AtHB40. (b) Análisis de resultados obtenidos del ensayo ChIP-PCR. Usamos 
PP2A como control negativo, determinando el nivel de fondo. Los valores se expresan como la 
relación entre AtHB40:HA IP e IgG IP utilizada como control negativo. Las barras representan 
la desviación estándar (SE). 

4.1.4 AtHB40 está implicado en la regulación de la concentración de ABA endógeno 

En el punto anterior mostramos que AtHB40 regula negativamente la división celular, 

pero también nos preguntamos si se encuentra alterado el paso de células en transición 

a diferenciación. Sabemos que el ABA exógeno en bajas concentraciones suprime la 

diferenciación celular en la región próxima al meristema de la raíz primaria, el cual puede 

evidenciarse al observar un aumento en el número de células en ZT (Zhang y col., 2010). 

Trabajamos desde aquí con el supuesto de que las plantas athb40 tengan una mayor 

concentración de ABA endógeno y que esto genere la diferencia morfológica observada 

en la Figura 14. Decidimos entonces tratar plántulas de los genotipos mutantes y salvaje 

con 10 µM de fluridona, un inhibidor de la biosíntesis de ABA, y cuantificar el número de 

células en la ZT. El resultado en este caso nos mostró que luego del tratamiento las 

líneas mutantes no presentan diferencias significativas en el número de células en la ZT 

respecto de la línea control (Figura 19). Esto nos indica que el fenotipo diferencial 

observado en las plantas con niveles alterados de AtHB40 es una combinación de un 

desbalance en la concentración de ABA endógeno y la desregulación de la división 

celular. 
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Figura 19: La inhibición de ABA disminuye el número de células en la zona de transición 

en plantas mutantes athb40 

(a) Imágenes representativas de raíces primarias de los genotipos mutantes y control, tratados 
con 10 µM fluridona, obtenidas mediante microscopia confocal. Las flechas marcan el inicio y el 
fin de la zona de transición para cada caso. La barra blanca representa 100 µm. (b) 

Representación gráfica de la cuantificación del número de células en la zona de transición. Las 
barras de error representan SD. 

 

4.1.5 ABA regula positivamente la actividad del promotor de AtHB40. 

ABA es una fitohormona de gran importancia en el desarrollo y modelado radicular; y, 

dado que vimos que en ausencia de AtHB40 se alteran los niveles endógenos de ABA, 

decidimos estudiar si esta hormona regula la expresión del FT en estudio. Utilizamos la 

línea prAtHB40:GUS, la cual cultivamos en placas verticales en condiciones control. A 

los 3 días luego de la germinación se traspasaron las plántulas a placas control o con 

hormona exógena en el medio de cultivo, y se mantuvieron allí durante 96 horas. Luego 

se realizaron las tinciones histoquímicas en plantas que entonces tienen 7 días. Al 

analizar la actividad de GUS en las plantas tratadas con ABA exógeno vimos una fuerte 

inducción en el ápice de la raíz primaria y también en el sistema vascular para las tres 

concentraciones utilizadas. Repetimos este ensayo, pero trabajando con fluridona, y en 

las tinciones observamos una disminución en la actividad del promotor de AtHB40 

respecto de las plantas crecidas en condiciones control. De estos dos resultados 

podemos decir, que la actividad de la región promotora de AtHB40 es regulada 

positivamente por ABA en el órgano en estudio, al menos en el estadio de desarrollo 

evaluado (Figura 20). Este resultado indica que AtHB40 y ABA se regulan mutuamente.  
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Figura 20: ABA induce la actividad del promotor de AtHB40 

Imágenes representativas de ápices de raíces primarias de plantas prAtHB40:GUS, de 7 días 
de edad. Expresión de GUS en plántulas crecidas en condiciones control y tratadas con 5; 7,5 
y 10 µM de ABA y 10 µM de Fluridona. Los tratamientos hormonales fueron realizados por 96 
horas. La barra negra representa 40 µm. 
 

Considerando que AtHB40 reprime el crecimiento de la raíz primaria y al ver la influencia 

del ABA sobre la expresión de AtHB40, decidimos cuantificar la longitud de raíces 

primarias en plántulas mutantes athb40 y genotipo control. Considerando la similitud 

observada en los diferentes tratamientos con ABA consideramos que posiblemente a 5 

µM ABA saturamos la inducción que se puede dar de AtHB40 por medio de esta 

hormona, por lo que decidimos utilizar sólo esta concentración para cuantificar dicho 

parámetro fenotípico. En condiciones control la longitud de las raíces primarias de las 

mutantes athb40 fue mayor que la de las WT y en los tratamientos tanto con agregado 

de ABA como con su inhibidor ocurrió lo mismo. Cabe remarcar que las plantas de todos 

los genotipos se afectaron por los tratamientos (Figura 21). Los resultados obtenidos 

nos permiten decir que alterar la concentración endógena de ABA no es condición 

suficiente para generar la diferencia fenotípica observada en raíces de mutantes 

comparadas al control. 
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Figura 21: ABA no modifica diferencialmente el crecimiento de las raíces frente la 

ausencia de AtHB40 

(a) Longitud de la raíz primaria de plantas WT y las tres líneas mutantes athb40 crecidas en 
condiciones control y tratadas con 5 µM ABA. (b) Cuantificación de la longitud de la raíz 
primaria de WT y athb40, crecidas en condiciones control y tratadas con 10 Fluridona. Las 
barras de error representan SEM. Los asteriscos indican diferencias significativas al hacer un 
ANOVA unidireccional comparando el promedio de cada genotipo mutante con el del WT (*P 
< 0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; **** P <0,0001). 

 

4.1.6 AtHB40 es regulado negativamente por brasinoesteroides. 

Los brasinoesteroides son también hormonas de gran importancia en el desarrollo 

radicular, y toman relevancia en este trabajo de tesis ya que promueven la progresión 

del ciclo celular y de esta manera controlan el tamaño del meristema en la raíz 

(González-García y col., 2011). Siendo que el ciclo celular se encuentra alterado en 

función de los niveles de AtHB40, nos pareció interesante estudiar la línea 

prAtHB40:GUS frente al agregado de brasinolida al medio. Realizamos ensayos 

exploratorios a diferentes tiempos de exposición en distintas concentraciones de 

brasinolida. En las concentraciones utilizadas, la morfología de la región meristemática 

radicular en las plantas, que se expusieron por largos periodos al tratamiento, se afectó 

considerablemente, lo que no nos permitió sacar conclusiones dificultando mucho la 

comparación con el control. Por su parte, las demás tinciones histoquímicas mostraron 

que, en plántulas de 7 días de edad, tanto 3 como 7 horas de tratamiento con 0,1 µM 

de BL reprimieron la actividad del promotor de AtHB40 en células de la columela y 

cápside lateral y lo inhibieron por completo en el sistema vascular (Figura 22). En 

conclusión, los brasinosteroides se suman al complejo escenario de regulación de 

AtHB40 inhibiendo la actividad de su promotor en raíces primarias.  
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Figura 22: La brasinolida regula negativamente a AtHB40 

Imágenes representativas de tinciones histoquímicas realizadas sobre plántulas de 7 días de 
la línea prAtHB40:GUS. El tratamiento se realizó por 3 horas (izquierda) y por 7 horas 
(derecha) con 100 nM de brasinolida (BL), y los controles respectivos para cada uno de los 
tratamientos. La barra negra representa 40 µm. 
 

Teniendo en cuenta que el tratamiento del genotipo WT con cantidades crecientes de 

BL resulta en raíces primarias cada vez más cortas (González-García y col., 2011), 

decidimos estudiar si AtHB40 altera esta respuesta; para esto caracterizamos líneas 

salvajes, AT40 y athb40 tratadas con BL. La aplicación de BL exógena incrementa la 

curvatura de la respuesta gravitrópica en raíces primarias (Wei y col., 2016). Al utilizar 

0,1 µM de BL por tiempos prolongados para el estudio de la línea prAtHB40:GUS 

observamos que la raíz primaria se enrolla sobre sí misma, lo que no nos permite 

cuantificar la longitud de la misma. Por ello decidimos utilizar 0,01 µM de BL, para los 

genotipos athb40, AT40 y WT, pero incluso con esta dilución de la hormona el fenotipo 

de enrollado fue muy marcado. Sin embargo, la arquitectura radicular que desarrollaron 

las plantas tratadas nos permitió observar el experimento a lo largo de 26 días. Durante 

este tiempo pudimos ver que la superficie cubierta por el sistema radicular de las líneas 

athb40 fue mayor que la de las plantas Col-0 (Figura 23a), mientras que el área cubierta 

por plantas sobreexpresantes fue menor. Partiendo de esta observación decidimos 

cuantificar la masa radicular por genotipo, por placa. Esto mostró una tendencia por 

parte de las mutantes athb40 a tener mayor masa radicular, mientras que las 

sobreexpresantes AT40 mostraron el fenotipo contrario, siempre respecto del genotipo 

control (Figura 23b). Sin embargo, no podemos concluir que la diferencia esté 

directamente asociada al tratamiento con BL ya que no podemos cultivar plantas en 

condiciones control durante 26 días en placas verticales para comparar tratamientos. 
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Figura 23: La variación en los niveles de AtHB40 repercute en la masa radicular 

desarrollada 

(a) Fotografías de las placas con agregado de 10 nM de BL en las que se observa la diferencia 
en el crecimiento de las raíces en los distintos genotipos (b) Peso obtenido, en gramos, de raíces 
de plantas, de 26 días tratadas con 10 nM de BL. Los asteriscos indican diferencias significativas 
al hacer una prueba de comparación múltiple de Dunnett entre WT y cada una de las líneas en 
estudio (*P < 0,05). 
 

4.2 El Papel fundamental de AtHB40 en el gravitropismo radicular. 

4.2.1 AtHB40 es un regulador negativo de la respuesta gravitrópica 

Las observaciones previas (punto 4.1.2) de las raíces de la línea AT40 ind sugirieron que 

AtHB40 tendría una función en la respuesta gravitrópica (Figura 16b). Para investigar 

esta hipótesis, evaluamos la respuesta de plantas athb40, AT40 y WT a un estímulo 

gravitrópico. Las plantas de los distintos genotipos se cultivaron en placas verticales, en 

condición control y a los 7 días se giraron 90°. Luego de 6 horas las placas se 

fotografiaron y se midieron los ángulos formados en la punta de la raíz primaria (Figura 

24a). Las tres líneas mutantes se curvaron formando un ángulo menor que el generado 

por el genotipo control (Figura 24b) indicando una respuesta acelerada al gravitropismo. 

En concordancia con lo anterior las plantas AT40 mostraron ángulos mayores que el 

control, sugiriendo entonces que AtHB40 es un regulador negativo de la respuesta 

gravitrópica (Figura 24c).  

La respuesta gravitrópica que observamos es el resultado de al menos 4 fases: 

percepción de la gravedad, transmisión de la señal gravitrópica, respuesta gravitrópica 

en sí misma y atenuación de la señal para impedir que la raíz se continúe curvando 

(Sato y col., 2015). Nuestra pregunta entonces fue: ¿cuál o cuáles de estas etapas se 

encuentran afectadas por AtHB40? Comenzamos el estudio por la primera de ellas. La 

columela es el principal sitio donde se produce la percepción de la gravedad, ya que, en 

las células que componen esta estructura, la sedimentación de los amiloplastos 

desencadena la vía de señalización (segunda etapa). Por este motivo observamos los 

amiloplastos en todos los genotipos en estudio, mediante la tinción de las raíces con 
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solución de Lugol, pero no encontramos diferencias significativas en cuanto su cantidad 

o distribución entre genotipos mutantes, sobreexpresantes y control (Figura 24d). Este 

resultado nos señaló que la alteración de la respuesta gravitrópica que presentan las 

líneas athb40 y AT40 se da en alguna etapa posterior. 
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Figura 24: AtHB40 modula la respuesta gravitrópica 

(a) Fotografías de las plántulas de los distintos genotipos con los que se realizaron los ensayos, 
a la derecha se encuentra una ampliación de las puntas de las raíces con el dibujo del ángulo 
medido. En la parte inferior hay una representación esquemática de la apertura cuantificada y 
la interpretación de la respuesta al gravitropismo en función del ello. (b) Cuantificación de los 
ángulos formados en la raíz primaria de plantas del genotipo salvaje (WT) y mutantes (athb40-

1, -2 y -3). (c) Cuantificación de los ángulos formados en la raíz primaria de plántulas WT, 
AT40-2 y AT40-3. Las barras de error representan SEM. Los asteriscos indican diferencias 
significativas al hacer una prueba t de Student entre WT y cada línea transgénica (*P < 0,05; ** 
P <0,01; *** P <0,001; **** P <0,0001). (d) Imágenes representativas de ápices de raíz primaria, 
tenidas con Lugol, de plántulas de 5 días. Genotipos WT y athb40-3 a la izquierda y WT, AT40-
1 y AT40-2 a la derecha. La barra negra representa 30 µm. 

 

4.2.2 AtHB40 modula la expresión de LAX2, LAX3 y PIN2 afectando la distribución de 

auxinas en el ápice radicular 

Entendemos que el transporte polar de las auxinas y su redistribución son elementos 

fundamentales para que se dé la respuesta gravitrópica (Geisler y col., 2013). Por ello, 

tras investigar la etapa de la percepción, decidimos explorar la posible influencia de 

AtHB40 en la regulación de la expresión de transportadores de auxinas. Para esto 

cruzamos genéticamente las plantas athb40 con líneas reporteras de 5 transportadores 

de auxinas; prAUX1:GUS, prLAX1:GUS, prLAX2:GUS, prLAX3:GUS y PIN2:YFP. Porco 

y col. (2016) mostraron mediante un ensayo de simple híbrido en levaduras la posible 

regulación de AtHB40 sobre la región promotora de LAX3. Por este motivo, decidimos 

comenzar por el análisis de las cruzas con la línea reportera de este transportador. 

Realizamos tinción histoquímica en plántulas prLAX3:GUS x athb40 de 7 días, crecidas 

en placas verticales en condiciones control, y observamos una mayor actividad de la 

proteína GUS en las células de la columela que en las líneas control prLAX3:GUS 

(Figura 25a). Además, cuantificamos los niveles de transcripto de GUS en estas plantas. 

Para evitar enmascarar completamente la señal con los transcriptos que se encuentran 

en el sistema vascular, tomamos muestras de aproximadamente 3 mm de la punta de 

la raíz primaria para la extracción de ARN. El resultado de la cuantificación concordó 

con la tinción histoquímica; es decir, una regulación positiva del gen reportero en 

ausencia de AtHB40 respecto de las plantas control (Figura 25b). Indicando así que 

AtHB40 modula negativamente la expresión de LAX3.   
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Figura 25: AtHB40 regula negativamente la expresión de LAX3 en el ápice de la raíz 

primaria 

(a) Imágenes representativas que muestran la actividad de GUS en plántulas prLAX3:GUS y 
las cruzas de ésta línea con athb40-1, -2 y -3, de 7 días de edad. La barra negra representa 
40 µm. (b) Cuantificación de transcriptos de GUS en muestras de puntas de raíces primarias 
de los genotipos prLAX3:GUS y las cruzas con athb40-1, -2 y -3. Las barras de error 
representan SEM. Los asteriscos indican diferencias significativas al hacer una prueba ANOVA 
entre prLAX3:GUS y cada cruza (*P < 0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; **** P <0,0001) 

 

Continuando con el estudio haciendo uso de las líneas reporteras, analizamos las 

tinciones histoquímicas de la cruza prLAX2:GUS x athb40. Éstas mostraron que la 

actividad de GUS se expande a lo largo del sistema vascular radicular, a diferencia de 

lo observado en plantas prLAX2:GUS (Figura 26a) Por su parte, las plantas prPIN2:YFP 

x athb40 también mostraron una mayor actividad del reportero que las plántulas 

prPIN2:YFP (Figura 26b). Estos resultados en conjunto indicaron que AtHB40 reprime 

la expresión de estos transportadores de auxinas. La comparación de las tinciones 

histoquímicas de las líneas prAUX1:GUS y prLAX1:GUS con las cruzas realizadas con 

la línea AT40ind no mostraron diferencias (Figura 27). 

 

Figura 26: AtHB40 regula negativamente la expresión de LAX2 y PIN2 en la raíz primaria 

de plántulas 
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(a) Fotografías representativas que muestran la tinción histoquímica en raíces primarias de 
plántulas prLAX2:GUS y sus cruzas con athb40-1 y athb40-3, de 7 días de edad. La barra 
negra representa 40 µm. (b) Imágenes representativas, tomadas en microscopio confocal, de 
la línea prPIN2:YFP y la cruza prPIN2:YFP x athb40-1. La barra blanca representa 100 µm. 

 

 

Figura 27: AtHB40 no regula la expresión de AUX1 y LAX1  

Imágenes representativas de tinciones histoquímicas realizadas en plántulas de 7 días 
crecidas con estradiol para inducir la expresión de AtHB40. (a) Líneas prAUX1:GUS y la cruza 
prAUX1:GUS x AT40ind. (b) Líneas prLAX1:GUS y prLAX1:GUS x AT40ind. La barra negra 
representa 50 µm. 

 

Los transcriptos de LAX2, LAX3 y PIN2 fueron cuantificados en raíces enteras de 

plántulas athb40 y WT. Los resultados mostraron que en las plantas mutantes hay 

inducción significativa de transcriptos de LAX2 y de PIN2 en comparación con las 

plantas de genotipo salvaje (Figura 28a y b). Respecto a los niveles de transcriptos de 

LAX3, no se encontraron diferencias entre las plantas mutantes y la de genotipo salvaje 

(Figura 28c). Este resultado no nos sorprendió ya que LAX3 se expresa fuertemente en 

toda la raíz y según muestra la tinción histoquímica sólo tendríamos un aumento de 

expresión en algunas células de la columela de las cruzas (Figura 25a).  

Basándonos en que AtHB40 modula a PIN2 y que los transportadores PIN3, PIN4 y 

PIN7 de la misma familia tienen un rol en el gravitropismo, medimos los niveles de 

transcriptos de estos genes y ninguno de ellos mostró diferencias en plantas athb40 

comparadas con WT (Figura 28d, e y f). A modo complementario, realizamos un análisis 

de transcriptómica en el cual comparamos raíces enteras de plantas de 7 días de líneas 

athb40 y WT. El resultado mostró sólo 68 genes expresados diferencialmente (Tabla 4). 

Entre estos genes se encuentran algunos relacionados a estrés biótico y abiótico y otros 

que codifican factores de transcripción. Lamentablemente, no logramos detectar 

ninguna vía señalización completa afectada significativamente. 
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Figura 28: Los niveles de transcriptos de LAX2 y PIN2 están aumentados en plantas 

mutantes athb40 respecto al genotipo salvaje 

Cuantificación de transcriptos de (a) LAX2, (b) PIN2, (c) LAX3, (d) PIN3, (e) PIN4 y (f) PIN7 en 
raíces enteras de plantas WT, mutantes athb40-1, -2 y -3 de 7 días. Las barras de error 
representan SEM. Los asteriscos indican diferencias significativas al hacer una prueba ANOVA 
entre WT y cada línea transgénica (*P < 0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; **** P <0,0001). 

 

Tabla 4: Genes expresados diferencialmente entre mutantes athb40 y WT en raíces de 

plántulas de 7 días 

ID Gen 

AT5G24240 AT5G35190 AT3G44300 AT1G04160 

AT5G35935 AT4G00670 AT3G07070 AT3G32040 

AT3G32030 AT1G30730 AT5G19800 AT2G25450 

AT5G41830 AT5G35920 AT1G60050 AT3G47790 

AT3G14210 AT1G34330 AT5G05840 AT5G40420 

AT1G33840 AT1G43590 AT3G17520 AT1G21940 

AT1G64795 AT2G05632 AT5G23115 AT3G28785 

AT2G01422 AT4G14548 AT3G10020 AT5G23220 
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AT4G04223 AT5G27845 AT5G57530 AT1G36675 

AT1G60110 AT5G06640 AT3G60330 AT5G24110 

AT5G44925 AT2G22540 AT3G30844 AT2G09970 

AT1G59930 AT3G59340 AT1G48130 AT4G19680 

AT5G66400 AT4G29930 AT3G30843 AT3G47340 

AT4G09350 AT2G01530 AT5G57540 AT2G41260 

AT4G36740 AT5G35940 AT1G14120 AT5G38940 

AT3G29635 AT3G56210 AT4G08410 AT3G06795 

AT1G75945 AT1G51830 AT4G07995 AT2G20520 

 

Tras observar la influencia de AtHB40 en la regulación de transportadores de auxinas, 

nos preguntamos si estas modificaciones eran lo suficientemente significativas como 

para alterar la distribución de la hormona. Con este objetivo realizamos cruzas de 

plantas mutantes y sobreexpresantes de AtHB40 con el reportero prDR5:GFP. Este es 

un promotor artificial sensible a la presencia de la hormona. Como se observa en la 

Figura 29 las cruzas prDR5:GFP x AT40 muestran una disminución significativa de la 

señal de GFP, mientras que en las cruzas con plantas mutantes athb40 no se observan 

diferencias de fluorescencia respecto al control. Analizando estas imágenes podemos 

decir que AtHB40 reprime la presencia de las auxinas en el ápice de la raíz primaria. 

 

Figura 29: La sobreexpresión de AtHB40 genera la ausencia de auxinas en el ápice 

radicular. 

Imágenes representativas de raíces de la línea prDR5:GFP y las cruzas prDR5:GFP x athb40 (-
1, -2 y -3) y prDR5:GFP x AT40 (-1 y -2). La barra negra representa 100 µm. 

Los resultados agrupados en esta sección muestran que AtHB40 modula la distribución 

de auxinas a través de la regulación de sus transportadores, lo que desencadena una 

respuesta gravitrópica alterada en plantas con niveles alterados de dicho FT. 

 



86 
 

4.2.3 AtHB40 regula directamente la expresión de LAX3 y altera los niveles de LAX2 y 

LAX3 impactando en la respuesta gravitrópica 

Nos preguntamos, al igual que como ocurrió con el estudio de CYCB1.1, si la regulación 

de AtHB40 sobre los transportadores de auxinas podría ser directa. Realizamos el 

análisis in silico de las regiones promotoras de LAX2, LAX3 y PIN2. Encontramos en el 

promotor de LAX3 una caja de reconocimiento perfecta (P3), es decir, que coinciden en 

orden e identidad las 9 bases de la secuencia pseudopalindrómica buscada. Además, 

identificamos una caja imperfecta (P2) donde coinciden 8 de las 9 bases (Figura 30a). 

En las regiones promotoras de LAX2 y PIN2 no encontramos sitios de unión putativos 

para AtHB40, lo que indicaría que no existe una regulación directa de estos 

transportadores.   

Para investigar si AtHB40 une a las secuencias encontradas en la región promotora de 

LAX3, hicimos un ChIP-qPCR. En el ensayo encontramos que AtHB40 se une a ambas 

secuencias putativas encontradas en la región promotora de LAX3 (P2 y P3 - Figura 

30b), pero no las regiones utilizadas como control (P1 y P4 � Figura 30b). De los 

resultados obtenidos podemos decir que LAX3 está directamente regulado por AtHB40. 

Sumamos como evidencia de esta regulación al análisis de un ensayo de DAP-seq 

realizado con FT generados in vitro (Bartlett y col., 2017), en el cual vemos que AtHB40 

une el promotor de LAX3. 
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Figura 30: AtHB40 une directamente la región promotora de LAX3  

(a) Representación esquemática del gen LAX3 en la que se indica la ubicación de los 
oligonucleótidos diseñados para el ensayo (P1, P2, P3 y P4). P2 y P3 son las posibles regiones 
de unión de AtHB40. (b) Análisis de los resultados obtenidos en el ensayo ChIP-PCR. Se usó 
PP2A como control negativo, determinando el nivel de fondo. Los valores se expresan como la 
relación entre AtHB40:HA IP e IgG IP, utilizada como control negativo. Las barras representan 
la desviación estándar (SE). 
 

Nuestro siguiente desafío fue saber si la regulación negativa de la respuesta gravitrópica 

ejercida por AtHB40 está relacionada con la modificación en los niveles y y/o actividad 

de los transportadores de auxinas. De ser así esperaríamos que, frente a la disminución 

de los niveles de transcriptos de los transportadores, la respuesta gravitrópica sea 

menor al control. Como herramientas para este estudio teníamos disponibles las 

mutantes lax2 y lax3. Evaluamos entonces la respuesta al gravitropismo del ápice 

radicular de estas mutantes y confirmamos que ambas muestran atraso leve pero 

significativo en la respuesta gravitrópica (Figura 31). Estas observaciones nos indicaron 

que la alteración a la respuesta gravitrópica, mediada por AtHB40 ocurre, al menos en 

parte, por la regulación de estos transportadores de auxinas. 

 

Figura 31: Las mutantes lax2 y lax3 tienen la respuesta gravitrópica alterada 

Cuantificación de los ángulos formados en la raíz primaria de plántulas WT, mutantes lax2 

(izquierda) y mutantes lax3 (derecha). Las barras de error representan SEM. Los asteriscos 
indican diferencias significativas al hacer una prueba t de Student entre WT y cada línea 
transgénica (* P < 0,05). 
 

4.2.4 La expresión de AtHB40 es regulado positivamente por IAA 

Habiendo establecido previamente el papel de AtHB40 en la regulación de ciertos 

transportadores de auxinas y su consecuente influencia en la concentración de éstas en 

la zona apical de la raíz primaria, surgió el interrogante de si es posible que las auxinas, 

a su vez, regulen la expresión de AtHB40. Tratamos plántulas de la línea 

prAtHB40:GUS, 3 días luego de la germinación, con 1 µM de IAA por 96 horas. Cuando 

evaluamos las tinciones histoquímicas obtenidas en las raíces de plántulas tratadas 
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encontramos mayor actividad de GUS tanto en el ápice de la raíz primaria como en el 

sistema vascular de la misma respecto del control (Figura 32). Por lo tanto, IAA ejercería 

una regulación positiva sobre la región promotora de AtHB40, lo cual indica que habría 

una regulación cruzada entre auxinas y AtHB40. 

 

Figura 32: IAA induce la actividad del 

promotor de AtHB40 

Imágenes representativas de ápices de 
raíces principales de plantas 
prAtHB40:GUS de 7 días de edad, 
crecidas en condiciones control 
(izquierda) y tratadas con 1 µM de IAA 
(derecha). La barra negra representa 40 
µm. 

 

4.3 El papel inhibitorio de AtHB53 en el crecimiento de la raíz primaria y su potencial 

rol como regulador de AtHB40 en el ápice de la raíz primaria 

4.3.1 AtHB53 reprime el crecimiento de la raíz primaria. 

En más de una ocasión se han descripto genes parálogos, pertenecientes a la familia 

HD-Zip tipo I, compensándose entre ellos o actuando en conjunto en diferentes 

funciones (Li y col., 2023). Fue por esto que tras descubrir diversas funciones que 

AtHB40 cumple en la raíz principal, nos propusimos investigar si sus genes parálogos 

también desempeñan funciones en el desarrollo radicular. Iniciamos esta parte del 

estudio con AtHB53, ya que si bien no fue descripto que se expresara en el ápice de la 

raíz primaria (Figura 33a), si se ha observado su expresión en raíces secundarias 

(González-Grandío y col., 2017). Por su parte, no se ha detectado en ningún estudio 

previo la expresión en raíces de AtHB21, el tercer miembro del clado, al menos durante 

los estadios estudiados. Con el fin de continuar explorando las posibles funciones de 

estos genes en el complejo proceso de desarrollo de raíces primarias, decidimos 

estudiar el crecimiento de la misma en ausencia de AtHB53, para ello utilizamos una 

mutante insercional para este gen (athb53, Figura 33b). En condiciones control de 

crecimiento, observamos que las plantas athb53 presentan una longitud 

significativamente mayor de su raíz primaria comparadas con las plantas WT, a lo largo 

de los 11 días ensayados. En la Figura 33c se observan los valores de longitud medidos 

en plántulas de 6 días. Este resultado nos sorprendió en cierta medida, debido a la falta 

de evidencia sobre la expresión de AtHB53 en la zona meristemática de la raíz primaria. 
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Sin embargo, sabemos que los factores de transcripción pueden estar involucrados en 

cascadas regulatorias complejas. Por lo tanto, es posible que veamos modulaciones 

generadas por un FT en zonas donde estos factores no se expresan.   

 

Figura 33: AtHB53 tiene un rol represor en el crecimiento de la raíz primaria  

(a) Imagen representativa de la raíz principal en plántulas de 7 días de la línea prAtHB53:GUS 
luego del proceso de tinción histoquímica. Las plantas crecieron en placas verticales en 
condiciones control. La barra negra representa 40 µm. (b) Representación esquemática de 
AtHB53, en la cual se indica la ubicación del ADN-T inserto en la línea mutante arhb53. (b) 
Cuantificación de la longitud de la raíz primaria en plántulas de 6 días de los genotipos WT y 
athb53. Las barras de error representan SEM. Los asteriscos indican diferencias significativas 
al hacer una prueba t de Student entre WT y athb53 (*P < 0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; **** 
P <0,0001). 

Continuando la caracterización fenotípica de las mutantes athb53, en el mismo sentido 

que lo hicimos con las líneas athb40, realizamos fotografías en microscopio confocal 

utilizando tinciones de ioduro de propidio tanto de raíces de plántulas athb53 como 

genotipo salvaje. Las fotografías tomadas fueron utilizadas para cuantificar el número 

de células en la ZT en los distintos genotipos. El resultado obtenido nos mostró que la 

línea athb53 tiene una mayor cantidad de células en la ZT que las plantas WT (Figura 

34). Estos resultados en conjunto nos muestran que AtHB53 tiene un rol represor sobre 

el crecimiento de la raíz primaria. 
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Figura 34: La línea athb53 presenta mayor número de células en la zona de transición que 

su control 

(a) Fotografías tomadas con microscopio confocal luego de la tinción con ioduro de propidio, las 
flechas marcan el inicio y el fin de la zona de transición (ZT) en las líneas control y mutante. La 
barra blanca representa 100 µm. (b) Cuantificación del número de células en la ZT en raíces 
primarias de plántulas de 7 días de los genotipos WT y athb53, crecidas en condiciones control. 
Las barras de error representan SEM. Los asteriscos indican diferencias significativas al hacer 
una prueba t de Student entre WT y athb53 (*P < 0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; **** P <0,0001).   

4.3.2 El rol de AtHB53 en el crecimiento de la raíz primaria no es regulado por ABA 

Considerando una vez más que el desbalance de ABA en raíces suprime la 

diferenciación celular y que esto se evidencia al observar un aumento en el número de 

células en ZT (Zhang y col., 2010), evaluamos si esta hormona afecta el patrón de 

expresión de AtHB53 en el ápice radicular. Los tratamientos en la línea prAtHB53:GUS 

se realizaron a diferentes tiempos, ya que contemplamos también la posibilidad de que 

exista una regulación rápida por parte de ABA o de su inhibidor pero que no sea 

sostenida en el tiempo. Las tinciones histoquímicas se realizaron siempre en plantas de 

7 días, los tiempos de tratamiento evaluados fueron 3, 6, 8, 24 y 96 horas. En todos los 

puntos el resultado obtenido fue el mismo, no hubo cambios en la actividad de la región 

promotora de AtHB53 en la punta de la raíz primaria al alterar mediante tratamiento la 

concentración endógena de ABA (Figura 35). 
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Figura 35: El patrón de expresión de 

AtHB53 no se modifica en la raíz primaria 

frente a los tratamientos con ABA o 

Fluridona  

Imágenes representativas de ápices de raíz 
primaria de plántulas de la línea 
prAtHB53:GUS, de 7 días, a las que se le 
realizó tinción histoquímica después de 6 
horas de ser trasplantadas a condición 
control o a tratamiento con ABA o Fluridona, 
respectivamente. La barra negra representa 
40 µm. 

Si bien el patrón de expresión no se modificó, decidimos evaluar si el tratamiento con la 

hormona o su inhibidor afectan el crecimiento de las raíces diferencialmente. Los 

genotipos control y athb53, crecieron primeramente en condiciones control y luego de 3 

días se pasaron a los respectivos tratamientos. En los gráficos presentados en la Figura 

36 se muestra el resultado de las mediciones realizadas, podemos ver que las raíces de 

las plántulas athb53 siguen siendo de mayor longitud que las raíces del genotipo control, 

independientemente del tratamiento. Estos resultados nos permiten decir que AtHB53 

no es regulado por ABA y que el crecimiento diferencial de las raíces que se genera en 

ausencia de AtHB53 no es dependiente de ABA en las condiciones y tejidos ensayados. 
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Figura 36: Las plantas athb53 no responden diferencialmente al tratamiento con ABA y 

Fluridona  

Longitud de la raíz primaria de plantas WT y athb53, de 6 días de edad, a las que se le aplicaron 
diferentes tratamientos 10 µM ABA (izquierda) y 10 µM fluridona (derecha). Las barras de error 
representan SEM. Los asteriscos indican diferencias significativas al hacer una prueba t de 
Student entre Col-0 y athb53 (*P < 0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; **** P <0,0001). 

4.3.3 IAA regula positivamente la expresión de AtHB53 en el ápice radicular 

Considerando las similitudes fenotípicas entre las plantas mutantes athb53 y athb40, 

planteamos como hipótesis la posibilidad de una interacción entre estos factores de 

transcripción, decidimos continuar investigando. Teniendo en cuenta la estrecha 

relación entre AtHB40 y las auxinas, iniciamos estudiando el patrón de expresión de 

AtHB53 bajo la influencia de IAA exógeno. Al igual que con los ensayos con ABA, 

consideramos una posible regulación rápida, por lo que analizamos los mismos tiempos 

de tratamiento. Las tinciones histoquímicas muestran que en 3 horas de tratamiento con 

10 µM IAA la línea prAtHB53:GUS no presenta diferencias respecto al control. Sin 

embargo, a partir de 6 horas actividad de la proteína reportera tanto en células de la 

columela como en el sistema vascular de la raíz primaria y este escenario se mantuvo 

al menos hasta las 8 horas de tratamiento. Evaluamos también el tratamiento con IAA a 

una concentración menor, 1 µM IAA, durante 3 días y la actividad del reportero en este 

caso se encontró en la raíz principal, solo en células de la columela (Figura 37). Este 

resultado mostró que AtHB53 se expresaría en raíces primarias, y con un patrón muy 

similar a AtHB40, al modificar la concentración de auxinas endógenas. 

 



93 
 

Figura 37: IAA activa la región promotora de AtHB53 en raíz primaria 

Imágenes representativas de raíces de plántulas prAtHB53:GUS de 7 días crecidas en 
condiciones control (izquierda) y tratadas por 3, 6, 8 horas con 10 µM IAA y 96 horas con 1 µM 
IAA respectivamente, de izquierda a derecha. 

 

Decidimos evaluar la longitud de raíces en mutantes athb53 tratadas con IAA, debido a 

esta nueva regulación encontrada. Expusimos plántulas mutantes y salvajes a 

tratamientos con diferentes concentraciones de IAA (0,01 µM, 0,1 µM y 1 µM). El 

resultado de la cuantificación de la longitud de la raíz primaria en las distintas 

condiciones de crecimiento indicó que la línea athb53 mantiene la diferencia de longitud 

con las plántulas WT (Figura 38). Si bien las mutantes se afectan por el tratamiento, lo 

hacen en similar medida que las plantas WT. 

 

Figura 38: Las plantas athb53 no responden diferencialmente al tratamiento con IAA 

Resultados obtenidos de la cuantificación de la longitud raíz primaria en plantas WT y athb53, 
de 6 días de edad, que fueron sometidas a diferentes concentraciones de IAA. (a) 0 µM IAA 
(control), (b) 0,01 µM IAA, (c) 0,1 µM IAA y (d) 1 µM IAA. Las barras de error representan SEM. 
Los asteriscos indican diferencias significativas al hacer una prueba t de Student entre WT y 
athb53 (*P < 0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; **** P <0,0001). 

4.3.4 AtHB53 no afecta la respuesta gravitrópica 

La principal relación de AtHB40 y la regulación que ejerce sobre las auxinas es la 

influencia en la respuesta gravitrópica de la raíz primaria, por esto decidimos cuantificar 

esta respuesta en las mutantes de athb53, luego de observar que IAA regula su 

expresión. La cuantificación de los ángulos generados en los ápices radiculares de 

plantas WT y athb53 mostró que no hay diferencias significativas entre los genotipos en 

la respuesta frente a 6 horas de estímulo (Figura 39a). Evaluamos también la presencia 

y distribución de amiloplastos en ambos genotipos y tampoco encontramos variación 

entre ellos (Figura 39b). Consideramos con estos resultados que AtHB53, en las 

condiciones y estadios ensayados, no participa en la modulación de la respuesta 

gravitrópica. 
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Figura 39: La mutante athb53 no responde diferencialmente al estímulo gravitrópico 

(a) Cuantificación del ángulo formado por las puntas de las raíces primarias, 6 horas después 
del estímulo gravitrópico de 90°, en los genotipos WT y athb53. (b) Fotografías de raíces 
primarias, de plántulas de 7 días, tenidas con lugol. La barra negra representa 40 µm. 

4.3.5 AtHB53 regula a AtHB40 en el ápice radicular 

La similitud entre el patrón de expresión de AtHB53 en presencia de IAA exógeno y el 

patrón de expresión de AtHB40 en condiciones control proporciona evidencia adicional 

de una posible regulación entre estos genes parálogos. En vista de esto, decidimos 

realizar cruzas genéticas para investigar si existe control entre ellos. Las cruzas 

realizadas fueron las siguientes: prAtHB53:GUS x athb40, prAtHB53:GUS x AT40 y 

prAtHB40:GUS x athb53. En el análisis de las tinciones histoquímicas encontramos que 

las raíces de las cruzas prAtHB40:GUS x athb53 muestran una actividad reducida de 

GUS comparadas con las plantas prAtHB40:GUS en la zona de la columela, y la señal 

del reportero se pierde completamente en el sistema vascular; esto indica que AtHB53 

es un regulador positivo de AtHB40 (Figura 40a). Al analizar las cruzas de mutantes y 

sobreexpresantes de AtHB40 con prAtHB53:GUS no vimos alteraciones en la actividad 

de GUS en la raíz primaria (Figura 40b), por lo que AtHB40 no parecería afectar la 

expresión de AtHB53 en estos tejidos y en las condiciones ensayadas. 
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Figura 40: AtHB53 es un regulador positivo de AtHB40 

(a) Imágenes de raíces primarias de tinciones histoquímicas en plántulas prAtHB40:GUS y en 
las cruzas de ésta con la mutante athb53. (b) Fotografías representativas de tinciones 
histoquímicas en plántulas prAtHB53:GUS,  prAtHB53:GUS x athb40-2 y prAtHB53:GUS x 

AT40-3, crecidas en condiciones control por 7 días. La barra negra representa 40 µm. 

Estos últimos resultados nos llevaron a plantear la hipótesis de que la inducción del 

promotor de AtHB40 por IAA podría estar también mediada por AtHB53. Realizamos 

entonces el tratamiento con IAA en las cruzas prAtHB40:GUS x athb53 y prAtHB40:GUS 

como control; luego hicimos la tinciones histoquímicas. En el análisis de las cruzas 

observamos actividad del reportero en células de la columela, pero no en el sistema 

vascular ni en células de la cofia lateral (Figura 41). Este resultado apoya la hipótesis 

antes mencionada. 

Lo expuesto en esta parte indica que AtHB53 modula la expresión de AtHB40 en el 

sistema vascular y en el ápice radicular, pero no ocurre la regulación opuesta. También 

que la expresión de ambos genes está regulada por auxinas en los tejidos evaluados. 
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Figura 41: AtHB53 regula la 

inducción de AtHB40 mediada por 

IAA 

Imágenes representativas que 
muestran la actividad de GUS en 
plántulas de 7 días de la línea 
prAtHB40:GUS y la cruza 
prAtHB40:GUS x athb53 tras ser 
tratadas 8 horas con IAA 1 µM. La 
barra negra representa 40 µm. 

4.4 AtHB53 participa en el desarrollo de raíces secundarias 

4.4.1 AtHB53 inhibe el crecimiento de raíces secundarias. 

Inicialmente, nuestra investigación se centró en la raíz primaria, razón por la cual 

dirigimos nuestros esfuerzos hacia la caracterización fenotípica en esta área. Sin 

embargo, basándonos en los hallazgos previos de González-Grandío y col. (2017) 

sabemos en plántulas la expresión de AtHB53 se encuentra focalizada en raíces 

secundarias. Este resultado fue replicado en nuestro laboratorio al realizar tinciones 

histoquímicas de la línea prAtHB53:GUS en plántulas de 7 días. El análisis de este 

ensayo reveló una alta actividad de la proteína reportera en primordios de raíz 

secundaria, desde el primer estadio y se mantuvo en el primordio a lo largo de su 

desarrollo (Figura 42a). Una vez la raíz lateral emerge, la actividad de GUS se mantiene 

en todos sus tipos celulares, hasta los primeros estadios de elongación (Figura 42b). 

Por su parte en raíces laterales ya elongadas, el patrón de expresión se modifica, la 

expresión del reportero se restringe a la zona de unión de la raíz secundaria con la 

primaria, al sistema vascular de la raíz lateral y también a las células de la columela y 

región meristemática de la misma (Figura 42c). Podemos decir entonces que AtHB53 

se encuentra en todos los estadios de desarrollo de la raíz secundaría, desde su origen 

hasta ser una raíz lateral emergida y elongada. 



97 
 

 

Figura 42: AtHB53 se expresa en raíces secundarias durante todo su desarrollo 

Imágenes representativas de tinciones histoquímicas realizadas en plántulas prAtHB53:GUS 
de 7 días, crecidas en condiciones control, en placas verticales. (a) Primordios de raíces 
laterales secundarias, distintos estadios. (b) Raíces secundarias emergidas, las imágenes 
capturadas reflejan diversas etapas del proceso de emergencia de la raíz. (c) Imagen de dos 
segmentos de una raíz lateral secundaria elongada. A la izquierda el nacimiento desde la raíz 
primaria y a la derecha la región apical. La barra negra representa 40 µm. 
 

Decidimos usar el patrón de expresión de AtHB53 claramente definido en las raíces 

laterales como guía para continuar con su estudio funcional. Procedimos entonces a 

evaluar parámetros fenotípicos relacionados a estas estructuras radiculares. Teniendo 

en cuenta que AtHB53 en raíz principal cumple un rol modulando el crecimiento, 

cuantificamos la longitud de las raíces laterales. El análisis de la sumatoria de la longitud 

de todas las raíces secundarias por plántula nos mostró que las mutantes athb53 tienen 

mayor longitud total de raíces laterales, alcanzando casi el doble de longitud que las 

plantas de genotipo salvaje, en las condiciones ensayadas (Figura 43a). Como las 

mutantes presentan también mayor diferencia en longitud de raíz principal que las 

plantas WT (Figura 43b), decidimos relativizar, por plántula, la sumatoria de la longitud 

de las raíces secundarias a la longitud de su raíz principal. Obtuvimos diferencias 

significativas entre los genotipos (Figura 43c). Con estos resultados podemos decir que 

las mutantes athb53 no solo tienen mayor longitud total de raíces secundarias por 

plántula, sino que además proporcionalmente tiene mayor longitud de raíces laterales 

por milímetro de raíz principal, logrando una mayor superficie de cobertura con su 

sistema radicular que las plántulas WT a los 8 días en condiciones control. 
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Figura 43: Las mutantes athb53 tienen mayor longitud de raíces secundarias 

(a) Gráfica que muestra la sumatoria de longitud de las raíces laterales, expresada en 
milímetros, de líneas WT y athb53. (b) Imágenes representativas de plántulas WT y athb53 de 
8 días, crecidas en condición control. La barra negra representa 5 mm. (c) Representación 
gráfica de lo obtenido para la longitud relativa de raíces laterales para los genotipos WT y 
athb53, estos valores expresan la relación calculada como: sumatoria de longitud de raíces 
secundarias/longitud de raíz principal. Las barras de error representan SEM. Los asteriscos 
indican diferencias significativas al hacer una prueba t de Student entre Col-0 y athb53 (*P < 
0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; **** P <0,0001). 

 

Continuando en el estudio funcional de AtHB53 en raíces laterales, cuantificamos el 

número de raíces laterales secundarias, clasificándolas como primordios (PRL) o 

emergidas (RLE), en plántulas de 8 días crecidas en condiciones control en placas 

verticales. Los resultados los expresamos como la densidad de PRL o RLE, para 

independizar la cuantificación de la diferencia en longitud de la raíz primaria en los 

genotipos estudiados. Al comparar los valores obtenidos para plántulas de genotipo 

salvaje con los obtenidos para plántulas athb53, vemos que no hay diferencias 

significativas para ninguna de estas medidas (Figura 44). Por este resultado podemos 

decir que AtHB53 no está implicado en la iniciación ni en la emergencia de raíces 

laterales secundarias. 
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Figura 44: La línea athb53 no tiene diferencias significativas en la densidad de raíces 

secundarias con el genotipo control 

(a) Densidad de primordios de raíces laterales en plántulas WT y athb53. (b) Densidad de 
raíces laterales emergidas en líneas WT y athb53. (c) Densidad de raíces laterales totales (PRL 
+ RLE). Estos valores expresan el número de PRL, RLE o RLT/mm de longitud de la raíz 
primaria, de plántulas de 8 días crecidas en condiciones control. Las barras de error 
representan SEM. 

 

4.4.2 En raíces secundarias AtHB53 se encuentra regulado por IAA y ABA 

Para estudiar la posible regulación por hormonas de AtHB53 y el impacto putativo en el 

desarrollo de raíces secundarias, sometimos plántulas portadoras de la construcción 

génica prAtHB53:GUS al tratamiento con IAA y ABA. Comenzamos evaluando el patrón 

de expresión en raíces laterales en plantas tratadas con IAA ya que, como se mostró 

anteriormente, el agregado exógeno de esta hormona genera cambios en la actividad 

del promotor de AtHB53 en el ápice de la raíz primaria. Luego de 8 horas de tratamiento 

con 1 µM IAA se observa mayor actividad de la proteína reportera a lo largo del sistema 

vascular de la raíz primaria en la zona en la que se encuentra una raíz lateral (Figura 

45). Al focalizar la observación sobre la zona apical de las raíces secundarias elongadas 

podemos ver que el tratamiento con IAA induce la actividad del promotor de AtHB53 en 

el sistema vascular de la misma (Figura 45).  
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Figura 45: IAA regula positivamente a AtHB53 en la zona de nacimiento y en el sistema 

vascular de raíces secundarias elongadas 

Imágenes representativas de tinciones histoquímicas en plantas prAtHB53:GUS de 7 días 
crecidas en condiciones control (arriba) y tratadas por 8 horas con 1 µM IAA (abajo). En cada 
caso observamos raíces secundarias iniciadas (primordios) y recientemente emergidas en la 
primera fila y raíces laterales emergidas ya elongadas en la segunda fila de imágenes. La barra 
negra mide 40 µM. 

 

Por otro lado, en los tratamientos con ABA aplicamos al medio tres concentraciones 

diferentes (5, 7,5 y 10 µM) en plantas prAtHB53:GUS de 3 días durante 96 horas. Al 

evaluar los diferentes estadios de primordios no hay diferencias entre los tratamientos y 

el control (Figura 46). En cambio, la actividad de la proteína reportera GUS disminuye 

en raíces secundarias emergidas en las plantas tratadas, y, además dicha disminución 

se correlaciona con el aumento de la concentración de hormona (Figura 46). Esto 

muestra que ABA ejerce una regulación diferencial de AtHB53 en los diferentes tipos de 

raíces secundarias, actúa como regulador negativo de AtHB53 en emergidas mientras 

que no tiene efecto sobre los primordios. 
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Figura 46: AtHB53 es regulado negativamente por ABA en raíces secundarias emergidas  

Imágenes representativas de tinciones histoquímicas realizadas en plántulas prAtHB53:GUS de 
7 días las cuales fueron tratadas por 96 horas con 0; 5; 7,5 y 10 µM ABA. Primordios de raíces 
secundarias en la parte superior, y raíces secundarias emergidas en la parte inferior. La barra 
negra representa 40 µm. 

4.5 Explorando el papel de AtHB40 en el desarrollo de raíces secundarias 

4.5.1 AtHB40 participa en el crecimiento de raíces secundarias. 

De la misma manera que la investigación inicial se enfocó en el estudio de la raíz 

primaria debido a la expresión de AtHB40 en la misma, la observación de actividad del 

gen reportero en las líneas prAtHB40:GUS en las raíces laterales secundarias originó 

cuestionamientos sobre su función en estas estructuras radiculares. El promotor de 

AtHB40 es activo en la base de los primordios, sobre el sistema vascular de la raíz 

primaria (Figura 47a), y este patrón se mantiene cuando la misma emerge (Figura 47b). 

Una vez que el ápice de la raíz lateral emergida adquiere su identidad como meristema 

la región promotora estudiada se activa en estas células. Esta expresión se mantiene 

incluso durante el proceso de elongación de la raíz secundaria, en la que también se 

observa actividad GUS en el sistema vascular (Figura 47c). Encontramos entonces que 

el promotor de AtHB40 es activo a lo largo de todos los estadios de desarrollo de una 

raíz secundaria. 
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Figura 47: AtHB40 se expresa en raíces laterales secundarias  
Imágenes representativas de tinciones histoquímicas que muestran la actividad del reportero 
GUS en plántulas de 7 días de la línea prAtHB40:GUS-1, crecidas en condiciones control. (a) 
Primordios de raíces secundarias. (b) Raíz lateral emergida. (c) Raíces laterales emergidas. La 
barra negra representa 40 µm. 

Dado que AtHB40 ejerce una función supresora fuerte sobre el crecimiento de la raíz 

primaria, procedimos a evaluar la longitud de las raíces secundarias en las plantas 

mutantes de athb40. Al comparar la sumatoria de la longitud de raíces laterales por 

genotipo obtuvimos que las tres líneas mutantes tienen mayor longitud total que las 

plantas de genotipo salvaje (Figura 48a). Los valores obtenidos fueron relativizados a 

las longitudes de raíz primaria correspondiente y los resultados mostraron que, si bien 

hay una tendencia por parte de las líneas athb40 a tener mayor longitud de raíces 

laterales en proporción a longitud de raíz primaria respecto de WT, solo para athb40-3 

esta diferencia es estadísticamente significativa (Figura 48b). Podemos decir entonces 

que las mutantes athb40 tienen una mayor longitud de raíces laterales por plántula 

respecto a WT pero, proporcionalmente entre los genotipos tienen similar longitud de 

raíz secundaría por mm de raíz principal. 
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Figura 48: Las mutantes tienen mayor longitud de raíces secundarias por plántula  

(a) Sumatoria de longitud de raíces secundarias, expresada en milímetros, por plántula para los 
genotipos WT, athb40-1, athb40-2 y athb40-3. (b) Longitud de raíces laterales relativizada a la 
longitud de raíz primaria de las líneas mutantes athb40 y el genotipo control WT. Las barras de 
error representan SEM. Los asteriscos indican diferencias significativas al hacer una prueba t 
de Student entre WT y las líneas athb40 (*P < 0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; **** P <0,0001). 

 

Considerando la importancia no sólo del crecimiento, sino también del desarrollo de las 

raíces laterales en la fisiología de la planta, decidimos cuantificar la densidad de raíces 

laterales, clasificándolas según su etapa en primordios y emergidas. Los resultados se 

presentan relativizados a la longitud de la raíz principal dada la diferencia de la misma 

entre los genotipos estudiados. La cuantificación en condiciones control mostró que no 

hay diferencias en la densidad de raíces laterales en ninguno de sus estadios entre las 

tres líneas athb40 y el genotipo control (Figura 49).  
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Figura 49: Las líneas athb40 no tienen diferencias significativas en la densidad de raíces 

laterales respecto al control  

Gráficas de la cuantificación para los genotipos mutantes de AtHB40 y su control WT (a) 
Densidad relativa de primordios de raíces laterales (PRL). (b) Densidad relativa de raíces 
laterales emergidas (RLE). (c) Densidad relativa de raíces laterales totales (PRL + RLE). Estos 
valores expresan el número de PRL o RLE/mm de la longitud de la raíz primaria, de plántulas 
crecidas en condiciones control. Las barras de error representan SEM. Los asteriscos indican 
diferencias significativas al hacer una prueba ANOVA entre WT y cada línea athb40 (*P < 0,05; 

** P <0,01; *** P <0,001; **** P <0,0001). 

4.5.2 ABA reprime la actividad del promotor de AtHB40 en raíces laterales emergidas 

Al observar la regulación recíproca entre ABA y AtHB40 en la raíz primaria, nos interesó 

comprender cómo esta interacción podría extenderse a otros aspectos del desarrollo 

radicular. Por lo que, con el objetivo de obtener una visión más completa y detallada del 

efecto de AtHB40 en el desarrollo global de la raíz, decidimos ampliar nuestro estudio e 

incluir la hormona ABA en el análisis expresión de AtHB40 en raíces laterales. 

Realizamos el ensayo con 3 concentraciones de ABA (5; 7,5 y 10 µM) tomamos plantas 

de la línea prAtHB40:GUS de 3 días de edad crecidas en condiciones control y luego se 

pasaron al medio suplementado con la hormona. Tras 96 horas de tratamiento 

realizamos las tinciones histoquímicas. Las imágenes muestran que la actividad de GUS 

disminuye en las raíces laterales en presencia de ABA, el efecto es dependiente de la 

concentración de hormona llegando a no ser detectable en las plantas tratadas con 10 

µM de ABA (Figura 50). Esto muestra un comportamiento diferencial de ABA sobre 

AtHB40 dependiendo de la estructura radicular, mientras en raíz primaria lo regula 

positivamente en raíces laterales a regulación es negativa. 
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Figura 50: En raíces laterales AtHB40 es reprimido por ABA   

Imágenes representativas de raíces secundarias emergidas pertenecientes a 
plántulas de 7 días de la línea prAtHB40:GUS tratadas por 96 horas con 
concentraciones crecientes de ABA (5; 7,5 y 10 µM). La barra negra representa 40 
µm. 

 

4.6 Descubriendo el impacto de AtHB40 y AtHB53 en la tolerancia a NaCl 

4.6.1 NaCl activa el promotor de AtHB40 y de AtHB53 en el ápice de la raíz primaria. 

Los factores de transcripción HD-Zip tipo I han sido identificados como reguladores 

claves en la respuesta de las plantas a una variedad de estreses abióticos. En el 

contexto de nuestra investigación centrada en AtHB40, y considerando su regulación 

cruzada con ABA, el cual desempeña un papel crucial en la adaptación de las plantas a 

la salinidad del suelo, nos propusimos explorar si AtHB40 también está involucrado en 

la respuesta de las plantas ante la salinidad. Incluimos también a AtHB53 dentro de este 

estudio, dado su papel en la regulación de AtHB40 y en la modulación del desarrollo 

radicular.  

Para abordar estos objetivos, llevamos a cabo ensayos utilizando las líneas 

prAtHB40:GUS y prAtHB53:GUS, las cuales serán sometidas a tratamientos con 150 

mM NaCl durante diferentes intervalos de tiempo. El resultado obtenido de esta 

experiencia para la línea prAtHB40:GUS mostró una mayor expresión de GUS en el 

ápice de la raíz primaria en plantas de 7 días que permanecieron 24 horas en las placas 

de tratamiento que las plantas control (Figura 51a). Para el caso de la línea 

prAtHB53:GUS no vimos diferencias en las plantas de 7 días tratadas durante 24 horas 

respecto de su control (Figura 51a). Evaluamos también el patrón de expresión de estos 

FT al exponer a condiciones salinas a plantas de 4 días. Después de 24 horas de 150 

mM NaCl, la actividad del promotor se vio fuertemente inducida en la raíz principal, tanto 

en la línea prAtHB40:GUS y prAtHB53:GUS respecto de sus controles (Figura 51b) y se 

mantuvo a las 48 y 72 horas de exposición a la sal. El conjunto de estos resultados 

denota que ambos factores de transcripción estarían regulados por salinidad pero que 

dicha regulación no ocurre de la misma manera para AtHB40 que para AtHB53. 
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Figura 51: El NaCl induce la actividad del promotor de AtHB40 y AtHB53 en el ápice de la 

raíz primaria  

(a) Imágenes representativas de tinciones histoquímicas realizadas en plantas prAtHB40:GUS y 
prAtHB53:GUS de 7 días de edad en condición control y tratadas por 24 horas con 150 mM 
NaCl. (b) Tinciones histoquímicas de plantas de la línea prAtHB53:GUS de 4 días crecidas en 
condiciones control y tratada por 24 horas con 150 mM NaCl. La barra negra representa 40 µm. 

4.6.3 AtHB40 y AtHB53 regulan negativamente la germinación en condiciones salinas 

Los suelos salinos representan un entorno adverso para la germinación de las semillas, 

y la regulación precisa de este proceso es esencial para el desarrollo posterior de las 

plantas bajo condiciones de estrés. Por lo tanto, nos propusimos investigar cómo la 

germinación se afecta por la presencia de 150 mM NaCl en el medio de cultivo, utilizando 

líneas mutantes de athb40 y athb53. En condiciones control las líneas mutantes y el 

genotipo salvaje germinan en la misma proporción estando el 100% de las semillas 

germinadas a las 48 horas de haberse colocado en la cámara de cultivo. En cambio, al 

evaluarlas en salinidad vemos que hay un mayor número de semillas de las líneas de 

athb40 y athb53 germinadas que de semillas WT a las 50 horas de sembradas en el 

medio de cultivo (Figura 52). Eventualmente, al continuar el ensayo por más días, todos 

los genotipos igualan el porcentaje de germinación. 
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4.6.4 AtHB40 regula la expresión de LAX3 en raíces primarias también en salinidad 

Considerando la disminución de los niveles de LAX3 en raíces de plántulas expuestas 

al NaCl y nuestro interés en la influencia de AtHB40 en condiciones salinas, así como 

su papel como regulador directo de LAX3, hemos optado por examinar las cruzas 

prLAX3:GUS x athb40 bajo tratamiento con 150 mM de NaCl. Las tinciones 

histoquímicas realizadas luego del tratamiento NaCl revelaron que las cruzas presentan 

actividad de la proteína reportera en células de la columela mientras que en el control la 

actividad del promotor se pierde (Figura 54). Este resultado indica que AtHB40 regula la 

 

Figura 53: Las plántulas athb40 y athb53 se desarrollan de mejor manera que las WT en 

medio salino   

(a) Longitud de la raíz primaria de plantas WT, athb40 y athb53, de 6 días de edad, a las que 
se le aplicaron 75 mM NaCl y 150 mM NaCl. Las barras de error representan SEM. Los 
asteriscos indican diferencias significativas al hacer una prueba t de Student entre WT y cada 
una de las líneas mutantes (*P < 0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; **** P <0,0001). (b) 

Representación gráfica de porcentajes de plantas WT, athb40 y AT40 vivas y muertas a los 11 
días de tratamiento con 150 mM de NaCl. (c) Fotografías que muestran el desarrollo de plantas 
WT y athb53 tras 7 días en tratamiento con 150 mM de NaCl. 
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expresión de LAX3 en la columela de las raíces primarias en condiciones salinas, como 

lo observamos también en condiciones control. Por otra parte, muestra que LAX3 es 

regulado por NaCl en este tejido. 

 

Figura 54: La expresión de LAX3 es modulada por AtHB40 en 150 mM de NaCl  

Imágenes representativas de tinciones histoquímicas realizadas en plántulas de 7 días de las 
líneas prLAX3:GUS y athb40 x prLAX3:GUS que fueron tratadas por 96 horas con 150 mM de 
NaCl. La barra negra representa 40 µm. 
 

4.6.5 AtHB40 y AtHB53 participan en el desarrollo de raíces laterales en condiciones 

de salinidad  

Retomando el análisis del patrón de expresión realizado en condiciones de salinidad en 

las plantas prAtHB40:GUS y prAtHB53:GUS, pero esta vez observando que la expresión 

en las raíces secundarias de ambas líneas disminuye con el tratamiento de 24 horas 

con 150 mM NaCl (Figura 55). Por lo que una vez más nos encontramos con 

regulaciones diferenciales para las distintas estructuras radiculares. EL NaCl en altas 

concentraciones induce la expresión de AtHB40 y AtHB53 en la raíz primaria mientras 

que lo reprimen en las secundarias. 
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Figura 55: El NaCl disminuye la actividad de los promotores de AtHB40 y AtHB53 en 

raíces secundarias  

Imágenes representativas de tinciones histoquímicas realizadas en plántulas de 7 días, de las 
líneas prAtHB40:GUS y prAtHB53:GUS crecidas en condiciones control o tratadas por 24 
horas con 150 mM NaCl. La barra negra representa 40 µm. 

 

Dado que en este punto nuestro interés es comprender la función de estos factores de 

transcripción en condiciones salinas, y considerando las modificaciones observadas en 

la expresión génica en las raíces secundarias en respuesta al tratamiento con NaCl, 

procedimos con el estudio cuantitativo de la longitud de las raíces laterales. Realizamos 

el ensayo con dos concentraciones diferentes de NaCl, 75 y 150 mM, utilizando los 

genotipos mutantes athb40 y athb53, y WT como control. El tratamiento con 75 mM de 

NaCl genera en todos los genotipos un menor desarrollo de raíces secundarias en 

comparación con las condiciones control. Específicamente, las líneas athb40 muestran 

una mayor longitud total de raíces laterales, aunque esta diferencia no es significativa 

en comparación con el genotipo control. Por otro lado, la suma de las raíces laterales 
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de las mutantes athb53 es significativamente mayor que las del WT (Figura 56). Cuando 

trabajamos con una concentración de 150 mM NaCl durante 8 días, las plantas del 

genotipo WT aún no desarrollaron raíces laterales cuantificables, mientras que los 

genotipos mutantes sí lo hicieron (Figura 56).  

 

Figura 56: Las líneas athb40 y athb53 tienen mayor longitud de raíces 

secundarias emergidas respecto de Col-0 en condiciones salinas  

Sumatoria de la cuantificación de longitud de las raíces laterales secundarías por 
plántula en los genotipos Col-0, athb40-1, athb40-2, athb40-3 y athb53. Se trabajó 
con plántulas de 8 días tratadas con diferentes concentraciones de salinidad: 0 
(control), 75 y 150 mM de NaCl. Las barras de error representan SEM. Los asteriscos 
indican diferencias significativas al hacer una prueba ANOVA entre WT y cada línea 
transgénica (*P < 0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; **** P <0,0001). 
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5 Discusión 
 

5.1 Rol de AtHB40 y AtHB53 en el desarrollo de la raíz primaria 

La arquitectura de las plantas es de gran importancia para su desarrollo y tolerancia al 

estrés. Mediante su modificación se puede obtener un mejor rendimiento de los cultivos 

(Guo y col., 2020). La arquitectura completa de las plantas no está formada sólo por la 

parte visible de las mismas sino también por la parte subterránea, las raíces. Éstas 

controlan procesos de gran alcance como la toma de agua, absorción de nutrientes y el 

anclaje dando el soporte mecánico (Roychoudhry y col., 2022). Se están realizando 

avances significativos en comprender cómo se controla esta arquitectura y el estudio de 

la misma en diversas condiciones de crecimiento. Hay muchos miRNA, factores de 

transcripción (FT) y otras proteínas asociadas que regulan la arquitectura de las plantas, 

principalmente a través de la modulación de la homeostasis hormonal y sus cadenas de 

señalización (Guo y col., 2020). 

En este trabajo investigamos el rol de dos FT HD-Zip de tipo I AtHB40 y AtHB53 en el 

desarrollo radicular. Al evaluar la expresión de los mismos mediante el uso de genes 

reporteros se observa actividad de GUS en el ápice de la raíz primaria, sólo para el 

promotor de AtHB40. Si bien establecemos el patrón de expresión como primer indicio 

de la posible funcionalidad de las proteínas estudiadas, es importante tener en mente 

que la región promotora que estamos evaluando se definió arbitrariamente corriente 

arriba del sitio de inicio de la transcripción. Se realiza de esta manera ya que, establecer 

la región promotora de un gen es un proceso complejo y desafiante debido a varios 

factores. La región promotora puede variar entre diferentes tipos de células y tejidos, 

también responde diferencialmente según las condiciones ambientales (Vedel y Scotti, 

2011; Villao-Uzho y col., 2023). Se sabe que incluso existen secuencias reguladoras 

que pueden estar linealmente muy alejadas de la región que se transcribe o ubicadas 

dentro de ésta, en intrones (Hernandez-Garcia y Finer, 2014; Rose, 2019). Además, se 

agregan otros aspectos como el epigenoma que está moldeado por la topología del 

genoma en el espacio tridimensional. Las variaciones dinámicas reversibles en la 

estructura del epigenoma influyen directamente en la actividad de las regiones 

promotoras y dificultan su caracterización precisa (Ariel y col., 2014; Klemm y col., 

2019). Este conjunto de variantes puede explicar la diferencia observada, en el estudio 

de AtHB40, entre la actividad de GUS observada en el análisis mostrado por González-

Grandío y col. (2017) con una región promotora de 1000 pb y los realizados por nosotros 

utilizando una región reguladora del doble de tamaño. 
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En la caracterización fenotípica de las plántulas con pérdida o ganancia de función de 

AtHB40, se observó que las mutantes athb40 presentan raíces más largas, mientras 

que las sobreexpresantes mostraron raíces más cortas (Figura 13 y Figura 16). El 

estudiar la línea athb53 se encontró una mayor longitud de raíz primaria en comparación 

con el genotipo control (Figura 33), a pesar de la ausencia de expresión de AtHB53 en 

la zona apical de la raíz primaria. Se ha demostrado que muchos FT no actúan 

exclusivamente en los sitios en los que se expresan, sino que pueden moverse a otras 

células y activar redes reguladoras y efectores específicos de cada tipo celular (Gundu 

y col., 2020). Nuestros resultados sugieren que tanto AtHB40 como AtHB53 funcionan 

como represores del crecimiento radicular. Otros FT de esta familia participan de la 

modulación de la arquitectura radicular. Por ejemplo, AtHB6 afecta la división celular 

(Perotti y col., 2021), mientras que los parálogos AtHB12 y AtHB7 controlan la 

elongación de la raíz en diferentes etapas de crecimiento de la planta (Ré y col., 2014). 

AtHB52 se ha relacionado con la inhibición del crecimiento de la raíz primaria, afectando 

vías mediadas por etileno (Miao y col., 2018). Estos son sólo algunos casos estudiados 

que destacan la participación de varios factores de transcripción del tipo HD-Zip I en el 

desarrollo de la raíz primaria. 

Las mutantes athb40 y athb53 exhiben un mayor número de células en la zona de 

transición (ZT; Figura 14 y Figura 34). En esta región, las células radiculares atraviesan 

un proceso de reestructuración celular donde dejan de dividirse y comienzan a 

elongarse. La coordinación entre auxinas y citoquininas regula ambos procesos, 

controlando de forma antagónica la abundancia de la proteína SHY2, la cual regula 

negativamente los genes PIN (Kong y col., 2018). También, las giberelinas (GAs) y los 

brasinoesteroides (BRs) desempeñan un papel significativo en este proceso; las GAs 

reprimen indirectamente a SHY2 y promueven genes PIN, mientras que los BRs actúan 

de manera opuesta a las auxinas. En resumen, la ZT es un punto crucial para la 

interconexión de señales y orquestar este proceso (Takatsuka y Umeda, 2014; Kong y 

col., 2018).  

Se ha descripto previamente que las cuatro ciclinas de tipo B1 se expresan con un 

patrón irregular en regiones con alta actividad de proliferación celular, lo que ha llevado 

a que CYCB1.1 sea ampliamente aceptada como marcadora de esta actividad (Weimer 

y col, 2016). A pesar de ello, el papel biológico de las ciclinas tipo B en las plantas sigue 

siendo poco comprendido (Romeiro Motta y col., 2022). La CYCB1.1 se sintetiza durante 

la fase G2 del ciclo celular, alcanza su punto máximo durante la prometafase y 

desaparece en la anafase temprana (Lasok y col., 2023). El análisis de las cruzas 
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genéticas realizadas con plantas en las que el promotor de CYCB1.1 dirige la expresión 

de GUS reveló que AtHB40 regula negativamente la división celular. En las líneas 

athb40 se observó un mayor número de células en división, mientras que en las líneas 

sobreexpresantes, tanto la inducible como la constitutiva, el número de células que 

experimentan la transición G2/M se reduce significativamente (Figura 17). Varios genes 

la familia CYCB1 están potencialmente regulados por auxinas (Roudier y coll., 2003). 

Se han identificado elementos de respuesta a esta hormona en las regiones promotoras 

de los genes CYC, aunque aún no se ha investigado la relevancia funcional de estos 

elementos (Takatsuka y Umeda, 2014). Dado que la regulación de CYCB1.1 por parte 

de AtHB40 no parece ser directa (Figura 18), resulta necesario investigar los 

intermediarios de esta cadena de respuestas en la que aún parece haber muchos 

interrogantes por responder y muchos actores por encontrar. 

Nombramos también la importancia de los BRs en el desarrollo radicular, incluida la 

estimulación del crecimiento y la regulación de la elongación celular. La brasinolida (BL), 

el primer BRs aislado, regula negativamente a AtHB40, lo que puede contribuir al 

crecimiento y desarrollo de las raíces (Figura 22). Ya que la sobreexpresión de AtHB40 

genera raíces primarias cortas, la supresión del FT puede ser necesaria para permitir 

un crecimiento radicular adecuado.  

La hormona ABA mantiene la identidad del meristema, promoviendo la quiescencia del 

CQ e inhibiendo la diferenciación de las células (Zhang y col., 2010). Es por eso que la 

alteración en la longitud de las raíces también se relaciona con la regulación de ABA. 

La evaluación de este rasgo nos llevó a encontrar otro mecanismo alterado en las 

plantas mutantes athb40, el cual contribuye a la característica fenotípica diferencial 

observada en la longitud de raíces primarias. Los resultados mostrados en la Figura 19 

sugieren que AtHB40 sería un represor sutil de la acción del ABA en la zona apical de 

las raíces primarias. Hay una correlación negativa entre ABA y la tasa de diferenciación 

celular, por lo que el resultado observado en las plantas mutantes seguramente sea una 

combinación entre una mayor división celular y el arresto del paso al estadio de 

diferenciación. Sin embargo, se requieren estudios de cuantificación de ABA en los 

distintos tipos celulares de las raíces en todos los genotipos para estar seguros de ello, 

ya que los efectos de esta hormona son muy dependientes de su concentración. Al 

evaluar el efecto de ABA sobre los promotores de ambos FT, vemos que AtHB40 se 

induce por la hormona, lo que estaría indicando una regulación cruzada entre la 

actividad de la hormona y la del FT (Figura 20), mientras que no observamos cambios 

para AtHB53 (Figura 35). Se ha encontrado previamente la conexión entre este grupo 
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de parálogos y ABA en la parte aérea de A. thaliana. Gonzaléz-Grandío y col. 

demostraron en el año 2017 que, en yemas axilares, AtHB40, AtHB21 y AtHB53 son 

esenciales en para la transcripción de NCED3. Este gen codifica una enzima que 

cataliza un paso regulador clave y limitante de la velocidad de la biosíntesis de ABA 

(Iuchi y col., 2001). Recientemente, se ha observado que estos mismos genes controlan 

la detención de la inflorescencia al regular la biosíntesis de ABA, bloqueando el 

desarrollo de los últimos botones florales producidos por la planta (Sánchez-Gerschon 

y col., 2024). En la parte aérea de la planta, AtHB40, AtHB53 y AtHB21 se expresan en 

los mismos tejidos, actuando de manera redundante para promover la síntesis de ABA. 

En contraste, en las raíces, su expresión es diferencial a lo largo de este órgano, su 

actividad no es redundante y en las condiciones estudiadas, observamos un 

comportamiento opuesto, parecen ejercer un efecto inhibitorio sobre la producción de 

ABA. Son varios los estudios que muestran a FT pertenecientes a la familia HD-Zip I 

regulados por ABA, como son AtHB5, AtHB6 y AtHB20; o afectando su vía de 

señalización, como AtHB7 y AtHB12 (Perotti y col., 2017).  

Resumiendo, los resultados aquí discutidos podemos decir que tanto AtHB40 como 

AtHB53 influyen negativamente en el desarrollo de la raíz primaria en A. thaliana. Si bien 

tenemos más evidencias sobre el accionar de AtHB40 en este órgano, el mayor número 

de células en la zona de transición en las líneas athb53 sugiere que la regulación del 

crecimiento podría estar alterando los mismos procesos que AtHB40. El modelo 

propuesto según este trabajo de tesis se presenta en la Figura 57. 
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Figura 57: AtHB40 y AtHB53 afectan el crecimiento de raíces primarias en condiciones 

control 

Representación esquemática del modelo propuesto en este trabajo de tesis sobre la 
participación de AtHB40 y AtHB53 en la regulación del crecimiento en la raíz primaria de A. 

thaliana. El dibujo de la izquierda representa la zona apical de una raíz primaria donde el color 
lavanda indica la expresión de AtHB40 y el color azul la expresión de CYCB1.1. 

5.2 Papel de AtHB40 en la respuesta gravitrópica 

Además de la alteración en la longitud de las raíces, la evaluación fenotípica mostró que 

las raíces de plantas de sobreexpresión inducible, AtHB40 ind, crecen de manera 

zigzagueante (Figura 16). Al profundizar un poco más en este estudio y realizar ensayos 

clásicos de gravitropismo, vimos que efectivamente AtHB40 es un modulador negativo 

de esta respuesta; ya que mientras las mutantes presentan una respuesta acelerada, 

las sobreexpresantes hacen lo opuesto (Figura 24). Si bien a principios del siglo XX se 

ha empezado a plantear la hipótesis de que la respuesta gravitrópica de las raíces se 

da por la sedimentación de los amiloplastos (Sato y col., 2014), estas estructuras no 

presentan cambios morfológicos ni en densidad en la raíz primaria de las líneas athb40 

y AT40 respecto de las plantas WT (Figura 24). De todos modos, hay varias hipótesis y 

modelos alternativos, que explican pequeñas diferencias en la respuesta gravitrópica 

mostrada por mutantes que no tienen almidón (Kiss y Sack, 1989; Kiss y col., 1996; 

MacCleery y Kiss, 1999; Fitzelle y Kiss, 2001), algunos de ellos basados en cambios en 

la presión ejercida por el citoplasma en la membrana plasmática en respuesta a la 

gravedad (Wayne y Staves, 1996). Varios autores propusieron que múltiples 

mecanismos de percepción podrían actuar conjuntamente, incluso fuera de las células 

de la columela (Baldwin y col., 2013). 

En la zona apical de la raíz, la distribución de auxinas juega un papel crucial al 

especificar las zonas de desarrollo y coordinar el tropismo. Los transportadores de 

auxinas generan un movimiento direccional facilitando la creación de gradientes 

diferenciales de dicha hormona entre el lado superior y el inferior de la raíz respecto al 

vector gravedad. Esta asimetría en la concentración de auxinas, que toma lugar en la 

zona de elongación, es lo que causa el crecimiento diferencial dando como resultado la 

curvatura de la raíz, es decir la respuesta gravitrópica en sí. Las raíces de plantas 

transformadas con reporteros de auxinas, que recibieron un estímulo gravitrópico, 

mostraron acumulación diferencial de esta hormona entre el lado inferior y el superior 

(Ottenschlager y col., 2003; Swarup y Bennett, 2009; Band y col., 2012; Rakusova y col., 

2015; Vandenbrink y Kiss, 2019). 
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Estos transportadores de auxinas componen una pequeña familia (Bennett y col., 1996). 

Los que pertenecen a la familia PIN (PINFORMED) se localizan asimétricamente en el 

ápice de la raíz. La asimetría de las auxinas se inicia por PIN3 y PIN7 mientras que el 

trasporte dependiente de AUX1 y PIN2 las moviliza hacia las células de la epidermis en 

la zona de elongación a través de la cofia lateral. PIN2 se encontró en la cofia lateral y 

en células de epidermis y corticales; su localización asimétrica direcciona el movimiento 

de las auxinas (Luschnig y col., 1998; Müller y col., 1998; Friml y col., 2002a, 2002b; 

Rakusova y col., 2015). AUX1 se expresa en la columela y las plantas mutantes en este 

gen no pueden responder a las señales gravitrópicas. En este trabajo, mostramos que 

la expresión de AUX1 no depende de AtHB40 (Figura 27), sin embargo la distribución 

de auxinas se altera significativamente como indican las cruzas realizadas con 

DR5:GFP (Figura 29). Las cruzas realizadas con prLAX2:GUS, prLAX3:GUS, y 

prPIN2:YFP con mutantes athb40 muestran una inducción de estos reporteros en la 

zona apical de la raíz primaria (Figura 25 y Figura 26), indicando que estos serían los 

transportadores de auxinas afectados por AtHB40. Al mismo tiempo las mutantes de 

athb40 mostraron una respuesta acelerada al gravitropismo, sugiriendo que de alguna 

manera AtHB40 inhibe parte de esta respuesta reprimiendo, directa o indirectamente, la 

transcripción de LAX2, LAX3 y PIN2. 

Aunque ni LAX2 ni PIN2 presentan elementos regulatorios en cis reconocidos por los 

FT HD-Zip tipo I (Palena y col., 1999), los niveles de transcriptos de los mismos, de igual 

manera que la expresión de reporteros guiados por regiones promotoras para ambos 

genes estaban alterados en las cruzas prPIN2:YFP x athb40 y prLAX2:GUS x athb40, 

indicando que estos genes son blancos indirectos de AtHB40. Por otro lado, ya se había 

informado que LAX3 es un blanco directo de AtHB40, comprobado por un ensayo de 

simple hibrido en levadura (Porco y col., 2016), y por un análisis de DAP-seq (Bartlett y 

col., 2017). En este trabajo corroboramos esta relación y que la misma es directa por 

ensayo de inmunoprecipitación de la cromatina (Figura 30). Los genes de los 

transportadores de auxinas son minuciosamente regulados también por la homeostasis 

de auxinas endógenas mediante mecanismos que involucran varios FT y otras 

biomoléculas (Mellor y col., 2015). 

La localización diferencial de PIN2 genera una redistribución de las auxinas. En la zona 

de elongación distal; este transportador se ha encontrado en la cara superior, mientras 

que, en las células corticales en la cara inferior, ambas en células de la epidermis (Blilou 

y col., 2005). La distribución de auxinas es modulada por muy diversos factores 

generando un escenario complejo que incluye el pequeño péptido secretorio GOLVEN, 
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el modulador de tráfico TENin1, las fitohormonas giberelinas, el Ca2+, el pH, las ROS, el 

óxido nítrico y las modificaciones postraduccionales como las desfosforilaciones (Sato 

y col., 2015). La mayoría de ellos conducen a una distribución de PIN2, señalando a 

este transportador como un actor principal en la respuesta gravitrópica de las raíces. Sin 

embargo, las mutantes pin2 no presentan un fenotipo agravitrópico (Blakeslee y col., 

2007), indicando que otras biomoléculas son necesarias para generar esta respuesta. 

La asimetría de las auxinas persiste hasta el punto en el que el ángulo de la punta de la 

raíz alcanza 40°, lo que lleva aproximadamente 100 minutos, y luego se recupera la 

simetría y los amiloplastos decantan nuevamente en la cara inferior de la célula (Band 

y col., 2012). En caso de que esta atenuación de la respuesta se encuentre alterada, las 

raíces continuarían curvándose a pesar de no haber generado un nuevo estimulo 

gravitrópico. Si bien la cuantificación de la respuesta gravitrópica de las plantas con 

niveles alterados de AtHB40 se realizó 6 horas luego del estímulo, las placas 

continuaron en observación por 24 horas, y en algunos casos hasta 48 horas. En ningún 

momento notamos anomalías en el cese de la respuesta, ni en mutantes, ni en 

sobreexpresantes comparadas con el control. 

Evaluamos también la respuesta gravitrópica en las plantas athb53 pero las mismas no 

presentaron diferencias respecto de las plantas WT frente al estímulo. También 

evaluamos la morfología y cantidad de amiloplastos en dichos genotipos y no 

observamos alteraciones (Figura 39). Se demostró que otro miembro de esta familia, 

AtHB23, se encuentra involucrado en la respuesta a la gravedad. En ese caso, AtHB23 

altera el recambio de almidón y la formación de amiloplastos a diferencia de lo que 

observamos en las plantas athb40 y AT40 (Perotti y col., 2022). Por otra parte, AtHB52 

perteneciente al clado V de los HD-Zip de tipo I (Arce y col., 2011) está involucrado en 

la inhibición de la elongación de la raíz primaria, mediada por la vía de etileno, actuando 

corriente debajo de EIN3. Las líneas mutantes en este gen son insensibles al etileno 

mientras que sus sobreexpresantes presentan raíces más cortas. Además, AtHB52 

regula la expresión de genes de transportadores relacionados a las auxinas PIN2, 

WAVY ROOT GROWTH1 (WAG1), y WAG2 pero solamente a este último lo regula de 

manera directa, sugiriendo que hay cruces entre las respuestas de etileno y auxinas que 

requerirían proteínas intermediarias (Miao y col., 2018). Las observaciones hechas en 

nuestro trabajo sugieren que, de los tres miembros del clado VI (Arce y col., 2011), el 

único actor que tiene efecto frente a la respuesta gravitrópica es AtHB40. 

Muchos son los FT que tienen bucles regulatorios con hormonas, como es el caso de 

AtHB40 con ABA, por lo que no nos sorprendió encontrar que AtHB40 se induce al ser 
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expuesto a IAA exógeno (Figura 32). De esta manera AtHB40 estaría regulando 

transportadores de auxinas, mientras que IAA regula la expresión de AtHB40 dando 

como resultado la regulación de la respuesta gravitrópica (Figura 58). 

 

Figura 58: AtHB40 modula la respuesta gravitrópica al regular los niveles de los 

transportadores de auxinas en la raíz primaria 

Esquema de raíz primaria que muestra en color lavanda la expresión de AtHB40, en verde la 
señal de PIN2, y el color magenta muestra las células donde se expresan LAX2 y LAX3. A la 
derecha se encuentra el modelo propuesto que da como resultado la modificación de la 
respuesta gravitrópica regulada por AtHB40.  

5.3 AtHB53 como regulador de AtHB40 

El observar actividad del promotor de AtHB53 en células de la columela y en el sistema 

vascular de la raíz primaria frente al tratamiento con IAA (Figura 37) nos hizo 

plantearnos la posibilidad de co-regulación entre éste y ATHB40 en raíces primarias. 

Las cruzas prAtHB53:GUS x athb40-2 y prAtHB53:GUS x AT40-3 mostraron que frente 

a la ausencia o exceso de AtHB40 no habría expresión de AtHB53 en la zona apical de 

la raíz primaria (Figura 40b). Esto descarta una vez más la posibilidad de redundancia 

funcional entre ellos, esta vez mostrando que frente a la ausencia de AtHB40, AtHB53 

no se expresa en el ápice para reemplazarlo. Algunos miembros de la familia HD-Zip I 

presentan este mecanismo de acción, por ejemplo, AtHB23 sustituye a AtHB13 cuando 
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este último está ausente o defectuoso, en su función en el desarrollo floral (Ribone y 

col., 2015). 

El análisis de la cruza prAtHB40:GUS x athb53 indica que AtHB53 regula positivamente 

la expresión de AtHB40 en el sistema vascular, centro quiescente y cofia lateral (Figura 

40b). Ambos genes son regulados positivamente por IAA; sin embargo, la inducción 

sobre AtHB40 parece estar mediada por AtHB53 (Figura 32, Figura 37 y Figura 41). Este 

resultado sugiere una posible jerarquía en la red de regulación génica del desarrollo 

radicular entre ellos, al menos en las condiciones ensayadas (Figura 59). Esta 

modulación de la expresión sería en respuesta a estímulos ambientales o señales 

endógenas. Tomamos la regulación de AtHB53 y AtHB40 como parte de un mecanismo 

muy amplio que permite a la planta ajustar finamente la respuesta en su desarrollo 

normal, en diferentes condiciones ambientales y frente a factores de estrés. Estos 

resultados resaltan la complejidad de los mecanismos que regulan el desarrollo de las 

raíces y destacan la importancia de estudiar las interacciones entre los FT y las 

hormonas en este proceso.  

 

Figura 59: AtHB53 podría regular a AtHB40 en raíces primarias 

Esquema de raíces primarias en el que se muestra la similitud de la expresión de AtHB40 en 
condiciones control y la expresión de AtHB53 bajo tratamiento con IAA. 

5.4 Regulación hormonal y efectos sobre el crecimiento de raíces secundarias mediados 

por AtHB53 y AtHB40 
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Durante la evolución, las raíces adquirieron la capacidad de expandirse en el suelo 

mediante la producción de raíces laterales, lo que representa una estrategia mucho más 

eficiente para aumentar la superficie de contacto y reducir la competencia por agua y 

nutrientes, además de proporcionar plasticidad ante las condiciones cambiantes del 

suelo (Motte y Beeckman, 2019). Las raíces laterales se desarrollan post-

embrionariamente a partir de células específicas del periciclo, de raíces preexistentes, 

denominadas células fundadoras (Lavenus y col., 2013). Ésto las diferencia de las raíces 

primarias, las cuales son establecidas durante la embriogénesis (Taíz y Zeiger, 2010). 

Estas células atraviesan varias divisiones para formar un primordio el cual 

eventualmente organizará un meristema (Goh, 2019). Si bien la raíz es un órgano en su 

conjunto, cada estructura dentro del mismo tiene regulaciones diferenciales, como es el 

caso de AtHB23 entre raíces secundarias y terciarias (Perotti y col., 2019). Son muchos 

los genes que se regulan para lograr un correcto crecimiento y desarrollo de la raíz, y la 

modulación de los mismos es a su vez dinámica ya que se encuentran influenciados por 

diversos factores ambientales. La formación de raíces laterales tiene sus 

particularidades en aspectos del ciclo celular, la regulación hormonal principalmente por 

las auxinas, la respuesta a la gravedad, el estrés mecánico y la muerte celular (Hu y 

col., 2024; G✞✞☎✡✝✟✠✄☛ ✞ ✠☎✟☎✍ 2012). 

GATA23 es el primer marcador de células fundadoras y se expresa en las células del 

periciclo, antes de la primera división asimétrica. Esta expresión es regulada por 

auxinas, ya que depende de los factores de respuesta a auxinas ARF7/19 (De Rybel y 

col., 2010). Dichos ARF regulan a AtHB23, el cual reprime a LBD16 e inhibe la iniciación 

de raíces laterales. Para ejercer esta función, AtHB23 actúa en conjunto con AtMYB68 

(Spies y col., 2023). Nuestros resultados indican que AtHB40 y AtHB53 no están 

implicados ni en la formación de primordios, ni en la emergencia de raíces laterales, ya 

que no encontramos alteración en la densidad de raíces secundarias para las líneas 

athb53, athb40 y AT40 respecto de las plantas WT (Figura 44 y Figura 49). Luego de la 

iniciación, en el centro del primordio durante su desarrollo comienza la organización del 

meristema (Malamy y col., 1997; Lavenus y col., 2015). Luego de la emergencia de la 

raíz lateral, el centro quiescente puede reprimir la diferenciación de las células 

meristemáticas circundantes y coordinar el crecimiento tal como se describe para los 

meristemas de las raíces primarias (Bellande y col., 2022; van den Berg y col., 1995). 

AtHB40 y AtHB53 reprimen el crecimiento de las raíces laterales emergidas ya que las 

líneas mutantes athb53 y athb40 presentan mayor longitud de raíces laterales que las 

plantas WT (Figura 43 y Figura 48). Destacamos que el papel represor de AtHB53 es 
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más fuerte que el de AtHB40, ya que su mutante presenta una mayor longitud de raíces 

laterales por mm de raíz principal que la mutante athb40 (Figura 43c).  

La expresión de AtHB53 en raíces secundarias se ve regulada positivamente por 

auxinas (Figura 45). La formación del gradiente de respuesta a auxinas es esencial para 

el posicionamiento, iniciación y desarrollo adecuado de los primordios, así como para la 

emergencia y crecimiento de las raíces laterales (Du y Scheres, 2017; Benková y col., 

2003). AtHB53 se presenta como un posible regulador adicional en la compleja red de 

genes que responden a auxinas para coordinar estos procesos. En la vía de respuesta 

a auxinas se han descripto como reguladores maestros a los FT Plethora 1, 2, 3 y 4, los 

cuales desempeñan un papel crucial en el establecimiento y mantenimiento de las 

células madre en la raíz, así como en la regulación de la expresión y localización de los 

transportadores PIN, lo que influye, a su vez, en la distribución de auxinas en el 

meristema apical de la raíz y en los primordios de las raíces laterales (Benková y col., 

2003; Galinha y col., 2007; Pinon y col., 2013; Mähönen y col., 2014).  

Por otro lado, tanto la actividad del promotor de AtHB40, como de AtHB53 en raíces 

laterales emergidas es reprimida por ABA (Figura 46 y Figura 50). A diferencia de las 

auxinas, que tienen una gran implicancia en todo el proceso de la generación de raíces 

laterales, el ABA actúa en estadios tardíos del desarrollo de las mismas (Zhang y col., 

2023). Si bien ABA parece estar principalmente involucrado en la activación del 

meristema una vez que la raíz lateral ha emergido, también regula directamente el 

crecimiento radicular. Esto se logra controlando la población celular en división en la 

zona meristemática y la elongación de las raíces mediante el control de la longitud de 

las células (Harris, 2015). Recordando que el fenotipo diferencial se da en la longitud de 

raíces laterales entre las líneas athb40 y athb53 con el control, la regulación por ABA 

sobre dichos FT en raíces emergidas cobra sentido. Destacamos también que la 

regulación por ABA de AtHB40 en raíces laterales es contraria a la observada en raíces 

primarias.  

A nivel molecular, la plasticidad en la arquitectura radicular se guía por mecanismos 

complejos que involucran a múltiples actores regulados de manera precisa a nivel de la 

transcripción. Nuestros hallazgos experimentales sobre el papel de AtHB40 y AtHB53 

en raíces laterales se encuentran resumidos en la Figura 60. Estos suman evidencia 

sobre las diferencias en la expresión y control de AtHB40 y AtHB53 durante el desarrollo 

de raíces primarias y secundarias. Los comportamientos diferenciales de las mismas 

proteínas entre raíces de diferente denominación fueron descriptos previamente, como 

ser AtHB23 y su regulación diferencial entre raíces secundarias y terciarias (Perotti y 
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Los efectos de AtHB40 y AtHB53 en la adaptación de A. thaliana al estrés por salinidad, 

también se abordaron en esta tesis, evidenciando cambios significativos tanto en su 

expresión génica como en la estructura de las raíces. Observamos que los promotores 

de AtHB40 y AtHB53 responden de manera diferencial al tratamiento salino, mostrando 

inducción en toda la zona apical de la raíz primaria después de 24 horas exponer plantas 

de 4 días a 150 mM NaCl (Figura 51). En cambio, en raíces laterales vemos represión 

de AtHB40 y AtHB53 en plantas de 7 días de edad que fueron tratadas por 24 horas con 

150 mM NaCl (Figura 55). Múltiples FT HD-Zip de diferentes especies responden 

afectando su expresión en entornos salinos: CsHDZ Camellia sinensis, OsHB22 en 

arroz, GhHB1 en algodón, JcHDZ07 de Jatropha curcas, CaHDZ03 y CaHDZ10 de 

pimiento, y MsHB7 de alfalfa entre otros (Shen y col., 2019; Zhang y col., 2012; Ni y 

coll., 2008 Tang y col., 2019; Zhang y col., 2021; Li y col., 2022;). 

 La síntesis de ABA es una de las respuestas más rápidas de las plantas al estrés 

abiótico, lo que lo convierte en un regulador crítico ante estas condiciones, causando 

cambios fisiológicos significativos (Wu y col., 2021). Sabemos que hay una regulación 

entre esta hormona y los FT AtHB40 y AtHB53. Al evaluar el impacto de la 

sobreexpresión y la supresión de AtHB40 en un entorno salino, observamos que las 

plantas athb40 y athb53 mostraron mayor supervivencia y mejor desarrollo 

respectivamente, en comparación con las plantas salvajes frente a 150 mM NaCl (Figura 

53b y c). Además, observamos que tanto AtHB40 como AtHB53 participan también en 

el desarrollo de raíces laterales en condiciones de salinidad. Las plantas mutantes para 

estos genes mostraron un mayor desarrollo de raíces laterales en comparación con las 

plantas de tipo salvaje en 75 mM NaCl. En a 150 mM NaCl, se detuvo el crecimiento de 

laterales en las WT mientras que en las mutantes continuó (Figura 53a). AtHB40 y 

AtHB53 actúan entonces como inhibidores del desarrollo de raíces laterales también en 

salinidad. Las raíces primarias y secundarias responden diferencialmente a las 

condiciones salinas; en primera instancia se arresta el crecimiento de ambas, pero se 

libera primero la raíz primaria mientras que las laterales continúan arrestadas (Duam y 

col., 2013). Curiosamente, frente a condiciones elevadas de NaCl el comportamiento 

entre los distintos estadios de laterales también se diferencia (Ambastha y col., 2020). 

Se ha informado previamente la conexión entre promover un mayor desarrollo de raíces 

laterales y la tolerancia al estrés salino, como es el caso de las sobreexpresantes de los 

genes XTH19 y XTH23 (Xu y col., 2020). AtHB23 induce la tolerancia de las plantas a 

condiciones salinas, y en estas condiciones, el mismo actúa en conjunto con AtMYB68 

en raíces laterales y se suma AtPHL1 en primarias para regular el desarrollo por medio 

del control de gránulos de almidón (Spies y col., 2023). De todas formas, estas 
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respuestas de adaptación son moduladas por la concentración salina existente y si la 

misma se encuentra en gradiente creciente o decreciente, dependiendo también de 

zonas lluviosas o áridas, e involucran a muchas otras biomoléculas (Ahmad y col., 

2013). 

La germinación es la etapa del ciclo de vida de una planta más afectada negativamente 

por la salinidad (Mwando y col., 2020). Por lo que la germinación emerge como un 

indicador crítico de la capacidad de las plantas para sobrevivir y prosperar en 

condiciones adversas. Nuevamente toma principal protagonismo el ABA ya que controla 

la transición desde la dormancia de la semilla hasta la germinación (Rodríguez-Gacio y 

col., 2009). Las plantas mutantes athb40 y athb53 tienen un mayor porcentaje de 

germinación en 150 mM NaCl respecto de la línea control (Figura 52), llegando a ser el 

doble para la línea athb40-1 respecto de las WT. El hecho que las plantas mutantes 

muestren una mayor germinación bajo estrés salino resalta aún más la relevancia de la 

regulación negativa de AtHB40 y AtHB53 en NaCl, ya que una germinación mejorada 

proporciona la base para un posterior desarrollo vegetal exitoso en entornos salinos 

desafiantes. Sin embargo, es de gran importancia profundizar el estudio de las vías que 

puedan estar afectadas por los FT en estudio. ABI5 es un FT, descripto como un 

regulador maestro de la vía de señalización de ABA controlando la germinación de las 

semillas y HY5 lo regula directamente (Chen y col., 2008). AtPUB30, ABF3/4/1, DET1 y 

XIW1 son algunas de las tantas proteínas que ya se han descripto afectando la 

germinación en condiciones de salinidad por medio de vías relacionadas a ABA (Hwang 

y col., 2015; Fernando y col., 2018; Cai y col., 2020). No podemos dejar de considerar 

que las auxinas también forman parte de esta regulación, NTM2 fue definido como un 

nexo molecular entre las señales de auxinas y la germinación en salinidad al modular 

directamente a IAA30 (Jung y Park, 2011). En conjunto, nuestros resultados apuntan a 

una función crucial de AtHB40 y AtHB53 en la adaptación de las plántulas al estrés 

salino, aunque aún no sabemos en cuáles vías se encuentran involucrados dentro del 

proceso (Figura 61). 
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Conclusiones 
Los hallazgos obtenidos en este trabajo de tesis proporcionan una visión más profunda 

sobre el papel de los FT AtHB40 y AtHB53 en el desarrollo radicular de A. thaliana. En 

particular, se observó que AtHB40 y AtHB53 desempeñan funciones distintas en la 

modulación de diversos aspectos del crecimiento y la arquitectura de las raíces 

primarias y secundarias. 

En cuanto al papel de AtHB40, se demostró su implicancia como represor del 

crecimiento en raíces primarias, ya que la sobreexpresión de este factor resultó en 

raíces primarias más cortas, mientras que las plantas mutantes presentaron raíces más 

largas. Además, se encontró evidencia que indica que AtHB40 regula negativamente la 

división celular en la zona de transición de la raíz primaria. También se observó una 

regulación negativa de AtHB40 por ABA en la zona apical de las raíces primarias. Por 

otro lado, en esta misma zona, AtHB40 parece influir en la regulación de la homeostasis 

de ABA lo que afecta la tasa de diferenciación celular. Esto muestra una compleja 

interacción entre este FT y la hormona ABA en la modulación del crecimiento radicular. 

AtHB40 se identificó como un modulador negativo de la respuesta gravitrópica, mientras 

que AtHB53 no mostró efectos significativos en esta respuesta. Ninguno de estos FT 

está involucrado en la morfología ni en la cantidad en los amiloplastos, tampoco en su 

producción. La distribución de auxinas se vio afectada por la sobreexpresión de AtHB40, 

sugiriendo una regulación cruzada entre estos factores. AtHB40 modula la distribución 

de auxinas a través de la inhibición de los transportadores PIN2, LAX2 y LAX3 de 

manera indirecta o directa, respectivamente. Además, se estableció una relación de co-

regulación entre AtHB53 y AtHB40, en la que AtHB53 regula positivamente la expresión 

de AtHB40 en el ápice de la raíz principal.  

En el desarrollo de raíces laterales AtHB40 y AtHB53, mostraron un papel represivo. La 

expresión de AtHB53 en raíces laterales se ve influenciada por las hormonas auxinas y 

ABA, inducida en el primer caso y reprimida en el segundo. Por su parte la expresión de 

AtHB40 se ve disminuida por ABA en raíces laterales emergidas.  

AtHB40 y AtHB53 están implicados en la tolerancia al NaCl, regulando negativamente 

la misma. Tanto AtHB40 como AtHB53 están involucrados en la modulación de la 

arquitectura radicular en respuesta a la salinidad, actuando como inhibidores del 

desarrollo de la raíz principal y raíces laterales. Las plantas mutantes presentan una 

mayor tolerancia al estrés salino, resaltando la mayor tasa de germinación de las 

mismas comparado con las plantas WT. 

Estos hallazgos no sólo contribuyen al conocimiento fundamental de la biología de las 

plantas, sino que también tienen implicaciones potenciales para la mejora de los cultivos 
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mediante la manipulación genética de factores de transcripción clave, involucrados en 
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curiosidad, sin fines prácticos inmediatos, con el objetivo de incrementar los 

conocimientos de esta área en particular. Hoy, nos lleva a pensar en la posibilidad de 

encontrar homólogos de AtHB40 y AtHB53 en distintos cultivos, lo que abre la puerta a 

nuevas oportunidades para la ingeniería genética dirigida a la mejora en la tolerancia de 

los cultivos al estrés salino, utilizando tecnologías como CRISPR-Cas9. 
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