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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

35S Promotor del gen 35S del virus del mosaico de la coliflor

ADN Acido desoxirribonucleico

ARN Acido ribonucleico

ARNm ARN mensajero

BRs Brasinoesteroides

CC Células acompaiiantes del floema (del inglés, companion cells)
CC-SE Complejo de células acompaiiantes-elementos del tubo criboso
CFDA 5(6)-carboxyfluorescein diacetato

Col Ecotipo columbia

cm Centimetros

dNTP Desoxinucledtidos trifosfato (mezcla equimolar de dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
EDTA Acido etilen-diamino-tetra-acético

ET Elementos traqueales

FT Factor/es de transcripcion

g Gramos

g/l Gramos de soluto en un litro de solucion

GFP Proteina fluorescente verde (del inglés, Green Fluorescent Protein)
GR-24 Estrigolactona GR24 (compuesto sintético que funciona como analogo a las estrigolactonas)
GUS B-glucuronidasa

h Hora

HD Homeodominio

HD-Zip Homeodominio asociado a un motivo cierre de leucinas

TIAA Acido Indol-3-Acético
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mg Miligramo

mg/l Miligramo de soluto en un litro de solucion
miliQ Agua calidad miliQ

min Minutos

ml Mililitro

mM Milimolar (milimoles/litro)

mm Milimetros

mmol Milimoles

MS Medio de cultivo Murashige-Skoog
ng Nanogramos

pb Pares de bases

PCR Reaccidén en cadena de la polimerasa

PP Células asociadas del parénquima de floema (del inglés, Phloem Parenchyma)

qPCR Reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa

RAM Meristema apical de la raiz (del inglés, Root Apical Meristem)
RNA-Seq Secuenciacion de ARN (del inglés, RNA Sequencing)

RT Transcripcion reversa

RT-qPCR RT seguida de PCR cuantitativa en tiempo real

SAM Meristema apical del tallo (del inglés, Shoot Apical Meristem)
SLs Estrigolactonas

SMC Sitio de multiple clonado

SDS Dodecil sulfato de sodio
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SS Sintasas de almidon (del inglés, Starch Synthases)
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12



RESUMEN

Las plantas poseen una notable capacidad para ajustar su desarrollo y fisiologia frente a cambios en su
entorno. Entre las multiples sefiales que modulan su crecimiento, los estimulos mecanicos (como el peso
propio, el viento o el roce) constituyen factores determinantes para la arquitectura y el rendimiento vegetal.
Estos estimulos desencadenan respuestas estructurales y moleculares orientadas a sostener el desarrollo y la
adaptacidn. Sin embargo, los mecanismos que vinculan la percepcidn de la sefial mecénica con la regulacion

hormonal, el transporte de carbono y la productividad son en gran medida desconocidos.

La presente Tesis aborda esta problematica a través del estudio de la respuesta de Arabidopsis thaliana al
estimulo mecanico producido por el tratamiento con peso, integrando analisis morfoldgicos, fisiologicos,
moleculares y transcriptomicos. A lo largo de tres capitulos, se describen los mecanismos que coordinan la
expansion vascular, el transporte de azhcares y la produccion de semillas, proponiéndose un modelo de

respuesta adaptativa que articula sefiales mecénicas, hormonales y genéticas.

En el Capitulo I, se demuestra que el estimulo mecanico promueve un marcado engrosamiento del tallo y un
aumento en el numero de haces vasculares, dependientes de la accion conjunta de brasinoesteroides (BRs) y
estrigolactonas (SLs). Ambos reguladores hormonales convergen para inducir la expresion del péptido
CLE44, cuya sefalizacion en el cambium desencadena la proliferacion y diferenciacion de tejidos vasculares.
Este hallazgo revel6 que la respuesta al estrés mecanico es un proceso activo y coordinado, que involucra la
comunicacion cruzada entre vias hormonales y peptidicas. Ademas, se comprobd que la induccion de CLE44
depende de la sefializacion de SLs y que su pérdida de funcion impide tanto el desarrollo vascular como el
aumento en la produccion de semillas, demostrando su papel central como mediador entre la sefial hormonal

y la respuesta estructural del tallo al estrés mecanico.

El Capitulo IT profundiza en las consecuencias fisioldgicas y metabdlicas de esta expansion vascular. Se
observé que las plantas tratadas con peso presentan un aumento sostenido en el area del xilema, el floema y
el cdmbium, junto con una mayor acumulacion y transporte de sacarosa y almidon hacia las semillas, lo que
se tradujo en un incremento significativo de la produccion. Estos resultados evidencian que el estimulo
mecdanico reconfigura el metabolismo del carbono para optimizar la particion fuente-sumidero. El analisis
transcriptomico reveld la induccion de genes asociados al transporte de azicares (SWEET y SUC) y a la
sintesis de almidon (PGM, ADG1, S84, GBSS), confirmando la existencia de una respuesta coordinada que
vincula crecimiento vascular y metabolismo energético. Sin embargo, se observd que este aumento en la
capacidad de transporte puede tener un costo fisioldgico bajo estrés hidrico, ya que las plantas previamente
expuestas al peso mostraron menor tolerancia a la sequia. Estos resultados sugieren que la expansion
vascular inducida por el estimulo mecanico representa una ventaja adaptativa bajo condiciones optimas, pero

puede comprometer la eficiencia hidrica cuando el recurso es limitado.
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El Capitulo III aborda el control transcripcional de estos procesos e identifica al factor de transcripcion
AtHBS, perteneciente a la familia HD-Zip I, como un regulador negativo del desarrollo vascular, del
transporte de azucares y de la produccion de semillas en condiciones normales de crecimiento. Las plantas
mutantes athb5 presentaron tallos mas robustos, mayor lignificacion y contenido de azlcares y lipidos en
semillas, mientras que las lineas sobreexpresantes (AT5) mostraron una reduccion dréstica en estas variables,
acompafiada por acumulacidon de calosa en el floema y menor velocidad de transporte de fotoasimilados.
Ademads, AtHBS reprimié la expresion de AtSWEETI6, un transportador vacuolar implicado en la
redistribucion de azicares en tallos, lo que contribuy6 a la menor disponibilidad de carbono en los érganos
sumidero. Estos resultados posicionan a AtHBS5 como un nodo transcripcional que mantiene el equilibrio

entre crecimiento y economia energética.

En conjunto, los resultados de esta Tesis proponen un modelo integral en el que la percepcion del estimulo
mecdnico activa vias hormonales (BRs y SLs) que, mediante la sefial peptidica CLE44, promueven la
proliferacion cambial y la expansion del sistema vascular. Esta reorganizacion estructural se acompafia de
una reprogramacion metabdlica orientada a sostener el flujo de carbono hacia las semillas, optimizando el
rendimiento bajo condiciones favorables. En un nivel superior de regulacion, el factor de transcripcion
AtHB5 modula negativamente estos procesos, restringiendo la expansion vascular y el transporte de

azucares, equilibrando las demandas estructurales y energéticas de la planta.

Estos hallazgos amplian la comprension de la plasticidad vegetal frente a estimulos mecénicos y revelan una
red de integracion entre sefiales fisicas, hormonales y transcripcionales que determina el equilibrio entre
crecimiento, metabolismo y produccion. Desde una perspectiva aplicada, los genes y vias identificados en
este trabajo constituyen candidatos prometedores para el disefio de estrategias biotecnologicas destinadas a

mejorar la arquitectura vascular, la eficiencia de transporte y el rendimiento de los cultivos.
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ABSTRACT

Plants possess a remarkable capacity to adjust their development and physiology in response to
environmental changes. Among the various signals that modulate plant growth, mechanical stimuli (such as
self-weight, wind, or touch) are key determinants of plant architecture and productivity. These stimuli trigger
structural and molecular responses aimed at sustaining growth and adaptation. However, the mechanisms
linking the perception of mechanical signals with hormonal regulation, carbon transport, and yield remained

largely unknown.

This Thesis addresses this problem by examining the response of Arabidopsis thaliana to mechanical
stimulation induced by weight treatment, integrating morphological, physiological, molecular, and
transcriptomic analyses. Across three chapters, it describes the mechanisms that coordinate vascular
expansion, sugar transport, and seed production, proposing an adaptive response model that integrates

mechanical, hormonal, and genetic cues.

Chapter I demonstrates that mechanical stimulation promotes marked stem thickening and an increase in the
number of vascular bundles, both dependent on the joint action of brassinosteroids (BRs) and strigolactones
(SLs). These hormonal regulators converge to induce the expression of the signaling peptide CLLE44, whose
activity in the cambium triggers vascular cell proliferation and differentiation. These findings reveal that the
mechanical stress response is an active and coordinated process involving a crosstalk between hormonal and
peptide signaling pathways. Moreover, CLE44 induction requires SL signaling, and its loss of function
abolishes both vascular development and the increase in seed production, establishing CLE44 as a central

mediator linking hormonal signaling and the structural response of the stem under mechanical stress.

Chapter II explores the physiological and metabolic consequences of this vascular expansion. Plants exposed
to weight treatment exhibit sustained increases in xylem, phloem, and cambial area, together with enhanced
accumulation and transport of sucrose and starch to the seeds, leading to significantly higher yield. These
results show that mechanical stimulation reconfigures carbon metabolism to optimize source—sink
partitioning. Transcriptomic analysis revealed the induction of genes associated with sugar transport (SWEET
and SUC) and starch biosynthesis (PGM, ADGI1, SS4, GBSS), confirming the existence of a coordinated
response linking vascular growth and energy metabolism. However, the increased conductive capacity may
entail a physiological cost under water deficit, as plants previously subjected to weight treatment exhibited
reduced drought tolerance. Thus, mechanically induced vascular expansion appears to confer an adaptive

advantage under optimal conditions, but may compromise water-use efficiency when resources are limited.

Chapter III examines the transcriptional control of these processes and identifies the transcription factor
AtHBS5, a member of the HD-Zip I family, as a negative regulator of vascular development, sugar transport,
and seed production under normal growth conditions. athb5 mutants showed thicker stems, increased

lignification, and higher sugar and lipid content in seeds, whereas ATS overexpressing lines displayed drastic
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reductions in these traits, accompanied by callose accumulation in the phloem and decreased photoassimilate
transport rates. AtHBS also repressed the expression of AtSWEETI6, a vacuolar transporter involved in
sucrose redistribution within stems, contributing to reduced carbon supply to sink organs. These findings

point AtHBS as a transcriptional node that maintains the balance between growth and energy economy.

Together, the results of this Thesis propose an integrative model in which mechanical signal perception
activates hormonal pathways (BRs and SLs) that, through the peptide signal CLE44, promote cambial
proliferation and vascular expansion. This structural reorganization is accompanied by metabolic
reprogramming that sustains carbon flow to developing seeds, optimizing yield under favorable conditions.
At a higher regulatory level, the transcription factor AtHBS5 restricts vascular expansion and sugar transport,

balancing structural and metabolic demands.

Overall, these results expand our understanding of plant plasticity under mechanical stimuli and reveal an
integrated network of physical, hormonal, and transcriptional signals that governs the balance between
growth, metabolism, and productivity. From an applied perspective, the genes and pathways identified here
represent promising candidates for biotechnological strategies aimed at improving vascular architecture,

transport efficiency, and crop yield.
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. INTRODUCCION

Las plantas pueden ser asombrosas. A pesar de que no cuentan con mecanismos de desplazamiento como los
que acostumbramos a ver en el reino animal, estos seres vivos habitan la naturaleza y deben ser capaces de
responder a los estimulos que su entorno les impone. Para lograr esto han desarrollado a lo largo de la
evolucion una serie de estrategias complejas de percepcion, integracion y respuesta frente a sefiales externas
que les permiten defenderse, obtener energia o adaptarse a las condiciones, mediante ajustes continuos que

aseguren su supervivencia y reproduccion.

El crecimiento y desarrollo vegetal dependen de la coordinacién entre procesos celulares como la division,
expansion y diferenciacion, y de la regulacion hormonal, metabolica y genética que los modula. Develar esos

mecanismos requiere estudios profundos de la anatomia, fisiologia y genética de las plantas.

Este trabajo de Tesis se ha realizado en pos de contribuir, en una pequefia parte, al conocimiento sobre cdmo
los organismos vegetales integran sefiales enddgenas y exdgenas para optimizar su desarrollo y respuesta a
sefiales ambientales, estudiando principalmente los efectos de la aplicacion de un estrés externo: el estrés

mecanico.

La respuesta a este estimulo sera descripta en tres capitulos bien definidos pero relacionados, todos ellos
involucran el estudio del tejido vascular de la planta y los efectos moleculares o fisiologicos que el estrés
mecanico desencadena, pero centrandose en tres aspectos bien diferenciados: por un lado, las vias
hormonales y moleculares que orquestan el inicio del proceso de respuesta; por otro, las causas fisiologicas
que traducen esa respuesta en alteraciones en la produccion y, finalmente, los posibles efectos reguladores
del proceso mediados por factores de transcripcion (FTs). En todos los casos, los efectos del estrés mecanico

son estudiados en la planta modelo Arabidopsis thaliana.

1.1 Arabidopsis thaliana COMO ORGANISMO MODELO PARA EL ESTUDIO DEL
DESARROLLO Y LA RESPUESTA AL AMBIENTE

Una de las complejidades de los estudios genéticos y de desarrollo en plantas, como también ocurre en otros
organismos, radica en la gran cantidad de especies existentes y la variabilidad que éstas presentan en sus
genomas, anatomias y respuestas a diversos estimulos. La ciencia suele utilizar organismos modelo como
una forma de sortear este problema. Entre las especies modelo empleadas en biologia vegetal, Arabidopsis

thaliana ocupa un lugar central por su simplicidad, plasticidad y valor experimental.

A. thaliana (Arabidopsis) es una planta herbacea de la familia Brassicaceae, originaria de Eurasia, que ha
sido adoptada como organismo modelo por la comunidad cientifica debido a su ciclo de vida corto, su

genoma pequefio y completamente secuenciado, y la gran disponibilidad de herramientas para su
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manipulacién genética (Bent y col., 1998; Meinke y col., 1998; Nakamura y col., 1998; Marra y col., 1999;
Mozo y col., 1999).

Su morfologia simple, con un tallo principal y una arquitectura bien definida, permite estudiar en detalle
procesos fundamentales del desarrollo vegetal, como la formacidn de o6rganos, la diferenciacion de tejidos y
la respuesta a estimulos externos. Ademas, Arabidopsis se adapta facilmente a diferentes condiciones de
laboratorio, lo que la convierte en un modelo ideal para explorar la plasticidad del crecimiento y la

adaptacion al estrés.

Anatdmicamente, y a los intereses de este trabajo en particular, su tallo constituye un excelente sistema para
estudiar la interaccion entre crecimiento, diferenciacion vascular y sefializacion hormonal en respuesta a

estimulos mecanicos.

Sin embargo, aunque Arabidopsis se ha consolidado como el sistema modelo para los estudios de ciencia
basica, al extrapolar los resultados obtenidos en esta especie, es importante considerar que las respuestas al
mismo estimulo pueden diferir significativamente en otras dicotiledoneas. En este sentido, en los ultimos
afios ha crecido el interés por trasladar las investigaciones hacia especies de relevancia agrondmica, con el
objetivo de validar y ampliar los conocimientos generados en Arabidopsis dentro de contextos productivos.
Trabajos realizados en cultivos como soja, girasol, maiz, tomate u arroz buscan comprobar la conservacion
de estos mecanismos en sistemas mas complejos y economicamente relevantes (Yaschenko y col., 2025;
Uauy y col., 2025). Esta transicion desde la ciencia basica hacia la aplicacion biotecnoldgica pone de
manifiesto la importancia de comprender los fundamentos moleculares del desarrollo vegetal como base para

promover una agricultura mas resiliente y sostenible.

1.2 CRECIMIENTO Y DESARROLLO DE LAS PLANTAS

El crecimiento vegetal se define como el aumento irreversible del tamafio y la masa del organismo, resultado
de la expansion y division celular. El desarrollo, en cambio, implica los procesos de diferenciacion celular y
formacién de estructuras organizadas. Ambos procesos estan regulados por un complejo entramado de

sefiales hormonales, genéticas y ambientales.

En Arabidopsis, los meristemas apicales del tallo (SAM) y de la raiz (RAM) son responsables de casi todo el
crecimiento de la planta después de la embriogénesis, formando las estructuras aéreas y subterraneas,
respectivamente. Estos meristemas constituyen poblaciones de células madre indiferenciadas que mantienen

su capacidad proliferativa durante toda la vida de la planta (Meyerowitz, 1997).

La organizacién y regulacion los meristemas son controlados por una compleja red de factores de

transcripcion, fitohormonas y sefiales que coordinan el equilibrio entre crecimiento y formacion de tejidos
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especializados (Dodsworth, 2009; Gaillochet y Lohmann, 2015) y deben asegurar tanto el mantenimiento de
la poblacion de células madre como la diferenciacion celular, fuera del meristema, hacia los 6rganos en

desarrollo.

En etapas tempranas, las auxinas, las citoquininas y los brasinoesteroides (BRs) desempefian papeles
esenciales en la determinacion de la identidad celular y en la coordinacidn del patrén de crecimiento (Planas-
Riverola y col., 2019; Sablowski, 2016). Luego, la transicion hacia la fase reproductiva esta controlada por
redes genéticas que integran sefiales ambientales, como la luz y la temperatura, con reguladores enddgenos

del tiempo de floracion (Andrés y Coupland, 2012).

El crecimiento de las plantas por medio de meristemas apicales da como resultado el desarrollo de conjuntos
de tejidos primarios como la epidermis, los haces vasculares y las hojas, pero la region aérea de algunas
plantas, incluida Arabidopsis, también puede experimentar un crecimiento secundario, impulsado por el
meristema secundario o cambium vascular, que genera engrosamiento del tallo y refuerza el tejido vascular

(Ko y col., 2004).

1.3 EL TEJIDO VASCULAR

El tejido vascular representa uno de los sistemas mas plasticos del cuerpo vegetal, capaz de adaptarse tanto al
crecimiento como a las condiciones ambientales. Desempefia dos funciones esenciales: el transporte de

recursos a larga distancia (fotosintatos, agua, minerales) y la proporcion de sostén mecanico.

Su formacidn comienza con la embriogénesis, involucra una extensa red de regulacion hormonal, peptidica y
transcripcional, y un complejo proceso de diferenciacion celular que culmina con la generacion de tejidos
altamente especializados: el xilema y el floema, distribuidos a través de todo el cuerpo de la planta, desde el

apice de la raiz hasta las inflorescencias.

1.3.1 Principales componentes del sistema vascular: xilema, floema y cambium

Dentro del grupo de las denominadas “plantas vasculares” se pueden encontrar tres tejidos bien
diferenciados: el xilema, encargado del transporte de agua y minerales desde la raiz hacia la parte aérea; el
floema, principal conductor de fotoasimilados desde los tejidos fuente (encargados de la fotosintesis) hacia
los sumideros (flores, silicuas, raices), y el procdmbium, compuesto por células madre capaces de responder

a sefiales moleculares para diferenciarse en xilema o floema segun los requerimientos de la planta.

Las células que componen el xilema incluyen los elementos traqueales (ET), las fibras, con un extenso

depdsito de pared celular secundaria y células vivas del parénquima del xilema (Figura 1).
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Tanto los ET como las fibras son células conductoras, muertas a la madurez que presentan pared celular
secundaria, lo que permite generar conductos de xilema lo suficientemente fuertes para llevar a cabo el
transporte y, a su vez, proporciona un soporte mecanico para el cuerpo de la planta (Raven y col., 1999). Este
desarrollo secundario del xilema implica una cascada de procesos, que incluyen la expansion de la pared
celular, la deposicion de la pared secundaria, la lignificacion y la muerte celular programada (Turner y col.,

2007; Bollhoner y col., 2012; Oda y Fukuda, 2012).

Los ET comienzan a formarse en etapas muy tempranas del desarrollo del xilema, en un proceso que
involucra dos factores de transcripcion de tipo NAC, VASCULAR-RELATED NAC-DOMAING6 (VNDG6) y
VND7 (Ohashi-Ito y col., 2010).

El floema, por su parte, comprende dos tipos de células principales: elementos de tubo criboso y células
acompaifiantes (Figura 1). Las primeras son células conductoras vivas, pero sin nucleo a la madurez, que
conducen los nutrientes, mientras que las células acompafiantes se encargan de proporcionar soporte
metabdlico a los elementos de tubo criboso (Esad, 1977; Van Bel y Knoblauch, 2000). Ambos tipos de

células se originan a partir de células precursoras del floema en el procambium.
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Figura 1. Ilustracion de los diferentes tipos celulares presentes en el tejido vascular, surgidos a partir de un
mismo tipo celular

Hacia la izquierda se observa la diferenciacion a elementos de tubo criboso y células acompaiiantes del floema. Hacia la
derecha se ven los elementos traqueales, las fibras y las células parenquematicas del xilema, las tnicas de este tejido
que permanecen vivas. Los circulos rosas representan los nuicleos celulares y las elipses blancas las vacuolas. Figura

creada con BioRedner.
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Dentro de los reguladores de la diferenciacidn primaria de células del floema se encuentran APL (ALTERED
PHLOEM DEVELOPMENT), un factor de transcripcion de la familia MYB que actia induciendo la

identidad del floema mientras reprime la diferenciacion de las células del xilema (Bonke y col., 2003)

Finalmente, de manera similar a lo que ocurre en el meristema apical del tallo, donde un conjunto de células
madre prolifera para mantenerse al mismo tiempo que da origen a la formacién de nuevos drganos, las
células cambiales del tejido vascular pueden proliferar y/o diferenciarse en cualquiera de las células

vasculares mencionadas anteriormente (Miyashima y col., 2013).

La correcta organizacion de los tejidos vasculares dependera de la comunicacion local que exista entre las
cClulas vasculares ya diferenciadas y el cAmbium. Esta comunicacion es mediada por sefiales hormonales de
auxinas, citoquininas y BRs (Lucas y col., 2013; Agusti y Blazquez, 2020). Ademas, las posiciones relativas
del floema y del xilema también estan controladas por la via de sefializacion mediada por el factor inhibidor
de la diferenciacion del elemento traqueal (TDIF, por sus siglas en inglés). TDIF se compone por dos
péptidos de la familia CLE (CLAVATA3/EMBRYO SURROUNDING REGION-related), CLE41/CLE44, que
se sintetizan en células del floema y luego se mueven al procambium, donde se encuentran con su receptor,
PXY (LRR-RLK PHLOEM INTERCALLATED WITH XYLEM), activando una cascada de sefializacion que
inhibe la diferenciacion de las células del xilema y promueve la proliferacion de células procambiales

(Agusti y Blazquez, 2020).

1.3.2 Desarrollo inicial del tejido vascular

La formacién del sistema vascular primario implica un proceso altamente regulado de diferenciacion celular
e inicia con la embriogénesis, donde las células progenitoras que eventualmente se convertiran en los tejidos
vasculares se establecen primero como tejidos pre-procambiales indiferenciados ubicados en la seccion mas
interna del embridn. Estas células se dividen y adquieren identidad provascular en un proceso que implica
una acumulacion local de auxinas y, tras la especificacion, proliferan de forma concomitante con el

desarrollo embrionario (Lucas y col., 2013; Agusti y Blazquez, 2020).

Tras la germinacion, la vasculatura primaria preestablecida durante la embriogénesis comienza a madurar, y
se forma y desarrolla nuevo tejido vascular a medida que la planta crece. Durante esta formacion del tejido,
xilema, floema y cambium se organizan en un patrén vascular bien establecido que, en Arabidopsis, cambia

en los diferentes organos de la planta, aunque mantiene siempre los mismos tres tipos celulares.

1.3.3 Patron vascular de raices

En la vasculatura radicular primaria, el xilema ocupa el centro, el floema se ubica en dos polos en extremos
opuestos, perpendiculares del eje del xilema y en medio de ambos se encuentran las células procambiales
(Figura 2). Este patron se establece inicialmente por la interaccion entre niveles elevados de citoquininas y

auxinas, que definen dominios distintos en el procambium de la raiz. En la etapa de plantula, este patrén de
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organizacion se expande longitudinalmente a lo largo de la raiz y el hipocétilo, conectando el meristema

apical del tallo y el meristema apical de la raiz (Lucas y col., 2013; Agusti y Blazquez, 2020).

1.3.4 Patrdn vascular de hojas

En cotiledones y hojas, el tejido vascular comienza a desarrollarse tan pronto como se establece el primordio
y se distribuye en lo que se conoce como venas o nervaduras, que forman un sistema continuo, conectado y
reticulado de haces vasculares (Figura 2). En estos haces, el xilema generalmente se orienta hacia la parte
adaxial (superior) de la hoja y el floema, hacia la parte abaxial (Lucas y col., 2013; Agusti y Blazquez,
2020).
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Figura 2. Patrén vascular en los diferentes 6rganos de Arabidopsis
El esquema muestra como el patrdn vascular varia en hojas, raices y tallos a lo largo del desarrollo. Figura modificada

de Ruonala y col., 2017.
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1.3.5 Patron vascular de tallos

El patrén vascular de los tallos es el que resultard mds inherente a este trabajo de Tesis. En Arabidopsis, la
elongacion del tallo floral comienza con la transicion de la fase vegetativa a la reproductiva y la vasculatura
primaria de los tallos se desarrolla en forma de haces vasculares discretos, no interconectados, que se
distribuyen radialmente (Figura 2). Cada tallo desarrolla entre cinco y ocho haces vasculares en los que el
floema se enfrenta a la parte externa del tallo y el xilema, a la interna (Figura 3). Entre ambos se ubican las

células del cambium (Agusti y Blazquez, 2020).

e Haz

(O Epidermis
() Cortex
Floema
() Cambium
_ Xilema
Medula

Figura 3. Distribucion radial de los haces vasculares dentro del tallo maduro de Arabidopsis

(a) Esquematizacion de la distribucion radial y regularmente espaciada de los haces vasculares mostrando cada tipo
celular que lo compone (figura modificada de Chang y col., 2022). (b) Imagen de un corte histolégico longitudinal de
tallo maduro de Arabidopsis en el que se sefiala uno de los ocho haces vasculares que lo componen, dentro del cual se

marca la ubicacion de floema (p), xilema (x) y cambium (c). La linea longitudinal indica el diametro del tallo.

Dentro del tallo, ademas de diferenciarse a xilema o floema, las células cambiales son claves en el desarrollo

vascular secundario.

1.3.6 Desarrollo vascular secundario

El desarrollo secundario del tejido vascular tiene lugar en tallos, raices e hipocotilos y se da de manera
radial, causando un engrosamiento de dichos organos y proporcionando una capacidad de transporte
mejorada, asi como mayor soporte mecanico y estabilidad. Este crecimiento es posible gracias a la actividad

del cdmbium vascular (Figura 2).

En el tallo de Arabidopsis, el cdmbium vascular se desarrolla a través de la expansién lateral de las células

procambiales ubicadas entre el xilema y el floema en los haces vasculares y la formacidon de nuevas células
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cambiales. El sistema PXY/TDIF, mencionado anteriormente, también es crucial para la regulacion del

crecimiento vascular secundario (Agusti y Blazquez, 2020).

1.3.7 Funciones del sistema vascular

Como se ha mencionado arriba, el sistema vascular de las plantas cumple funciones fundamentales tanto en
el transporte de recursos como en el sostén estructural. A través del xilema y del floema se distribuyen agua,
nutrientes minerales, azucares y aminodacidos hacia los distintos organos, garantizando el crecimiento y
funcionamiento del organismo. Pero el floema es vital para mucho mas que la funcion bien establecida del
transporte de fotoasimilados. Se siguen descubriendo nuevas funciones de transporte, como el transporte
floematico de fitohormonas, ARN pequefios, ARNm y proteinas. Este transporte de macromoléculas opera
como una red de comunicacion a larga distancia y contribuye a facilitar los programas de desarrollo
coordinados, enviando sefiales que reflejan las condiciones bidticas y abioticas del entorno en diversas partes

del cuerpo de la planta (Lucas y col., 2013).

Los elementos de tubo criboso que componen el floema también son capaces de regular la deposicion de
calosa en los plasmodesmos que los conectan, esto ofrece no solo la capacidad de regular el flujo de
transporte a través de este tejido, sino que es especialmente Util como mecanismo de defensa de la planta

frente al estrés bidtico (Dong y col., 2008; Chen y Kim, 2009).

Por su parte, el crecimiento secundario y posterior lignificacion de las células que componen el xilema
proporciona una fuerte rigidez, un aspecto que cobra gran relevancia principalmente en tallos, ya que las

células lignificadas pueden resistir la alta presion del agua y el estrés mecanico (Agusti y Blazquez, 2020).

1.4 LA RELACION DE LAS PLANTAS CON EL ESTRES AMBIENTAL

Las plantas estan constantemente expuestas a una amplia variedad de estreses bidticos y abidticos que
afectan su crecimiento y desarrollo. En condiciones de laboratorio el estrés se relaciona generalmente con
una penalidad en la productividad, ya sea en términos de produccion de semillas, frutos o biomasa (Lambers
y col., 2008) y en condiciones de campo pueden tener un impacto devastador en el crecimiento y el

rendimiento.

Entre los estreses abidticos més frecuentes se incluyen la sequia, salinidad, frio y calor, mientras que los
bidticos abarcan la interaccidn con patogenos o herbivoros (Suzuki y col., 2014). Frente a estas condiciones,
las plantas activan complejas redes de sefializacion que integran percepcion del estrés, transduccion de
seflales hormonales y regulacidn transcripcional. Estas vias buscan ajustar el metabolismo y modular la

expresion génica para restablecer el equilibrio fisioldgico (Zhu, 2016).
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En la coordinacion de la respuesta al estrés participan diversas hormonas, como acido abscisico, etileno,
jasmonatos y auxinas (Verma y col., 2016) y mecanismos de regulacidn transcripcional, como los mediados
por los factores de transcripcion HD-Zip 1| (HOMEODOMAIN-LEUCINE ZIPPER [), ampliamente
relacionados con la regulacion de las respuestas a sequia, frio, salinidad, etc. (Olsson y col., 2004; Ariel y

col., 2007; R€ y col., 2014; Perotti y col., 2017).

Un tipo de estrés abiotico menos descripto es el estrés mecanico, definido como la tension fisica ejercida

sobre los tejidos vegetales.

1.5 LA PARTICULARIDAD DEL ESTRES MECANICO

En la naturaleza, las plantas estan constantemente expuestas a diversas formas de estrés mecdnico: la lluvia,
la nieve, el viento, los animales, los patégenos o las propias plantas. En muchos casos, estos estimulos
mecanicos inducen respuestas que han demostrado tener un valor adaptativo. Un ejemplo clésico es la
respuesta de los drboles al viento, que da como resultado troncos mas cortos y gruesos. La respuesta de las
plantas a este tipo de estrés es conocida como tigmomorfogénesis, e involucra una variedad de cambios en el

patrén de crecimiento y en la arquitectura de la planta.

En condiciones experimentales, el estrés mecdnico puede inducirse mediante distintas formas de
manipulacion fisica, como la aplicacién de peso, la torsion o flexion del tallo, el cepillado de los o6rganos, el
roce repetido o incluso la exposicion a hipergravedad, lo que representa un amplio espectro de fuerzas que
actiian sobre la planta (desde leves presiones locales hasta cargas persistentes) y difieren en intensidad,
duracidn y espacialidad (Figura 4). Como ejemplos podemos citar el trabajo de Ko y col., (2004) en el que el
estrés mecanico implica la colocacion artificial de peso sobre la vara floral de Arabidopsis durante un
periodo de 3 dias; el trabajo de Louveaux y col., (2016) en el que se aplican microcargas controladas que
actlian exclusivamente sobre el meristema; el de Matsumoto y col., (2010), en el que someten plantulas
enteras a fuerzas centrifugas para emular los efectos de la hipergravedad; o el de Zhdanov y col., (2022) en el

que las plantas adultas son sometidas a cepillado periodico hacia un lado y el otro.

Estas distintas formas de estrés mecanico también desencadenan efectos a varios niveles de organizacién
bioldgica. A nivel molecular y de sefializacion, uno de los eventos mas tempranos es la elevacion transitoria
de Ca citosdlico tras la estimulacion mecénica, lo que activa sensores como calmodulinas o calmoduline-
like, y puede disparar cascadas de sefializacidn que incluyen quinasas, fosforilasas, y cambios en la
fosforilacion de proteinas (Chehab y col., 2009), en conjunto con la activacién de proteinas de pared
relacionadas a la percepcion inicial del estimulo mecanico, como FLA1l y FLA12 (Ma y col., 2022).
Ademss, se observa induccion de genes involucrados en la remodelacion de la pared celular, transporte de

iones, defensa y modificacion de la pared, entre otros (Hansen y col., 2025).
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A nivel celular, se ha demostrado que la estimulacion mecdnica altera la organizacion del citoesqueleto: en
hojas e hipocotilos de Arabidopsis, la aplicacion de presidn externa o centrifugacion provoca un
reordenamiento de microtiibulos corticales, que se alinean en haces y adoptan un patrén coordinado entre
células adyacentes, posiblemente para guiar la deposicion de celulosa y reforzar la pared celular en las zonas
sometidas a estrés. Estas reorganizaciones pueden condicionar la anisotropia del crecimiento celular y el

remodelado de la pared frente a fuerzas mecéanicas (Matsumoto y col., 2010; Jacques y col., 2013).

Finalmente, a escala de planta entera (fenotipica y fisioldgica), el estrés mecdnico puede modificar la
arquitectura y el desarrollo: las respuestas tipicas de tigmomorfogénesis incluyen acortamiento del tallo,
ensanchamiento radial, redistribucion de la biomasa, modificacion en la composicion anatomica del tallo
(por ejemplo, aumento del xilema y el floema) y alteraciones en el rendimiento o la respuesta al estrés (Ko y
col., 2004; Zhdanov y col., 2022; Hansen y col., 2025). Asimismo, los estimulos mecanicos suaves (como un
toque periddico sobre la hoja) pueden inducir una respuesta de defensa: en Arabidopsis, un estimulo
mecanico suave sobre las hojas provoco un aumento rapido de Ca*, liberacion de ROS y cambios en la
permeabilidad de la cuticula, y poco después se observd una mayor resistencia local y sistémica contra

hongos patogenos (Benikhlef'y col., 2013).

Figura 4. Diversidad de formas de aplicar estrés mecanico sobre Arabidopsis en condiciones de laboratorio

Dentro del abanico de los posibles tratamientos mecanicos que se pueden ejercer sobre Arabidopsis encontramos
fuerzas leves y puntualmente localizadas, como la aplicacion de micro-cargas sobre meristemas o tricomas de hojas; la
colocacidn de cargas sobre la vara floral; la aplicacion de centrifugacion de plantas completas; el fouching de hojas de
rosetas o tallos; la constriccion forzada de la raiz; el brushing o cepillado, etc. Todos estos tratamientos pueden variar

en su duracion, abarcando desde segundos hasta dias, y en la fuerza ejercida.
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Este trabajo de Tesis se cimienta sobre el estrés mecdnico descripto por Cabello y Chan (2019); en ese
trabajo se observd que las plantas de Arabidopsis y girasol respondian a un estrés mecanico basado en la
colocacion de peso sobre la vara floral generando tallos ensanchados, un aumento del nimero de haces
vasculares y un significativo aumento en la produccion de semillas. A nivel hormonal, las autoras también
demostraron que las auxinas juegan un rol esencial en esta respuesta a través de la participacion de los

transportadores de tipo AUX y LAX.

Desde una perspectiva aplicada, comprender como las plantas trasladan sefiales mecanicas en cambios
vasculares y de rendimiento abre vias para estrategias agronomicas que modifiquen arquitectura y resiliencia
sin recurrir al uso de quimicos. Sin embargo, persisten preguntas clave: ;qué vias se activan frente al estrés
mecanico? ;,Como se integran seflales mecanicas con redes hormonales en tejidos especificos? ;Cuanto de lo

hallado en Arabidopsis puede ser trasladado a plantas de interés agronomico?

En este contexto, este trabajo de Tesis se centra en el estudio de los mecanismos moleculares y hormonales
que vinculan la respuesta del sistema vascular del tallo al estrés mecénico, el transporte de azdcares y la

regulacién hormonal y transcripcional de estos procesos.
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2. OBJETIVOS DEL TRABAJO

2.1 OBJETIVO GENERAL DEL TRABAJO DESARROLLADO

El objetivo general de este plan de trabajo es contribuir a la comprension de los mecanismos moleculares y
fisioldgicos puestos en juego durante la formacidn de nuevos haces vasculares mediante el ensanchamiento
del tallo de las plantas, causado por el tratamiento mecanico de aplicacion de peso sobre la vara floral.
Buscamos responder: a) ;Qué hormonas, ademas de las auxinas, estan implicadas en este proceso? b) ;Esta
relacionado el aumento en la produccidon de semillas provocado por el peso con un transporte de azicares
mas eficiente derivado de una mayor cantidad de haces? c¢) ;Qué genes estan participando en esta respuesta?

d) ¢ Cémo se relaciona la respuesta al estrés mecanico con la respuesta a otros tipos de estrés abiotico?

Finalmente, como objetivo a largo plazo, se plantea que la comprension de estos mecanismos nos podria

conducir al desarrollo de estrategias para el aumento de la productividad en cultivos de interés agrondmico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Investigar el rol de otras hormonas vegetales, ademas de las auxinas, involucradas en el proceso de
ensanchamiento del tallo y el aumento del niimero de haces vasculares. Nos enfocaremos en las
estrigolactonas (SLs) y los BRs. Aplicaremos el tratamiento de peso durante 24 y 48 h a mutantes en la
sintesis y/o sefializacion de estas fitohormonas. Mediremos el didmetro del primer entrenudo al inicio y al
final de las 24 y 48 h de tratamiento de los genotipos mutantes y sus controles y visualizaremos la cantidad
de haces vasculares de los mismos haciendo cortes histologicos seguidos de tincion de las plantas tratadas y
sus controles. En funcion de los resultados que se obtengan, profundizaremos el estudio siguiendo las

estrategias experimentales detalladas en Cabello y Chan (2019).

2- Investigar si el aumento del nimero de haces vasculares se correlaciona con un mejor transporte de
azlcares solubles necesarios para la formacion de las semillas. Para esto, proponemos realizar ensayos de
particion de carbono (Durand y col., 2018) y cuantificar almiddn y azicares solubles en hojas de roseta y
sacarosa en segmentos de tallo de plantas de Arabidopsis salvajes (WT) tratadas con peso y sin tratar (Strand

y col., 1999).

3- Investigar si las plantas tratadas con peso tienen una respuesta diferencial al estrés abidtico (sequia,
salinidad, etc.). Para este objetivo someteremos plantas tratadas con peso y controles a distintos tratamientos
de estrés. Mediremos entrenudos, cantidad de haces y produccion de semillas luego del tratamiento
estresante para ver si este estrés modifica la arquitectura del tallo adquirida después del tratamiento con peso.

En funcion de los resultados que se obtengan, profundizaremos el estudio.
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4- Estudiar la variacién en el transcriptoma de las plantas tratadas con peso. Para este objetivo
tomaremos muestras de tallo del primer entrenudo, tratadas durante 6 h, ya que en ese punto es cuando
comienza la formacion de nuevos haces (Cabello y Chan, 2019). Analizaremos los datos transcriptdmicos
para poder determinar qué vias de sefializacion se encuentran afectadas y qué genes dentro de esas vias

presentan cambios significativos en sus niveles de expresion.

5- En funcién de los resultados que se obtengan del punto anterior, seleccionaremos un grupo de genes
candidatos para cuantificar por RT-gPCR en muestras tomadas del mismo tejido, estadio de desarrollo y

tiempo de tratamiento que se utilizaron para el objetivo anterior.

6- Caracterizar fenotipicamente las plantas transformadas/mutantes relacionadas con la respuesta al
estrés mecanico, realizando medidas de diametro del tallo principal, cantidad de haces vasculares,

produccion de semillas, biomasa, entre otras.

7- Relacionar la caracterizacion fenotipica de las plantas sometidas al estrés mecanico con fenotipos
conocidos de lineas mutantes y sobreexpresantes de factores de transcripcion para comprobar si existe una

regulacion transcripcional de todos los fenomenos asociados a la respuesta a este estrés.
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CAPITULO |

Interaccion hormonal y sefializacion de CLE44 en la respuesta del tallo de Arabidopsis al

estrés mecanico
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. INTRODUCCION AL CAPITULO I

1.1 LA NECESIDAD DE PROFUNDIZAR SOBRE LA RESPUESTA AL ESTRES MECANICO

Como se ha mencionado antes, si bien los tipos de estrés mecéanico aplicados en laboratorio pueden variar
ampliamente, aqui nos centraremos en estudiar especificamente el utilizado e informado por Cabello y Chan,
(2019). En este caso, el estrés fue aplicado sobre plantas de Arabidopsis en estadio reproductivo, con una
vara floral de 4 cm de altura, a las que se le colocd sobre el apice del tallo un objeto de 1.6 g, que generd

peso y flexion del tallo durante un periodo de 48 h (Figura 5).

(a) (b)

1 1
"Estimulo mecanico de 48 h'

Figura 5. Aplicacién del estrés mecanico empleada durante este trabajo

(a) Para la generacion del estrés se utilizaron plantas de Arabidopsis sembradas de a una por maceta, crecidas en
condiciones normales hasta alcanzar una vara floral de 4 cm de altura, en ese momento se aplico un peso de 1.6 g en el
apice de la vara, sin ejercer ruptura fisica. El peso se mantuvo durante un periodo de 48 h, luego del cual fue retirado y

el crecimiento continu6 en condiciones normales. (b) Representacion esquematica del tratamiento aplicado.

El estudio demostro que este tipo de estrés mecanico genera engrosamiento y aumento del nimero de haces
vasculares del tallo, que pasan de 6-8 a 10-12 (Figura 6a). Al realizar cortes histologicos transversales de
secciones de tallo se observo que el aumento en la cantidad de haces vasculares se produce inicialmente en el
apice y mas tarde en la base de la vara floral, y que ocurre por duplicacion de haces preexistentes (Figura
6b). El niimero se revierte 15 dias después de finalizado el tratamiento, cuando las plantas vuelven a tener el
numero original de haces vasculares, pero permanecen hasta el final de su ciclo de vida con un mayor area de
xilema, mostrando la gran plasticidad que tiene el sistema vascular para adaptarse a los cambios, segin las

necesidades de la planta, durante todo el ciclo de vida (Cabello y Chan, 2019).

Finalmente, este estrés mecanico no sélo modifico la arquitectura de los oOrganos, sino también el
rendimiento de semillas. Resulta sumamente interesante que las plantas tratadas con peso generen una

produccion de semillas significativamente mayor que sus controles, un aumento que alcanza casi el 50 %
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(Cabello y Chan, 2019). El interés de esto radica en que, en general, se asocia al estrés en plantas con efectos

negativos sobre la produccion, pero este estrés controlado resulta en un mejoramiento.

La participacion de la fitohormona auxina, una hormona necesaria para la generacion de tejido vascular, es
esencial en la respuesta al estrés mecanico. Las plantas mutantes en transportadores de auxinas de tipo
AUX/LAX (AUXINI/LIKE AUXI) no responden de igual manera que una planta WT (Figura 6c¢). En el caso
de la mutante /ax2 no se observa ninguna de las caracteristicas fenotipicas relacionadas a la respuesta: no hay
engrosamiento de tallo, cambio en el numero de haces vasculares ni alteraciones en la produccidn final de

semillas (Cabello y Chan, 2019).

Control Estrés mecanico

r F

Figura 6. Cambios anatémicos del tallo de Arabidopsis en respuesta al estrés mecanico observados por Cabello y
Chan (2019)

(a) El tratamiento mecanico de 48 h aplicado por las autoras generd aumento en el diametro y nimero de haces
vasculares del tallo de plantas salvajes. (b) Imagenes que ilustran la division de los haces vasculares (marcado con
flechas rojas) en las plantas tratadas con peso. (c) La respuesta se observa en lineas de Arabidopsis mutantes en el

transportador de auxinas, /ax2. Figura tomada de Cabello y Chan, 2019.

La auxina es una de las principales hormonas involucradas en la diferenciacion y el patrén del tejido vascular
en plantas (Ibafies y col., 2009). Su distribucion polar determina zonas de acumulacion que actlian como
centros de sefializacion para la formacion de traqueidas y elementos de vaso (Sachs, 1981; Scarpella y col.,
2006). Este patron direccional depende de transportadores de eflujo de tipo PIN (PIN-FORMED), cuya
localizacion polar en la membrana plasmatica orienta el flujo intercelular de auxina y establece gradientes
esenciales para la organizacion del procdmbium y del xilema primario (Benkové y col., 2003; Petrasek y
col., 2006). En particular, PIN1 y PIN3 han sido ampliamente implicados en la canalizacion de la auxina
hacia las zonas de diferenciacion vascular, mientras que PIN7 contribuye a la redistribucion en etapas
tempranas del desarrollo del tallo y del embrion (Blilou y col., 2005). Ademas, el ensanchamiento del tallo

en plantas tratadas con peso también depende de PIN3 (Carrio-Segui y col., 2024)
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Complementariamente, los transportadores de auxina de la familia AUX1/LAX permiten la entrada de la
hormona al citoplasma, modulando la sensibilidad y la direccion del transporte polar. Dentro de este grupo,
LAX2 cumple un papel clave en la formacién y continuidad del sistema vascular, promoviendo la
diferenciacion del xilema y la conexidn entre los tejidos vasculares de los 6rganos aéreos (Péret y col., 2012;
Swarup y Bhosale, 2019). Las plantas mutantes /ax2 muestran interrupciones en la continuidad de los haces
vasculares y alteraciones en la arquitectura del xilema, lo que evidencia su funcion complementaria a los
transportadores PIN en la canalizacion de la auxina (Péret y col., 2012, Fabregas y col., 2015). Asi, la
coordinacidon entre los sistemas de transporte activo de entrada (LAX2) y salida (PIN) define los gradientes

de auxina que dirigen el patron espacial del tejido vascular durante el crecimiento y la regeneracion.

Sin embargo, esta no es la tnica fitohormona que se ha relacionado con el desarrollo vascular. Otras
hormonas como los BRs o las SLs también tienen roles clave en la regulacion de este tejido y podrian estar
involucradas en la respuesta al estrés mecanico aplicado por Cabello y Chan (2019), que sera el mismo con

el que trabajaremos en esta Tesis.

1.2 REGULACION HORMONAL EN EL DESARROLLO DEL TEJIDO VASCULAR

Entre las hormonas vegetales que regulan la formacion y diferenciacion del tejido vascular, las auxinas
ocupan un papel central y su accidn ha sido descripta arriba, pero el rol de los BRs y las SLs en este proceso

también es esencial y debe ser destacado.

1.2.1 Brasinoesteroides y tejido vascular

Los BRs son esteroides vegetales, esenciales para el crecimiento y desarrollo. Estas hormonas controlan la
divisién, elongacién y diferenciacion de diversos tipos celulares a lo largo de todo el ciclo de vida de la
planta. La percepcion de BRs ocurre mediante el receptor BRI1 (BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1)y su
correceptor BAK1 (BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1-ASSOCIATED RECEPTOR KINASE I). Al unirse
a la fitohormona estos receptores inician una cascada de fosforilacion intracelular que culmina en la
promocion de la actividad y estabilidad de los factores de transcripcion de respuesta a BRs, BES1 (BR/I-
EMS-SUPPRESSOR 1) y BZR1 (BRASSINAZOLE RESISTANT 1), que controlan directamente la
transcripcion de miles de genes sensibles a BRs (Li y Chory, 1997; Wang y col., 2001; Wang y col., 2002;
Yiny col., 2002; Russinova y col., 2004).

En ausencia de BRs, la quinasa BIN2 (BRASSINOSTEROID-INSENSITIVE 2, GSK3-like kinase) fosforila a
BES1 y BZR1, promoviendo su degradacion en el citoplasma (Peng y col., 2008, Nolan y col., 2020). Esto

inhibe su capacidad para unirse al ADN y provoca la inactivacion de la via (Figura 7).
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-BR + BR

Figura 7. Esquema general de la via de seiializacion de brasinoesteroides

En ausencia de BRs (izquierda) los receptores BRI1 y BAK1 son inhibidos y la quinasa BIN2, que funciona como un
regulador negativo, fosforila a BES1 y BZR1 para inhibir su actividad. Esto conduce a una baja expresion de genes de
respuesta a BRs y una mayor expresion de genes reprimidos por la hormona. Cuando los BRs estan presentes, se unen
al receptor BRI1 y al correceptor BAK1 para iniciar la sefializacion de BRs (derecha). Esto permite que BRI1 y BAK1
se fosforilen y se activen al mismo tiempo que se inhibe a BIN2. La desfosforilacion por PP2A permite que BES1 y
BZR1 funcionen como factores de transcripcion para promover la expresion génica inducida por BRs. Figura

adaptada de Nolan y col., 2020.

La sefializacion mediada por BRs esta involucrada en el desarrollo de tejidos vasculares. Las plantas
deficientes en BRs, que albergan mutaciones en genes clave para la sintesis de la fitohormona, tienen un
desarrollo anormal del xilema (Choe y col., 1999; Szekeres y col., 1996); mutantes del receptor de BRs
también exhiben una diferenciacion vascular anormal (Cafio-Delgado y col., 2004). Se ha informado ademas
que la diferenciacidn de las células cambiales en vasos del xilema esta regulada por GSK3, actuando los BRs

como reguladores negativos de la diferenciacion del xilema (Kondo y col., 2014; Saito y col., 2018).
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Finalmente, en conjunto con las auxinas, los BR también participan en el establecimiento del patrén

periddico de los haces vasculares (Ibafies y col., 2009), controlando el nimero de células.

1.2.2 Estrigolactonas y sistema vascular

Otra hormona involucrada en la regulacion del desarrollo vascular es la estrigolactona, un terpenoide
derivado de carotenoides cuya biosintesis es catalizada por las enzimas MAX3 (CCD7, CAROTENOID
CLEAVAGE DIOXYGENASE7) y MAX4 (CCD8). Originalmente descritas por su rol en la inhibicion de la
ramificacion, las SLs también participan en la activacion del cAmbium y el mantenimiento del meristema
vascular. Las plantas mutantes en las vias de sintesis y sefializaciéon de SLs muestran reduccién en la
cantidad de células del cambium y el tratamiento localizado con GR-24, un andlogo sintético de las SLs,

mejora la actividad meristematica del cdmbium vascular (Agusti y col., 2011).

+ SlLs - SLs

Proliferacion €——— Ceélulas cambiales ——— Diferenciacion

Figura 8. Modelo que ilustra como BES1 y WOX4 median la sefializacion de estrigolactonas para regular la
proliferacion y diferenciacion de células cambiales durante el crecimiento secundario

BES1 y WOX4 regulan antagénicamente la actividad cambial durante el crecimiento secundario. BES1 induce la
diferenciacion a xilema y floema y reprime la transcripcion de WOX4, encargado de promover la proliferacion celular.
La sefializacion de SLs promueve la actividad del cambium induciendo la degradacion de BES1, lo que conduce a una
mayor expresion de WOX4 y a la proliferacion cambial. De forma similar, la sefializacion inducida por TDIF inhibe la
actividad transcripcional de BES1 a través de la via TDR-GSK3s, lo que también promueve la expresion de WOX4 y la
proliferacion del cambium. Por el contrario, cuando se reduce la sefializacion SLs o TDIF, aumenta la actividad de
BESI, lo que suprime la expresion de WOX4 y la proliferacion del cdmbium, pero potencia la diferenciacion de las

células cambiales. Figura adaptada de Hu y col., 2022.
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Algunos estudios moleculares recientes han mostrado que la transduccidn de la sefial de SLs utiliza factores
transcripcionales compartidos con la via de los BRs. La cascada de sefializacion mediada por SLs promueve
cambios en BES1 que conducen a la represion de WOX4, un regulador positivo de la proliferacion de células
cambiales, proporcionando asi un mecanismo molecular por el cual las SLs limitan o redirigen la

proliferacion celular cambial y, por ende, la tasa de crecimiento secundario (Hu y col., 2022; Figura 8).

Ademas, la sefializaciéon mediada por SLs también involucra reguladores transcripcionales como BRCI1
(BRANCHEDI), un factor de transcripcion de la familia TCP que controla la inhibicidn de yemas axilares
(Gonzalez-Grandio y col., 2013; Wang y col., 2020).

BRCT1 ha sido bien descripto como un regulador positivo de la expresion de genes que codifican para tres
factores de transcripcion de la familia HD-Zip I: AtHB21, AtHB40 y AtHB53 (Gonzélez-Grandio y col.,
2017), y estudios recientes de transcriptdmica también lo han vinculado con la regulacion de la expresion de

genes relacionados al desarrollo vascular, entre ellos CLE44 (van Es y col., 2024).

Por su parte, los BRs también son capaces de modular la expresion de BRCI (Hu y col., 2019), que es blanco
directo de BES1, que actia como represor transcripcional (es decir, la activacion de la via de los BRs

conduce a la represién de BRCT).

La integracion de estos modelos indica que las SLs y los BRs actiian conjuntamente en la regulacion de la
dinadmica de las células del cAmbium y, al mismo tiempo, sincronizan la regulacion de la ramificacion (via

BRC1), teniendo a BES1 como principal nodo de convergencia entre ambas vias.

1.3 SENALIZACION MOLECULAR ESPECIFICA DE TEJIDO VASCULAR

El desarrollo del tejido vascular esta gobernado por redes de sefializacion altamente conservadas que
integran sefiales hormonales, péptidos y factores de transcripcion. Arriba nos hemos detenido en BRs y SLs,
dos hormonas clave en la regulacion del desarrollo de este tejido, y antes se describi6 el papel de las auxinas.
Pero se debe destacar también el rol de uno de los mecanismos mejor caracterizados en la regulacion del
desarrollo vascular: el mddulo de sefializacion PXY/TDR-TDIF-WOX4/W0X14 (Etchells y Turner, 2010;
Hirakawa y col., 2010).

Los péptidos TDIF (TRACHEARY DIFFERENTIATION INHIBITORY FACTOR), codificados por los
genes CLE41 y CLE44, son producidos en el floema y se transportan hacia las células procambiales, donde
se unen a su receptor PXY/TDR (TDIF RECEPTOR). Esta interaccion inhibe la diferenciacion de xilema e
induce la proliferacion de células procambiales, asegurando la correcta organizacion de los haces (Fisher y
Turner, 2007; Etchells y col., 2013). La activacion de PXY promueve la expresion de los factores de

transcripcion WOX4 (WUSCHEL HOMEOBOX RELATED 4) y WOX14, que regulan de forma redundante
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la division celular y el mantenimiento del cambium. Entonces, la sefial CLE41/44-PXY/TDR estimula la
proliferacion de células del cambium y, al mismo tiempo, inhibe la diferenciacion hacia xilema manteniendo
un equilibrio entre division y diferenciacion (Figura 9). Ademas, como se ha mencionado arriba, esta via se

ve afectada por la accion hormonal de las SLs y los BRs.

CLE41,44

\
T
/_ Auxinas Etileno

BIN2 4 / ‘/( ”

I WOX14, WOX4 — ERFs
CYCD3:

BES1 | / f
Proliferacion celular ANT

= Xilema Diferenciacion xilematica

Floema

Figura 9. Redes genéticas subyacentes a la especificacion del tejido vascular

Modelo simplificado de algunas de las redes moleculares y hormonales que participan en la regulacién vascular. El
receptor PXY (quinasa) es activado por sus ligandos, CLE41 y CLE44, y regula positivamente la expresion de WOX4 y
WOX14, lo que resulta en la proliferacion celular en el cambium. Ademas, la via PXY activa BIN2, una proteina GSK3
que inhibe la expresion del factor de transcripcion de BRs, BESI, estimulando la diferenciacion del xilema. Otros
factores, como los ERF inducidos por etileno y los ANT y CYCD3;1 inducidos por citoquininas también participan en

la proliferacion celular del cambium. Figura adaptada de Ruonala y col., 2017.

Si bien la sefializacion TDIF/PXY es la que resulta de mayor relevancia en este trabajo de investigacion,
también existen otros factores, como VND6/VND7 (VASCULAR-RELATED NAC-DOMAIN) y APL
(ALTERED PHLOEM DEVELOPMENT), que coordinan la diferenciacion del xilema y del floema
respectivamente, completando la transicion de células meristematicas a tejidos conductores especializados

(Bonke y col., 2003; Kubo y col., 2005).
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Cabe destacar que la expresion de la mayoria de estos genes responde no solo a patrones de desarrollo, sino
que puede verse alterada por diversos estimulos ambientales. En este contexto, el péptido CLE44 emerge
como un candidato que podria ser clave en la transduccion de sefiales de estrés mecanico hacia respuestas de

proliferacion vascular.

1.4 EL PEPTIDO CLE44

Los péptidos de la familia CLE (CLAVATA3/EMBRYO SURROUNDING REGION-RELATED) constituyen
una clase de sefiales mdviles que regulan procesos de proliferacion y diferenciacion celular en multiples

tejidos vegetales (Fletcher, 2020).

En Arabidopsis existen mas de 30 genes CLE con funciones diversas en el control del tamafio del meristema
apical, la organizacién del tejido vascular, el desarrollo radicular y la respuesta a condiciones de estrés
(Fletcher, 2020; Figura 10). Dentro de esta familia, CLE4] se co-expresa con CLE44 y ambos codifican
péptidos idénticos conocidos como TDIF, que actuan en el floema para modular la actividad del procambium

a través del receptor PXY/TDR (Hirakawa y col., 2008).

Cada péptido CLE se sintetiza como un precursor. El péptido precursor de CLLE44 contiene una secuencia
seflal N-terminal, un dominio central variable y un dominio C-terminal altamente conservado de 12-14
aminodcidos que define su actividad biologica, siendo responsable de su reconocimiento por PXY (Fletcher,
2020). Tras la traduccidn, la proteina propeptidica se procesa mediante proteasas y es glicosilada en residuos
de hidroxiprolina. Estas modificaciones son necesarias para su estabilidad y reconocimiento por el receptor

(Matsubayashi, 2014).

Una vez maduro, el péptido TDIF es secretado al apoplasto desde las células del floema y puede desplazarse
hacia las células procambiales vecinas, donde ejerce su funcidn reguladora. Este movimiento local permite
establecer un gradiente de seflalizacion que mantiene la proliferacion procambial y previene la diferenciacion

prematura del xilema (Etchells y col., 2013).

Como se ha descripto arriba, la principal funcién conocida de CLE44 es la regulacion del desarrollo vascular
secundario. La unidn con su receptor, PXY, activa una cascada de sefializacién que culmina en la induccién
de WOX4 y WOXI4. Esto permite mantener la organizacion radial del tejido vascular y asegura la simetria

del crecimiento del tallo (Etchells y col., 2013; Hirakawa y col., 2010).
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Figura 10. Rol de los péptidos de la familia CLE en diferentes tejidos de Arabidopsis
CLV3 media la homeostasis de las células madre en el SAM; CLLE41/44 regulan la actividad cambial del tallo; CLE9/10
y CLE25 afectan aspectos del desarrollo y la funcidén estomatica y radicular; en raices, CLE9/10 regulan la formacion

del xilema y CLE2S promueve la diferenciacion de las células del protofloema; CLE45 inhibe la diferenciacion de las
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células del protofloema radicular; CLE14 induce la diferenciacion del RAM en respuesta a condiciones de bajo fosfato.

Figura adaptada de Fletcher, 2020.
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2. OBJETIVOS DEL CAPITULO I

El proposito general de este capitulo es analizar los mecanismos moleculares y fisioldgicos que vinculan la
percepcion del estrés mecanico con su respuesta en Arabidopsis, buscando comprender si existe una relacion
entre las fitohormonas como BRs y SLs o sefiales peptidicas tipo CLE con los fenotipos observados por
Cabello y Chan (2019) de ensanchamiento de la vara principal del tallo y duplicacion de los haces

vasculares. Se propone:

1- Investigar el rol de los BRs y las SLs en relacion con el proceso de ensanchamiento del tallo y el

aumento del nimero de haces vasculares.

2- Comprobar los efectos del agregado exdgeno de analogos sintéticos de BRs y SLs, al igual que

inhibidores de estas vias hormonales, durante el desarrollo de la respuesta al agregado de peso.

3- Caracterizar la respuesta del agregado de peso en las lineas mutantes de genes de sintesis,
respuesta y sefializacion de estas fitohormonas: bes!, bzrl, max4 'y brcl. También analizaremos las mutantes
en el péptido cle44, realizando medidas de altura y diametro del tallo principal, nimero de haces vasculares,

produccion de semillas, entre otras.

4- Obtener lineas transgénicas que sobreexpresen el péptido CLE44 y evaluar su respuesta al estrés

mecanico.

5- Obtener lineas transgénicas transformadas con una construccion que contenga la region promotora
de CLE44 fusionada al gen reportero GUS, para evaluar el patron de expresion del péptido en condiciones

normales y frente a estrés mecanico.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES

3.1.1 Cepas bacterianas

En la Tabla 1 se detallan los genotipos de las cepas bacterianas de Agrobacterium tumefaciens 'y Escherichia

coli empleadas para clonados y transformaciones estables de plantas.

Tabla 1. Cepas bacterianas

Microorganismo Cepa

Genotipo relevante

Referencia

A. tumefaciens LBA4404

E. coli DH5a0

3.1.2 Especies vegetales

Posee el plasmido Ti desarmado pAL4404, con
resistencia a estreptomicina, que se obtiene al
reemplazar la region del ADN-T del plasmido
pTiAchS de la cepa salvaje AchS por el
plasmido  pBR322.  Presenta  resistencia

cromosomal a rifampicina.

Posee una porcion del gen lacZ (lazZ. M15) por
lo cual presenta el sistema de seleccion de
colonias blancas y azules. Permite obtener ADN
plasmidico de buena calidad y alto rendimiento
(endA1). Provee estabilidad al inserto presente
en el plasmido con que se la transforme (recAl):
endA1l hdR17 supE44 thi-1 recAl gyrA96
(Nalr) RelAl AlacU169 (©80lacZAM15).

Ooms y col., 1982

Hanahan, 1983

Se utilizaron plantas de 4. thaliana del ecotipo Columbia-0 (Col-0) adquiridas originalmente en L.ehle Seeds

y reproducidas posteriormente en el IAL. Estas plantas se hicieron crecer en una camara de cultivo que

mantiene las condiciones optimas para su germinacion, crecimiento y desarrollo.

3.1.3 Medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados para el crecimiento de bacterias y plantas se especifican en la Tabla 2.
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Tabla 2. Medios de cultivo

Medio de cultivo Organismo Composicion Referencia

cultivado

Peptona de carne 10 g/, extracto de levadura 5

Lysogeny Broth  E. coliy . o/| NaCl 5 g/I; pH 7. Para medios sélidos, se
(LB) tumefaciens 1989
afiadieron 15 g/l de agar.

Sambrook y col.,

KNO3 1,9 g/I; NH4NO3 1,65 g/l; CaCl2.2H20
0,44 g/1; MgS04.7H20 0,37 g/l; KH2PO4 0,17
g/l; Na2EDTA 37,3 mg/l; FeSO4.7H20 27,8
Murashige y L thaliana mg/l; MnS04.4H20 22,3 mg/l; H3BO3 6,2 Murashige y Skoog,
Skoog (MS) mg/l; ZnSO4.4H20 8,6 mg/l; KI 0,83 mg/l; 1962
Na2MoO4.2H20 0,25 mg/l; CuSO04.5H20
0,025 mg/l; CoCI2.6H20 0,025 mg/l; pH 5,8.

Para medios sdlidos, se afiadieron 8 g/1 de agar.

3.1.4 Vectores

pBluescript SK(-) es un fagémido disponible comercialmente, derivado del plasmido pUC19. Incluye una
secuencia de sitios de multiple clonado (SMC), una secuencia de resistencia a ampicilina y un origen de
replicacion de E. coli y f1. La secuencia del SMC est4 ubicada dentro de un gen controlado por LacZ,

disefiado para proporcionar una coloracion azul cuando se expresa en bacterias.

pBI101.3 es un derivado del vector binario pBIN19. Este plasmido contiene el gen que codifica la enzima [3-
glucuronidasa (GUS) de E. coli con la sefial de poliadenilacion de la nopalina sintetasa (NOS). Dentro de la
region de movilizacion de ADN, necesaria para la transformacion de plantas, contiene ademas el gen NPTII
(NEOMICIN PHOSPHOTRANSFERASE II) que confiere resistencia a kanamicina y un origen de replicacion
bacteriano RK2.

pBI121 es derivado del vector pBI101 que contiene un fragmento de 800 pb del promotor 35SCaMV
dirigiendo la expresion del gen reportero GUS (Jefferson y col., 1987). Este vector confiere resistencia a

kanamicina tanto en bacterias como en plantas.
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3.1.5 Plantas mutantes y transgénicas de A. thaliana

Las plantas mutantes bes! (AT1G19350, SALK 091133C), bzrl (AT1G75080, SAIL_890 FO05/ CS877757)
y cle44 (AT4G13195, SALK 048861) fueron obtenidas de ABRC (Arabidopsis Biological Resource

Center).

Las plantas transformadas con los promotores de AtHB21, AtHB40 y AtHB53 dirigiendo la expresion del
reportero GUS y las lineas mutantes athb21, athb40, athb53, athb21/40, athb40/53, athb40/21/53, max4 'y

brcl fueron previamente descriptas (Gonalez-Grandio y col., 2017; Mora y col., 2022).

3.1.6 Oligonucleodtidos

En la Tabla 3 se muestra el nombre, la secuencia y uso dado a los oligonucledtidos utilizados.

Tabla 3. Oligonucleétidos utilizados

Nombre ID del locus Secuencia 5’ 2> 3’ Uso
preLE44-E AT4GI3195 CCCAAGCTTAACAATCATGCACTCTATACTATTCC Clonado
prCLE44-R
AT4G13195 CCCGGATCCGCAATTATAAAGAAGAAAAAAACACCCC Clonado
cCLE44-F
AT4G13195 CCGGATCCCTTTATAATTGCATGGCAACTAC Clonado
cCLE44-R AT4G13195 CCGAGCTCCCTAGTTGGAGATAGGGTTTGG Clonado
BESI-F
ATIG19350 GCTGGTTGGGTTGTTGAAGAAG RT-gPCR
BESI-R
ATIG19350 GGGAAGAGTAAGGAGTTGCTCG RT-gPCR
BZRI-F
ATIG75080 TGGTGAGATAGCTGGGACTT RT-gPCR
BZRI-R
AT1G75080 GGTAAGATGGGATGGGACTTTG RT-qPCR
LR AT4G32810 TGTGGAGTAGCCGTCGAAGAG RT-gPCR
MAX4-R AT4G32810 GAAAGATACCCACTTGGCTGAATG RT-gPCR
BRCI-F
AT3G18550 GATTAACCACCATCGCAGCC RT-gPCR
BRCI-R AT3G18550 TTTCGCGCCGAAGGAGTAAT RT-gPCR
SR AT4G13195 TGGATATTGAGCCCTGCTTGA RT-gPCR
CLE44-R AT4G13195 AGGAACCTCTTGGAAGGAGCC RT-gPCR
PXY-F
AT5G61480 TCAAACCGACGAATCCATGIC RT-gPCR
PXY-R
AT5G61480 CACGACCTACCCATGCTTTTG RT-gPCR
LADC 22 AT1G46480 CGATCAAACCGGTCCGACAA RT-gPCR
WOX4-R AT1G46480 TTCTTGAGTCGGGTTCCACC RT-qPCR
WA AT1G20700 ACTAGGCATCGGTGGACTCC RT-gPCR
WOXI14-R AT1G20700 AGGCTGCTTTCGTTTGGACC RT-gPCR
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VNDG6-F

AT5G62380 CGCTTGACAAGTTTGTTGCTTCTCAGC RT-gPCR
VND6-R
AT5G62380 GGAAGAAGCATTCATCGAAACCATTG RT-qPCR
VND7-F . N . .
AT1G71930 CACCATGCATCAATATGGCAACATIGAG RT-qPCR
VND7-R ATI1G71930 TAGTGTTCTCCAATCCACACAGTT RT-qPCR
IRX3-F
AT5G17420 TGACATGAATGGTGACGTAGC RT-qPCR
IRX3-R
AT5G17420 CATCAAATGCTCCTTATCACCTT RT-qPCR
XCP-F
AT4G35350 TCCACAAAGAAGATGATTACCCITA RT-gPCR
XCP-R
AT4G35350 TCACACGTTCCACATCCTCTT RT-qPCR
SEOR-F AT3G01670 AAGACACCAACGCCTCCA RT-gPCR
SEOR-R
AT3G01670 CGATAGCATAGGAGACACTATCAAGA RT-gPCR
APL-F
AT1G79430 TGGATATTCAGCGCAACGTA RT-gPCR
APLR
AT1G79430 TGCACTTCCATTTGCATCTC RT-qPCR
Actinas-F Normalizador GGTAACATTGTGCTCAGTGGTGG RT-qgPCR
Actinas-R Normalizador AACGACCTTAATCTTCATGCTGC RT-qPCR

3.1.7 Construcciones genéticas 355:CLE44 y PrCLE44:GUS

358:CLE44: el ADNc de CLE44 (339 pb) fue amplificado por PCR utilizando como molde ADN gendmico
extraido de hojas de A. thaliana (ecotipo Col-0) de 21 dias de edad. El amplicdn obtenido se clond en los
sitios de restriccion BamHI/Sacl del vector pBluescript SK—, empleando células de E. coli cepa DH5a. Las
colonias positivas se identificaron mediante digestion de minipreparaciones de plasmido con las enzimas
EcoRI/Sacl y Hindlll/Sacl. Posteriormente, el ADN plasmidico fue digerido con BamHI/Sacl, y el fragmento
correspondiente se insert6 directamente en el vector pBI121, previamente tratado con las mismas enzimas,
reemplazando asi el gen reportero GUS. La clonacion correcta se verificd por digestion con EcoRI (un sitio
en el vector y un segundo en el inserto) y con HindlIll/Sacl. 1.os oligonucleodtidos utilizados se describen en

la Tabla 3.

PrCLE44:GUS: un fragmento de 1556 pb correspondiente a la regién promotora de CLE44 (localizada
corriente arriba del sitio de inicio de la transcripcion) fue amplificado por PCR utilizando ADN genémico de
A. thaliana como molde y los oligonucledtidos especificos (Tabla 3). El producto amplificado se clon6 en los
sitios BamHI y HindlIII del vector pBluescript SK—, empleando células de E. coli DH5a. Posteriormente, el
fragmento se liber6 mediante digestion con las mismas enzimas y se inserté en el vector pBI101.3. Las
colonias positivas se identificaron por digestion de minipreparaciones con BamHI/Sacl y HindIll/BamHI,
seguida de verificacion por PCR. La secuencia de ambos clones fue confirmada en el vector pBluescript SK—
(Macrogen, Corea), y los constructos verificados en los vectores pBI121 y pBI101.3 fueron utilizados para

transformar células de 4. rumefaciens cepa LBA4404.
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3.2 METODOS

3.2.1 Reacciones de digestion con endonucleasas de restriccidon y ligacion de ADN

Las digestiones de ADN con enzimas de restriccidbn se realizaron en las condiciones de reaccion
recomendadas por los respectivos proveedores. En todos los casos se utilizaron de 1 a 5 U de enzima por

cada microgramo de ADN a digerir y se incubd al menos 2 h a la temperatura recomendada para la enzima.

La ligacion de fragmentos de ADN se llevo a cabo utilizando 1 U de T4 ADN ligasa (Promega), en un
volumen de reaccidn de 10 pl empleando la solucion amortiguadora de reaccidn provista por el proveedor de
la enzima. Se utilizaron cantidades de inserto y vector tales que la relacion molar entre ambos fuera de 5 a 1.

La incubacion se realizd durante 16 h a 4 °C.

3.2.2 Transformacidén de bacterias por electroporacion

Los vectores conteniendo las construcciones 35S:CLE44 y PrCLE44:GUS fueron empleados para la

transformacion de E. coli 'y A. tumefaciens previa a la transformacion de plantas.

La preparacion de las células competentes y las condiciones de electroporacion empleadas fueron las
recomendadas en el manual del fabricante del equipo (Gene PulserTM, Bio-Rad). El choque eléctrico se
realizd en cubetas de 0,2 cm (Bio-Rad). Inmediatamente después del disparo se adiciond 1 ml de medio LB a
la suspension de células y la mezcla se incubd durante 1 h a 37 °C en el caso de E. coliy 2 h a28 °C en el
caso de 4. tumefaciens. Después de centrifugar a 4000 g durante 5 min, el sedimento celular se resuspendio
en 100 pl de medio LB y se sembro en placas de Petri que contenian el medio LB suplementado con los
antibioticos adecuados y agar (1,5 % p/v). Las placas fueron incubadas a la temperatura correspondiente

hasta la aparicidn de colonias (aproximadamente 16 h para E. coli y 48 h para A. tumefaciens).

3.2.3 Minipreparacion de ADN plasmidico

La preparacion de ADN plasmidico a partir de células de E. coli 'y A. tumefaciens transformadas se realizo
segin el método de la lisis alcalina, descripto por Birnboin y Doly (1979). Las células transformadas se
cultivaron hasta saturacion en medio LB suplementado con el antibidtico correspondiente. Para cada
preparacion se centrifugaron 1,5 ml del cultivo saturado a 5000 g durante 5 min y el sedimento celular fue
resuspendido en 100 pl de solucion I de minipreparacion. Luego de 5 min de incubacidn a temperatura
ambiente, se agregaron 200 pl de solucion II de minipreparacion, los tubos se agitaron por inversion y se
incubaron en hielo durante 5 min. Posteriormente, se agregaron 200 pl de Solucion II, se mezcld por
inversion y se incub6 durante 5 min en hielo. Se prosiguié con la preparacion, agregando 150 pl de Solucién
111 y la mezcla se incubd nuevamente 5 min en hielo, antes de ser centrifugada durante 15 min a 12000 rpm y
4 °C. Se recuper? el sobrenadante, se le practicd una extraccion fenol:cloroformo 1:1 (v/v) y se centrifugo 10

min a 8000 rpm. Se recuperd la fase acuosa y se precipitdé el ADN plasmidico mediante el agregado de 2
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volumenes de etanol absoluto. Esta mezcla se incub6 60 min a -20 °C y se centrifugd 15 min a 12000 rpm y a
4 °C. El precipitado se lavd con etanol 70 % (v/v) y se dejo secar a temperatura ambiente. Finalmente fue

resuspendido en 30 pl de agua destilada estéril.

* Solucion I: Tris-HCI 25 mM (pH 8); glucosa 50 mM; EDTA 10 mM.
* Solucién II: NaOH 0,2 N; SDS 1 % (p/v).
* Solucion I1I: KAc 5 M, pH 5.,2.

Para las preparaciones de ADN plasmidico utilizado en reacciones de secuenciacion y en otros casos en los
que se precisaron muestras de alta calidad, se utilizo el kit comercial Wizard® Plus Minipreps DNA

Purification System (Promega) siguiendo las instrucciones provistas por el fabricante.

3.2.4 Electroforesis de ADN

Para el andlisis de fragmentos de ADN en geles de agarosa se utilizo el sistema de tipo submarino (Ausubel y
col., 1983). La concentracion de agarosa varid entre 0,8 y 2 % (p/v), dependiendo del tamaiio del fragmento
que se analizaba. Los geles fueron preparados en solucion TAE 1x y la muestra, antes de ser sembrada, fue
mezclada con solucidén de siembra en una relacion 1/10 (v/v). La separacidon electroforética se realizd en
solucion TAE 1x, a voltaje constante entre 1 y 5 V por centimetro de gel. La visualizacion del ADN en el gel
se llevo 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 emple6
como marcador una muestra conteniendo fragmentos de ADN doble cadena en un rango de 100 a 1000 pb
con incrementos de 100 pb y dos bandas adicionales de 1500 y 2000 pb adquirida en PB-L (Productos Bio-
Logicos®).

* Solucién TAE 1x: Tris-Ac 20 mM (pH 8,5), EDTA 1 mM.

* Solucidn de siembra: Azul de bromofenol 0,25 % (p/v), xilencianol FF 0,25 % (p/v), glicerol 30 % (v/v).

3.2.5 Purificacion de fragmentos de ADN de geles de agarosa

Cuando el objetivo de la electroforesis fue purificar un fragmento de ADN la corrida se llevo a cabo en geles
de agarosa de bajo punto de fusion (Promega), empleandose solucion TAE 1x tanto para la preparacion del
gel como para la solucién de corrida. Una vez identificadas mediante visualizacidon sobre transiluminador
UV, las bandas correspondientes a los fragmentos esperados se escindieron utilizando bisturi y se incubaron
con 2 volimenes de agua bidestilada en un bafio de agua a 65 °C hasta observar la completa disolucion de la
agarosa. Posteriormente se llevaron a cabo 2 extracciones sucesivas con 1 volumen de fenol y a continuacion
una extraccidon con cloroformo, todas seguidas de una centrifugacion de 10 min a 10000 rpm a temperatura
ambiente a fin de separar las fases. El ADN presente en la fase acuosa fue precipitado mediante el agregado

de 1/10 volimenes de NaAc 3 M (pH 5,2) y 2 volimenes de etanol absoluto. Para facilitar la precipitacion de
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fragmentos de muy bajo peso molecular o que se encontraban en baja cantidad, se adicionaron 2,5 pg de
ARNt (Sigma) a la solucion etanolica. Tras la precipitacion, el fragmento purificado fue solubilizado en 10
ul de H,O milliQ estéril. La purificacion de los vectores binarios y de clonado, posterior al corte con enzimas
de restriccion, fue realizada directamente por precipitacion alcoholica para evitar el dafio mecanico al

plasmido.

3.2.6 Condiciones de cultivo en camara

El cultivo de plantas de A. thaliana (ecotipo Col-0 y lineas mutantes correspondientes) se realizo en una
cadmara de cultivo, con iluminacidén y temperatura controladas (16 h de luz a 24 °C y 8 h de oscuridad a 21
°C). La intensidad luminica se mantuvo en aproximadamente 120 pumol m 2 s '. Las semillas se sembraron en
macetas de 8 x 7 cm, colocando una planta por maceta en sustrato Klassman TS1 (Klasmann-Deilmann
GmbH, Alemania), se regaron con fertilizante Hakaphos en una concentracidn de 3,5 ml/l y se cubrieron con
papel de nylon transparente. L.uego de una semana, cuando se observd la aparicion del primer par de hojas,

se retird el papel de nylon.

3.2.7 Transformacion estable de plantas de Arabidopsis y seleccion de

transformantes

Para la transformacion se utilizaron plantas de aproximadamente 4 semanas, cultivadas como se describe en
la seccidén 3.2.1. Cuando los pedunculos florales estaban emergiendo, se cortaron las inflorescencias sin
dafiar las hojas caulinares. Luego de dos a tres dias después del corte, surgieron nuevas inflorescencias de las
yemas laterales que volvieron a cortarse. Esta operacion se repitio 2 o 3 veces, hasta que en todas las
inflorescencias existieran al menos 4 flores no abiertas. La transformacién se realizd 2 dias después del

ultimo corte siguiendo el método de inmersidn floral (Floral Dip), descripto por Clough y Bent (1998).

Para preparar la suspension de transformacion, se cultivaron células de 4. tumefaciens transformadas con las
construcciones de interés (35S:CLE44 o PrCLE44:GUS), en 10 ml de medio LB suplementado con
rifampicina 50 pg/ml, estreptomicina 50 pg/ml y kanamicina 50 pg/ml; durante 24 h a 28 °C, con agitacion.
Este cultivo se utilizd para inocular 300 ml del mismo medio y se dejo crecer hasta que alcanz6 la fase
estacionaria, entre 12 y 16 h. Las células se cosecharon por centrifugacién a 4500 rpm durante 20 min y los
sedimentos celulares se resuspendieron en 800 ml de solucién de sacarosa al 5 % (p/v) conteniendo 300 pl
del detergente Silwet L-77 (OSI Specialties, Inc.). Las plantas se sumergieron en esta solucion, evitando que
el liquido entrara en contacto con la tierra. Luego, las macetas se colocaron en posicion horizontal dentro de
una bandeja, se taparon con papel de nylon y se trasladaron a la camara de cultivo. Al dia siguiente, se retird
el papel de nylon y las macetas se ubicaron en posicion normal. Las plantas se regaron y se dejaron
desarrollar hasta que las semillas estuvieran maduras, entre 4 y 5 semanas. Finalmente, se recolectaron las
semillas de cada maceta por separado, se limpiaron manualmente de los restos de vainas y tierra y se

conservaron a 4 °C hasta su seleccion.
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Para seleccionar las transformantes las semillas obtenidas se esterilizaron y se sembraron en placas de Petri
conteniendo medio MS suplementado con kanamicina 25 pg/ml. En los primeros dias en la camara de
cultivo, la mayoria de las semillas germinaron (95 — 99 %). Las plantas transformadas se pudieron distinguir
de las sensibles al antibidtico segtn el color de los cotiledones. Las placas se mantuvieron en la camara de
cultivo durante siete dias mds, hasta observar que los cotiledones se tornaran verdes. Las plantas
transformadas se pasaron a macetas con tierra y se cultivaron hasta que las vainas estuvieron maduras. Luego
se embolsd en sobres de papel cada planta de forma individual para recolectar las semillas y conservarlas a

4 °C.

El andlisis de segregacion del marcador de seleccion permitié identificar aquellas lineas transgénicas con una
sola copia de T-ADN por presentar un 75 % de individuos resistentes a la seleccion. A partir de estas lineas
se sembraron y seleccionaron las semillas hasta lograr la identificacion de lineas homocigotas por presentar

el 100 % de sus individuos resistentes en la seleccion.

3.2.8 Extraccion de ADN gendmico de plantas y amplificaciéon por PCR

Para analizar mediante la técnica de PCR (reaccidn en cadena de la polimerasa) la poblacidn de plantas de
Arabidopsis transformadas, se realizaron preparaciones de ADN total empleando un método rapido descripto
por Liy Chory (1998). Se colocé una hoja joven (de aproximadamente 29 dias) en un tubo y se la macero.
Después de agregar 700 pl de solucion amortiguadora de extraccion (Tris-HCI 200 mM (pH 8,0), NaCl 250
mM, EDTA 25 mM, SDS 0,5 % (p/v)), se agité vigorosamente y se centrifugd a 18.000 g durante 1 min. Se
recuperd el sobrenadante y se realiz6 una extraccion con 1 volumen de la mezcla fenol:cloroformo 1:1 (v/v).
Luego de centrifugar 10 min a 10.000 g, se recuperd nuevamente el sobrenadante y se realizo una segunda
extraccion solo con cloroformo (1 volumen). Posteriormente, se centrifugé durante 10 min a 10.000 g, se
tomaron 600 pl del sobrenadante y se agregd 1 volumen de isopropanol, para luego incubar 1 h a -20 °C. La
mezcla alcohdlica se centrifugd a 10.000 g durante 10 min; el precipitado se lavo con etanol 70 % (v/v) y se

secO a temperatura ambiente. Finalmente, se resuspendié en 100 pl de agua destilada estéril.

Para realizar las PCRs se utilizo la solucion de reaccidn provista por el fabricante de la enzima, a la cual se le
agregaron los siguientes reactivos: MgCl12 2 mM; dNTP 0,2 mM cada uno y 0,1 uM de cada oligonucleétido
especifico. A esta mezcla de reaccion se le incorpord una dilucion apropiada del ADN molde y luego se le
agregaron 0,3 U de enzima Taq ADN polimerasa (Invitrogen) para PCRs de chequeo, 0 0,15 U de Taqg ADN
polimerasa y 0,15 U de Pfu ADN polimerasa (Promega) para la amplificacion de promotores y regiones

codificantes. Los volimenes de reaccion fueron de 25 o 50 pl.

Finalmente se procedié a la reaccion de amplificacion. Estas reacciones se llevaron a cabo en el
termociclador PXE 0.2 Thermal Cycler (Thermo Electron Corporation), ajustando las condiciones del

programa segun lo requerido. Se establecid la temperatura de hibridacion (Ta, temperatura de annealing o
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anillado) de acuerdo a la composicidon de bases de los oligonucleodtidos utilizados, aplicando la siguiente

relacion para su calculo: Ta=2x(A+T)+4 x(G+C)-5°C

3.2.9 Analisis histoquimico de la actividad B-glucuronidasa

Los ensayos de actividad de GUS in situ fueron realizados siguiendo la metodologia descripta por Jefferson
y col. (1987). Las plantas enteras o secciones de tallo fueron sumergidas en solucidn que contiene 1 mM de
5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucurdénico (X-Gluc) preparada en 100 mM de fosfato de sodio (pH 7,0),
conteniendo 2 mM de ferricianuro de potasio, 2 mM de ferrocianuro de potasio y 0,1 % (v/v) de Triton X-
100. Las muestras se sometieron a tres ciclos de vacio de 5 minutos cada uno para favorecer la infiltracion

del sustrato, y luego se incubaron a 37 °C durante toda la noche.

Posteriormente, las muestras se colocaron en etanol 70 % (v/v) hasta su total decoloracién. Las imagenes se
obtuvieron con un microscopio de fluorescencia Leica DFC 7000T o con un microscopio optico Nikon

Eclipse E200.

3.2.10 Cortes, tinciones histolégicas y cuantificacion de haces vasculares

El primer entrenudo de las plantas fue recolectado y decolorado en etanol al 80 % (v/v). Para la deteccion
diferencial de xilema y floema, se empleo la tincion con safranina y azul de Astra. Los cortes de secciones de
tallo se realizaron a mano alzada, utilizando una hoja de afeitar, y se lavaron dos veces con agua destilada.
Luego, las muestras fueron inmersas en una mezcla de lavandina y agua (50:50) durante 15 minutos, con el
fin de aclarar los tejidos. Posteriormente, las secciones se lavaron cinco veces con agua destilada, se tifieron
con azul de Astray rojo safranina, se lavaron con agua destilada dos veces y se montaron en glicerol al 50 %

(V/v).

Las secciones de tallo provenientes de al menos cuatro réplicas bioldgicas independientes fueron

fotografiadas y se cuantificd el numero de haces vasculares por seccion.

3.2.11 Tratamiento con peso

El tratamiento con peso se realizd colocando un clip de 1,6 g en el extremo superior de los tallos de
inflorescencia de A. thaliana con una altura de 4,5—5 cm, tanto en plantas silvestres (WT) como en las lineas
mutantes bes!, bzrl, brcl, max4'y cle44. El tallo se posicion6 cuidadosamente dentro del orificio del clip de
manera que el peso ejerciera su efecto sin daar el tejido, siguiendo el procedimiento descripto por Cabello y
Chan (2019).

El peso se aplico durante los periodos indicados en cada figura; las observaciones se realizaron

inmediatamente después de retirar el clip o bien en los tiempos posteriores especificados. Las plantas no
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tratadas, de la misma edad y altura, se utilizaron como control. Cada experimento incluy6 entre 4 y 8 plantas

por tratamiento y genotipo, y se repitié al menos tres veces con resultados consistentes.

3.2.12 Tratamientos con hormonas e inhibidores

Se realizaron tratamientos con brasinazol (inhibidor de la via de BRs), brasinolida (hormona sintética) y GR-
24 (compuesto sintético que funciona como analogo a las SLs). Los tratamientos se aplicaron en plantas de
Arabidopsis WT o mutantes con tallos de 4-5 cm de altura fueron tratadas durante 24 o 48 h (segun lo
indicado en las figuras correspondientes) mediante aplicacion topica en el tallo con las siguientes soluciones:
brasinazol (BRZ, 10 pM), brasinolida (BL, 10 uM) o GR-24 (50 puM). Las plantas sin tratamiento se

utilizaron como control.

3.2.13 Evaluacion de caracteristicas fenotipicas ligadas al tratamiento mecanico

Los parametros de diametro de tallo se midieron manualmente utilizando calibre en secciones de tallo del

primer entrenudo de plantas de 25 dias con una altura de 45 cm.

Para la determinacion del rendimiento en semillas, las plantas se sembraron de a una por maceta y se

cosecharon al finalizar el ciclo de vida. El rendimiento se expres6 como gramos de semilla por planta

(g/planta).

3.2.14 Extraccidon y cuantificacion de ARN total a partir de tejido vegetal

Las extracciones de ARN fueron realizadas con un reactivo simil Trizol (InvitrogenTM) preparado en el
laboratorio (Chomczynski y Sacchi, 1987). Para estas extracciones, se pulverizaron 50-100 pg de tejido
vegetal (tallos u hojas de roseta) con nitrégeno liquido en un mortero y luego se transfirio el polvo fino a un
tubo de tipo Eppendorf en el cual se agregd 1 ml del reactivo de extraccion. Tras mezclar varias veces por
inversion, la mezcla se incub6 a temperatura ambiente por 10 min antes de agregar 200 ul de cloroformo y
centrifugar por 20 min a 11800 rpm a 4 °C. La fase acuosa se precipitd posteriormente con 1 volumen de
isopropanol, incubando 10 min a temperatura ambiente. Tras dos lavados con etanol 70 % v/v y secado, el

precipitado se resuspendié en 30 pl de H20 milliQ estéril.

La calidad y cantidad del ARN obtenido fue evaluada con el equipo Nanodrop NanoPhotometer TM
(IMPLEN) midiendo la absorbancia a 260 nm (A260; Sambrook y Russell, 2000). La contaminacién con
proteinas fue evaluada mediante el cociente A260/A280, y la de carbohidratos y compuestos fendlicos
mediante el cociente A260/A230. El valor para dichas relaciones cuando las muestras presentan una calidad

aceptable debe estar comprendido entre 1,8 y 2.
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3.2.15 Analisis de expresiéon por RT-qPCR

Un microgramo (1 pg) del ARN total obtenido se utilizo para la transcripcidn reversa, empleando oligo-dT
(consiste en 1 nucledtido variable, ubicado en el extremo 5°, seguido de 24 nucledtidos de timina) y la

transcriptasa reversa M-MLV 1I (Promega, Fitchburg, WI, EE. UU.).

La PCR cuantitativa en tiempo real fue llevada a cabo usando el instrumento StepOne o StepOnePlus Real-
Time Systems de Applied Biosystems™. Las reacciones se realizaron en volimenes finales 10 pl que
contenian: 5 pl de Tag™ Universal SYBR® Green Supermix; 0,2 pl de cada oligonucledtido especifico (10
pmol/pl) y 1 pl de una dilucidon 1/20 del producto de la transcripcidn reversa. La fluorescencia emitida se
registrd en forma continua durante 40 ciclos. Las secuencias de los oligonucledtidos utilizados se detallan en
la Tabla 3. Los niveles de expresion de los genes ACTINA2 y ACTINAS fueron cuantificados conjuntamente
para normalizar los niveles de expresion de los genes de interés. Estos genes han sido reconocidos
previamente como genes normalizadores (Charrier y col., 2002) y son utilizados de acuerdo con el método 2-
aaCt(Livak y Schmittgen, 2001). Todas las cuantificaciones fueron realizadas con triplicados biolégicos. Las
diferencias obtenidas fueron consideradas significativas para un valor estadistico p inferior a 0,05 (Prueba t
de Student). Los valores de cuantificacion se expresaron en forma relativa a un control al cual le fue asignado

arbitrariamente el valor uno (1).
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4. RESULTADOS

4.1 BRASINOESTEROIDES Y ESTRIGOLACTONAS MODULAN LA RESPUESTA AL ESTRES
MECANICO

4.1.1 El incremento del diametro del tallo y nimero de haces vasculares en
respuesta al estrés mecdnico en Arabidopsis es dependiente de la accion de

brasinoesteroides

Como ya se menciond, Cabello y Chan (2019) describieron el rol esencial de las auxinas para la respuesta
anatomica del tallo al estimulo mecanico, demostrando que mutantes en los transportadores de la familia

AUX/LAX no generan los cambios anatomicos que se observan en las plantas WT sometidas al tratamiento.

Hemos descripto en la introduccién como otra hormona vegetal, los BRs, actian a nivel vascular como
reguladores de la proliferacion y diferenciacion de células cambiales durante el desarrollo secundario, sobre
todo a través de BESI, uno de los factores de transcripcion clave de la via de BRs, junto a BZR1 (Cafio-
Delgado y col., 2004; Kondo y col., 2014, Saito y col., 2018). Por lo tanto, planteamos la hipdtesis de que

esta hormona también podria estar implicada en la respuesta al estrés mecanico.

Para comprobarlo, las plantas mutantes bes/ y bzrl fueron sometidas al tratamiento con peso descripto en la
seccion 3.2.11, en paralelo a plantas WT que funcionaron como controles. Mientras que las plantas salvajes
mostraron el ya informado aumento del didmetro del tallo luego del tratamiento, las lineas mutantes no
mostraron incrementos estadisticamente significativos (P < 0,05; Figura 11a). Esta falta de respuesta se
mantuvo en el patron vascular. Mientras las lineas WT pasaron de 8 a 12 haces vasculares, las mutantes bes/
y bzrl no modificaron la cantidad (Figura 11b), lo que sugiere que la sefalizacion mediada por BRs juega un

papel crucial en la respuesta a este tratamiento mecanico.

En lo informado por Cabello y Chan (2019), las mutantes /ax2 que no mostraban aumento del didmetro del
tallo ni cambios en el numero de haces en respuesta al peso, tampoco lograban generar el incremento en la
produccion de semillas observado en las plantas WT, demostrando que la ocurrencia de ambos cambios

fenotipicos en paralelo es una condicion necesaria para el aumento en de la cantidad de semillas generadas.

En este caso, la cuantificacion de la produccion final de semillas en las mutantes bes! y bzrl tampoco mostrd

cambios en las plantas que habian pasado por el tratamiento (Figura 11¢), mientras que las WT si lo hicieron.

El andlisis visual de secciones transversales del tallo mostré una mayor cantidad de haces vasculares en el
primer entrenudo de plantas WT una vez finalizado el tratamiento mecanico, en comparacion con los
controles sin tratar, mientras que no se observaron cambios en la cantidad de haces vasculares en el primer

entrenudo de las plantas mutantes bes! y bzrl tratadas con peso respecto de su control (Figura 11d).
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Figura 11. Los brasinoesteroides son necesarios para generar el aumento del diametro del tallo y del nimero de
haces vasculares tras el tratamiento con peso en Arabidopsis

(a) Didmetro del primer entrenudo, (b) numero de haces vasculares en el primer entrenudo y (c¢) rendimiento de semillas
de plantas WT, besl y bzrl sometidas o no a estrés mecanico, medido en mg por planta. (d) Seccién transversal del
primer entrenudo de los genotipos estudiados luego de 48 h del tratamiento con peso. Barras = 500 pm. (e)
Cuantificacion de los niveles de transcriptos de BEST y BZR1 en el primer entrenudo. Todos los valores se normalizaron

con los obtenidos en plantas WT sin tratar, denominadas control (C). Las barras representan el error estandar de la
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media (SEM). Las diferencias significativas se indicaron con asteriscos (*P < 0,05; prueba ¢ de Student). (f) Diametro
del primer entrenudo en plantas WT tratadas con peso y sin tratar (C) durante 24 h o 48 h, con aplicacion o no de
brasinazole 10 pM. Las diferentes letras indican diferencias significativas entre las medias (P < 0,05, ANOVA de dos
vias con prueba post hoc de Tukey-Kramer) y los asteriscos (*) indican diferencias significativas (P < 0,05; prueba ¢ de

Student). C: control; T: 48 h de estrés mecanico; ns: no significativo.

Ademas, se utiliz6 la técnica de RT-qPCR para cuantificar los niveles de expresion de BESI! y BZRI en el
primer entrenudo luego de 6, 24 y 48 h de tratamiento con peso. La expresion de ambos factores de
transcripcion aumentd a las 6 h y se mantuvo elevada en niveles similares durante las 48 h que dura el

tratamiento realizado (Figura 11e).

Finalmente, para analizar en detalle el papel de los BRs en la respuesta al tratamiento mecanico, se investigo
si la biosintesis de BRs era necesaria en el proceso de respuesta. Para esto, se rociaron plantas de
Arabidopsis WT con brasinazole (BRZ), un inhibidor especifico de la biosintesis de BRs, y simultdneamente
se trataron con peso. El BRZ aplicado al inicio del estrés mecanico inhibié completamente el aumento del
diametro del tallo. Ademas, este engrosamiento cesd cuando se aplicé el reactivo 24 h después de iniciado el
tratamiento (Figura 11f). Estos resultados indicaron que tanto la sefializacion como la sintesis de BRs son

cruciales durante todo el periodo de aplicacion de estrés mecéanico para que se produzca una respuesta.

4.1.2 La sintesis y sefializacion de estrigolactonas son necesarias para el aumento

de la cantidad de haces vasculares por tratamiento mecanico

Al igual que las auxinas y los BRs, las SLs desempefian un papel bien establecido en la regulacion del
desarrollo vascular secundario (Li y col., 2014). Para evaluar la participacion de esta hormona en la respuesta
al tratamiento con peso, utilizamos plantas mutantes deficientes en su sintesis (max4) y en la respuesta
(brel). Luego de 48 h de estrés mecanico, ni las mutantes max4 ni las brcl mostraron crecimiento radial del
tallo ni aumento en el numero de haces vasculares (Figuras 12a-d), lo que indica que ambos genes son
necesarios para inducir la respuesta al tratamiento con peso. Asimismo, el tratamiento no produjo mejoras en

la produccion de semillas en estas lineas mutantes (Figura 12c).

Para examinar los patrones de expresion de estos genes en respuesta al peso, las plantas WT fueron
sometidas al tratamiento durante 6, 24 y 48 h y se extrajo ARN del primer entrenudo y del 4pice del tallo. La
expresion de BRCI aumentd después de 6 h en el primer entrenudo del tallo (Figura 12¢), mientras que la de
MAX4 disminuyd al mismo tiempo en el dpice y no mostrdé cambios en su expresion en el primer entrenudo
(Figura 12f). Estos resultados apoyan la participacion de BRC1'y MAX4 en la respuesta al estrés mecanico en

tejidos especificos.
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Figura 12. Las estrigolactonas son necesarias para lograr el engrosamiento del tallo y aumento de haces
vasculares

(a) Diametro del primer entrenudo, (b) numero de haces vasculares en el tallo y (c¢) produccion de semillas de plantas
WT, brcl y max4. (d) Secciones transversales del primer entrenudo de plantas mutantes brcl, max4 y WT como control
luego de 48 h del tratamiento con peso. Barras = 500 um. (e) Niveles de transcriptos de BRC1 y (f) MAX4 en el apice y
el tallo luego de 6, 24 y 48 h del tratamiento con peso. Todos los valores se normalizaron con los obtenidos en plantas
WT sin tratar, denominadas control (C). Las barras representan el error estandar de la media (SEM). Las diferencias

significativas se indicaron con asteriscos (¥*P < 0,05; prueba ¢ de Student) y ns: no significativo.

4.2 CLE44 MEDIA EL DESARROLLO VASCULAR Y EL CRECIMIENTO RADIAL DEL TALLO
EN RESPUESTA AL ESTRES MECANICO Y ES CRUCIAL PARA LOGRAR EL AUMENTO DE
LA PRODUCCION

Con el objetivo de profundizar en el papel de BRCI en el incremento del diametro del tallo y del niimero de
haces vasculares inducido por el peso en Arabidopsis, se analizo el fenotipo de los genes blanco-directos
AtHB21, AtHB40 y AtHB53 (Gonzalez-Grandio y col., 2017). Las plantas mutantes dobles (athb21/athb40,
athb40/athb53) y triples (athb21/athb40/athb53) fueron sometidas al tratamiento con peso durante 48 h. En

todas las lineas mutantes tanto el diametro del tallo (Figura 13a) como el numero de haces (Figura 13b)
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aumentaron luego del tratamiento de manera similar a las plantas WT, lo que sugiere que estos genes que
codifican proteinas HD-Zip de tipo I no son esenciales para mediar la respuesta morfoldgica inducida por el

tratamiento con peso.

Ademas, se analizaron lineas transgénicas PrAtHB21:GUS, PrAtHB40:GUS y PrAtHB53:GUS, en las que
los promotores de cada uno de estos genes se encuentran dirigiendo la expresion del gen reportero GUS. En
todos los casos, la actividad del reportero aumento en el primer entrenudo luego del estrés mecanico (Figura
13d). Esto indica que, aunque los genes no son criticos para la expansion radial del tallo ni para el

incremento en el nimero de haces, su expresion si responde al estimulo mecanico.
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Figura 13. Los factores de transcripcion AtHB21, AtHB40 y AtHBS3 no son esenciales para la respuesta al estrés
mecanico

(a) Diametro del primer entrenudo, (b) numero de haces vasculares en el tallo y (c) secciones transversales del primer
entrenudo de plantas mutantes dobles y triples (athb21/40, athb40/53 y athb21/40/5) y WT como control luego de 48 h
del tratamiento con peso. (d) Plantas portadoras de construcciones que contienen las regiones promotoras de los tres
HD-Zip I fusionados al reportero GUS sometidas a tratamiento mecanico. Las flechas negras indican regiones donde se
observa un aumento de la expresion. Las barras representan el error estandar de la media (SEM). Las diferencias

significativas se indicaron con asteriscos (*P < 0,05; prueba ¢ de Student) y ns: no significativo.

Otro gen potencialmente regulado por BRCI es CLE44, cuya region genomica 5' fue identificada como sitio

de unidén directa mediante ensayos de ChIP-Seq (van Es y col., 2024). Para evaluar su participacion en la
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respuesta al tratamiento con peso, se analizaron mutantes cle44 y plantas WT luego de 24 y 48 h de
tratamiento. Las secciones transversales del tallo revelaron que el diametro y el nimero de haces vasculares
no variaron significativamente entre plantas tratadas y no tratadas de cle44 (Figuras 14a-d), lo que sugiere

que este péptido participa en la respuesta al estimulo mecanico.

La evaluacion del rendimiento de semillas mostrd ademads que las plantas cle44 tratadas con peso produjeron
incluso menos semillas por planta que los controles sin tratamiento (Figura 14c¢). Esto indica que, ademds de
no responder morfologicamente al estrés mecdnico, la mutacién en CLE44 afectd negativamente la
productividad luego del tratamiento. Los analisis de expresion génica mediante RT-qPCR revelaron que
CLE44 aumenta su expresion luego de 48 h de aplicacion de peso (Figura 14e). Dado que CLE44 interactia
con PXY, se examino también la expresion de este altimo gen, observandose un aumento similar al de

CLE44 después de 48 h de tratamiento (Figura 14e).
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Figura 14. CLE44, el péptido del floema involucrado en la divisién cambial, desempeiia un papel crucial en el
aumento de los haces vasculares tras el tratamiento con peso

(a) Diametro del primer entrenudo, (b) numero de haces vasculares en el tallo y (¢) produccion de semillas de plantas
mutantes cle44 y WT como control. El rendimiento se midié como peso (mg) de semillas por planta. (d) Secciones
transversales del primer entrenudo de plantas mutantes cle44 y WT luego de 48 h de tratamiento con peso. Barras = 500
um. (e) Niveles relativos de transcripto de CLE44 y PXY cuantificados mediante RT-qPCR en plantas tratadas con peso
(24 y 48 h) y sin tratar. Los valores se normalizaron con los obtenidos en plantas WT en condiciones control. Las barras
representan el error estandar de la media (SEM). Las diferencias significativas se indican con asteriscos (*P < 0,05;

prueba ¢ de Student) y ns significa no significativo. (f) Tincion histoquimica en plantas PrCLE44:GUS en condiciones
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control y (g) luego de 48 h de tratamiento de peso. Las flechas indican los tejidos donde se observd un aumento en la

expresion del gen reportero GUS. Barras = 100 y 500 pm.

Para caracterizar con mayor detalle la expresion espacial de CLE44, se generaron lineas transgénicas
PrCLE44:GUS, en las que la region promotora de 1556 pb de CLE44 dirige la expresion del gen reportero
GUS. En condiciones control, la actividad de GUS se detecto en el sistema vascular de hojas y tallos (Figura
14f) y aument6 significativamente luego del tratamiento con peso, especialmente en los tejidos vasculares
(Figura 14g). Finalmente, también se obtuvieron lineas sobreexpresantes mediante la clonacion de la region
codificante de CLE44 (339 pb) en el vector pBI121. Sin embargo, estas plantas presentaron graves

alteraciones en el desarrollo, lo que impidio realizar analisis fenotipicos adicionales (Figura 15).

(a) (b)

.‘\‘
WT

355:CLE44
Figura 15. Lineas sobreexpresantes de CLE44 muestran penalidad en el desarrollo

(a) Imagen ilustrativa de lineas 35S:CLE44 de 25 dias de edad en comparacion con plantas WT crecidas en condiciones

normales. (b) Imagen ampliada de una planta sobreexpresante de CLE44.

4.3 LA INDUCCION DE BRC1 Y CLE44 POR PESO DEPENDE DE LAS ESTRIGOLACTONAS

A continuacion, se analiz¢ si la induccion de BRC1 y CLE44 provocada por el tratamiento con peso dependia
de la sefializacion mediada por SLs. Para ello, se evaluaron los niveles de transcriptos de ambos genes en
plantas mutantes max4, deficientes en la sintesis de SLs. En plantas WT, BRC/ se indujo marcadamente
luego de 6 y 24 h de tratamiento, mientras que en las mutantes max4 no se observaron cambios significativos
en la expresion (Figura 16a). De manera similar, los niveles de transcripto de CLE44 aumentaron
significativamente a las 48 h de tratamiento en las plantas WT, pero no en las mutantes max4 (Figura 16b).
Estos resultados indican que la biosintesis de SLs es esencial para la induccién de BRC1 y CLE44 durante la

respuesta al tratamiento con peso.
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Figura 16. El aumento en la expresion de BRC1 y CLE44 en respuesta al peso depende de las estrigolactonas

Cuantificacion de los niveles de transcripto de (a) BRC! en plantas WT y plantas mutantes max4 luego de 6,24 y 48 h
de tratamiento con peso, (b) BRC1, CLE44, PXY, WOX4 y WOXI4 en las mismas lineas, (c) BRC1 y CLE44 en WT
crecidas en condiciones normales y luego de 6, 24 y 48 h de la aplicacion de 50 pM de GR-24 y (d) CLE44, PXY,
WOX4 y WOXI14 en WT y mutantes brcl crecidas en condiciones normales y luego de 48 h de tratamiento con peso
(“p™). Todos los valores se normalizaron con los obtenidos en plantas WT sin tratar crecidas en condiciones control. (e)
Didmetro del primer entrenudo de plantas WT y cle44 crecidas en condiciones normales, tratadas con peso por 24 y 48
h, tratadas con peso y 50 uM de GR-24 simultdneamente durante 24 y 48 h, y tratadas solo con 50 uM de GR-24
durante 24 y 48 h. (f) Numero de haces vasculares en plantas WT y cl/e44 en condiciones normales, tratadas con peso,
tratadas con peso y 50 uM de GR-24 y tratadas solo con 50 uM de GR-24. (g) Niveles de transcripto de MAX4 en
plantas WT y plantas mutantes cle44, tratadas con peso o no durante 48 h. Las barras representan el SEM y letras
diferentes indican diferencias significativas entre las medias (P < 0,05, ANOVA de dos vias con prueba post hoc de
Tukey-Kramer), los asteriscos (*) indican diferencias significativas (P < 0,05; prueba ¢ de Student) y ns indica no
significativo. (h) Secciones transversales del primer entrenudo cle44 y WT después de 48 h de tratamiento con 50 pM
de GR-24, después de 48 h de tratamiento con peso y después de 48 h de tratamiento con peso y aplicacion simultanea

de 50 uM de GR-24. Barras = 500 pm.

Consistentemente, las plantas WT tratadas con el analogo sintético de las SLs, GR-24, aplicado localmente
sobre el primer entrenudo, mostraron un aumento de expresion de BRCI y CLE44 después de 6 h de
tratamiento (Figura 16¢). La activacion temprana de BRC, en comparacion con CLE44, sugiere una posible
regulacion directa de este ultimo por parte de BRC1. Para confirmar esta relacion, se analizd la expresion de
CLE44 en mutantes brcl, comprobandose que la ausencia de BRC! impidi6 la induccion de CLE44 en

respuesta al tratamiento con peso (Figura 16d).

Hasta el momento, BRC1 y CLE44 parecen ser los Unicos genes claramente identificados en la via de
sefializacion mediada por SLs luego del estimulo mecanico. Sin embargo, se considerd la posibilidad de la
existencia de una via alternativa. Para explorar esta hipdtesis, se evaluo si la aplicacion exogena de SLs
podia restaurar la respuesta al tratamiento con peso en plantas mutantes cle44. Tanto estas plantas como sus
controles WT fueron sometidas a tratamiento con peso y/o con GR-24. En las plantas WT, el tratamiento
combinado de peso y GR-24 produjo un efecto aditivo luego de 48 h, evidenciado por un mayor diametro del
tallo en comparacion con el tratamiento con peso solo. Como era esperable, las mutantes c/e44 no mostraron
aumento en el diametro del tallo (Figuras 16e, h) ni en el nimero de haces (Figuras 16f, h) en respuesta al

estrés mecanico.

Destacablemente, la aplicacién combinada de GR-24 y peso durante 48 h rescatd en las mutantes cle44 la
capacidad de incrementar tanto el didmetro del tallo (Figura 16e) como el nimero de haces (Figura 16f). Esto
sugiere que GR-24 puede promover estos cambios en el desarrollo de manera independiente de CLE44.
Ademas, se evaluaron los niveles de transcripto de MAX4 en plantas WT y en las mutantes c/e44, tanto en

condiciones control como luego de 48 h de tratamiento con peso. En ambos casos, la expresion de MAX4 fue
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menor en las mutantes respecto a las WT (Figura 16g), lo que sugiere una sintesis reducida de SLs y apoya
indirectamente la existencia de una via alternativa de sefializacion mediada por SLs. Los detalles anatomicos
asociados a estos cambios cuantitativos se observan en las secciones transversales de los primeros

entrenudos de plantas WT y cle44 bajo los distintos tratamientos (Figura 16h).

Finalmente, se analizo6 la expresion de otros genes de la via de sefializacion PXY/CLE44, especificamente el
receptor PXY y los genes blanco WOX4 y WOXI4, dependientes de CLE44. Tanto PXY como WOXI4
aumentaron su expresion en respuesta al tratamiento con peso en plantas WT, max4 y brcl, en comparacion
con las condiciones control. Esto sugiere la activacion de una via alternativa, independiente de SL/BRCI,
que regula la respuesta al tratamiento con peso. En cambio, WOX4 no mostrd cambios en su expresion,

incluso en plantas WT (Figuras 16b, d).

4.4 INTERACCION ENTRE LAS ViAS DE ESTRIGOLACTONAS Y BRASINOESTEROIDES
DURANTE LA RESPUESTA AL ESTRES MECANICO

Como se ha mencionado anteriormente, el factor de transcripcion BES1 se presenta como un punto de
convergencia en las vias de sefalizacion de SLs y BRs. Consistentemente con esto, BES! también es
conocido por inhibir la expresion de BRCI en las yemas axilares. Para profundizar en las posibles
interacciones cruzadas entre SLs y BRs en el proceso de respuesta al estrés mecanico, se evalud la expresion
de BESI y BZR1 en respuesta al tratamiento con peso en mutantes max4 (deficientes en SLs). Ambos genes
aumentaron su expresion luego de 48 h de tratamiento (Figura 17a). La cinética de respuesta de estos genes
fue diferente al tratar las plantas con GR-24; aqui, la expresion de BES] aumentd tempranamente (a las 6 h
de tratamiento con GR-24; Figura 17b). Por el contrario, la expresion de BZR! disminuy¢ luego de 48 h de
tratamiento (Figura 17b).

Otro punto de posible conexion entre ambas hormonas es el péptido CLLE44, cuya expresion se encuentra
disminuida en mutantes bes/ (Saito y col., 2018), lo que sugiere que CLLE44 es un objetivo comtn de las vias
de sefializacion de SLs y BRs. Por lo tanto, se investig6 si la induccién de BRC1 'y CLE44 en plantas tratadas

con peso también dependia de la sefalizacion de BR, especificamente a través de BES].

Se midieron los niveles de transcripto de BRCI, CLE44, PXY, WOX4 'y WOXI14 en plantas WT y mutantes
besl después de 48 h de tratamiento con peso. En las mutantes besl, los niveles de BRC! fueron
constitutivamente altos, lo que concuerda con la funcion de BESI como represor de BRCI. En contraste, la
expresion de CLE44 se indujo tanto en plantas WT como en bes/ luego del tratamiento con peso. De manera
similar, la respuesta de PXY y WOX4 fue similar en ambos genotipos (WT y bes!). Sin embargo, WOX14 se

indujo en plantas WT, pero no en mutantes bes/ (Figura 17c).
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Para confirmar que los BRs regulan directamente a BRC1 y CLE44 en este contexto, las plantas WT fueron
tratadas localmente con el andlogo sintético de BRs, brasinolide (BL), en el primer entrenudo, y se
cuantificaron los niveles de transcriptos a las 6, 24 y 48 h. Los resultados mostraron que los niveles de
transcriptos de BRC! y CLE44 se mantuvieron sin cambios luego del tratamiento con BL. En cambio, los
niveles de BESI, BZRI, WOX4 y WOXI4 si aumentaron (Figura 17d). Estos hallazgos sugieren que, bajo

estas condiciones, los BRs no regulan directamente la expresion de CLE44.
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Figura 17. Brasinoesteroides y estrigolactonas interaccionan para modular la respuesta al peso

Cuantificacion de los niveles de transcriptos de (a) BES! y BZRI en WT y plantas mutantes max4 en condiciones
normales y luego de 48 h de tratamiento con peso, (b) BES! y BZRI en plantas WT crecidas en condiciones normales y
luego de 6, 24 y 48 h de la aplicacion de 50 uM de GR-24, (c) BRC1, CLE44, PXY, WOX4 y WOXI14 en plantas WT y
mutantes besl, (d) BRCI, CLE44, BES1, BZR1, WOX4 y WOXI4 en plantas WT crecidas en condiciones normales o
tratadas con 10 uM de brasinolide y (¢) VNDG6, VND7, IRX3, XCP1, SEORI y APLI en plantas WT. Todos los valores
se normalizaron con los obtenidos en las plantas WT crecidas en condiciones control. Las barras representan el error
estandar de la media (SEM). Las diferencias significativas se indican con asteriscos (¥*P < 0,05; prueba ¢ de Student) y
ns significa no significativo. Las letras diferentes indican diferencias significativas entre las medias (P < 0,05; ANOVA

de dos vias con prueba post hoc de Tukey-Kramer).

Finalmente, se analizo el efecto del tratamiento con peso en la expresion de genes marcadores del desarrollo
vascular. Se evaluaron genes marcadores del xilema y del floema en tallos de plantas tratadas con peso en

comparacion con sus controles sin tratar. Los niveles de expresion de los genes marcadores del xilema /RX3
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({RREGULAR XYLEM 3) y XCP1 (XYLEM CYSTEINE PEPTIDASE 1), asi como el marcador de floema
APL (ALTERED PHLOEM DEVELOPMENT), aumentaron en las plantas tratadas con peso. En contraste, los
genes VNDG6, VND7 y el marcador de floema SEOR! (SIEVE-ELEMENT-OCCLUSION RELATED 1) no
mostraron cambios significativos en su expresion (Figura 17e). Estos resultados en conjunto indican que el
estrés mecanico ejercido por el peso promueve activamente la diferenciacion del xilema y el floema a partir

de las células procambiales.
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5. DISCUSION

La aplicacion del estimulo mecanico sobre plantas de Arabidopsis promovié un marcado engrosamiento del
tallo acompafiado por un aumento en el nimero de haces vasculares, en concordancia con lo previamente
descripto por Cabello y Chan (2019), quienes ademas destacaron el rol esencial de los transportadores de
auxinas. Respuestas similares a éstas también han sido informadas tanto en especies herbaceas como lefiosas
expuestas a condiciones de viento o roce, y se asocian con una redistribucién del crecimiento y una
reprogramacion hormonal y transcripcional (Braam, 2005; Telewski, 2006). De manera similar, se ha
descripto un efecto andlogo en plantas de tomate, donde intervienen el etileno y las auxinas (Castro Estrada y
col., 2025). Estos antecedentes, junto con nuestros resultados, demuestran que la respuesta morfoldgica al
peso implica una reorganizacion activa del desarrollo del tejido vascular, mediada no solo por las auxinas,

sino también por otras fitohormonas.

5.1 INTEGRACION DE SENALES HORMONALES EN RESPUESTA AL ESTiIMULO
MECANICO

Si bien las auxinas son esenciales para la formacion y diferenciacion de los tejidos vasculares, los BRs han
sido identificados como moduladores clave del nimero de haces al promover divisiones procambiales
tempranas (Ibafies y col., 2009). Ademas, los FTs de respuesta a esta fitohormona, como BESI, estan
directamente implicados en la regulacidn de la proliferacion y diferenciacion de células vasculares durante el

desarrollo del crecimiento secundario (Cafio-Delgado y col., 2004).

En esta Tesis se demostro que el aumento del didmetro del tallo y del nimero de haces vasculares inducido
por el tratamiento con peso depende estrictamente de la sefializacion de BRs. En mutantes bes/, incapaces de
activar adecuadamente esta via hormonal, ambos fenomenos quedaron completamente abolidos, lo que
confirma que los BRs, al igual que las auxinas, son componentes esenciales de la respuesta al estimulo
mecanico. Este resultado indica que el rol de los BRs no se limita al control del crecimiento secundario en
condiciones normales, sino que también es necesario para dar lugar a la respuesta adaptativa asociada al
estrés mecanico. Adicionalmente, el uso de brasinazole, un inhibidor de la biosintesis de BRs, mostré que la
presencia de esta hormona es requerida durante todo el periodo de aplicacion del peso. En conjunto, estos
datos permiten proponer que la via de sefalizacion de BRs actiia como un punto de convergencia entre la

percepcion del estimulo mecanico y la reorganizacidn del crecimiento secundario.

Por otra parte, las SLs también demostraron ser necesarias para la respuesta al estrés mecanico, dado que las
lineas mutantes max4 (deficientes en la biosintesis de SLs) y brcl no exhibieron aumento en el ntimero de
haces vasculares ni en la produccion de semillas bajo tratamiento con peso. Este resultado coincide con

estudios previos que describen el papel de las SLs en la modulacion del crecimiento secundario del tallo y la
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generacidn de ramificaciones (Gomez-Roldan y col., 2008; Brewer y col., 2009; Agusti y col., 2011), pero
aporta evidencia novedosa sobre su papel en la plasticidad del sistema vascular en respuesta a estimulos
externos. La ausencia de respuesta en plantas mutantes defectivas en la sintesis de SLs sugiere que esta
hormona actia corriente arriba de los procesos de proliferacion cambial, posiblemente regulando la
expresion de genes como CLE44 y BRCI, cuya induccion se observo unicamente en plantas con sefializacion

de SLs funcional.

Las SLs muestran una estrecha relacion con las auxinas y los BRs. Se ha informado que las plantas mutantes
max4 presentan una mayor capacidad de transporte de auxinas mediante la regulacion de PIN, una proteina
facilitadora del eflujo de auxinas (Bennett y col., 2006). Ademas, el crecimiento radial del tallo en plantas
tratadas con peso depende del transportador de salida de auxinas: PIN3 (Carri6-Segui y col., 2024), lo que

evidencia la fuerte interconexion entre las auxinas y las SLs durante el estrés mecanico.

En cuanto a los BRs, uno de los principales nodos de interaccion entre ambas vias se establece a través de
BESI1, que participa como integrador transcripcional de ambas hormonas, necesarias para una activacion
completa del crecimiento cambial. Esta comunicacion cruzada es crucial para el correcto crecimiento del
tallo de la planta (Hu y col., 2022). En la via de sefializacion de SLs, las formas fosforiladas y
desfosforiladas de BES1 (que median la regulacion de su actividad) pueden interactuar con proteinas SMXL,
similares a D53, y su degradacion es inducida por MAX2 en respuesta a SLs (Wang y col., 2013; Zhou y
col., 2013), indicando que la regulacion de la estabilidad de BES1 es un punto de conexion clave. Ademas,
BEST1 puede unirse directamente al promotor de BRC, que también responde a SLs, e inhibir su expresion

(Huy col., 2020).

El gen que codifica el factor de transcripcion BRCI1, reconocido mediador de la respuesta a SLs en la
inhibicién de yemas laterales (Aguilar-Martinez y col., 2007), también se mostrd inducido frente al estrés
mecanico. Aunque normalmente se expresa de forma casi exclusiva en yemas axilares, en este estudio se
observo que la expresion de BRCI aumentd tempranamente (6 h) en tallos tratados con peso, en un patrén
que fue dependiente de las SLs. Este hallazgo amplia el espectro funcional de BRC1 mas alla del control de

la ramificacion, sugiriendo que también participa en la regulacion del crecimiento secundario del tallo.

BRC1 también regula positivamente la transcripcion de tres HD-Zip 1. AtHB21, AtHB40 y AtHB53
(Gonzalez-Grandio y col., 2017). Si bien la ausencia de una respuesta diferencial en las lineas mutantes
athb21, athb40 y athb53 sugiere que estos factores de transcripcion no son esenciales para la respuesta
morfoldgica principal, si se observé un aumento en la actividad GUS en sus lineas reporteras Pr:GUS en los
tallos tras la aplicacion de peso. Esta induccion, que concuerda con la regulacion informada de AtHB53 por
hipergravedad (Tamaoki y col., 2014), sugiere un papel auxiliar o redundante y propone que, aunque no son
indispensables para obtener el fenotipo de respuesta al tratamiento con peso, podrian estar involucrados en la
respuesta al estimulo mecanico. Esta observacion también justifica la hipdtesis de una regulacion

transcripcional de los HD-Zip I en respuesta al peso, la cual se explorara con mas detalle en el Capitulo II1,

67



centrdndose en el rol de AtHBS en la regulacion de caracteristicas asociadas al estrés mecénico y al

transporte de fotoasimilados.

Finalmente, la interaccion entre las vias de BRs y SLs emergid como un eje central en la respuesta al estrés
mecanico. La inhibicion de cualquiera de las dos vias impidi6 la respuesta vascular incluso en presencia de la
otra, lo que sugiere que ambas son necesarias para una activacion completa del crecimiento cambial. Este
tipo de comunicacion cruzada ha sido reportada en otros contextos del desarrollo en los que BRs y SLs
regulan conjuntamente la elongacién del tallo y la arquitectura de la planta mediante reguladores
compartidos como BES1 y BZR1 (Hu y col., 2022). En el contexto del estrés mecanico, proponemos que las
SLs actiian corriente arriba de los BRs, facilitando la activaciéon de BES1, que promueve la expansion celular

y la diferenciacion del xilema.

5.2 EL PEPTIDO CLE44 COMO MEDIADOR CENTRAL DE LA RESPUESTA VASCULAR

En condiciones normales CLE44 actua junto a su par, CLE41, para promover la divisién cambial mediante la
activacion de su receptor PXY/TDR y el factor de transcripcion WOX4 (Etchells y Turner, 2010; Hirakawa y
col., 2008). En este trabajo, el andlisis de este péptido permitid establecer que su induccion por el estrés
mecdnico constituye un evento clave en la respuesta del tallo. CLE44 mostrd una induccién significativa en
respuesta al peso, tanto a nivel de transcripto como en el anélisis histoquimico del reportero, que localiz6 su
expresion en el cambium de los haces vasculares diferenciados. Ademas, la supresion de la respuesta
morfologica al peso en plantas mutantes cle44 (las cuales no exhibieron aumento en el diametro del tallo ni
en los haces vasculares) respalda que la sefializacion mediada por este péptido es indispensable para activar

la proliferacion vascular bajo el estimulo.

Notablemente, las plantas mutantes cle44 tratadas con peso produjeron significativamente menos semillas
que sus controles, lo que sugiere que la sefializacion CLE44 no sélo afecta el desarrollo estructural del tallo,

sino también la eficiencia del transporte de fotoasimilados y la produccion de semillas.

El aumento de la expresion de CLE44 bajo estimulo mecénico fue dependiente de la sefializacion de SLs,
como se demostrd por la ausencia de induccion del ARNm de CLE44 en las plantas mutantes max4 y brcl,
lo que sugiere que BRC! es necesario para la respuesta de CLE44 al peso y actua corriente arriba de este.
Esto es coherente con el hecho de que las SLs regulan la expresion de genes asociados al crecimiento del
tallo y a la respuesta vascular (Agusti y col., 2011). Ademas, que CLE44 también se regulara negativamente
en experimentos de microarreglos con mutantes bes/ (Saito y col., 2018) sugiere que podria ser un gen diana

comun de las vias de sefializacion de SL y BR, reforzando la idea de una red hormonal integrada.

El moédulo de regulacion TDIF/PXY (donde TDIF se compone de los péptidos CLE44/CLE41 secretados

desde el floema hacia el receptor PXY ubicado en el cambium) es crucial para la proliferacion y
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diferenciacion cambial (Hirakawa y col., 2008). La induccion de PXY tras el tratamiento con peso sugiere
que el mddulo completo es activado para impulsar la division celular cambial, incluyendo genes clave
ubicados corriente abajo de esta via, como WOX4 y WOX1I4. Nuestros resultados se alinean, entonces, con la
funcién previamente descripta para esta via en la regulacion del cambium vascular (Etchells y Turner, 2010;
Hirakawa y col., 2010), pero aportan una nueva dimension al identificar un vinculo directo entre ésta y la

respuesta al estimulo mecéanico externo.

Corriente abajo del receptor PXY, el tratamiento con peso indujo la expresion de WOXI4, un gen
involucrado en la diferenciacion y lignificacion de las células vasculares en los tallos de la inflorescencia de
Arabidopsis (Denis y col., 2017). Por otro lado, se ha demostrado que BES! inhibe la expresion de WOX4
(Hu y col., 2022), lo que sugiere que la ausencia de respuesta de este gen al tratamiento con peso podria
deberse a una regulacion negativa mediada por dicho factor. Asimismo, el aumento de la expresion de
WOX14 inducido por el peso en plantas mutantes bes/ indica que su regulacion no depende directamente de
la sefalizacion de BRs. No obstante, tanto WOX4 como WOXI14 mostraron una disminucion de sus niveles
de transcripcion luego de 6 h de tratamiento con BL, mientras que WOX14 aument6 su expresion luego de 48
h, evidenciando una respuesta temporal diferencial. Es importante sefialar que esta modulacion inducida por
BL se observo en plantas no sometidas al tratamiento mecéanico. Del mismo modo, hasta el momento no se

ha reportado evidencia que relacione la sefializacion de las SLs con la regulaciéon de WOX14.

Adicionalmente, la induccién de CLE44 y BESI a las 6 h de la aplicacion exdgena del analogo sintético de
SLs, GR-24, sugiere que estos genes son regulados por SLs. La induccion de CLE44 mediada por SLs es una
respuesta temprana al estrés mecanico, aunque la respuesta morfoldgica completa al peso aparecid mas tarde
(48 h), lo que indica que la via de sefializacion de SLs se encuentra corriente arriba de la generada por el
estimulo mecanico. Ademas, la recuperacion parcial del fenotipo en plantas mutantes cle44 que fueron
tratadas con peso y con GR-24 sugiere que las SLs también podrian actuar a través de una via independiente

de CLE44.

5.3 UN MODELO DE RESPUESTA INTEGRAL: ESTRIGOLACTONAS, BRASINOESTEROIDES
Y CLE44

En conjunto, los resultados presentados en este capitulo demuestran que la respuesta al estrés mecénico en
Arabidopsis involucra una compleja interaccidn jerarquica entre vias hormonales y sefiales peptidicas que

coordinan la respuesta del tallo (Figura 18):

1. La percepcion del estimulo mecanico activa, directa o indirectamente, las vias de BRs y SLs.
2. Los BRs, a través de BEST1, y las SLs, a través de BRC1, convergen para modular la induccién de la
sefal peptidica CLE44.
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3. CLE44 activa el modulo PXY/TDIF en el cAmbium, promoviendo la proliferacion cambial, mediante

la via de WOX4/WOX14, y el engrosamiento del tallo.

4. En vias paralelas, el estrés mecdnico también genera induccion de marcadores clasicos del xilema y

el floema, como IRX3, XCP1y APLI.

Este modelo de comunicacion cruzada y jerarquica integra la sefial mecanica como una sefial instructiva que
modula la asignacion de recursos y el desarrollo vascular. El sistema permite a la planta equilibrar su
desarrollo normal con la respuesta al estrés percibido, asegurando su supervivencia y €xito reproductivo en

entornos variables.

Mas alla de su valor en Arabidopsis, estos hallazgos ofrecen una base conceptual para entender cdmo
especies de interés agrondmico podrian aprovechar mecanismos similares para incrementar su rendimiento
frente a desafios mecanicos y ambientales. En los capitulos siguientes, se abordaran los efectos de estas
modificaciones sobre el transporte de azucares y las redes transcripcionales que subyacen a la respuesta a
estimulos mecanicos, extendiendo este modelo hacia una visidn sistémica del control del crecimiento

vegetal.
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Figura 18. Modelo de regulacion propuesto para el tejido vascular del tallo luego del tratamiento mecanico.
Arriba se indica el tiempo transcurrido luego de la aplicacion de peso. Abajo, representacion esquematica de un corte
transversal del tallo en los mismos tiempos. Las flechas indican la regulacion directa. Las hormonas y los genes se

localizan en diferentes tejidos segun la literatura previa citada y los resultados descriptos.

71



CAPITULO 11

Alteraciones en el transporte de azucares y su impacto en la respuesta al estrés mecanico

e hidrico en Arabidopsis
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. INTRODUCCION AL CAPITULO 11

En el capitulo anterior se analizd cdémo el estrés mecanico integra sefiales hormonales, mediadas
principalmente por BRs y SLs, con la sefializacién molecular dependiente de la via PXY/TDIF, generando
una respuesta coordinada de engrosamiento del tallo y aumento del nimero de haces vasculares. Durante el
estudio de las lineas mutantes (bes!, bzrl, max4 'y cle44), se observd que la ausencia de esta doble respuesta
morfoldgica impide la manifestacion de otra caracteristica clave del estrés mecanico: el incremento en la
produccion de semillas. Este comportamiento coincide con los fenotipos descriptos por Cabello y Chan
(2019) en las mutantes auxl!, lax1 y lax2, donde, si bien algunas lineas presentaron un aumento del didmetro
del tallo, ninguna mostrd cambios en el numero de haces vasculares, y en el caso particular de /ax2, no se
detectd ni engrosamiento del tallo ni incremento en la cantidad de haces vasculares. En todos los casos, las
mutantes carecieron del aumento en la produccion de semillas observado en las plantas WT expuestas al

mismo tratamiento mecanico.

Dado que el tejido vascular, y en particular el floema del tallo constituye la via principal para el transporte a
larga distancia del carbono fijado en hojas y tejidos fotosintéticos hacia los 6rganos reproductivos (como
flores y silicuas jovenes), resulta razonable suponer que el mayor desarrollo vascular inducido por el estrés
mecdanico podria favorecer un flujo méas eficiente de carbono hacia los érganos sumidero, posibilitando asi un

aumento en la produccion de semillas.

Con el fin de profundizar en esta hipdtesis, en este capitulo se plantea el andlisis del transporte de
fotosintatos a larga distancia en plantas sometidas a estrés mecanico, considerando aspectos claves de este
proceso, tales como la funcidén de los transportadores de sacarosa de las familias SWEET y SUC, el
mecanismo de carga y descarga activa del floema, y las posibles alteraciones en el flujo de carbono en

respuesta a estimulos mecanicos e hidricos.

1.1 TRANSPORTE DE AZUCARES DE ORGANOS FUENTE A SUMIDERO

La eficiencia con que una planta distribuye los productos de la fotosintesis hacia los dérganos en crecimiento
determina, en gran medida, su desarrollo y su capacidad de adaptacion frente a condiciones adversas. Este
proceso, conocido como transporte fuente-sumidero, integra la asimilacion de carbono en tejidos
fotosintéticos (fuentes), su carga en el floema y su posterior descarga en tejidos consumidores o de
almacenamiento (sumideros), que son aquellos incapaces de realizar fotosintesis o que tienen una demanda

de carbono tan alta que su propia maquinaria no alcanza a cumplir (Lemoine y col., 2013).

En Arabidopsis, el sistema de transporte de fotosintatos a larga distancia juega un papel fundamental en la
homeostasis energética y en la respuesta a estreses abioticos, e inicia con la fijacion de carbono atmosférico,

a través de la fotosintesis, para generar sacarosa, el principal azucar transportado.
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1.1.1 Fotosintesis

La fotosintesis es, quiza, el rasgo que mas caracteriza al reino vegetal. Constituye la fuente primaria de
carbono para la planta, en la que la energia luminica y el CO> atmosférico se convierten en compuestos

orgénicos a través del ciclo de Calvin-Benson (Figura 19).

En plantas como Arabidopsis, la fotosintesis se produce mayormente en las células del mesdfilo, células
alargadas que se encuentran directamente por debajo de la epidermis superior y que contienen a los
cloroplastos (Curtis y col., 2008). El CO; ingresa a la planta desde el ambiente por medio de los estomas y
luego a la célula por difusion. Una vez dentro de la c€lula, el proceso fotosintético involucra dos fases: la
fase luminosa (en la que se produce O2, ATP y NADPH) y el ciclo de Calvin-Benson, en el cual el CO; es
reducido a carbohidratos y se consumen el ATP y NADPH generados en la fase luminosa. Durante el dia,
ambas fases suceden simultaneamente, pero en regiones diferentes del cloroplasto: las reacciones de la fase
luminica tienen lugar en las membranas tilacoides y el ciclo de Calvin-Benson se lleva a cabo en el estroma
(Buchanan y col., 2015). El principal producto carbonado proveniente del ciclo es el gliceraldehido 3-fosfato

(G3P), un azacar simple que puede ser exportado al citosol para la sintesis de sacarosa.

o)

Cloroplasto Citoplasma

o)

PGA
Ciclo de e Fru6P «Glu6P+ Glu1P++ UDP-Glu
4 Calvin-Benson
/ ADP

Suc6P
‘/ NADPH l

‘*-\\ y / Fru6P G3P NADP*
Sacarosa

\ GlusP

l

Almidén

Figura 19. Ciclo de Calvin-Benson y sintesis de sacarosa en Arabidopsis
La fijacion de CO: ocurre principalmente en células del mesofilo, mediante el ciclo de Calvin-Benson. La via esta
estrechamente integrada con la sintesis de los principales productos finales de la fotosintesis: almidén y sacarosa. Figura

modificada de Stitty col., 2010.
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1.1.2 Biosintesis de sacarosa

La sacarosa estd compuesta por un mondmero de glucosa unido mediante enlace glucosidico o (1-2) a un
mondmero de fructosa, representa el principal producto soluble exportado desde las hojas hacia otros tejidos

y su sintesis ocurre en el citosol a partir del carbono fijado en los cloroplastos (Stitt y col., 2010; Figura 19).

Durante el dia, la fotosintesis y subsiguiente generacion de sacarosa pueden exceder los requerimientos
energéticos y de transporte. Ese exceso de carbono fluye hacia la acumulacion de almidon transitorio en
cloroplastos, que es almacenado para suplir las necesidades de carbono en momentos en los que la
fotosintesis no es posible, por ejemplo, durante la noche, cuando se degrada para regenerar sacarosa
permitiendo asi igualar las tasas de exportacion diurnas de este azicar (Fondy y Geiger, 1982; Stitt y

Zeeman, 2012; Buchanan y col., 2015).

Este equilibrio dinamico entre la sintesis, degradacion y transporte de sacarosa es esencial para sostener la
presion osmdtica y energética del floema, que depende del gradiente de concentracidon de sacarosa generado

entre los tejidos fuente y sumidero (Ayre, 2011).

1.1.3 Sintesis y degradacion de almiddn transitorio

Los glucidos provenientes de la fotosintesis que no son utilizados como fuente de energia o transportados
fuera de la célula pueden ser almacenados por las plantas de varias formas, siendo la mas comun la sintesis

de almidon.
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Figura 20. Vias de sintesis y degradacion de almidon transitorio en hojas del meséfilo de Arabidopsis
Durante el dia, el exceso de carbono fijado con la fotosintesis fluye hacia la biosintesis de almiddn transitorio. Durante
la noche, este almidon es degradado para suplir las necesidades energéticas de la planta. El esquema muestra las

principales enzimas y metabolitos implicados en este proceso.
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En d6rganos o tejidos de almacenamiento, como las semillas, el almidon se sintetiza en los amiloplastos
donde puede ser almacenado por largos periodos de tiempo. Alli, el carbono necesario para la sintesis del
polimero proviene del metabolismo de la sacarosa que llega transportada. A esta forma de almacenar el
almidon se la conoce como “almacenamiento de reserva”. En otros tejidos, como las hojas, el almidén se
acumula, pero de manera transitoria, sintetizandose durante el dia y degradandose durante la noche para
sostener el metabolismo y crecimiento de la planta (Stitt y Zeeman, 2012; Figura 20). Este almidon se utiliza
casi totalmente al final de la noche en plantas que crecen con un nivel adecuado de nutrientes y una

temperatura favorable.

Las enzimas que participan en estas vias de sintesis y degradacion de almidon transitorio se encuentran bien
descriptas y su correcta regulacion es lo que permite a la planta controlar la homeostasis de este polimero. El
proceso de sintesis inicia con la conversion de fructosa 6-fosfato, proveniente del ciclo de Calvin-Benson, en
ADP-glucosa, en una via que involucra la intervencion de varios metabolitos intermedios y la accion de una
fosfoglucoisomerasa (PGI), una fosfoglucomutasa (PGM1) y una pirofosforilasa (ADG) (Stitt y Zeeman,
2012; Figura 20). Las plantas mutantes de Arabidopsis en las que las actividades de estas enzimas se reducen
o eliminan presentan niveles considerablemente reducidos de almidon en las hojas, lo que demuestra que esta

via es responsable del principal flujo de carbono hacia el almiddn (Caspar y col, 1985; Lin y col., 1988).

Los pasos posteriores en la biosintesis del almidén son catalizados por las sintasas del almidon (SS1, SS2,
SS3 y SS4) y las enzimas ramificadoras (GBSS), que generan granulos complejos y de gran tamafio (Stitt y

Zeeman, 2012)

La degradacion del polimero, por otro lado, puede generar dos productos principales: glucosa y maltosa, y
puede darse por mas de una via. Inicia con una fosforilacién, mediada por la glucano-agua-diquinasa
(GWD), que fosforila residuos de glucosilo alterando el empaquetamiento del granulo. Luego actian un
conjunto de enzimas, entre las que destacan las f-amilasas (BAM, liberan maltosa), enzimas desramificantes
(DBE), o-amilasas (AMY) y la enzima desproporcionadora (DPE, una a-1,4-glucanotransferasa; Stitt y
Zeeman, 2012; Figura 20).

Las plantas mutantes de Arabidopsis que carecen de una o mas de las enzimas de estas vias presentan
alteraciones en la homeostasis del almidén. Las plantas mutantes pgm presentan tasas de crecimiento
reducidas y acumulan el carbono asimilado como azucares mas simples (Gibon y col., 2004) y las mutantes
gwdl de L. japonicus, con un marcado fenotipo de exceso de almidén, presentan graves defectos de
crecimiento (Vriet y col., 2010), lo que muestra que la acumulacidn excesiva de carbono como reserva afecta

el crecimiento.

El carbono fijado durante la fotosintesis, entonces, es dirigido principalmente a la sintesis de sacarosa y
almidén y la distribucién de ese carbono entre ambos compuestos depende del estadio de desarrollo de la

planta y de las condiciones ambientales.
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1.1.4 Transporte de carbono a larga distancia

Luego de su sintesis en los tejidos fuente, la sacarosa, si no es requerida por los mismos, es enviada hacia
tejidos sumideros, constituidos por células que no cuentan con la maquinaria necesaria para realizar la
fotosintesis por lo que requieren de una provision externa de carbono para utilizar como fuente de energia.
La particion de carbono es el proceso mediante el cual los fotoasimilados se distribuyen por el cuerpo de la

planta a partir de tejidos fotosintéticos (Lemoine y col. 2013).

La particién de carbono a los distintos sumideros varia durante los distintos estadios de desarrollo de la
planta y en respuesta a condiciones ambientales. Durante el crecimiento vegetativo, las raices y las hojas
jovenes son sumideros importantes, mientras que las semillas se convierten en sumideros dominantes durante

las etapas reproductivas (Wardlaw, 1990).

Xilema Floema

Célula acompafante

Figura 21. Representacion del transporte a larga distancia a través del floema
La sacarosa (puntos rojos) es transportada a través de los elementos de tubo criboso del floema por gradiente de
concentracion desde las células de tejidos fuente hacia los sumideros. El xilema (izquierda) se encarga del transporte de

agua y minerales.
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Para que la sacarosa llegue, por ejemplo, desde las hojas de roseta donde es sintetizada, hasta las silicuas o
semillas, se requiere de un transporte a larga distancia (Figura 21). Este transporte se realiza principalmente a
través del floema del tallo, impulsado por diferencias osmoticas entre las regiones de carga y descarga
(Keller, 2010).

Este transporte a través de los plasmodesmos de los elementos de tubo criboso que componen el floema es
rapido y eficiente, sin embargo, es de relevancia destacar que, para llegar hasta el floema, desde las células

del mesofilo donde fue sintetizada, la sacarosa requiere de la accién de transportadores especificos.

1.1.5 Transportadores de sacarosa

El transporte de la sacarosa hacia los tejidos sumidero comienza con su salida desde las células del mesofilo
hacia las células del parénquima del floema, utilizando los plasmodesmos. Luego, en la membrana
plasmatica de las células parenquimaticas, su movilizacion requiere de la accion de transportadores de

membrana especificos.

El movimiento de sacarosa a través de las membranas celulares depende de proteinas transportadoras
especializadas, entre las que destacan las familias SUC/SUT (SUCROSE TRANSPORTER) y SWEET
(SUGARS WILL EVENTUALLY BE EXPORTED TRANSPORTERS). Los transportadores SUC son de alta
afinidad y estdn involucrados en la carga activa de sacarosa al floema, utilizando gradientes de protones
como fuerza motriz (Kithn y Grof, 2010). En contraste, los SWEETs median la difusién facilitada
bidireccional de azucares y participan tanto en la descarga del floema como en la movilizacion de carbono

hacia tejidos de almacenamiento o defensa (Chen y col., 2009).

1.2 TRANSPORTADORES ESPECIFICOS DEL TIPO SWEET Y SUC

Los transportadores SWEET y SUC desempefian roles complementarios en el movimiento de azicares hacia
los tejidos vasculares. En hojas, SWEET11 y SWEET12 liberan sacarosa al apoplasto (Chen y col., 2012),
donde es posteriormente recapturada por SUC2, ubicados en la membrana plasmatica del complejo de
células formado por el elemento del tubo criboso y su célula acompaiante, completando el proceso de carga
(Haritatos y col., 2000). En tejidos sumidero, la descarga se lleva a cabo mediante la actividad de SWEETs
especificos, permitiendo la redistribucién del carbono hacia o6rganos en crecimiento o almacenamiento

(Figura 22).

Debido a que la sacarosa debe acumularse contra gradiente de concentracion en la célula acompaiante, el
transportador SUC se encuentra asociado a una H/ATPasa (Geiger y col., 1973; Evert y col., 1978; Stadler y
Sauer, 1996; Gottwald y col., 2000; Gaxiola y col., 2007). La transicion desde la célula acompafiante a los

elementos de tubo criboso se realiza mediante plasmodesmos.
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La descarga de sacarosa ocurre siempre donde la presion de la turgencia cae, o sea, en los tejidos sumidero y
puede ser simplastica o apoplastica. El primer caso sélo requiere de la presencia de plasmodesmos, mientras
que el segundo involucra una nueva liberacion al apoplasto mediada por transportadores SWEET y posterior
captacion de la sacarosa por simportadores SUC ubicados en la membrana plasmatica de las células
sumidero. Aqui, la sacarosa también puede ingresar a las células en forma de hexosas, glucosa y fructosa,

que se generan por accion de una invertasa de pared celular (Ayre, 2011; Ludewig y Fliigge, 2013; Ruan,

2014; Figura 22).

Parénquima del floema

Floema

o o ®

Célula sumidero

I Transportador SWEET . Transportador de hexosas @ Protén

“ Transportador SUC/H* ® Sacarosa

Figura 22. Rol de los transportadores SUC y SWEET de Arabidopsis en la carga y descarga al floema

Representacion esquematica de la carga y descarga de sacarosa al floema: la sacarosa presente en las células del
parénquima del floema sale al apoplasto en las proximidades de la célula acomparfiante (CA) a través de transportadores
SWEET. Es cargada en la CA por transportadores SUC/H". La fuerza protdn-motriz se genera por la hidrolisis del ATP
en la membrana plasmatica mediante el bombeo de protones de ATPasas. Por gradiente de concentracion la sacarosa se

transporta a larga distancia hasta los tejidos sumidero. El transporte, una vez descargada la sacarosa del floema, puede
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ser por plasmodesmos o por transportadores de membrana tipo SUC o de glucosa y fructosa, previa hidrolisis de la

sacarosa por accion de invertasas apoplasticas.

La expresion y localizacion subcelular de los diferentes miembros de estas familias de transportadores varia
entre tejidos, y su regulacion responde a sefiales de desarrollo, estado energético y condiciones de estrés
(Klemens y col., 2013; Durand y col., 2018). AtSUC2, AtSWEET11 y AtSWEET12 estan involucrados en la
carga de sacarosa al floema, por lo que los genes que los codifican se expresan mayormente en hojas y sus
niveles de expresion aumentan cuando la exportacion de sacarosa es alta (Durand y col., 2018). En
Arabidopsis, se ha demostrado que las plantas mutantes afsuc2 crecen lentamente, acumulan carbohidratos
en sus hojas y no producen semillas debido a la importacion deficiente de sacarosa en el complejo elemento
de tubo criboso-célula acomparfiante (Gottwald y col., 2000; Srivastava y col., 2008). AtSWEET11 y
AtSWEET12 son pardlogos cercanos que se localizan en la membrana plasmética de las células del
parénquima del floema y su mutacion también conduce a una mayor acumulacion de azicares en hojas

(Chen y col., 2012).

AtSWEETI3 se expresa comunmente en hojas en niveles bajos, aunque éstos se inducen en la doble mutante
atsweetl l/atsweet12 (Chen y col., 2012). Durand y col., (2017) han propuesto su participacion en la
asignacion de carbono a raices, ya que AtSWEET13 es el de mayor expresion en ese organo. Las actividades
promotoras de AtSWEETI3 y AtSWEET14 también se detectaron en anteras durante las ultimas etapas del
desarrollo de la flor y la doble mutante atsweetl3/atsweetl4 presenta fertilidad reducida y produce menor

cantidad de semillas por silicua, fenotipo que no se observa en las mutantes simples (Kanno y col., 2016).

A nivel celular, AtSWEET16 y AtSWEET17 se localizan predominantemente en la membrana del
tonoplasto, donde median el intercambio de azicares entre el citosol y la vacuola (Klemens y col., 2013; Guo
y col., 2014). AtSWEETI16 presenta expresion dentro del sistema vascular de peciolos, tallos y flores
(Klemens y col., 2013). Los intercambios de aztucar en el tonoplasto, regulados por SWEET16, son
importantes para la division celular del xilema. Las plantas mutantes atsweet/6 presentan un nimero
reducido de células del xilema y las mutantes dobles atsweet16/17 tienen alteraciones en la composicién de
las paredes de células del xilema, probablemente debido a la baja disponibilidad de azicar citosélica (Aubry
y col., 2022). Esto sugiere que la disponibilidad de azucares modulada por estos transportadores es critica

para el desarrollo vascular.

AtSWEET17 se localiza en tejido vascular de hojas, raices y tallos (Chardon y col., 2013, Aubry y col.,
2022) y se sabe que su sobreexpresion causa alteraciones en la acumulacion de azicares (Chardon y col.,
2013; Guo y col., 2014). También se ha observado una respuesta diferencial al estrés hidrico en mutantes

atsweetl7, que presentan menor tolerancia a la sequia (Chardon y col., 2013; Valifard y col., 2021).
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En condiciones de estrés abidtico, como déficit hidrico o estrés mecdnico, la regulaciéon de estos
transportadores permite ajustar el flujo de carbono hacia tejidos criticos, preservando la integridad celular y

la homeostasis osmética (Durand y col., 2018; Valifard y col., 2021).

1.3 ALMACENAMIENTO DE COMPUESTOS DE RESERVA EN SEMILLAS

Dos sumideros de carbono importantes en Arabidopsis son las silicuas y las semillas en formacién. Durante
el desarrollo de las semillas, la sacarosa proveniente del floema es transportada hacia el endospermo y el
embrion, donde se reconfigura en diferentes moléculas de reserva que sostendran la germinacion y el

crecimiento inicial de la plantula (Baud y col., 2008).

En Arabidopsis, la sacarosa que llega a las semillas atraviesa las células del tegumento y del endospermo
mediante transportadores especificos (como SWEETs y SUCs) y luego es convertida en hexosas. Estas rutas
canalizan el carbono hacia la sintesis de almidon, acidos grasos y proteinas de reserva en el embrién en

desarrollo (Fait y col., 2006).

La principal forma de almacenamiento de carbono en las semillas de Arabidopsis es en acidos grasos
(predominantemente triacilglicéridos), que representan entre el 30 y el 40 % del peso seco, seguidos por
proteinas de reserva (Baud y Lepiniec, 2010). El almiddn transitorio, aunque presente en etapas intermedias
del desarrollo, es casi completamente degradado hacia el final de la maduracion, cediendo su carbono a la

biosintesis de lipidos.

Una vez completada la desecacion, estas reservas se mantienen inactivas hasta la germinacién, momento en

el cual son movilizadas nuevamente hacia rutas catabdlicas que abastecen al embridn en crecimiento.

1.4 LA RELACION DE LAS PLANTAS CON EL DEFICIT HiDRICO

El estrés hidrico es uno de los factores abidticos mas limitantes para el crecimiento vegetal y afecta
directamente la fotosintesis, la transpiracion y el transporte de asimilados (Osakabe y col., 2014). La
reduccion del potencial hidrico del suelo genera una respuesta fisiologica coordinada que incluye el cierre
estomatico, la acumulacion de osmolitos compatibles y la reprogramacion de la expresion génica para

reducir el consumo energgético.

Uno de los procesos mas afectados por la falta de agua es la translocacion de azicares a través del floema,
debido a la disminucidn de la turgencia, la alteracion en la carga y descarga de sacarosa, y los cambios en la
expresion de transportadores de sacarosa (Chardon y col., 2013; Durand y col., 2016; Valifard y col., 2021).

Durante la sequia, se observa una redistribucion del carbono fotoasimilado, que generalmente resulta en una
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reduccion del flujo hacia los drganos sumideros, lo que impacta negativamente sobre la floracidn, la

formacidn de semillas y el rendimiento final (Lemoine y col., 2013).

En Arabidopsis, varios miembros de la familia SWEET (como AtSWEETI1, AtSSWEETI12, AtSWEETI6 y
AtSWEETI17) muestran modulacién de su expresion bajo estrés osmoético o hidrico, sugiriendo un papel
central en la redistribucidn del carbono entre la vacuola, el citosol y el floema (Durand y col., 2016; Klemens
y col., 2014). Estos ajustes coordinados permiten a la planta sostener la integridad del flujo de carbono y

mejorar su resiliencia frente al déficit hidrico, aunque a costa de un menor crecimiento y productividad.

1.4.1 Estrés mecanico y su relacion con la tolerancia a otros estreses bidticos y

abidticos

En la naturaleza, los estimulos mecanicos como el viento, el peso propio, la lluvia o el roce con otros
organismos forman parte del entorno cotidiano de las plantas y pueden actuar como sefiales frente a futuros
desafios ambientales. Se ha demostrado que la percepcion de fuerzas mecanicas desencadena ajustes
estructurales y moleculares que, en muchos casos, confieren una mayor tolerancia frente a distintos tipos de
estrés bidtico y abidtico. Por ejemplo, la estimulacion mecdanica leve puede activar respuestas de defensa y
aumentar la resistencia a los patdgenos mediante la induccidon de genes asociados a la inmunidad basal y al
fortalecimiento de la pared celular (Benikhlef y col., 2013). Se ha observado que las plantas sometidas a
estimulos mecéanicos pueden presentar mayor capacidad de sostén, acumulacion diferencial de metabolitos
protectores y modificaciones en la arquitectura foliar, lo que mejora su desempefio frente a nuevas
condiciones adversas (Chehab y col., 2012; Brenya y col., 2020; Brenya y col., 2022). En términos de estrés
abidtico, se conoce que la aplicacion prolongada de estrés mecanico promueve la tolerancia a frio en plantas
de tomate y maiz, lo que se relaciona con el aumento de metabolitos de almidén y azicares solubles de las
plantas estresadas mecanicamente durante el enfriamiento (Keller y Steffen, 1995; Li y Gong, 2011) y, por
otro lado, en plantas de P. vulgaris el frotamiento del tallo aumenta la concentracion de 4cido abscisico lo

que permitié mejorar la recuperacion a sequia (Jaffe y Biro, 1979).

Los cambios estructurales asociados al estrés mecanico descriptos en el Capitulo I, incluyendo el incremento
del diametro del tallo, la expansion del xilema y del floema, y el aumento de la lignificacion informada por
Cabello y Chan (2019), son particularmente relevantes para comprender como esta sefial podria influir sobre
la tolerancia a otros estreses. El fortalecimiento del sistema vascular resulta fundamental para sostener la
integridad de los haces conductores bajo condiciones desfavorables. En el caso del xilema, una mayor area
de conduccién y un incremento en la lignificacion pueden reducir el riesgo de colapso o cavitacion,
facilitando asi un transporte hidrico mas estable (Thonglim y col., 2021). En el floema, la expansion de los
tejidos y el aumento en la capacidad de carga pueden favorecer el movimiento de fotoasimilados ain en

escenarios de demanda alterada o bajo estrés.
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A partir de estos elementos, planteamos la hipdtesis de que la exposicion previa al estimulo mecénico podria
mejorar determinados aspectos de la tolerancia a la sequia, particularmente en plantas WT. La mayor
proporcion de tejido de xilema generada por el peso podria sostener de manera mas eficiente el transporte de
agua en condiciones de disponibilidad reducida, mientras que las modificaciones observadas en el floema
podrian facilitar la redistribucién de carbono hacia 6rganos criticos durante el estrés hidrico. Sobre esta base

se formularon los objetivos experimentales que se desarrollan en este capitulo.
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2. OBJETIVOS DEL CAPITULO 1I

Teniendo en cuenta que las plantas mutantes en lax2, brcl y cle44 no mostraron la respuesta de crecimiento
radial del tallo y aumento de haces vasculares que hemos asociado al tratamiento mecanico y tampoco fueron
capaces de mejorar su rendimiento de semillas, planteamos una asociacion entre ambas caracteristicas y

proponemos evaluar qué mecanismos subyacen a esta relacion putativa. Para esto, proponemos:

1- Evaluar alteraciones en la acumulaciéon y el transporte de fotosintatos en plantas WT y las
mutantes mencionadas, crecidas en condiciones normales y sometidas a estrés mecanico. Cuantificando
directamente los metabolitos (almiddn y sacarosa) o los niveles de transcriptos de genes claves de las vias de

sintesis y degradacion de almidon transitorio.

2- Cuantificar, dentro de cada haz vascular de plantas control o tratadas, las areas correspondientes a

xilema, cambium y floema, para determinar si el tratamiento genera alteraciones en la proporcion entre ellas.

3 — Evaluar el contenido de sustancias de reserva (lipidos y proteinas) en semillas, para conocer si el

tratamiento afecta su calidad.

4 — Medir niveles de transcriptos de transportadores de sacarosa SWEET y SUC en plantas WT

sometidas al tratamiento mecénico, para investigar si su expresion se ve alterada por el tratamiento.

5 — Estudiar el transporte a través del floema, evaluando su velocidad mediante el uso de la sonda

fluorescente CFDA (5(6)-carboxyfluorescein diacetato).

6 — Aplicar el tratamiento con peso en mutantes atsuc2, atsweetl 1, atsweetl2, atsweetl6 y la doble

mutante atsweet]1/12 para analizar su rol en la respuesta al estrés.

7 — Analizar los efectos de la combinacidn de estrés mecéanico y estrés hidrico, para descubrir si la

aplicacidn del primero favorece la respuesta de las plantas frente a la falta de agua.

8 — Finalmente, también se propone evaluar mediante un ensayo de transcriptdmica (RNA-Seq)
alteraciones en los niveles de transcriptos, medidas en tallos de plantas tratadas con peso, que puedan ser

disparadores iniciales de la respuesta.

84



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES

3.1.1 Especies vegetales

Ver seccién 3.1.2 del Capitulo I

3.1.2 Plantas mutantes de A. thaliana

Las lineas mutantes brcl y cle44 han sido descriptas en la Seccidn 3.1.5 del Capitulo I de este trabajo y la

linea mutante lax2 fue descripta por Cabello y Chan (2019). Las mutantes atsweetll (AT3G48740;
SALK 073269), atsweetl? (AT5G23660; SALK 031696) y la doble mutante atsweetl1/12 fueron

previamente descriptas por Chen y col., 2015.

Las mutantes atsuc2-a (AT1G22710; SALK 208617C), atsuc2-b (AT1G22710; SALK 038124) y

atsweet16 (AT3G16690; SAIL_889 C05.C) fueron obtenidas del sitio ABRC.

3.1.3 Oligonucleodtidos

En la Tabla 4 se muestra el nombre, el ID del locus y la secuencia de los oligonucledtidos utilizados en las

reacciones de RT-qPCR.

Tabla 4. Oligonucledtidos utilizados para las reacciones de RT-qPCR

Nombre ID del locus Secuencia 5° > 3’ Uso

SWEETO-F AT2G39060 ACGCCGTCATGTGGTTCTTT RT-qPCR
SWEET9-R AT2G39060 TGCTAGTTGGTTCTCTGTTGGC RT-gPCR
SR AT5G50790 AACTCCTTTGCCTTTGICGTACA RT-qPCR
SWEETI0-R AT5G50790 GTCAACACGAAGATTGCGCC RT-gPCR
SWEETLI-F AT3G48740 AACAAGTGTACCTGCGGAAATGAT RT-gPCR
SWEETIT-R AT3G48740 AAGAGGACTGCTTGCCATGTTTAG RT-gPCR
R AT5G23660 CATATGGCTCCTTTATGGTCTTGC RT-qPCR
SWEETI2-R AT5G23660 ACGTTTGGGAAGGCAACATAGATA RT-qPCR
SNALELLES AT5GS50800 CTTCTACGTTGCCCTTCCAAATG RT-gPCR
SWEETI3-R AT5GS50800 CTTTGTTTCTGGACATCCTTGTTGA RT-qPCR
el AT4G25010 AAACGCTGTGGGATGCTTCA RT-qPCR
SWEET14-R AT4G25010 TTCAAGAGCCCAAGAACCTTCA RT-qPCR
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SWEET15-F

SWEET15-R

SWEET16-F

SWEET16-R

SWEET17-F

SWEET17-R

SUC1-F

SUC1-R

SUC2-F

SUC2-R

SUC3-F

SUC3-R

SUC4-F

SUC4-R

SUCS-F

SUC5-R

SUC6-F

SUC6-R

SUCT7-F

SUC7-R

SUCS-F

SUC8-R

SUC9-F

SUC9-R

PGM-F

PGM-R

ADGI1-F

ADGI1-R

ADG2-F

ADG2-R

GBSS-F

GBSS-R

SS1-F

SSI-R

SS2-F

AT5G13170

AT5G13170

AT3G16690

AT3G16690

AT4G15920

AT4G15920

AT1G71880

AT1G71880

AT1G22710

AT1G22710

AT2G02860

AT2G02860

AT1G09960

AT1G09960

AT1G71890

AT1G71890

ATG543610

ATG543610

AT1G66570

AT1G66570

AT2G14670

AT2G14670

AT5G06170

AT5G06170

AT5G51820

AT5G51820

AT5G48300

AT5G48300

AT5G19220

AT5G19220

AT1G32900

AT1G32900

AT5G24300

AT5G24300

AT3G01180

CAATGACATATGCATAGCGATTCCAA

GGACTCATCACGACAATACTCTTAAG

GAGATGCAAACTCGCGTTCTAGT

GCACACTTCTCGTCGTCACA

AGTGACAACAAAGAGCGTGAAATAC

ACTTAAACCGTTGCTTAAACCAACC

GACCTTTCGACGCCTTGTTC

AATACTCCACTAATCGCCGCTG

CATTCCTTTTGCACTAGCTTCCAT

AGAACACCTAGGGAAAGTCCTTGG

CAAGAACCGCAGCCGTAATC

CTTGACCGCCACCGGAAT

AGTGTCAAGCGAGGAACGCATA

AGTCACACGAGAAGCCATTGC

GGGCTATGGGATTCCATTAG

TAAAAGACAGACGACCAAGG

TCCTGTCTCCGGCCTGCTT

AGGCGCCCATAGCGATGA

GTCTTTAAGAGACAAGCCCAC

AGACTGTCTATCCACAGTCGT

CTAGCTTCCATAATCTCAAGT

TTGGTAAGTTTCCACCTCCAAAA

GTGGTTCCTGATGAGCCG

GAGAAGCTGAACGTATGGG

GTGAAAGAGTATTGGGCGACA

CCGTGAACACAAACCGAACA

CACCGTCTAAGATGCTTGATGC

GATGTGCGAGTTTTTCCCAAT

ATCAAGGAGAAACCTGCCACCA

TCGTAGTAATCTGCCCCAAGC

ATAGGGAGATTGGAGGAGCAGA

CAATGTGGAAACCTGTGTAGC

CTTGATTACCAGAAGGGCATTG

CGTTTTCCCAAGAGTAGTTTCG

AGATAAAGCACGGGGATGGG

RT-qPCR
RT-gPCR
RT-qPCR
RT-gPCR
RT-gPCR
RT-qPCR
RT-gPCR
RT-qPCR
RT-qPCR
RT-gPCR
RT-qPCR
RT-qPCR
RT-qPCR
RT-qPCR
RT-gPCR
RT-gPCR
RT-qPCR
RT-gPCR
RT-qPCR
RT-qPCR
RT-qPCR
RT-qPCR
RT-qPCR
RT-qPCR
RT-gPCR
RT-gPCR
RT-gPCR
RT-qPCR
RT-qPCR
RT-qPCR
RT-qPCR
RT-qPCR
RT-qPCR
RT-qPCR

RT-qPCR
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SS2-R

AT3G01180 CCAACCAAGACCCGTTTCAC RT-gPCR
SS3-F
ATI1G11720 CTGGGGCTGACTTTATTCTTGT RT-gPCR
SS3-R e o N
ATIG11720 AGTCTTGCTCCATCACCGTCT RT-gPCR
SS4-F
AT4G18240 ACACGCCCTTAGAAAGCAGC RT-gPCR
SS4-R
AT4G18240 ACAAATCGGAGGCTGCGTAA RT-gPCR
GWD-F
AT1G10760 AACGAGAGAGCATACTTCAGC RT-gPCR
GWD-R AT1G10760 CAATCGGTTTGCTTGGGTAG RT-gPCR
AMY3-F AT1G69830 ATTATCATTCCGAGATTGCTGC RT-gPCR
AMY3-R AT1G69830 CGGCTACAGACCAGTTTTGC RT-qPCR
BAMI-F AT3G23920 AACGAGAGAGCATACTTCAGC RT-qPCR
BAMI-R AT3G23920 CAATCGGTTIGCTTGGGTAG RT-gPCR
BAM3-F AT4G17090 AACGAGAGAGCATACTTCAGC RT-gPCR
BAM3-R AT4G17090 CAATCGGTTTGCTTGGGTAG RT-gPCR
Actinas-F Normalizador GGTAACATTGTGCTCAGTGGTGG RT-qPCR
Actinas-R Normalizador AACGACCTTAATCTTCATGCTGC RT-qPCR

3.2 METODOS

Los métodos de cultivo de plantas en camara, cortes y tinciones histologicas, cuantificacion de haces
vasculares, tratamiento con peso, evaluacion de caracteristicas fenotipicas, extraccion y cuantificacion de
ARN total a partir de tejido vegetal y andlisis de expresion por RT-qPCR que se emplean en este capitulo

fueron descriptos en la Seccion 3.2 del Capitulo 1.

Cabe destacar que en todos los experimentos de determinacion de carbohidratos y cuantificacion de
transcriptos posteriores al estrés mecanico, las muestras se recolectaron a mitad del periodo de luz, y los
tratamientos siempre se iniciaron en el mismo punto del fotoperiodo para garantizar la estandarizacion de las

respuestas.

3.2.1 Cuantificacion de sustancias de reserva: lipidos y proteinas

La cuantificacion de sustancias de reserva se hizo sobre semillas maduras, previamente cosechadas, limpias

y puras.
Cuantificacion de lipidos
El procedimiento se basa en el descripto por Siloto y col. (2006), con algunas modificaciones. Una cantidad

conocida de la muestra se molié finamente en nitrégeno liquido y se transfirio a un tubo de 1,5 ml. Se
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adicionaron 400 pl de isopropanol y se incubd la preparacion durante 10 min a 64°C. Luego el solvente se
evaporé en una estufa hasta la eliminacion del alcohol. Se realizdO una primera extraccién con
metanol:cloroformo:H,O (2:2:1,8). Primero se adicionaron los volumenes correspondientes al cloroformo y
al metanol hasta resuspender el precipitado. Finalmente se adiciono el agua y se agit6 de forma enérgica para
favorecer la extraccion. Luego se centrifugd a 6700 g durante 5 min. Tras este paso se observaron tres fases:
una fase superior acuosa, una interfase con restos del tejido y una fase inferior orgdnica. La fase acuosa se
elimind y, con cuidado de no remover la interfase, se tomo¢ la fase inferior, que contenia disueltos los lipidos
(mayoritariamente triacilgliceroles) de interés, y se la traspasd a un tubo de 1,5 ml pesado con anterioridad
(P1). Se realizaron dos extracciones adicionales sobre la interfase cambiando las proporciones de
metanol:cloroformo:H,O a 1:2:0,8 y siguiendo el mismo procedimiento descripto anteriormente. Las fases
organicas de las distintas extracciones se recolectaron en el mismo tubo de 1,5 ml y se incubaron bajo
campana hasta la completa evaporacion del solvente, tras lo cual se pesdé nuevamente el tubo (P2). El

contenido de lipidos se determin6 como: (P1-P2) / mg de tejido.
Cuantificacion de proteinas

Una cantidad conocida de la muestra se moli6 en nitrogeno liquido en mortero y se transfirié a un tubo de 1,5
ml con un volumen de solucion amortiguadora de extraccidon de proteinas de 800-1000 pl y a 4 °C. Se
centrifugo el homogenado a 12.000 rpm y 4 °C durante 5 min. El sobrenadante se transfirio a un tubo de 1,5

ml nuevo en el que se determind la concentracidn de proteinas por el método Bradford (Bradford, 1976).

* Solucién amortiguadora de extraccion de proteinas: Na;POs 50mM, EDTA 10 mM, SDS 0,1 % (p/v),
Tritén 1 % (v/v), B-mercaptoetanol 10 mM.

3.2.2 Cuantificacion de glucidos: almidon, glucosa y sacarosa

Las muestras se tomaron en los tiempos y tejidos indicados en las figuras. Una cantidad conocida de la
muestra se molid finamente en nitrogeno liquido y se transfirid a un tubo de 1,5 ml. Se agregaron 700 pl de
solucion amortiguadora de homogeneizacion para carbohidratos y se incubo en hielo durante 30 min.
Trascurrido ese tiempo, se agregaron 300 pl de agua bidestilada y se agitdé vigorosamente. Se centrifugd
durante 5 min a 4 °C y 16000 g. Tras este procedimiento se obtuvieron tres fases: una superior acuosa, que

contiene los azucares solubles, una interfase que contiene al almidon y una organica.
Cuantificacion de glucosa y sacarosa

La fase acuosa se trasvasd a un tubo nuevo. Este tubo se incubd a 37 °C hasta evaporacion total. Luego, se
resuspendieron los azicares solubles en 100 pl de agua bidestilada. L.a mitad de este volumen se utiliz6 para
medir la concentracidn de glucosa. La otra mitad se utiliz6 para determinar la cantidad de sacarosa, esta
muestra se tratd durante tres h con 71 U de invertasa (Sigma-Aldrich), que hidroliza la sacarosa a glucosa y

fructosa.
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El contenido de glucosa se determind en ambas muestras por un método enzimatico colorimétrico (Sociedad
de Bioquimicos de Santa Fe). En la muestra sin tratar con invertasa se midié la concentracién de glucosa
como Glucl (pg glucosa/mg muestra). En la muestra tratada con invertasa se determind el contenido de
glucosa Gluc2 (pg glucosa/mg muestra) que incluye la glucosa proveniente de la muestra antes de ser tratada
mas la liberada por la hidrolisis de la sacarosa. La concentracion de sacarosa se midié indirectamente y se

calculd como Gluc2- Glucl.
Cuantificacion de almidon

La interfase insoluble, que contiene el almiddn, se lavd con etanol absoluto y se secd en estufa a 70 °C
durante una h aproximadamente. Luego se resuspendié en 250 pl de hidréxido de sodio 0,1 N. Una vez que
el precipitado se disolvio, se agregaron 75 pl de acido acético 0,5 N (pH 5,1). Finalmente se tomaron 50 pl y
se trataron durante toda la noche a 37 °C con 2,5 U de amiloglucosidasa (Roche), que cataliza la hidrolisis de

los enlaces a(1,4) y a(1,6), liberando glucosa, cuya concentracion se midié como se indico previamente.
Finalmente, las cuantificaciones se expresaron como pmoles de glucosa por mg de tejido.

* Solucion amortiguadora de homogeneizacion para carbohidratos: metanol 62,5 % (v/v), cloroformo 26,8 %

(v/v), buffer fosfato de sodio 5,4 mM (pH 7.5), EDTA 0,1mM.

3.2.3 Ensayo de transporte por floema con la sonda CFDA

Se diluyé CFDA (diacetato de 5(6)-carboxifluoresceina, 6 mg/ml en acetona) 1:10 (v/v) en agua estéril
inmediatamente antes del ensayo como fue informado por Jiang y col. (2019). Se cortaron muestras de
silicuas, flores e inflorescencias y se colocaron con la base cortada en el fondo de un tubo de 1,5 ml para
permitir la penetracion de CFDA (6 pl/tubo). La incubacidn se realizé durante 5-10 min. La visualizacion se
realizo con un laser a 488 nm, monitoreando la fluorescencia a 500-566 nm. El tejido tefiido se fotografid

utilizando una camara Nikon D5300 montada sobre un microscopio optico Eclipse E200 (Nikon).

3.2.4 Cuantificaciones de area de xilema, floema y cdmbium

Se cuantifico el area de xilema, floema y cdmbium de los cortes histologicos tefiidos y fotografiados como se
menciono anteriormente utilizando el sofiware Imagel. Los tejidos de cada haz vascular fueron cuantificados
de manera separada, realizando ampliaciones sobre las imagenes de cortes de tallos individuales como se

ilustra en la Figura 23. Se utilizaron al menos 4 tallos distintos por cuantificacion.

Figura 23. Ilustracion de un has vascular
individual dentro del tallo de Arabidopsis

Las amplificaciones para las cuantificaciones se
realizaron sobre cada uno de los haces que compone

el tallo de al menos cuatro tallos separados.

&9



3.2.5 Ensayos de estrés hidrico

Los ensayos de estrés hidrico se realizaron en camaras de cultivo, con una densidad de siembra de una planta
por maceta. Las plantas se dejaron crecer en condiciones normales de riego hasta que la vara floral principal
alcanzo 4 cm de altura. En este momento se realizo el tratamiento de estrés mecanico de 48 h. Finalizado el
tratamiento, todas las macetas fueron pesadas y llevadas a una capacidad de campo de 100 %. En este
momento se suspendid el riego y se llevo a las plantas a un peso correspondiente a un 50 % de capacidad de
capo, que se mantuvo hasta el final del ciclo de vida de las plantas, regando cada 48 h y tomando registro del
consumo de agua en cada punto. Las plantas utilizadas como control se mantuvieron en 100 % de capacidad
de campo durante todo el ciclo. Una vez alcanzada la senescencia, las plantas se embolsaron, las semillas se

cosecharon y se cuantificé la produccion total por planta.

3.2.6 Andlisis de transcriptomica por secuenciacion masiva de ARN

El ARN total se aislo segliin lo descripto en la Seccidn 3.2.14 del Capitulo I a partir de secciones de tallo
correspondientes al primer entrenudo de plantas con una vara floral de 4 cm de altura sometidas o no al
tratamiento mecanico durante un periodo de 6 h. Novogene (Sacramento, CA, EE. UU.) secuenci6 tres
réplicas biologicas por genotipo. Las bibliotecas se secuenciaron en la plataforma //lumina NovaSeq X-Plus,
generando lecturas de extremos emparejados de 150 pb con una profundidad minima de 12 millones de
lecturas por muestra. Las lecturas de RNA-seq se analizaron en la plataforma Galaxy. Se eliminaron las
secuencias adaptadoras de las lecturas utilizando 7rimmomatic (Galaxy version 0.39+galaxy?2). Las lecturas
filtradas por calidad se alinearon con el genoma de referencia de A. thaliana (TAIR10) mediante RNA STAR
(Galaxy version 2.7.11a+galaxyl), empleando una longitud maxima de intrén de 10.000 pb y guiado por la
anotacion de genes y exones de Araport VI1I. Los recuentos de lecturas en cada gen se calcularon
posteriormente utilizando featureCounts (Galaxy version 2.0.3+galaxy2). El andlisis de expresion diferencial
se realizo con edgeR (Galaxy version 3.36.0+galaxy5). Los archivos de cobertura Bigwig se generaron con
bamCoverage (Galaxy version 3.5.4+galaxy() y posteriormente se utilizaron para la representacion grafica
con pyGenomeTracks (Galaxy version 3.8+galaxy?2). El analisis de enriquecimiento funcional se realiz6 con
agriGO v2.0 (Tian y col., 2017). Se generaron graficos UpSet para visualizar las intersecciones entre
conjuntos de genes que responden al peso (Ko y col., 2004; este estudio), la hipergravedad (Tamaoki y col.,
2014) o el tacto (Xu y col., 2019), utilizando la herramienta de diagramas UpSet (Galaxy version
0.6.5+galaxy?). Los datos de secuenciacion de ARN se depositaron en la base de datos Gene Expression
Omnibus (GEO). Este analisis fue llevado a cabo por el Dr. Matias Capella del Instituto de

Agrobiotecnologia del Litoral.
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4. RESULTADOS

4.1 EL AUMENTO DEL TEJIDO VASCULAR Y LA MOVILIZACION DE FOTOSINTATOS
INDUCIDOS POR EL ESTRES MECANICO COMPROMETEN LA RESPUESTA DE LA PLANTA
AL DEFICIT HiDRICO

Cabello y Chan (2019) describieron un aumento en el numero total de haces vasculares dentro del tallo
principal de plantas de Arabidopsis WT sometidas a 48 h de estrés mecanico, que paso de 6-8 a 10-12 luego
de finalizado el estimulo. Durante el desarrollo del Capitulo I hemos descripto como este tratamiento
modifica la expresion de genes relacionados a la proliferacion celular de tejido cambial y diferenciacion a
tejido vascular, lo que podria tener un impacto no sélo sobre el nimero total de haces vasculares sino

también sobre el area del xilema, floema y cambium vascular dentro de cada uno de estos haces.

Para comprobarlo, se cuantificaron estos parametros en haces individuales provenientes de cortes
histologicos de secciones transversales del primer entrenudo de tallos de plantas WT crecidas en condiciones
control o sometidas a estrés mecanico. Las dreas cuantificadas se ilustran en la Figura 24a. Se observé un
aumento significativo del area relativa de los tres tejidos cuantificados en las plantas tratadas. Sin embargo,
todos los tejidos aumentaron proporcionalmente; el area del floema aumentd de 65 a 130 um? la del
cambium de 44 a 100 um? y la de xilema de 230 a 487 pm? (Figura 24b). Esto indica que el estrés mecanico
no solo genera duplicacion de los haces vasculares, sino que también promueve una mayor proliferaciéon y

diferenciacién celular dentro de cada haz individual.

A fin de evaluar si este aumento de los tejidos vasculares se acompafiaba, o no, de un aumento en los
carbohidratos sintetizados y/o transportados a los tejidos sumideros, cuantificamos los niveles de sacarosa y
almidon en tallos y hojas de roseta. Apenas finalizd el periodo de estrés, las plantas tratadas presentaron
mayor acumulacion de sacarosa en hojas (Figura 24c¢) sin detrimento en la acumulacion de almidon (Figura
24d). Al mismo tiempo, se vio incrementada la sacarosa transportada a través del tallo (Figura 24e). Cuando
el analisis se repitidé 7 dias después de finalizado el tratamiento (7 DDT), se vio un incremento en los tres
parametros cuantificados en las plantas tratadas respecto de sus controles (Figura 24c-e). Este aumento de la
sacarosa sin penalidad en los niveles de almidén es un indicador de un flujo total de carbono aumentado

dentro de la planta.
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Figura 24. El crecimiento vascular y el transporte de fotosintatos estimulados por estrés mecanico afectan la
adaptacion de las plantas al estrés hidrico
(a) Imagen ilustrativa de un haz vascular del tallo de una planta control sometida a estrés mecanico. Se sefialan las areas

que corresponden al xilema (X), cambium (C), floema (F), cortex (Co), epidermis (Ep) y xilema interfascicular (FI). (b)
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Cuantificacion del area de xilema, floema y cambium dentro de haces vasculares de plantas WT control y tratadas con
peso. Cuantificacion de (c) sacarosa y (d) almidon en hojas de rosetas y (e) sacarosa en tallos, medidas apenas finaliza
el estrés mecanico (0 DDT) y 7 dias después. (f) Produccion de semillas de plantas WT, lax2, brcl y cle44 crecidas con
un riego correspondiente al 100 % de la capacidad de campo (CC) o (g) al 50 % CC expresados en mg de semillas por
planta. (h) Consumo de agua de plantas en condiciones control (C + CC), estrés mecanico y 100 % CC (T + CC),
plantas no sometidas a estrés mecanico, pero si a déficit hidrico (C + DH) y plantas sometidas a ambos tipos de estrés
(T + DH). (i) Foto ilustrativa de plantas WT con riego de 100 % CC (CC) y 50 % CC (DH) seis dias después de
iniciado el estrés hidrico. Las barras representan el SEM vy letras diferentes indican diferencias significativas entre las
medias (P < 0,05, ANOVA de dos vias con prueba post hoc de Tukey-Kramer). Los asteriscos (*) indican diferencias

significativas (P < 0,05; prueba ¢ de Student).

El tejido del xilema es el encargado de transportar agua y azlcares, factores implicados cominmente en la
respuesta al estrés hidrico. Debido a que el tratamiento con peso aumenta el area de este tejido, surge la
hipétesis de que esta modificacidén podria tener un impacto sobre la respuesta de la planta a condiciones de
sequia. Para evaluar esta posibilidad, una vez finalizado el estrés mecanico, se inicidé un periodo de déficit
hidrico (DH) severo, llevando a las plantas a un 50 % de su capacidad de campo (CC). Las lineas mutantes
lax2, brel y cle44, carentes de genes clave para la respuesta vascular al estrés mecanico también fueron
sometidas al estrés combinado. En condiciones control (100 % CC), las plantas WT presentaron su tipico
aumento de la produccidn de semillas luego del estrés mecanico, fendmeno que no se observd en ninguna de
las lineas mutantes (Figura 24f). En las plantas que sufrieron el déficit hidrico, las lineas WT que habian
pasado por el tratamiento con peso tuvieron una penalidad significativa en la produccion final de semillas y
no se observaron cambios con significado estadistico en las lineas mutantes (Figura 24g). En cuanto al
consumo de agua durante el periodo de estrés con un 50 % de CC las plantas WT, que también recibieron
estimulo mecanico, mostraron un mayor consumo de agua en los primeros dias del estrés (Figura 24h, panel
superior), ya que se veian considerablemente mas deshidratadas que sus controles (Figura 24i). Lo opuesto se
observo en las lineas mutantes cle44, ya que las lineas c/le44 en condiciones control parecieron deshidratarse

mas tempranamente que aquellas que sufrieron estrés mecanico previo (Figura 24h, panel inferior).

Con el objetivo de caracterizar la respuesta transcripcional temprana inducida por el estrés mecanico, se
realizd un andlisis de secuenciacion masiva de ARN en tallos de plantas WT tratadas con peso por un
periodo de 6 h. El analisis reveld cambios significativos en la expresion de 864 genes (cambio de log> > 1,5 0
<-1,5), entre los cuales 556 aumentaron su expresion y 308 la disminuyeron en las plantas tratadas con peso

respecto a los controles sin tratar (Figura 25a, b).
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Figura 25. Cambios transcriptomicos en tallos de Arabidopsis luego de 6 h de estrés mecanico
(a) Volcano plot de datos de RN A-seq de plantas sometidas a 6 h de tratamiento de peso versus control sin tratar. Los

genes significativamente regulados al alza (rojo) y a la baja (azul) estan resaltados (log> (FC) > 1,5 0 <-1,5 con FDR <
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0,05, segtin lo determinado usando el marco edgeR). Las transcripciones de interés seleccionadas estan etiquetadas en
negro. (b) Grafico MA que compara plantas tratadas con controles. El eje x muestra log, (CPM) y el eje y muestra log,
(FC). Se muestran todos los genes detectados, con aquellos significativamente regulados al alza o a la baja resaltados en
rojo y azul, respectivamente. Los genes que muestran FDR > 0,05 se muestran en gris claro. (c) Analisis de
enriquecimiento funcional de genes que se expresan de forma diferencial, como se define en el panel (a). El tamaiio del
punto refleja el nimero de genes en cada categoria y los valores p estan codificados por colores. (d) Graficas de
cobertura que muestran los niveles de transcripcion de NAC0I9 y FLSI en plantas control (rosa) y tratadas (azul). Las
lecturas se muestran como recuentos por millon (CPM) y las coordenadas gendmicas se indican en pares de bases (pb).
(e) Niveles relativos de transcripcion de FLSI, RD28, ERF53, MAPKKK20, PIP2B, NCED2, NCEDS, ERD, Deh y
NACO019 en plantas control (rosa) y tratadas (azul), cuantificados mediante RT-qPCR. Los datos se normalizaron a los
niveles de transcripcion de ACTIN2/8 y se presentan en relacion con los no tratados (control), cuyo valor se establecid
en uno. Todos los datos representan la media + EEM de n = 5 réplicas biologicas independientes, con puntos de datos
individuales mostrados. CPM, recuentos por millén; FC, cambio en el factor de multiplicaciéon; FDR, tasa de falsos
descubrimientos. El analisis de los datos y confeccion de la imagen fueron realizados con la ayuda del Dr. Matias

Capella.

Para identificar las vias bioldgicas afectadas por el tratamiento de peso, realizamos un analisis de
enriquecimiento de ontologias génicas (GO) de los genes diferencialmente expresados. Entre los términos
GO enriquecidos, encontramos procesos funcionales que incluyen genes asociados con respuestas a insectos
y compuestos nitrogenados, envejecimiento y respuestas a heridas, privacion de agua y estrés oxidativo.
Ademas, otras categorias significativamente enriquecidas incluyeron genes involucrados en la respuesta a
auxinas y etileno, asi como en la organizacion y biogénesis de la pared celular (Figura 25¢,d). Con base en la
respuesta diferencial de tolerancia a la sequia observada en las plantas tratadas con peso (Figura 24g, h, i),

nos enfocamos en los genes involucrados en esta respuesta.

El andlisis de términos GO revelo que cuarenta y tres genes, la mayoria de ellos inducidos, estan implicados
en la respuesta al déficit hidrico, lo que sugiere que el tratamiento mecanico podria impactar sobre la
tolerancia a la sequia mediante la regulacion diferencial de estos genes. En este contexto, se evalud la
expresion de FLSI, RD28, ERF53, MAPKKK20, PIP2B, NCED2, NCEDS, ERD, Deh'y NACO019 en plantas
tratadas y no tratadas con peso. RD28, PIP2B, NCED2, NCEDS, ERD, Deh y NACO0I9 mostraron un
aumento de expresion, mientras que con FLS/ se observé una disminucion de la expresion. En consecuencia,
la transcripcion inversa seguida de PCR cuantitativa (RT-qPCR) confirmé que la mayoria de los genes
seleccionados y relacionados con la sequia estaban regulados en las plantas tratadas con peso en
comparacion con los controles (Figura 25¢), lo que sugiere que el tratamiento mecanico se asocia con la
activacion de una respuesta transcripcional relacionada con la sequia en momentos tempranos durante un

déficit hidrico severo.
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En conjunto, estos resultados indican que el estrés mecdnico induce una reprogramacion transcripcional
temprana en tallos de plantas tratadas, caracterizada por la regulacion coordinada de genes asociados a la

respuesta al estrés, sefializacion hormonal y modelado de la pared celular.

4.2 EL ESTRES MECANICO AUMENTA EL FLUJO DE CARBONO HACIA LA ACUMULACION
DE ALMIDON Y EL TRANSPORTE DE FOTOSINTATOS A TEJIDOS SUMIDERO

Con el fin de determinar si el incremento en la acumulacion de almiddén y el transporte de azdcares
observado en plantas WT sometidas a estrés mecanico (Figura 24c-e¢) depende de las modificaciones
estructurales inducidas en el tallo por el tratamiento, se aplicd peso sobre lineas mutantes que no desarrollan
dicho ensanchamiento ni aumento de haces vasculares, es decir, las mutantes lax2, brcl y cle44 y se
midieron las concentraciones de sacarosa y almidon inmediatamente después de las 48 h de tratamiento con

peso (0 DDT) y luego de 7 dias de finalizado (7 DDT), tanto en hojas de roseta como en el primer entrenudo.

En hojas de roseta, se observo una mayor acumulacion de almidén en las plantas WT tratadas con peso siete
dias después del tratamiento (Figura 26a). Este aumento no se detectd en los demas genotipos analizados. No
obstante, las plantas cle44 presentaron, en condiciones control, un contenido de almiddén superior al de sus
correspondientes WT cuando las varas florales alcanzaban aproximadamente 4 cm de longitud, diferencia
que desaparecio siete dias mas tarde (Figura 26a). Las plantas WT tratadas también mostraron un incremento

en los niveles de sacarosa en las hojas de rosetas en ambos tiempos.

Para evaluar el transporte a larga distancia de fotosintatos a través del tallo, se cuantificaron los niveles de
sacarosa (principal azicar transportada en Arabidopsis) en el primer entrenudo de tallos control y tratados.
Este parametro refleja el movimiento de sacarosa desde las hojas de roseta (tejido fuente) hacia los
principales sumideros en este estadio de desarrollo: las inflorescencias y las silicuas en formacion. Las
plantas WT sometidas a estrés mecanico presentaron una mayor concentracion de sacarosa transportada,
tanto inmediatamente después del tratamiento como siete dias mas tarde (Figura 26b). En contraste, las
mutantes /ax2 y brcl no mostraron variaciones, mientras que las plantas cle44 tratadas exhibieron una

disminucidn significativa en la cantidad de sacarosa transportada respecto a su control (Figura 26b).
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Figura 26. El estrés mecanico aumenta la movilizacion de carbono hacia tejidos sumideros y acumulacion de
almidon en plantas que generan la respuesta de crecimiento radial del tallo
Arriba se muestra el tiempo transcurrido tras el inicio del periodo de estrés mecanico y los momentos de toma de

muestra. (a) Cuantificacion de almidén y sacarosa en hojas de roseta, en plantas control y sometidas a tratamiento,
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realizadas inmediatamente después de retirado el peso (0 DDT) y repetidas siete dias después (7 DDT) en plantas WT,
lax2, brcl y cle44. (b) Cuantificacion de sacarosa en secciones de tallo del primer entrenudo en los mismos tiempos.
Las cuantificaciones se expresaron como pmoles de glucosa por g de tejido fresco (TF). Las barras representan el SEM

y letras diferentes indican diferencias significativas entre las medias (P < 0,05, ANOVA de dos vias con prueba post

hoc de Tukey-Kramer).

Considerando estas alteraciones en el transporte fuente-sumidero y los resultados previos sobre el impacto
del estrés mecanico en la produccion de semillas, se analizaron los compuestos de reserva en semillas
maduras provenientes de plantas tratadas. Las plantas WT produjeron semillas con un mayor contenido de
lipidos luego del tratamiento con peso, mientras que en cle44 se observo el efecto opuesto, con una
reduccion en el porcentaje de lipidos (Figura 27). Las lineas lax2 y brcl no presentaron diferencias
significativas respecto a su control. En cuanto al contenido proteico de las semillas, no se detectaron
variaciones significativas en ninguno de los genotipos analizados (Figura 27), lo que sugiere que el aumento
en el flujo de carbono hacia las semillas en formacion se destina principalmente a la sintesis de 4cidos grasos

y no de proteinas.
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Figura 27. El estrés mecanico promueve la acumulacion de lipidos en semillas sin alterar la cantidad de proteinas

de reserva

Cuantificacion del contenido total de lipidos (izquierda) y proteinas (derecha) en semillas provenientes de plantas WT,
lax2, brel y cle4 sometidas a estrés mecanico. Las medidas se expresaron en mg de metabolito por gramo de semilla.

Los asteriscos (*) indican diferencias significativas (P < 0,05; prueba ¢ de Student).

4.3 EL ESTRES MECANICO ALTERA EL FLUJO DE CARBONO MEDIANTE LA INDUCCION
DE GENES SWEET Y SUC, EL AUMENTO DEL TRANSPORTE PASIVO Y LA MODIFICACION
DE LA EXPRESION DE GENES DE BIOSINTESIS Y DEGRADACION DE ALMIDON

Los transportadores de sacarosa de las familias SWEET y SUC cumplen un papel central en la carga y

descarga de sacarosa a través del floema, posibilitando su transporte a larga distancia hacia 6rganos
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sumideros y su liberacion en las cercanias de las células que la utilizan. Para analizar si el estrés mecanico
modula estas rutas, se cuantificaron por RT-qPCR los niveles de transcriptos de los genes AtSUCI-4 y

AtSWEET9-17 en plantas WT control y tratadas durante 48 h (Figura 28a-b).

En hojas de roseta, el tratamiento con peso provocé un aumento significativo en la expresion de
AtSWEETI2, uno de los principales transportadores involucrados en la descarga de sacarosa desde las células
del parénquima del floema hacia las células acompaifiantes (Figura 28a). En el tallo, por su parte, se detecto

una induccidn del transportador vacuolar AtSWEET16 (Figura 28b).
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Figura 28. El estrés mecanico altera la expresion de transportadores de sacarosa y favorece el transporte
simplastico a través del floema

Arriba, cuantificacion de los niveles de transcriptos de transportadores de sacarosa en plantas WT control y tratadas con
peso realizado en (a) hojas de roseta y (b) tallos. Las barras representan el SEM y los asteriscos (*) indican diferencias
significativas (P < 0,05; prueba ¢ de Student). Abajo, andlisis del avance de la sonda fluorescente CFDA a través del
floema de (c) inflorescencias, (d) flores y (e) silicuas de plantas control y tratadas. Arriba se observa la imagen en

campo claro y abajo el mismo plano visto bajo microscopio de fluorescencia.
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Para evaluar la velocidad del transporte simplastico a través del floema, se utilizd la sonda fluorescente
CFDA, que ingresa a la c€lula a través de los plasmodesmos. Una vez dentro, es escindida por esterasas, lo
que la vuelve fluorescente y evita su salida del sistema vascular, permitiendo seguir su desplazamiento de
manera analoga al de la sacarosa. La sonda CFDA se aplicé en la base cortada de silicuas, flores e
inflorescencias de plantas WT sometidas a estrés mecanico. Cinco minutos después de la aplicacion, se
observo un desplazamiento significativamente mayor de la fluorescencia a través del floema en los tres

tejidos analizados de plantas tratadas (Figura 28c-e), indicando un aumento en la velocidad de transporte.

Dado que el tratamiento mecénico también incrementa la acumulaciéon de almidon transitorio en hojas de
plantas WT, se cuantificaron los niveles de transcriptos de genes relacionados con la biosintesis y
degradacion de almidon para profundizar en la regulacion de esta via metabolica. Considerando que la
acumulacion de almidon se detecta inmediatamente después del estrés, la expresion de estos genes se midio
mientras el tratamiento estaba en curso. Y como se sabe que su transcripcion varia segun el momento del
fotoperiodo, se tomaron muestras a las 30 h (final del periodo de luz), 36 h (inicio del periodo oscuro) y 48 h

(final del tratamiento, a mitad del periodo de luz) desde el inicio del estrés (Figura 29).
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Figura 29. Los transcriptos de genes que codifican para enzimas clave en el metabolismo del almidon se ven
alterados durante el estrés mecanico

Arriba se muestra un esquema del tiempo transcurrido desde el inicio del periodo de estrés y los momentos de toma de
muestra, marcando los periodos que corresponden a luz (blanco) u oscuridad (gris). Abajo, la cuantificacion de los
niveles de transcriptos de enzimas de sintesis y degradacion del almidon a las 30, 36 y 48 h luego de iniciado el estrés
mecanico en plantas WT. Las barras verdes corresponden a genes involucrados en la sintesis y las grises en la
degradacion. Las barras representan el SEM y los asteriscos (*) indican diferencias significativas (P < 0,05; prueba ¢ de

Student).
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En la muestra recolectada a las 30 h, se observd una induccidn significativa de genes asociados a la
biosintesis de almiddn, incluyendo PGM, ADG 1, ADG?2 y §54. Al mismo tiempo, se observa un aumento de
la expresion de GWD, que se mantiene a las 36 h, siendo el unico gen de la via de degradacion del almiddn
que se encontrd inducido en la muestra tomada durante el periodo de oscuridad (36 h). Finalmente, en la
muestra recolectada a las 48 h las alteraciones en los niveles de transcriptos fueron similares a los observados
a las 30 h: se observo aumento en la expresion de PGM, ADGI, GBSS y SS4, sin cambios significativos en

los genes relacionados a la degradacion del almidon (Figura 29).

4.4 LOS TRANSPORTADORES SUC2, SWEET11, SWEET12 Y SWEET16 SON CRUCIALES
PARA EL INCREMENTO DE LA PRODUCCION DE SEMILLAS EN RESPUESTA AL ESTRES
MECANICO, PERO NO MEDIAN LA RESPUESTA DE AUMENTO VASCULAR

Con el objetivo de profundizar en el papel de los transportadores de sacarosa durante la respuesta al
tratamiento con peso, se analizaron las lineas mutantes atsuc2, atsweetl I, atsweetl?2, atsweetl6 y la doble
mutante atsweetl1/12. Las mutantes atsweetl2 y atsweetl6 fueron seleccionadas debido a que mostraron
alteraciones en sus niveles de transcriptos frente al estrés mecanico, mientras que atsuc2 y atsweetll se

incluyeron por su expresion casi ubicuay su rol esencial en el transporte activo de sacarosa.

Para caracterizar la respuesta de estas lineas mencionadas al estrés mecanico, se evaluaron los pardmetros
clésicos asociados a este tipo de estimulo: el crecimiento radial del tallo, el nimero de haces vasculares y la
produccion de semillas. Tal como se muestra en la Figura 30 (a, b), todas las mutantes analizadas
respondieron al tratamiento con un incremento significativo tanto en el diametro del tallo como en el nimero
de haces vasculares. Esto indica que estos genes no son imprescindibles para la respuesta morfologica
asociada al tallo. Imagenes representativas de las secciones transversales de tallos de estas plantas se

presentan en la Figura 30d.

La produccion de semillas no se vio modificada en ninguna de las mutantes evaluadas luego del tratamiento
mecdanico, en comparacion con sus respectivos controles (Figura 30c). Estos resultados sugieren que los
transportadores de sacarosa analizados son determinantes para el aumento de la productividad inducido por
estrés mecéanico. En otras palabras, los fenotipos de ensanchamiento del tallo y aumento en el nimero de
haces vasculares constituyen condiciones necesarias, pero no suficientes, para promover la mayor

produccion de semillas observada en plantas WT sometidas a peso.
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Figura 30. Los transportadores SUC2, SWEET11, SWEET12 y SWEET16 son esenciales para el aumento de la
produccion en respuesta al estimulo mecanico

(a) Diametro del primer entrenudo, (b) numero de haces vasculares en el tallo y (c) produccion de semillas de plantas
mutantes y WT como control. El rendimiento se midié6 como peso de semilla (mg) por planta. (d) Secciones
transversales del primer entrenudo. Barras = 500 um. Las barras representan el SEM y los asteriscos (*) indican
diferencias significativas (P < 0,05; prueba ¢ de Student) entre cada linea tratada y su respectivo control crecido en
condiciones normales. En (c) las barras representan el SEM y letras diferentes indican diferencias significativas entre

las medias (P < 0,05, ANOVA de dos vias con prueba post hoc de Tukey-Kramer).
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5. DISCUSION

Los fenotipos morfoldgicos asociados a la respuesta al estimulo mecanico en Arabidopsis incluyen un
marcado engrosamiento del tallo y un incremento del tejido vascular. En conjunto, estas dos caracteristicas
permiten a la planta alcanzar una mayor produccion de semillas, ya que, como se observd en este trabajo, las
mutantes que no desarrollan estas respuestas, como cle44 o brcl, tampoco exhiben un aumento en la
produccion. Ademas, otras mutantes que muestran engrosamiento del tallo, pero no un incremento del tejido
vascular, como /ax! o lax3, demostraron que ninguna de estas caracteristicas por si sola es suficiente para

aumentar el rendimiento, sino que ambas deben ocurrir simultaneamente (Cabello y Chan, 2019).

En este estudio se observo, ademas, que dicho incremento estructural se acompafié de un aumento en el area
del xilema, del floema y del cambium dentro de cada haz vascular, reflejando una mayor proliferacion y
diferenciacion celular dentro del sistema conductor. Si bien estos tejidos son los principales responsables del
transporte de agua y azlcares, los estudios previos en Arabidopsis se han centrado principalmente en el
control genético del desarrollo vascular, sin evaluar su impacto funcional sobre la movilizacién de
fotoasimilados ni sobre la produccion de semillas. Sin embargo, en cultivos de interés agronomico si existen
evidencias que apoyan una relacion directa entre la arquitectura vascular y la productividad: en maiz, las
lineas con mayor nimero de haces vasculares en el entrenudo de la mazorca presentan un aumento en el
nimero de granos por hilera (Wang y col., 2025), mientras que en arroz el tamafio floema del cuello de la
panicula se asocia positivamente con el transporte de azlicares y con el rendimiento de grano (Zhai y col.,
2023). De modo similar, en tomate, una planta que produce frutos, el aumento del 4rea del floema en la

mutante hawaiian skirt mejora la eficiencia del transporte de aztcares (Lombardo y col., 2021).

El incremento en la produccién de semillas requiere una mayor movilizacion de fotosintatos hacia estos
organos sumidero. En especies que producen semillas o frutos, el rendimiento depende tanto de la eficiencia
fotosintética como de la capacidad de translocar los productos fotosintéticos. En este contexto, la expansion
vascular inducida por el estrés mecanico, junto con la acumulacién simultanea de sacarosa y almiddn,
sugiere que la respuesta involucra no solo una reprogramacion morfoldgica, sino también metabdlica,
orientada a optimizar la distribucion del carbono dentro de la planta. Este efecto persiste incluso después de
finalizado el estimulo, ya que las plantas tratadas mantienen niveles elevados de azlcares siete dias mas

tarde.

La literatura disponible sobre la interaccion entre desarrollo vascular y tolerancia al déficit hidrico en
Arabidopsis es limitada, aunque en otras especies se han informado relaciones directas entre ambas
variables. En papa, el silenciamiento del microARN miR [69a promovio6 la formacién de haces vasculares,
incrementando el numero de vasos de xilema en tallos y raices, lo que resulté en una mayor eficiencia en el
uso del agua y una mejor tolerancia a la sequia (Lei y col., 2025). En arroz, se demostr6 que la tolerancia a la
sequia esta relacionada con el grosor de los vasos del xilema y la morfologia radicular (De Bauw y col.,

2019). Asimismo, en Arabidopsis, la sobreexpresion del gen de girasol HaHBI1 incrementa el nimero de
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haces vasculares y confiere tolerancia al estrés hidrico durante el estadio vegetativo, aunque genera una
penalidad en la produccién de semillas cuando el estrés se sostiene durante el estadio reproductivo (Cabello
y col., 2017; Cabello y Chan, 2019).

Los resultados obtenidos aqui muestran que las plantas WT previamente sometidas al tratamiento con peso
presentan una reduccidn significativa en la produccion de semillas bajo estrés hidrico severo. Este detrimento
se asocié directamente con los cambios morfologicos inducidos por el peso, ya que las mutantes que no
responden al estimulo mecénico (lax2, brc1) tampoco mostraron variaciones en la produccién de semillas. Es
probable que el mayor tamafio y la expansion vascular de las plantas tratadas incrementen sus requerimientos
hidricos, acelerando el consumo de agua durante el déficit, como se observo durante los primeros dias del
estrés hidrico, en que las plantas WT previamente tratadas con peso perdieron agua mas rapido que sus
controles. Curiosamente, el comportamiento opuesto se observo en cle44: bajo déficit hidrico, las plantas
tratadas se deshidrataron mas lentamente que sus controles, lo que sugiere que, en este genotipo, el
tratamiento mecanico modula de manera diferente la dinamica de transporte de agua y azlcares, como se
discutird abajo. En conjunto, estos resultados indican que la expansion vascular inducida por el estrés
mecanico representa una ventaja bajo condiciones dptimas, pero puede convertirse en una desventaja cuando

la disponibilidad de agua es limitada.

Esta respuesta diferencial observada a nivel fisioldgico bajo condiciones de estrés hidrico sugiere que la
exposicion previa al estimulo mecénico compromete la capacidad adaptativa posterior frente a la falta de
agua. En este contexto, el andlisis transcriptomico por secuenciacién masiva de ARN reveld alteraciones
significativas en la expresion de 43 genes directamente asociados a la respuesta a déficit hidrico y
desecacion, entre ellos FLSI, RD28, ERF53, MAPKKK20, PIP2B, NCED2, NCEDS, ERD, Deh y NAC019
(Tan y col., 2003; Tran y col., 2004; Alexandersson y col., 2005; Cheng y col., 2012; Frey y col., 2012;
Puranik y col., 2012; Hickman y col., 2013; Hsieh y col., 2013; Moustafa y col., 2014; Nguyen y col., 2016;
Wuy col., 2023; Vasevay col., 2025).

Resulta particularmente relevante que, con excepcion de FLS1, todos estos genes se encontraron inducidos
en plantas tratadas con peso. Muchos de ellos codifican reguladores tempranos o componentes centrales de la
respuesta al déficit hidrico, incluyendo factores de transcripcion (ERF53, NAC019), quinasas de sefalizacion
(MAPKKK?20), genes implicados en la biosintesis de ABA (NCED2, NCEDS) y proteinas asociadas al
transporte de agua (RD28, PIP2B) o a la proteccion celular frente a la desecacion (ERD, Deh) (Tan y col.,
2003; Tran y col., 2004; Alexandersson y col., 2005; Frey y col., 2012; Hsieh y col., 2013; Wu 'y col., 2023).
La activacion de este conjunto de genes sugiere que el estimulo mecénico desencadena una reprogramacion

molecular del tallo que comparte elementos sustanciales con las respuestas clasicas al estrés hidrico.

Sin embargo, esta activacidn transcripcional no se traduce en una mejora funcional de la tolerancia a la
sequia, sino que se asocia con una mayor sensibilidad al déficit hidrico. Este desacople entre la induccion de

genes de respuesta a sequia y el desempefio fisioldgico ha sido previamente descripto en plantas sometidas a
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estreses combinados o secuenciales, donde la activacién de programas moleculares no necesariamente
conlleva una mejora adaptativa, sino que puede incluso generar efectos antagdnicos sobre la tolerancia final
(Mittler, 2006; Zandalinas y Mittler, 2022). En el caso particular de la combinacién de estrés mecanico e
hidrico, una explicacion posible es que la expansion vascular inducida por el estimulo mecéanico podria
exacerbar la sensibilidad frente a la escasez de agua, tal como ha sido propuesto para otros contextos en los
que el incremento del crecimiento del xilema o de la conductividad hidraulica se asocia a una mayor

vulnerabilidad frente a sequia (Barry y col., 2025).

El aumento del nimero y tamafio de los haces vasculares en las plantas tratadas con peso parece favorecer la
translocacion de azucares hacia las semillas, evidenciado por el incremento sostenido de sacarosa en tallos y
el aumento de la cantidad y el contenido de lipidos en semillas. Este efecto coincide con observaciones
previas en especies lefiosas, en las que los estimulos mecanicos promueven la expansion del xilema y del
floema y mejoran la eficiencia en el transporte de fotoasimilados (Telewski, 2006). En contraposicion, las
plantas cle44 tratadas con peso presentaron una reduccién tanto en la produccion como en la calidad de las
semillas, evidenciada por el menor contenido de lipidos, lo que sugiere un transporte ineficiente de carbono

hacia los érganos sumidero.

En condiciones normales de crecimiento, las plantas mutantes c/e44 mostraron alteraciones transitorias en la
acumulacion de carbohidratos en hojas, con mayores niveles de almidon y sacarosa en estadios tempranos
del desarrollo reproductivo, diferencias que se atenuan en etapas posteriores. Esta dindmica sugiere que la
ausencia de CLE44 no compromete de manera permanente la homeostasis de carbono, sino que induce
desajustes temporales que pueden ser compensados a lo largo del desarrollo. En este contexto, la capacidad
de las plantas cle44 para transportar sacarosa por el tallo en magnitudes comparables a las plantas WT
cuando la vara floral alcanza los 4 cm indica que, bajo condiciones no estresantes, la sefializacion mediada
por CLE44 no es estrictamente requerida para sostener el flujo fuente-sumidero. Esta observacion es
consistente con la existencia de mecanismos de redundancia funcional dentro de la familia CLE (Etchells y

Turner, 2010).

Sin embargo, el hecho de que plantas cle44 con varas de mayor longitud (12 cm) presenten incluso mayores
niveles de transporte de sacarosa que las plantas WT control, sin que ello se traduzca en un aumento en la
produccion o calidad de semillas, sugiere que el incremento del flujo de carbono, por si solo, no es suficiente
para mejorar la productividad. Estos resultados refuerzan la idea de que la eficiencia en la generacion de
semillas depende no solo de la cantidad de fotoasimilados transportados, sino también de una adecuada
coordinacién entre desarrollo vascular, temporizacion del transporte y capacidad de los érganos sumidero
para utilizar esos recursos, como ha sido propuesto en estudios previos sobre asignacién de carbono y

rendimiento en Arabidopsis (Lemoine y col., 2013; Sonnewald y Fernie, 2018).

Este escenario cambia de manera sustancial bajo condiciones de estrés mecanico. En este contexto, CLE44

se vuelve un componente esencial para generar la respuesta vascular al peso y su ausencia conduce a un
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desarrollo vascular incompleto que compromete la eficiencia del transporte de azucares apenas finaliza el
estrés mecanico. Mientras que en plantas WT el estimulo mecdnico induce un aumento sostenido del
transporte de sacarosa a través del tallo, que persiste incluso varios dias después de finalizado el tratamiento,
las plantas cle44 no logran generar este incremento post-estrés. Esto indica que la actividad de CLE44 es
crucial para sostener la respuesta de alta capacidad conductora inducida por el peso. Ademas, dado que las
plantas mutantes cle44 sometidas al estrés mecanico producen menos semillas y con menor contenido
lipidico, al mismo tiempo que muestran altos niveles de sacarosa en tallo (si bien el contenido de sacarosa
varia dentro del genotipo cle44 sometida o no a estrés mecanico, en ambos casos es mayor que el que se
encuentra en una WT), es posible que la alteracion se manifieste en las etapas finales del transporte, desde el
tallo hacia las silicuas o semillas. Fendémenos similares han sido informados por Spies y col., (2022) quienes
encontraron que mutantes en phll y athb23 presentan una deficiencia general en el transporte de fotosintatos
hacia los organos reproductivos y por Chen y col., (2015) quienes observaron que la triple mutante
sweetl1/12/15 presenta desarrollo embrionario retardado y bajo contenido de almidon y lipidos en semillas.
Este parametro fue evaluado aqui mediante el uso de la sonda fluorescente CFDA en inflorescencias, flores y
silicuas de plantas WT previamente sometidas al estrés mecanico, observandose que este paso final de

transporte de azlicares hacia los sumideros también se ve acelerado luego del tratamiento.

La mayor velocidad de transporte medida con la sonda fluorescente CFDA confirma que el estrés mecénico
incrementa el flujo de sacarosa a través del floema, esto sumado a la induccién de los transportadores
AtSWEETI2 en hojas y AtSWEET16 en tallos refuerza la hipdtesis de que el tratamiento promueve un estado
de alta capacidad conductora y de movilizacién activa y pasiva del carbono, en concordancia con modelos
que postulan que la eficiencia del transporte floematico depende tanto de la arquitectura del tejido como de la

actividad de transportadores especificos (Lemoine y col., 2013).

Los transportadores SWEET y SUC desempefian un papel central en la movilizacion de la sacarosa,
permitiendo su carga, transporte y descarga a lo largo del floema (Chen y col., 2012; Ayre, 2011). En arroz,
la expresion ectdpica de AtSUC?2 incrementa el tamafio y peso de los granos (Wang y col., 2015), mientras
que en Arabidopsis, plantas mutantes atsuc2 presentan una fuerte acumulacion de almidén y un transporte
ineficiente hacia los sumideros (Gottwald y col., 2000; Srivastava y col., 2009), similar a lo que ocurre con la
doble mutante atsweetl1/12 (Chen y col., 2012; Gebauer y col., 2017). Asimismo, AtSUCS es esencial para
el desarrollo y acumulacion de lipidos en semillas (Baud y col., 2005; Pommerrenig y col., 2013), y otros
miembros de la familia (4tSUC6-8) se expresan en tejidos reproductivos y de transporte, aunque no se han
encontrado fenotipos claros asociados a sus mutantes (Sauer y col., 2004; Rottmann y col., 2018). En
diversos cultivos de interés agronémico, como arroz, maiz y soja, los SWEET también controlan la particion
de carbono a semillas y determinan su composicion de carbohidratos, proteinas y lipidos (Sosso y col., 2015;

May col., 2017; Yangy col., 2018; Wang y col., 2020; Fei y col., 2021).

En este contexto, la induccidén de AtSWEETI2 bajo estrés mecanico resulta coherente con un estado de alta

demanda metabdlica, analogo al que ocurre durante la floracidon o la maduracidon de semillas (Durand y col.,
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2016). Por su parte, AtSWEET16, localizado en vacuolas de tejido vascular de tallos, podria facilitar la
redistribucion interna de sacarosa necesaria para el crecimiento radial del tallo y la diferenciacion del xilema

(Klemens y col., 2013; Vuy col., 2020; Aubry y col., 2022).

El aumento concomitante en los niveles de almiddn en hojas tratadas y la induccion de genes relacionados
con su biosintesis, como PGM, ADGI, S§4, GBSS, indican que el estrés mecanico también estimula la
conversion transitoria de carbono fotosintético en reservas de almidon. Esta acumulacion no ocurre a
expensas del transporte, sino de forma complementaria, reflejando una sobreproduccidn de fotoasimilados
que abastece tanto las reservas como los sumideros. Es posible que esta respuesta esté acompafiada por un
incremento en la fijacion de carbono, como se ha informado que ocurre cuando una mayor demanda de un

sumidero estimula la actividad fotosintética (Ainsworth y Bush, 2011).

Los estudios de mutaciones en las enzimas de sintesis o degradacidon de almidon refuerzan la relevancia de
esta via: pgm y adgl son carentes de almidon (Caspar y col., 1991; Zhai y col., 2017), gbss no produce
amilosa y puede generar un aumento en la acumulacidn de lipidos en hojas cuando su mutacion se combina
con la sobreexpresion de factores lipogénicos (Zhai y col., 2021), mientras que ss4 afecta el nimero y
morfologia de los granulos de almiddn, lo que impacta en el suministro nocturno de azicares, influyendo
indirectamente el crecimiento y la reserva de energia (Roldan y col., 2007). En contraposicion, las plantas
mutantes en enzimas de degradacién como bam3 acumulan grandes cantidades de almidon (Monroe y col.,
2014). Ademads, cabe destacar que ciertos miembros de la familia BAM tienen funciones regulatorias
nucleares, ya que poseen un dominio de unién al ADN de tipo BZR1, lo que las hace capaces de activar
genes de respuesta a BRs. Los BRs son hormonas esenciales para la respuesta a estrés mecanico, como se
describid en el Capitulo I, y esto podria implicar un sistema de retroalimentacion positiva entre las vias de

azucares y de BRs que seria interesante explorar en el futuro (Reinhold y col., 2011; Monroe, 2020)

Finalmente, el analisis de las plantas mutantes atsuc2, atsweetll, atsweetl2, atsweetl6 y atsweetll/12
permitid establecer que los transportadores de sacarosa no son necesarios para la remodelacion vascular
inducida por peso, pero si son determinantes para que el aumento del flujo de carbono se traduzca en una
mayor produccion de semillas. La linea doble mutante atsweetl1/12 presentd una produccion de semillas
significativamente menor que la WT ya en condiciones normales. Estudios previos han demostrado que la
doble mutante atsweet!1/12 exhibe una reduccion significativa en el peso seco total de semillas (~23 %) en
comparacion con plantas WT, sin reduccidén en el nimero de semillas por silicua, lo que indica un defecto en
el llenado y nutricidn de las semillas (Chen y col., 2015). En este contexto, la falta de respuesta al estrés
mecdanico podria explicarse, al menos en parte, por una limitacion intrinseca en la capacidad de transporte de
carbono. No obstante, la comparacion con las mutantes simples atsweetll y atsweetl2, que si alcanzan
niveles de produccién normales en condiciones control, pero no responden al peso, sefiala que cuando la
capacidad basal de produccidon se mantiene intacta estos transportadores son componentes clave para

canalizar el incremento del flujo de carbono hacia una mayor produccion de semillas.
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En conjunto, los resultados de este capitulo demuestran que la respuesta al estrés mecanico en Arabidopsis
no se limita a un refuerzo estructural del tallo, sino que implica una reconfiguracion metabdlica integral. En
una primera etapa, el estimulo promueve la proliferacion y diferenciacion vascular, incremento del numero
de haces y de tejido vascular dentro de cada haz, acompafiado de una induccion de genes de pared celular y
respuesta hormonal. En paralelo, se activan los transportadores SWEET y SUC, que incrementan el flujo de
sacarosa hacia los 6rganos sumidero, mientras que en los tejidos fuentes se ajusta la homeostasis del almidén
para sostener el suministro continuo de carbono. La activacion coordinada de las vias de transporte y
metabolismo de carbohidratos incrementa el rendimiento bajo condiciones Optimas, pero compromete la

tolerancia a la sequia.
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CAPITULO 11l

Control transcripcional del transporte de azicares por AtHB5
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. INTRODUCCION AL CAPITULO III

Hasta este punto se ha descripto como el estrés mecanico desencadena una compleja red de sefiales
hormonales y moleculares que promueven el engrosamiento del tallo, el aumento del tejido vascular y una
mayor asignacion de carbono hacia los tejidos sumidero, 1o que en conjunto conduce a un incremento en la
produccion de semillas. Al igual que ocurre frente a otros tipos de estrés o condiciones ambientales que
demandan una reorganizacion del desarrollo vegetal, la respuesta al estrés mecanico debe estar finamente
regulada. Esta regulacidon es esencial para que la planta pueda mantener su crecimiento y desarrollo

normales, al tiempo que ajusta sus programas fisiologicos y morfolégicos frente al estimulo mecanico.

La regulacion de la respuesta al estrés ocurre en multiples niveles (epigenético, transcripcional,
postraduccional y metabolico), siendo este Gltimo uno de los mas determinantes. En las primeras etapas de la
respuesta, los factores de transcripcion actiian como nodos centrales en la red de sefializacion, modulando la
expresion de genes blanco que codifican proteinas efectoras responsables de ejecutar los cambios
estructurales y fisioldgicos asociados al estimulo (Mitsuda y Ohme-Takagi, 2009). De esta forma, los
factores de transcripcion permiten una respuesta rapida y coordinada, integrando sefiales de diversa

naturaleza.

En este Capitulo se explorara qué factores de transcripcion podrian estar implicados en la respuesta al estrés
mecanico, mas alla de los ya identificados como reguladores directos de la proliferacion y diferenciacion
vascular —por ejemplo, WOX4 y WOX14— o de la sefializacion hormonal, como BES1, descriptos en el
Capitulo 1. Es posible que existan factores de transcripcion adicionales que actien corriente arriba de estas
rutas, o que participen en la integracion de sefiales provenientes de otras vias clave aun no caracterizadas.
Para entender como estos factores de transcripcion ejercen su accidn primero se debe conocer coémo ocurre

en las plantas la regulacion transcripcional de la expresidn génica.

1.1 REGULACION TRANSCRIPCIONAL

La regulacion de la expresion génica constituye un eslabon central en los procesos que determinan el
crecimiento, desarrollo y adaptacion de las plantas a las condiciones ambientales. En las células vegetales,
esta regulacion se ejerce en distintos niveles: pretranscripcional, mediante cambios en la condensacién de
la cromatina y la metilacion del ADN; transcripcional, que controla cudndo y con qué frecuencia se
transcribe un gen (Figura 31); postranscripcional, mediante el procesamiento del ARN primario (corte,
empalme, transporte y degradacion mediada por microARNs); traduccional, a través de la seleccion de los
ARNm que seran traducidos por los ribosomas; postraduccional, mediante la activacion o inactivacion
selectiva de proteinas una vez sintetizadas; y por silenciamiento génico, cuando una secuencia de acidos

nucleicos es reprimida por moléculas de ARN homodlogas de pequefio tamafio (Alberts, 2002; Baulcombe,
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2004). Entre estos mecanismos, la regulacion transcripcional se destaca como uno de los mas relevantes, ya

que permite una respuesta rapida y coordinada ante sefiales enddgenas o ambientales.

Elementos regulatorios en cis
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Figura 31. Maquinaria de regulacién transcripcional en eucariotas
Los elementos regulatorios en cis corresponden a secuencias del genoma capaces de unir los elementos en trans, como

los factores de transcripcion. Imagen creada con BioRedner.

La regulacién transcripcional opera a través de cascadas jerarquicas de control, donde uno o pocos
reguladores pueden inducir o reprimir la expresion de numerosos genes de una via metabolica de forma
orquestada. Este tipo de control amplifica la sefal percibida, permitiendo que la planta ajuste su metabolismo
y desarrollo con rapidez frente a las demandas de crecimiento o supervivencia. Como consecuencia, se
producen modificaciones integrales en el transcriptoma, el proteoma y el metaboloma de las células
afectadas (Aarts y Fiers, 2003). Un trabajo pionero de Riechmann y col. (2000) propuso que la regulacion
transcripcional podria desempefiar un papel aun mas determinante en plantas que en animales, dado el alto

porcentaje de genes codificantes de factores de transcripcion en los genomas vegetales.

Los factores de transcripcion son los componentes mas representativos de la regulacion transcripcional.
Cumplen un rol esencial en la elaboracidon de los programas morfogenéticos y en la respuesta a estimulos
ambientales, y se considera que han sido fundamentales en la evolucion adaptativa de las especies vegetales.
Su accidn se basa en la interaccion especifica con regiones promotoras de los genes diana, que contienen
elementos reguladores en cis: secuencias no codificantes del ADN que modulan la transcripcion de los genes

cercanos. Estos elementos pueden ser basales, (como la TATA box, necesaria para el posicionamiento de la
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ARN polimerasa II), o distales, responsables de aumentar o disminuir la tasa de transcripcion en funcién de
la uniéon de elementos reguladores en trams, es decir, proteinas codificadas en otras regiones del genoma

(Buchanan y col., 2015).

Los factores de transcripcion son justamente estos elementos en frans, capaces de reconocer y unirse a
elementos cis especificos dentro del promotor. Las regiones promotoras suelen contener multiples motivos
cis, a menudo organizados en mddulos regulatorios, que permiten la accidon cooperativa de varios factores de
transcripcion simultdneamente (Buchanan y col., 2015). Esta cooperacién posibilita una regulacion fina y
combinatoria de la expresion génica. Ademads, la actividad de los factores de transcripcion puede ser
modulada por proteinas coactivadoras o represoras, que facilitan su unién al ADN, promueven cambios

conformacionales o bloquean su interaccidon con la maquinaria transcripcional (Aarts y Fiers, 2003).

Estructuralmente, los factores de transcripcion presentan al menos dos dominios principales: un dominio de
union al ADN, que reconoce la secuencia especifica del elemento cis, y un dominio de transactivacion,
encargado de interactuar con la maquinaria transcripcional para activar o reprimir la expresidon génica. A
menudo incluyen ademds un dominio de localizacién nuclear, que dirige su transporte al nucleo tras la
sintesis en el citoplasma (Buchanan y col., 2015), y dominios de interaccion proteina-proteina, que permiten
la formacion de complejos con otros factores de transcripcion, incluso de diferentes familias, aumentando asi
la versatilidad y especificidad de la regulacion transcripcional (Liu y col., 1999; Bornberg-Bauer y col.,

2005).

En Arabidopsis se han identificado aproximadamente 1500 genes que codifican factores de transcripcidn,
agrupados en distintas familias y subfamilias seguiin la estructura de sus dominios de union al ADN y otros
motivos conservados (Riechmann y col., 2006). Entre ellas podemos ejemplificar a las siguientes:
e DbZIP (Basic Leucine Zipper) implicados en dormancia de semillas, desarrollo foliar y floral,
fotomorfogénesis y sefializacion hormonal (Jakoby y col., 2002).
e MYC y MYB, asociados al ritmo circadiano, respuesta a fitocromos, sefializacidn del acido abscisico
(ABA) y metabolismo secundario (Ambawat y col., 2013).
¢ MADS-box, esenciales en la determinacion de la identidad floral y meristematica (Honma y Goto,
2001).
¢  WRKY, involucrados en defensa ante patdégenos (Rushton y col., 2010).
e HB (Homeobox), relacionados con respuestas a estrés bidtico y abiotico (Perotti y col., 2017).

e TCP, reguladores de la proliferacion celular y morfogénesis de hojas (Li, 2015).

Aunque también se debe destacar que cada vez se encuentran nuevas respuestas relacionadas a estos factores,
por lo que su funcién no se limita solo a la ejemplificada arriba. La enorme diversidad de factores de
transcripcion y de elementos cis que regulan constituye la base de una complejidad combinatoria que permite
controlar con precision la expresion especifica de genes y generar un amplio rango de fenotipos de desarrollo

y respuesta ambiental. No sorprende, por tanto, que la manipulacién experimental de factores de
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transcripcion produzca con frecuencia cambios fenotipicos drésticos, lo que los convierte en herramientas
claves para la biotecnologia vegetal (Tiessen y col., 2009). En este contexto, los factores de transcripcion han
sido empleados con éxito para modular vias de crecimiento, desarrollo y estrés, permitiendo incrementos en
el flujo metabolico y mejoras en tolerancia ambiental, superiores a los obtenidos mediante la sobreexpresion

de genes estructurales individuales (Levitus y col., 2010).

1.2 FACTORES DE TRANSCRIPCION DE LA FAMILIA HD-ZIP |

Entre las familias de factores de transcripcion mencionadas anteriormente, este capitulo se centrara en el

estudio de un miembro perteneciente a la familia HD-Zip I (HOMEODOMAIN-LEUCINE ZIPPER I).

La superfamilia de los factores de transcripcion con dominio HB esta constituida por proteinas que contienen
un homeodominio (HD), un motivo conservado presente en FTs de todos los organismos eucariotas. Este
dominio fue caracterizado por primera vez en Drosophila melanogaster (Garber y col., 1983), organismo en
el que se observo que algunos factores de transcripcion que lo poseen ejercen efectos homeoticos, es decir,
determinan la identidad de los drganos. En plantas, el primer factor de transcripcién con dominio HD
identificado fue KNOTTED1 en maiz (Zea mays), descrito por Vollbrecht y col. (1991). Desde entonces, se
ha identificado una amplia variedad de miembros de esta superfamilia distribuidos en numerosas especies

vegetales.

La caja homedtica (homeobox) corresponde a una secuencia consenso de 180 pares de bases, que codifica un
motivo de unos 60 aminoacidos capaz de plegarse en una estructura caracteristica de unién al ADN. Este
dominio permite el reconocimiento especifico de secuencias reguladoras en regiones promotoras de otros
genes, lo que le confiere su funcién como regulador transcripcional (Chan y col., 1998). Los factores de
transcripcion que contienen dominios HD participan en una gran diversidad de procesos del desarrollo y se
agrupan en distintas familias. Entre ellas se destacan la familia WOX, cuyos miembros WOX4 y WOX14
han sido descriptos en el Capitulo I por su rol en la proliferacion cambial y desarrollo vascular; los ZF-HD,
involucrados en el desarrollo floral (Tan e Irish, 2006); y los PHD-finger, asociados con la maduracion del
polen (Yang y col., 2003). Dentro de esta superfamilia, también encontramos a los HD-Zip, proteinas que

presentan caracteristicas unicas del reino vegetal.

Los HD-Zip se distinguen por la presencia de un motivo de cierre de leucinas (LZ, leucine zipper) adyacente
al dominio HD, que actia como modulo de dimerizacion entre distintas proteinas de la familia. La
combinacion de ambos dominios es exclusiva de las plantas (Schena y Davis, 1992), y su interaccion es
esencial para la union al ADN: en ausencia del dominio L.Z, los HD-Zip no pueden reconocer sus secuencias
diana (Tron y col., 2004). De esta manera, los HD-Zip representan un grupo de factores de transcripcion

altamente especializado dentro de los vegetales.
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Los HD-Zip se clasifican en cuatro subfamilias (I-IV), divididas segin la conservacion de secuencias, los
motivos adicionales fuera del dominio HD-Zip y las rutas biologicas en las que participan (Capella y col.,
2015; Figura 32a).

Los HD-Zip 1 cumplen funciones esenciales en el crecimiento y desarrollo vegetal, participando en la
elongacion de raices y tallos, la morfologia foliar, la ramificacion del tallo floral, la floracion y la formacion
de polen. Ademas, son actores claves en las respuestas a estreses abioticos como sequia, salinidad, altas
temperaturas o estrés osmotico y en la sefializacion hormonal (Ariel y col., 2007; Perotti y col., 2017). Por
otro lado, las proteinas HD-Zip II se asocian con la respuesta a la luz, la evasion de la sombra y la
sefializaciéon por auxinas, las HD-Zip III regulan embriogénesis, polaridad foliar, iniciacién de organos
laterales y mantenimiento meristematico, mientras que las HD-Zip IV estan implicadas en la diferenciacion

epidérmica, formacidn de tricomas, acumulacion de antocianinas y desarrollo radicular (Ariel y col., 2007).
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Figura 32. Subfamilias de factores de transcripcion HD-Zip, representacion esquematica de la estructura de los
HD-Zip L'y arbol filogenético de los HD-Zip I de A. thaliana, Oriza sativa'y Helianthus annuus.

(a) Distribucion de los diferentes dominios dentro de la familia de genes que codifican para HD-Zip I. Figura
modificada de Capella y col., 2015. (b) Representacion esquemética de un factor de transcripcion de la subfamilia
HD-ZIP 1y su interaccion con el ADN. Tomado de Perotti y col., 2017. (c¢) El arbol se construyé usando la secuencia
aminoacidica completa de cada una de las proteinas mostradas. Se sefialan los distintos grupos determinados por Arce y

col., 2011. Figura modificada de Ribone y col., 2016.

Estos factores de transcripcion contienen el motivo HD-Zip en la region central de la proteina y se unen
como dimeros a la secuencia pseudopalindromica CAAT(A/T)ATTG (Palena y col., 2001). El dominio de

transactivacion se localiza en la region C-terminal, responsable de interactuar con la maquinaria
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transcripcional basal, mientras que la region N-terminal presenta un brazo flexible que favorece la

interaccion con el ADN, incrementando su afinidad sin alterar la especificidad de union (Figura 32b).

La subfamilia estd compuesta por 17 miembros, separados en seis grupos (I-VI) definidos por la estructura
génica, la distribucion de motivos conservados y las relaciones evolutivas entre proteinas (Arce y col., 2011;
Figura 32c¢). Estos genes han evolucionado mediante duplicaciones sucesivas, generando pares de paralogos
que comparten la organizacidn intrén/exon y regiones de alta identidad aminoacidica (Henriksson y col.,
2005). Sin embargo, a pesar de su homologia, las funciones de estos genes no siempre son redundantes y

pueden diferenciarse en su rol durante el desarrollo (Ré y col., 2014; Ribone y col., 2016).

Entre los pares mejor caracterizados se encuentran AtHB7 y AtHB12, dos genes paralogos que muestran una
regulacion reciproca y participan en la respuesta a ABA y déficit hidrico (R€ y col., 2014); AtHBI3 y
AtHB23, también paralogos, con funciones diferenciadas durante el desarrollo (Ribone y col., 2015; Perotti y
col., 2019), y AtHB6 y AtHB16, los pardlogos mas cercanos a AtHBS5, que conforman el grupo II dentro de la
subfamilia HD-Zip I (Arce y col., 2011).

1.2.1 Factores de transcripcion HD-Zip | involucrados en la respuesta al estrés

mecanico

Un andlisis de transcriptoma realizado por Ko y col. (2004), centrado en el crecimiento secundario del tallo
floral de Arabidopsis inducido por peso, reveld cambios transcripcionales clave en la familia HD-Zip que
integran la sefial mecanica. El estudio mostré6 que, durante la transicion del crecimiento primario al
secundario, los genes de la subfamilia HD-Zip III, como A¢tHBS8, aumentan sus niveles de transcriptos en los
tallos. Este aumento de expresion también se observd con HD-Zip de tipo I como AtHB6, AtHB7 y AtHB12.
Sorpresivamente, s6lo uno de los HD-Zip medidos mostré disminucién en los niveles de transcripto en

respuesta a este tratamiento: AtHBS, un HD-Zip 1.
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Figura 33. Variacion de los niveles de expresion de genes que codifican factores de transcripcion de la familia
HD-Zip durante el desarrollo del crecimiento secundario de Arabidopsis

Alteraciones en la transcripcion de los HD-Zip en respuesta a un tratamiento mecanico que induce el crecimiento del
tallo. Imm: tallos inmaduros (5 cm de altura), Int: tallos con maduracion intermedia (10-15 cm) y Mat: tallos maduros
(>25 cm). Cada gen se normalizé consigo mismo creando un control positivo sintético para ese gen y dividiendo todas

las mediciones para ese gen por este control positivo. Figura modificada de Ko y col., 2004.

Existen también estudios de transcriptdmica realizados sobre plantas sometidas a otros tipos de estrés
mecdanico, como hipergravedad (Tamaoki y col., 2014) o tacto (Xu y col., 2019). En el primer caso, se
demostrd que la hipergravedad altera los niveles de expresion de AtHB12 y AtHB53, mientras que el tacto o
“touching” hace lo mismo con AtHB12 y AtHB20. Estos datos sugieren que los HD-Zip I podrian tener un

papel relevante en la respuesta al estimulo mecanico.

1.3 AtHBS5

Entre los HD-Zip I, AtHBS resultd particularmente interesante para este trabajo, dado que es el Unico
miembro de la subfamilia que reduce sus niveles de transcripto en respuesta al crecimiento secundario
inducido por peso (Ko y col., 2004). Este comportamiento diferencial lo posiciona como un candidato
relevante para explorar posibles vinculos entre la regulacion transcripcional y las respuestas estructurales del

tallo.

AtHBS5 codifica una proteina de 312 aminodacidos perteneciente al grupo Il dentro de la clasificacion
filogenética de los HD-Zip 1, junto con AtHB6 'y AtHBI16. Se ha demostrado que AtHBS es capaz de formar
homo- y heterodimeros in vitro con otros miembros de la misma subfamilia (Johannesson y col., 2001), lo
cual sugiere que puede participar en redes reguladoras complejas, probablemente redundantes o

complementarias.

En Arabidopsis, la expresion de AtHBS se inicia tempranamente tras la germinacion y se localiza en la region
apical del hipocotilo y en la zona de transicién entre éste y la raiz. En plantulas mdas desarrolladas, la
expresion se detecta en peciolos, cotiledones, hojas en desarrollo y en el tejido vascular, tanto de raices
primarias y laterales como de hojas caulinares, tallos, pedicelos florales y silicuas (Johannesson y col.,
2003). El analisis del promotor de AtHB5 frente a diferentes fitohormonas mostré que el acido abscisico
(ABA) es el unico regulador capaz de alterar tanto el nivel global como el patrén espacial de su expresion

(Johannesson y col., 2003).

Algunos ensayos funcionales demostraron que AtHBS actua como un regulador positivo de la respuesta a
ABA, aunque el tratamiento con la hormona reduce su propia expresion. Las lineas que sobreexpresan

AtHBS presentan una sensibilidad aumentada al efecto inhibitorio del ABA sobre la germinacion de semillas
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y el crecimiento radicular, y el grado de sensibilidad se correlaciona con el nivel de expresion del factor de
transcripcion. Ademas, el gen RAB18, marcador clasico de respuesta a ABA, se encuentra inducido en dichas
lineas, lo que sugiere que AtHBS actta corriente arriba de éste dentro de la via de sefializacion, posiblemente
en paralelo con otros HD-Zip I como AtHB7 (S6derman y col., 1996; Johannesson y col., 2003). Por otro
lado, la ausencia de fenotipos diferenciales evidentes en plantas mutantes athb5 indica que su funcidn podria
ser parcialmente redundante con otros miembros del grupo, como AtHB6 o AtHB16 (Johannesson y col.,

2003).

Asimismo, se ha reportado una conexion entre AtHBS y la via de sefializacion de auxinas, a través de la
regulacion negativa del gen BDL (BODENLOS), el cual participa en procesos fundamentales de desarrollo
embrionario y postembrionario. AtHB5 puede unirse a una secuencia de 36 pb altamente conservada en el
promotor de BDL, inhibiendo su expresion (De Smet y col., 2013). Dado que BDL pertenece a la familia de
represores de los ARF (AUXIN RESPONSE FACTORS), cuya expresion es controlada por la concentracion
de auxina (De Smet y Jiirgens, 2007; Lau y col., 2008; Vanneste y Friml, 2009), esta interaccion sugiere que

AtHBS5 podria modular la sensibilidad a la hormona durante etapas especificas del desarrollo.

Mas alla de los trabajos de Ko y col. (2004), no existen actualmente estudios adicionales que vinculen a
AtHBS5 con la respuesta al estrés mecanico. No obstante, considerando su patrén de expresion en tejidos
vasculares y relacion con las auxinas, resulta razonable plantear la hipdtesis de que este factor de
transcripcion podria desempefiar un papel en la coordinacidén de procesos asociados al engrosamiento del
tallo, la proliferacion vascular, la movilizacion diferencial de fotosintatos y, en ultima instancia, el
incremento de la produccion de semillas bajo condiciones de estrés mecanico. Ademas, el laboratorio donde
se desarrolld este trabajo de Tesis posee una reconocida trayectoria en el estudio funcional de la familia HD-
Zip 1, disponiendo de un amplio conjunto de herramientas genéticas (lineas mutantes, sobreexpresantes y

reporteras) que facilitaron el andlisis detallado del rol de AtHBS5 en la respuesta al estrés mecanico.
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2. OBJETIVOS DEL CAPITULO 11I

Por lo anteriormente expuesto, el objetivo principal de este Capitulo es profundizar en el rol de AtHBS en

caracteristicas vinculadas con la respuesta al estrés mecanico, para esto se propone:

1- Cuantificar los niveles de transcripto de AtHB5 en respuesta al tratamiento mecanico mediante
RT-qPCR y evaluar su patrén de expresion en condiciones normales utilizando lineas transgénicas

transformadas con la region promotora de AtHB5 que dirige la expresion del reportero GUS.

2- Evaluar la relacion de este factor de transcripcion con la movilizacion de fotosintatos de fuente a
sumidero, evaluando niveles de transcripto de transportadores SUC y SWEET y de genes que codifican
enzimas que participan en las vias de sintesis y degradacion de sacarosa. También se evaluard el transporte
simplastico a través del floema mediante uso de la sonda CFDA y cuantificaciones de fotoasimilados. Para

esto se propone utilizar lineas mutantes athb5 y lineas que sobreexpresan este factor de transcripcion.

3-Analizar en las mismas lineas las caracteristicas morfoldgicas asociadas al tallo, como diametro,

altura y cantidad de tejido vascular.

4-Evaluar si las lineas athb5 y 35S:ATHBS5 muestran diferencias en la produccién de semillas,

biomasa y acumulacién de compuestos de reserva.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES

Las cepas bacterianas, especies vegetales, medios de cultivo y vectores empleados en este Capitulo se

describen en la Seccidn 3.1 del Capitulo 1.

3.1.1 Plantas mutantes y transgénicas de A. thaliana

Las tres lineas mutantes en AtHB5 (AT5G65310) fueron obtenidas de ABRC (Arabidopsis Biological
Resource Center). Se nombraron como athb5.1 (SALK 015070c), athb5.2 (SALK 134509) y athb5.3

(SALK_078606)

Las tres lineas que sobreexpresan AtHBS5 (ATS5.A, AT5.B y ATS5.C) fueron generadas por Carlos Zapata. El

cDNA de AtHBJ se obtuvo mediante transcripcion reversa RT-PCR a partir de ARN aislado de plantulas de

A. thaliana (ecotipo Col-0) de 14 dias de edad y se clon6 en el plasmido pGEM®-T Easy (Promega). Luego,

el DNA fue digerido con BamHI/Kpnl e insertado directamente en el plasmido pBI121, previamente tratado

con las mismas enzimas, reemplazando asi el gen reportero GUS.

3.1.2 Oligonucledtidos

En la Tabla 5 se muestra el nombre, la secuencia y uso dado a los oligonucledtidos utilizados.

Tabla 5. Oligonucledtidos utilizados

Nombre ID del locus Secuencia 5° > 3’ Uso

PrAtHBS-E AT5G65310 CGCGGATCCCGATCTCAATTGTTCCGACCA Clonado
PrAtHB3-R AT5G65310 CGCGGTACCGAGTAATGCATTTTCCGACCCA Clonado
AHBS-F AT5G65310 CACGTGTGGCCGTAATCTTTT RT-qPCR
AtHBS-R AT5G65310 TCGTGCTCAGAATCTTTAACCCT RT-qPCR
(T Normalizador GGTAACATTGTGCTCAGTGGIGG RT-qPCR
Actinas-R Normalizador AACGACCTTAATCTTCATGCTGC RT-qPCR

Los oligonucledtidos utilizados para la cuantificacion de transcriptos de genes SUC, SWEET y genes

involucrados en las vias de sintesis y degradacion de almidon se detallan en la Tabla 4.
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3.1.3 Construccion genética PrAtHB5:GUS

PrAtHB5:GUS: se aislé un fragmento de 1531 pb correspondiente a la regidn promotora situada corriente
arriba del sitio de inicio de transcripcidn a partir de ADN gendmico de A. thaliana, utilizando
oligonucledtidos especificos (Tabla 5). Este fragmento se clond inicialmente en el plasmido pBluescript SK-.
El ADN fue tratado con Hindlll y BamHI e insertado finalmente en el vector pBI101.3. La clonacion
correcta fue verificada mediante secuenciacién. La construccion final, que permitia la expresion del gen
reportero GUS bajo el control del promotor de AtHB5, fue utilizada en los experimentos de transformacion.
Los constructos se emplearon para transformar células de E. coli DH5a, a partir de las cuales se preparo el
ADN plasmidico para su secuenciacion (Macrogen, Corea). Una vez verificada la secuencia, se utilizé para

transformar células de 4. tumefaciens LBA4404.

3.2 METODOS

Los métodos de clonado; transformacidn de bacterias; minipreparacion de ADN plasmidico; transformacion
estable de plantas de Arabidopsis y seleccion de transformantes; condiciones de cultivo en camara;
extraccion de ADN gendmico de plantas y amplificacion por PCR; andlisis histoquimico de la actividad [-
glucuronidasa; cortes y tinciones histologicas; extraccién y cuantificacion de ARN total a partir de tejido
vegetal; y analisis de expresion por RT-qPCR que se emplean en este Capitulo se describen en la Seccion 3.2

del Capitulo 1.

Los métodos de cuantificacion de sustancias de reserva; cuantificacion de glicidos; ensayo de transporte por
floema con la sonda CFDA; Cuantificaciones de area de los diferentes tejidos vasculares que se emplean en

este Capitulo se describen en la Seccion 3.2 del Capitulo II

3.2.1 Tinciones histolégicas

Los tejidos de Arabidopsis indicados en cada figura se recolectaron a mitad del periodo de luz del
fotoperiodo y se fijaron segin el protocolo previamente descripto por Cabello y Chan (2019). Para la
diferenciacion entre xilema y floema se utilizé la tincidén de Safranina-FastGreen. Tras eliminar la parafina
con xileno al 100 % (v/v) durante 15 minutos a temperatura ambiente, las muestras se embebieron en una
serie de soluciones de etanol (100 %, 96 % y 90 % (v/v)) y luego se transfirieron a safranina en etanol al 80
% (v/v) durante al menos 4 h. Se pasaron nuevamente por etanol (90 %, 96 % y 100 % (v/v)) y finalmente se
tifieron con FastGreen en etanol al 100 % (v/v) durante 2 segundos. El exceso de colorante se elimind
lavando las secciones con etanol al 100 % (v/v) y las muestras se montaron en el portaobjetos con balsamo

de Canada.
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Para la tincién de lignina, la parafina se elimind de las secciones con xileno al 100 % (v/v). Luego, las
muestras se deshidrataron en etanol al 100 % (v/v) y se trataron con floroglucinol-HCI durante 30 minutos.
Tras eliminar el exceso de reactivo, las secciones se montaron rapidamente en balsamo de Canada. La

lignina se visualizd inmediatamente bajo un microscopio optico.

Para la tincién GUS realizada sobre cortes histologicos la parafina se elimind de las secciones mediante
xileno al 100 % (v/v), se deshidrataron en etanol absoluto y se montaron en balsamo de Canadd. En los casos
en que la intensidad de la expresion era dificil de visualizar en secciones transversales de 10 um, se

obtuvieron fotografias de las inclusiones de parafina completas.

3.2.2 Cuantificacion del contenido de lignina

La cuantificacion de calosa se realizd segin lo descripto por Yang y col., (2013).

El primer entrenudo de plantas de 45 dias de edad se tritur¢ utilizando nitrégeno liquido. Se obtuvieron
residuos de pared celular lavando secuencialmente 50 mg de los tallos molidos con 1 mL de etanol al 96 %
(v/v) a 95 °C dos veces durante 30 min y agitando en vdrtex con 1 ml de etanol al 70 % (v/v) dos veces
durante 30 s. Los residuos resultantes se secaron durante toda la noche a 30 °C. Se utilizaron cinco
miligramos para determinar el contenido de lignina mediante el método de bromuro de acetilo. Se incubo la
muestra con 200 pl de 4cido acético glacial y bromuro de acetilo al 25 % (v/v) durante 2 h a 50°C. Luego se
diluyeron a 1 ml con 4cido acético glacial antes de centrifugarlos. En un tubo nuevo se mezclaron 100 pl de
la muestra con 500 pl de acido acético glacial y se afiadieron 300 pl de NaOH 0,3 M, seguido de 100 pl de
clorhidrato de hidroxilamina 0,5 M. Entre cada paso las muestras se agitaron vigorosamente. Se extrajo una
alicuota de la muestra y se mezcld con 1 volumen de 4cido acético glacial antes de medir la absorbancia a
280 nm. El coeficiente de absorcidn utilizado fue 15,69/1 g/cm (Foster y col., 2010) y se ajustd a la longitud

del paso optico en funcion del volumen.

3.2.3 Observacidon de deposiciones de calosa en sistema vascular

Para visualizar calosa se tomaron muestras de hojas. Se decoloraron con etanol 70 % (v/v) y se tifieron con el
colorante azul de anilina seguin el protocolo de Hauck y col., (2003). Las muestras se examinaron utilizando

un microscopio de fluorescencia Leica DFC 7000 T.

3.2.4 Evaluacién de parametros fenotipicos

Los parametros de arquitectura de las plantas se registraron manualmente utilizando una regla o calibre. Para
determinar el peso seco, el tejido fresco se mantuvo a 37 °C durante 4-6 dias, hasta alcanzar un peso

constante.
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En el andlisis de los pardmetros de peciolos y tallos se tomaron los peciolos de la cuarta hoja de la roseta o
las secciones del primer entrenudo, se cortaron y montaron en bloques de parafina siguiendo los

procedimientos previamente descriptos.

Para el andlisis de parametros de semillas, las plantas se cosecharon en estado de madurez, cuando las
silicuas estaban completamente desarrolladas. Se pesaron 20 mg de semillas y luego se contaron
manualmente (n = 10). Para la determinacion del area de las semillas (n = 20), las semillas secas fueron

fotografiadas y medidas utilizando el software ImageJ (National Institutes of Health, EE. UU.).

3.2.5 Cuantificacion del largo de raiz principal y nimero de raices secundarias

Las semillas se sembraron en placas cuadradas de 12 cm conteniendo medio MS agar 0,5X suplementado o
no con sacarosa al 4 % (p/v). Se sembraron sobre una Unica linea, espaciadas entre si por 5 mm. Las placas
se colocaron en posicidn vertical y las pantas fueron crecidas en las condiciones que indica cada figura.
Posteriormente se tomaron fotografias utilizando una camara Coolpix 995 digital Nikon y se cuantifico el
largo de las raices utilizando el software ImageJ (National Institutes of Health, EEUU;

https://imagej.net/ij/index.html). EI mismo software se utilizd para contabilizar el numero total de raices

laterales por planta.
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4. RESULTADOS

4.1 EL CAMBIO EN LOS NIVELES DE EXPRESION DE AtHB5 CONDUCE A ALTERACIONES
EN CARACTERISTICAS ASOCIADAS AL ESTRES MECANICO

4.1.1 Los HD-Zip | participan en la respuesta al estrés mecanico

El andlisis fenotipico inicial de las lineas mutantes y sobreexpresantes de ArHBS reveld alteraciones en
rasgos asociados a la respuesta caracteristica al estrés mecanico, incluyendo el desarrollo vascular del tallo,
la movilizacién de fotoasimilados y la produccidn de semillas. Estas observaciones sugirieron que este factor
de transcripcion podria intervenir en vias regulatorias vinculadas a la percepcion y respuesta a estimulos

mecanicos.

Estudios previos han indicado que cambios en los niveles de transcripto de distintos miembros de la familia
HD-Zip I en respuesta a diferentes tipos de estimulos mecanicos, incluyendo la aplicacion de peso sobre la
vara floral (Ko y col., 2004), hipergravedad (Tamaoki y col., 2014) y estimulos por tacto (touching) (Xu'y
col., 2019). Estos antecedentes plantearon la pregunta de si distintos tipos de estrés mecdnico activan redes

genéticas comunes o si, por el contrario, inducen respuestas transcripcionales especificas.

Para abordar esta cuestién, se compararon los perfiles transcripcionales de plantas sometidas a estrés
mecanico por peso (Ko y col., 2004; este trabajo), tacto (Xu y col., 2019) e hipergravedad (Tamaoki y col.,
2014). Este andlisis comparativo no reveld una superposicion significativa entre los conjuntos de genes
regulados al alza o a la baja en los distintos tratamientos, indicando que cada tipo de estimulo mecanico

desencadena una respuesta molecular mayormente especifica (Figura 34a, b).

No obstante, entre los pocos genes compartidos entre algunos de estos estudios se identificaron factores de
transcripcion, incluyendo miembros de la familia HD-Zip 1. Por ejemplo, AtHB12 aparece regulado tanto en
condiciones de hipergravedad como de touching y de aplicacion de peso en el estudio de Ko y col. (2004),
mientras que AtHB53 fue informado como diferencialmente expresado en los andlisis de hipergravedad y
peso. A pesar de ello, en el analisis de RNA-seq realizado en este trabajo sobre tallos de plantas sometidas a
6 h de estrés mecanico por peso, ningun miembro de la familia HD-Zip mostré cambios significativos en sus

niveles de transcriptos.

A pesar de ello, la cuantificacion dirigida de los niveles de transcripto de AtHB5 mediante RT-qPCR en
tallos y rosetas de plantas tratadas con peso reveld diferencias significativas respecto de sus respectivos
controles (Figura 34c). Esta variacion en la expresion de AtHBS5 fue particularmente evidente a las 6 h de
iniciado el tratamiento, lo que indica que este factor de transcripcidon responde tempranamente al estimulo

mecanico. Estos resultados muestran que, si bien A#HB5 no emerge como un gen diferencialmente expresado
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en andlisis transcriptomicos globales, presenta una regulacién temprana en respuesta al estrés mecanico,

consistente con un posible rol en las etapas iniciales de la respuesta.
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Figura 34. Los niveles de expresion de AtHB5 cambian luego de 6 h de estimulo mecanico

(a) Grafico de distorsion que muestra la superposicion de genes significativamente regulados positivamente (a) y
negativamente (b) en plantas tratadas con peso (Ko y col., 2004; este estudio), hipergravedad (Tamaoki y col., 2014) o
contacto fisico (Xu y col., 2019). (c¢) Niveles de transcripto de AtHBS analizados por RT-qPCR en muestras de tallos y
rosetas de plantas WT sometidas o no a 6 y 12 h de estrés mecanico, utilizando los oligonucledtidos descriptos en la

Tabla 5. Las barras representan el SEM. No se observaron diferencias significativas (P < 0,05; prueba ¢ de Student).

4.1.2 ATHB5 actuaria como un regulador negativo del desarrollo vascular y del

crecimiento radial del tallo

El rol de AtHB5 en la regulacion del crecimiento secundario del tallo, sugerido previamente por el analisis
transcripcional realizado por Ko y col., (2004), fue examinado en profundidad utilizando tres lineas mutantes

(athbs. 1, athb5.2 y athb5.3) y tres lineas de sobreexpresion (AT5.A, AT5.By AT5.C).
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El aumento del didmetro del tallo fue evaluado mediante la medicion del area transversal total en cortes
histologicos, analizados en plantas con edades comprendidas entre 25 y 43 dias. Las lineas mutantes athb5
mostraron un area de tallo significativamente mayor que las plantas WT, una diferencia que fue evidente a
partir de los 31 dias y se mantuvo hasta el final del ciclo de vida. El mismo analisis realizado sobre las lineas
sobreexpresantes indicd que estas no presentaron diferencias significativas en el area total del tallo en
comparacion con la WT (Figura 35a). El andlisis cuantitativo de los parametros tisulares en secciones
transversales de tallos tefiidas con safranina-FastGreen (Figura 35b) proporciond informacion mas detallada
sobre la composicion de los haces vasculares. Las lineas ATS5 mostraron una disminucién significativa en las
areas de floema, xilema y médula. En contraste, las lineas mutantes athb5 exhibieron el fenotipo opuesto,
con un aumento en las areas cuantificadas en al menos dos de las tres lineas independientes analizadas para
los tejidos vasculares y la médula (Figura 35¢). Es importante sefialar que ninguna de las lineas estudiadas
mostrd alteraciones significativas en el area de la epidermis. Para facilitar la visualizacion de los datos

principales, las Figuras 35a y 35b presentan imagenes representativas de una linea mutante y una linea

sobreexpresante.
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Figura 35. La alteracion en la expresion de AtHB5 modifica el area del tallo y de los tejidos vasculares

(a) Area del tallo principal en plantas mutantes athb3.3, sobreexpresante AT5.A y sus controles WT cuantificadas entre
los 25 y 43 dias después de la siembra. (b) Secciones transversales de tallo correspondientes al primer entrenudo de
plantas con una altura de 10 cm, tefiidas con safranina-FastGreen para visualizar los tejidos de xilema (rosa) y floema.
Barras = 1 mm. (¢) Cuantificacion de las areas correspondientes a xilema, floema, médula y epidermis dentro del tallo,
realizada mediante el software ImageJ. Las barras representan el error estandar y los asteriscos indican diferencias

significativas (P < 0.05; prueba ¢ de Student).
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En conjunto, estos resultados demuestran que AtHBS5 actia como un modulador negativo del crecimiento del
tallo y de la formacion de tejido vascular, ya que la pérdida de funcidn aumenta estas caracteristicas,

mientras que la sobreexpresion tiende a reducirlas.

4.1.3 Las alteraciones en los niveles de AtHB5 afectan el transporte de

carbohidratos y la acumulacion de compuestos de reserva en semillas

El transporte de fotosintatos desde los tejidos fuente hacia los tejidos sumidero es una de las caracteristicas
asociadas al estrés mecanico, esencial tanto para el aumento de la producciéon de semillas como para el
enriquecimiento en compuestos de reserva. Este proceso involucra multiples etapas, que incluyen la
regulacion de los niveles de transcripto de transportadores de sacarosa de las familias SWEET y SUC,
responsables de la carga y descarga activa de sacarosa hacia y desde el floema, respectivamente; el transporte
pasivo a larga distancia a través del floema del tallo; y la modulacién de la homeostasis del almiddon

transitorio en las hojas.

Con el objetivo de comprender el impacto de AtHB5 en esta particion de carbono, se cuantificaron las
concentraciones de almidon y sacarosa en distintos organos durante la etapa reproductiva. Las plantas
crecieron bajo un fotoperiodo de dia largo y las muestras de rosetas y tallos se recolectaron al mediodia. La
concentracion de almidén fue menor en las rosetas de las plantas ATS en comparacion con las plantas WT,
mientras que en las mutantes athb5 se observd la tendencia opuesta (Figura 36a). Por su parte, la
concentracion de sacarosa fue mayor en los tallos de las mutantes athb5 respecto al de las plantas WT
(Figura 36a). Estos resultados indican que AtHBS5 actia como un regulador negativo de la acumulacion de

almidon y de sacarosa en las hojas.

Como consecuencia de estas alteraciones en el transporte, y de manera analoga a lo observado bajo estrés
mecanico, las plantas mutantes athb5 presentaron un mayor rendimiento de semillas en comparacion con las
plantas WT, lo que indica que AtHB5 funciona como un modulador negativo de la produccion de semillas
(Figura 36b). Bajo la premisa de que el transporte de carbohidratos desde los tejidos fuente hacia los
sumidero estd reducido en las plantas ATS, afectando asi la calidad de las semillas, se determinaron las
concentraciones de lipidos y proteinas en semillas maduras. Los resultados mostraron que tanto los lipidos
como las proteinas disminuyeron en las lineas sobreexpresantes, mientras que en las mutantes athb5 los

lipidos, pero no las proteinas, incrementaron significativamente su concentracién (Figura 36¢, d).
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Figura 36. AtHBS regula negativamente el transporte de fotosintatos, impactando en la produccién de semillas y
acumulacion de compuestos de reserva

(a) Concentraciones de almidon y sacarosa en rosetas y tallos de plantas de 30 dias cultivadas en condiciones normales
de crecimiento. La toma de muestra se realizo a mitad del periodo de luz. (b) Produccion de semillas. (c) Contenido de
lipidos y (d) proteinas en semillas maduras. Las barras representan el error estandar. Las diferencias significativas se

indican con asteriscos (* P < 0,03, prueba t de Student).

Para profundizar en la influencia de este factor de transcripcion sobre la dinamica del transporte de
fotosintatos y la regulacion del almiddn transitorio, se analizaron las concentraciones de glucosa, sacarosa y
almidon en hojas de roseta a lo largo del fotoperiodo. Las mutantes athb5 presentaron concentraciones
mayores de glucosa al final de la noche (06:00 h) y concentraciones mayores de sacarosa a las 10:00 h, en
comparacion con las plantas WT (Figura 37). En contraste, las lineas ATS mantuvieron concentraciones de
sacarosa constantes y mas bajas durante todo el dia, mientras que el almidén se acumulé hacia el final del
fotoperiodo (22:00 h; Figura 37). De manera opuesta, en las mutantes athb3, la concentracion de glucosa
aument? al final del dia, mientras que la concentracion de almidon se mantuvo baja y constante (Figura 37).
Estas observaciones sugieren que, en las plantas ATS, la acumulacion de almidén al final de la noche no se
acompafia de una liberacién adecuada de sacarosa al inicio del dia, evidenciando una alteracién en la

dinamica normal de la movilizacion del carbono.
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Figura 37. AtHBS afecta la movilizacion de azicares en todo el fotoperiodo

Concentraciones de almidén, glucosa y sacarosa en hojas de roseta de plantas en estadio reproductivo de los genotipos
mutante athb3.3, sobreexpresante AT5.A y WT, cultivadas en condiciones normales de crecimiento. Las muestras se
recolectaron durante el dia en los horarios indicados en el eje x; las barras grises oscuras indican el periodo nocturno y

las barras amarillas el periodo diurno.

Finalmente, se analizaron los niveles de transcriptos de los genes AtSUCI-9 y AtSWEET11-17, involucrados
en la carga y descarga de sacarosa al floema. Los niveles de expresion de AtSUC6 y AtSUC7 disminuyeron
en hojas de las mutantes athb5, mientras que la expresion de AtSWEET16 disminuy¢ en tallos de las plantas
ATS5. Los demés genes no mostraron cambios significativos entre los diferentes genotipos (Figura 38), lo que
indica que AtHBS no afecta de manera generalizada la transcripcion de los transportadores de sacarosa SUC

y SWEET.
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Figura 38. Expresion de transportadores de sacarosa en lineas athb5 y sobreexpresantes ATS

(a) Los niveles de transcriptos de AtSUCI-9 y AtSWEETI11-15 se cuantificaron mediante RT-qPCR en hojas de roseta
de plantas mutantes athb5, sobreexpresantes ATS y WT. (b) Los niveles de transcriptos de ASSWEET16 'y AtSWEETI17
se cuantificaron mediante RT-qPCR en tallos de los mismos genotipos. Los valores se normalizaron respecto al
obtenido en WT. Las barras representan el error estandar de la media (SEM). Las diferencias se consideraron

significativas y se indican con asteriscos (*) cuando el valor de p fue < 0.05 (prueba ¢ de Student).

4.1.4 El metabolismo del almidon se encuentra alterado en plantas mutantes athb5

y sobreexpresantes AT5

Para analizar la homeostasis del almiddn transitorio, se cuantificaron los niveles de transcriptos de genes que
codifican enzimas claves en las vias de sintesis y degradacion del almidon. Las determinaciones se realizaron

en hojas de roseta de plantas en etapa reproductiva, recolectadas a mitad del periodo de luz. Los niveles de
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transcriptos de SS7 y SS4 se encontraron aumentados en las lineas ATS, mientras que en las plantas mutantes
athb5 se mantuvieron sin cambios en comparacion con el de las plantas WT (Figura 39), lo que sugiere que
AtHBS5 promueve la transcripcién de los primeros pasos de la sintesis de almidén. Por el contrario, la
expresion de GBSS aumentd en las mutantes athb5 y disminuyd en una de las lineas ATS, indicando un rol

negativo de AtHBS en la sintesis de granulos de almidon (Figura 39).
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Figura 39. Los niveles de transcriptos de genes involucrados en la sintesis y degradacion del almidén estan
modulados diferencialmente en plantas athb5 y ATS

Los niveles de transcriptos se cuantificaron por RT-qPCR en mutantes athb3, sobreexpresantes AT5 y plantas WT. Los
valores se normalizaron al valor respectivo obtenido en las plantas WT. Las barras representan la SEM vy las diferencias

significativas se indican con asteriscos (*), P <0,05 (prueba ¢ de Student).

4.1.5 El transporte a larga distancia a través del floema se ve afectado por la

expresion de AtHB5

Otro componente esencial de la movilizacion de carbono es su transporte a larga distancia a través del floema
del tallo, desde las hojas de roseta hacia los tejidos sumideros durante la fase reproductiva, principalmente
las silicuas y las semillas. Para evaluar si este transporte se ve afectado por AtHBS, se eliminaron las ramas
laterales de plantas en etapa reproductiva (cuando las silicuas estaban en desarrollo), dejando un solo tallo
principal. Este procedimiento forzé el flujo de sacarosa desde las hojas de roseta hacia las flores a través del

floema del tallo principal, evitando el aporte proveniente de hojas caulinares (Figura 40a).

La cuantificaciéon de sacarosa en tallos 24 h después de la desramificacién mostrd que los tallos de las
mutantes athb5 contenian mas sacarosa que los control, mientras que las lineas ATS presentaban
concentraciones menores (Figura 40b). Estos resultados sugieren que las mutantes transportan una mayor
cantidad de sacarosa, lo cual podria explicar su mayor rendimiento de semillas por planta y refuerza la

hipétesis de que AtHBS actiia como un inhibidor del transporte de azticares.
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La desramificacion afecto el desarrollo de las silicuas, que resultaron mas cortas o mal formadas. Este efecto
dependié del genotipo: las plantas mutantes fueron menos afectadas que las WT, mientras que las
sobreexpresantes mostraron la mayor proporcion de silicuas atrofiadas (13-33 % en mutantes, 67-74 % en
ATS y ~50 % en WT; Figura 40c). Asimismo, el rendimiento de semillas en plantas desramificadas reflejo
una dependencia genotipica mas marcada que en plantas intactas: athb5 produjo mas semillas, mientras que

ATS gener6 menos que las WT (Figura 40d).
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Figura 40. AtHBS tiene una regulacion negativa sobre el transporte de sacarosa a larga distancia

(a) Foto ilustrativa de plantas de Arabidopsis antes y después de cortar las ramas del tallo principal. (b) Concentracion
de sacarosa en el tallo en la mutante athb3, las sobreexpresantes ATS y las WT desramificadas. (¢) Relacion de silicuas
cortas respecto a silicuas totales en las mismas plantas. (d) Rendimiento de semillas en las mismas plantas. Las barras

representan la SEM. Las diferencias significativas se indican con asteriscos (*) P <0,05 (prueba ¢ de Student).

4.2 AtHB5 SE EXPRESA EN TEJIDOS DE TRANSPORTE

Para comprender mejor el papel de AtHBS en el desarrollo del tallo, se clono la region promotora de 1531 pb
de este factor de transcripcion, fusionada al gen reportero GUS (PrAtHB5:GUS) y se obtuvieron plantas
transgénicas de Arabidopsis. El patron de expresion se analizo mediante ensayos de histoquimica utilizando
plantas homocigotas de diferentes edades durante todo el ciclo de vida. En plantulas de 8 dias, la expresion
fue evidente en hipocdtilos, peciolos y raices (Figura 41a) y persistidé hasta el dia 14, momento en que
también se detectd en el tejido vascular de las hojas en desarrollo (Figura 41b, c¢). En plantas de 21 dias, la
expresion permanecio activa en peciolos y tejidos vasculares, extendiéndose a tallos y hojas caulinares en la

etapa reproductiva temprana (Figura 41d).

Cuando se desarrollaron flores y silicuas, la sefial de GUS se mantuvo en pedunculos y anteras de flores
inmaduras (Figura 41e), y luego en peduinculos de flores y en el endospermo de semillas (Figura 41f-h). En
cortes histoldgicos se observd ademas la expresion del factor de transcripcion en peciolos (Figura 41i),

destacando que todas las regiones mostraron tincion, excepto la correspondiente al floema. Estos resultados
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indican que AtHBJ5 se expresa predominantemente en tejidos conductores a lo largo del ciclo de vida de la

planta.

Figura 41. AtHBS5 se expresa en tejidos conductores

Deteccion histoquimica de la actividad enzimatica de GUS en plantas PrAtHB5:GUS de 8 dias (a) y 14 dias (b)
cultivadas en medio MS; rosetas de plantas de 25 dias cultivadas en macetas (c); plantas de 32 dias cultivadas en
macetas (d); flores inmaduras (e), pedicelos de flores maduras (f), silicuas (g) y semillas (h). La misma deteccion se
realizd sobre secciones histologicas de peciolos de una hoja de roseta (i), en la que la flecha muestra la falta de

actividad de GUS en el tejido del floema.

4.3 ATHB5 REGULA NEGATIVAMENTE LA DEPOSICION DE LIGNINA EN TALLOS Y
CALOSA EN HOJAS

Para profundizar en los efectos regulatorios de AtHBS, se analizaron parametros anatomicos y fenotipicos

relacionados con la pared celular. Ko y col., (2004) demostraron que los niveles de transcripto de AtHBS
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disminuyen durante el crecimiento secundario del tallo, proceso que implica un incremento del tejido del
xilema y, por ende, de la deposicion de lignina. Para evaluar si este parametro se ve afectado por AtHBS, se
realizaron cortes transversales de tallos y se tifieron con floroglucinol-HCI (Figura 42a). Los tallos de las
lineas ATS mostraron areas lignificadas mas pequefias, mientras que los de las mutantes athb5 presentaron
areas mas amplias que las WT (Figura 42b). La cuantificacion de lignina mediante el método de bromuro de
acetilo confirmé un aumento significativo de este polimero en las plantas mutantes, mientras que las
sobreexpresantes no difirieron significativamente de los control (Figura 42b). Estos resultados indican que

AtHBS regula negativamente la deposicion de lignina en tallos.
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Figura 42. AtHBS regula negativamente la deposicion de lignina en la pared del xilema y calosa en el floema

(a) Secciones transversales del primer entrenudo del tallo, tefiidos con floroglucinol-HCI para detectar la deposicion de
lignina (rosa). Barras = 1 mm. (b) Cuantificacion de las areas lignificadas de (a) utilizando el software ImageJ y
cuantificacion total de lignina utilizando el método de bromuro de acetilo. Las barras representan la SEM y los
asteriscos indican diferencias significativas (* p < 0,05; prueba ¢ de Student). (c) Observaciones microscopicas de

fluorescencia de hojas en roseta WT, athb5 y ATS5 tefiidas con azul de anilina para detectar calosa.

En cuanto al floema, una de las causas reportadas de acumulacion de azicares en hojas es la deposicion de
calosa en los elementos de los tubos cribosos, lo que puede obstaculizar el transporte desde los tejidos fuente
hacia los sumideros (Julius y col., 2018). Las hojas de plantas mutantes, sobreexpresantes y WT se tifieron
con azul de anilina para detectar calosa. Notablemente, la tincion se observo solo en las plantas AT5 (Figura

42¢), lo que sugiere que la acumulacion de calosa podria contribuir a la alteracion del transporte de sacarosa

y a la acumulacion de almidon en estas plantas.
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4.4 LA EXPRESION DE AtHB5 AFECTA LA ANATOMIA DEL PECIOLO

Dado que el transporte de fotosintatos desde las hojas de roseta hacia el tallo depende de la estructura
vascular del peciolo, se analiz6 la anatomia de este organo en las diferentes lineas. Las secciones
transversales de los peciolos de la cuarta hoja de roseta, de las plantas en estado reproductivo, mostraron
diferencias significativas entre genotipos. Las plantas ATS presentaron peciolos mas aplanados, con un area
de floema reducida, haces vasculares mas cortos y una menor extension del xilema, mientras que las
mutantes athb5 exhibieron el fenotipo opuesto (Figura 43a-f). La cuantificacion de pardmetros anatomicos
confirm6 que AtHBS5 limita el desarrollo vascular y la expansion del peciolo, mientras que su ausencia lo

promueve.
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Figura 43. La expresion de AtHB5 afecta la morfologia vascular del peciolo

(a) Cuantificacion del area total del peciolo, (b) area del floema, (c) numero de vasos del xilema, (c) area del haz
vascular y (d) longitud del haz vascular en secciones transversales del peciolo cuantificadas mediante ImageJ. (f) Cortes
histologicos de peciolos de plantas WT, mutantes athb5.3 y ATS5.A. Las barras representan el error estdndar. Las

diferencias significativas se indican con asteriscos (* p < 0,05; prueba ¢ de Student).
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4.5 LAS PLANTAS MUTANTES athb5 GENERAN MAYOR BIOMASA QUE SUS PARES
CONTROL

Con el objetivo de evaluar si las alteraciones en el transporte de azucares derivadas de la expresion de AtHBS
afectaban la acumulacién de biomasa, se cuantificaron parametros fisiolégicos en mutantes y
sobreexpresantes a lo largo del ciclo de vida. En la etapa juvenil (tallos de 10 cm), se observo que en la linea
A de las plantas ATS el peso seco de las hojas fue menor que el de las plantas WT, mientras que, en las otras
lineas, la diferencia no fue estadisticamente significativa (Figura 44a). En contraste, las plantas mutantes
athb5 presentaron un aumento significativo de la biomasa del tallo cuando se compar6 con la de las plantas
WT. En la etapa madura (tallos de 30 cm), las diferencias se acentuaron: las plantas mutantes mostraron
mayor biomasa, mientras que las ATS5 tuvieron menos, en comparacion con lo observado en las plantas WT

(Figura 44b).
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Figura 44. AtHBS afecta la generacion de biomasa vegetal y parametros asociados a la produccion de semillas

(a) Peso seco de la roseta y biomasa del tallo de 10 cm (juvenil) y (b) de 30 cm (maduro). (¢) Area de semilla, (d)
nimero de silicuas por planta, (e) niimero de semillas por silicua y (f) peso de 1000 semillas evaluado en plantas WT y
mutantes y sobreexpresantes de AtHB5. Las barras representan el error estadistico. Las diferencias significativas se

indican con asteriscos (* p <0,05; prueba ¢ de Student).

Durante la etapa reproductiva, en las plantas athb5 se observd un area mayor de semillas (Figura 44c), mas
cantidad de silicuas por planta (Figura 44d) y mas cantidad de semillas por silicua que en las plantas WT

(Figura 44e), mientras que las lineas ATS exhibieron los fenotipos opuestos. Ademads, se observd que las
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semillas athb5 muestran un peso mayor por cada mil semillas (Figura 44f), indicando que AtHBS actiia

como un regulador negativo de la produccién y el tamafio de las semillas.

4.6 AtHB5 REGULA NEGATIVAMENTE LA LLEGADA DE SACAROSA A LAS RAICES,
AFECTANDO SU DESARROLLO

Durante la etapa vegetativa, las raices constituyen el principal érgano sumidero. Para evaluar la funcion de
AtHBS en el transporte de carbohidratos hacia las raices, se cultivaron plantas athb5, ATS5 y WT en medio
MS bajo condiciones controladas. Las plantas AT5 presentaron raices mas cortas y con menor numero de

raices laterales que la WT, mientras que las mutantes athb5 mostraron el fenotipo opuesto (Figura 45a, b).

Bajo condiciones de oscuridad, y en presencia o ausencia de 3 % de sacarosa (o sorbitol como control
osmdtico), todas las plantas elongaron sus raices, aunque las mutantes athb5 lo hicieron con mayor eficiencia
que los controles o las ATS (Figura 45¢). En medio con sorbitol, las diferencias desaparecieron, indicando

que el estrés osmdtico no fue responsable del fenotipo diferencial, sino el metabolismo de la sacarosa.

La cuantificacion de sacarosa en raices de plantulas de 10 dias mostro que las lineas ATS presentaban
concentraciones menores que en raices de plantas WT, mientras que las athb5 no mostraron diferencias
significativas (Figura 45d). Esto sugiere un defecto en el transporte de sacarosa a través del floema en las

plantas sobreexpresantes respecto de sus pares WT.

Para confirmarlo, se empled la sonda fluorescente CFDA, aplicada en cotiledones para rastrear el flujo a
través del floema. Todas las plantas mostraron fluorescencia radicular, pero las lineas AT5 presentaron un
recorrido mas corto y una intensidad menor, mientras que las athb5 transportaron la sonda mas rapidamente
y alcanzaron una distancia mayor en el mismo tiempo (Figura 45e-h). Estos resultados demuestran que

AtHBS regula negativamente el transporte de sacarosa hacia las raices, afectando su desarrollo y elongacion.
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Figura 45. AtHBS modula la morfologia de la raiz e inhibe el transporte de sacarosa a las raices

(a) Longitud de la raiz primaria y (b) niimero de raices laterales de plantulas de 7 dias de edad de mutantes athb3,

sobreexpresantes AT5 y WT cultivadas en condiciones normales. (¢) Longitud de la raiz primaria de plantulas

cultivadas en oscuridad y suplementadas o no con sacarosa o sorbitol al 3 %. (d) Concentracion de sacarosa en las raices

de los mismos genotipos, cultivadas en condiciones normales. (e) Panel superior, imagenes de campo claro de plantulas

de 7 dias de edad de athb5, AT5 y WT. Panel inferior: sonda CFDA transportada en las mismas plantas, visualizada con

un microscopio de fluorescencia 10 min después de la aplicacion en cotiledones. Barras = 1 mm. Las flechas blancas

indican la distancia alcanzada por la sonda fluorescente. (f) Distancia recorrida por la sonda CFDA a través de las raices

durante 10 min, cuantificada por ImageJ. (g) Panel superior: imagenes de campo claro de plantulas athb5, ATS y WT

de 7 dias de edad. Panel inferior: sonda CFDA, visualizada con un microscopio de fluorescencia 3 min después de su

aplicacion en cotiledones. Barras = 1 mm. Las flechas blancas indican la distancia alcanzada por la sonda fluorescente.

(h) Distancia recorrida por la sonda CFDA a través de las raices durante 3 min, cuantificada por ImageJ. Las barras

representan el SEM. Las diferencias significativas se indican con asteriscos (* p <0,05; prueba ¢ de Student).
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5. DISCUSION

Los resultados presentados en este Capitulo revelan que AtHBS, perteneciente a la subfamilia I de los HD-
Zip, actua como un regulador negativo del crecimiento vascular y del transporte de carbono, afectando de
manera directa la particion fuente-sumidero, la acumulaciéon de biomasa y la produccidon de semillas en
Arabidopsis. Estas observaciones complementan y amplian los hallazgos de los capitulos anteriores, en los
que se demostrd que el estrés mecanico induce una expansion del tejido vascular y un aumento en la
movilizacion de fotosintatos hacia 6rganos sumideros, procesos asociados a una mayor produccion de
semillas. La caracterizacion funcional de AtHBS permite ahora situar este factor dentro de la red
transcripcional que controla tales respuestas, revelando su papel como modulador negativo de los cambios

anatomicos, fisioldgicos y metabdlicos que también se relacionan con el estimulo mecénico.

En este sentido, resulta interesante destacar que no es habitual encontrar mutantes de HD-Zip I que presenten
caracteristicas mejoradas o deseables. En contraste, existen varios trabajos en los que la sobreexpresion o
expresion ectdpica de estos genes confirio caracteristicas potencialmente beneficiosas, como una mayor
tolerancia a factores de estrés abidtico (Manavella y col., 2006; Cabello y col., 2012; Zhao y col., 2014,
2021; Cabello y col., 2016; Basso y col., 2021; Raineri y col., 2022). Incluso varias construcciones capaces
de sobreexpresar miembros de HD-Zip I fueron protegidas mediante patentes (Arce y col., 2008; Guo y col.,

2011; Sanz Molinero y col., 2016).

Estudios previos han mostrado que distintos estimulos mecénicos como la aplicacion de peso, el tacto o la
hipergravedad inducen cambios transcripcionales en miembros de la familia HD-Zip I (Ko y col., 2004;
Tamaoki y col., 2014; Xu y col.,, 2019). Sin embargo, la comparacion entre estos datos revela una
superposicion limitada entre los genes regulados, lo que sugiere que cada modalidad de estimulo mecéanico
activa programas moleculares mayormente especificos. En concordancia con esta idea, el anélisis de RNA-
seq realizado en este trabajo no mostrd cambios significativos en la expresion de genes HD-Zip I luego de 6
h de tratamiento con peso, lo que indica que estos factores no forman parte del nicleo de la respuesta
transcripcional temprana detectada a nivel global. No obstante, el andlisis especifico de los transcriptos de
AtHBS) revelo una regulacion diferencial significativa en tallos y rosetas de plantas tratadas, particularmente
en etapas tempranas del estimulo mecéanico. En este sentido, A#HB5 no pareceria actuar como un regulador
general en la percepcion de la sefial mecdnica, sino mas bien como un nodo transcripcional que ajusta
procesos asociados a la respuesta al estrés mecanico, como el crecimiento vascular y el transporte de

carbono.

En este trabajo, observamos que las lineas mutantes athb5 presentan tallos mas anchos, con incremento en
las areas del xilema, del floema y de la médula, mientras que las lineas sobreexpresantes AT5 mostraron
reducciones significativas en esos tejidos. Estos resultados confirman las observaciones de Ko y col., (2004),
quienes informaron que ArHB5 se expresa en el tallo en etapas tempranas del desarrollo y que su

transcripcion disminuye durante la transicion al crecimiento secundario. Ademas, la reduccion de lignina
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observada en las lineas ATS y su incremento en las plantas mutantes athb5 refuerzan la nocion de que
AtHBS regula negativamente la lignificacion del xilema, un proceso clave para el refuerzo estructural del
tallo que ocurre durante el crecimiento secundario (Schuetz y col., 2014; Taylor-Teeples y col., 2015). Tras
la division y diferenciacion celular, las células del xilema experimentan un programa de desarrollo que
incluye la formacion de la pared celular secundaria, la lignificacién y la muerte celular programada, para
producir fibras y vasos de xilema funcionales (Schuetz y col., 2012). En este contexto, AtHB5 también

podria actuar como un represor de la via de lignificacion.

La localizaciéon del promotor PrAtHBS:GUS en tejidos vasculares de tallo, peciolo y raiz, pero no en el
floema propiamente dicho, sugiere que su accion reguladora ocurre en el contexto del parénquima asociado o
de otras células del sistema conductor, mientras que las alteraciones fenotipicas y metabdlicas observadas en
las lineas mutantes y sobreexpresantes de AtHBS indican que este factor influye directamente en la particion
de carbono entre tejidos fuente y sumidero, que ocurre a través del floema. Las plantas mutantes athb5
presentaron mayor acumulacion de sacarosa en tallos y glucosa en hojas, acompaiiadas de un incremento en
el rendimiento y contenido lipidico de las semillas. En contraste, las lineas ATS mostraron una represion
generalizada del flujo de carbono, con menor acumulacion de azucares y lipidos y baja produccion de
semillas. Estos resultados sitian a AtHBS como un represor transcripcional de la movilizacién de
fotosintatos, actuando de manera opuesta al patrén de respuesta inducido por el estrés mecénico descripto en

el Capitulo II.

El aumento de la produccion de semillas en las plantas mutantes athb5, debido principalmente a un mayor
nimero de granos, es consecuencia de una mayor llegada de carbono, lo que también podria contribuir a los
efectos observados en las concentraciones de compuestos de reserva. En semillas, las proteinas de
almacenamiento y los triacilgliceroles acumulados representan aproximadamente entre el 30 y el 40 % del
peso seco (Baud y col., 2002) y ambos compuestos se vieron incrementados en plantas athb5. Ademas, la
eliminacion de ramas laterales acentud el fenotipo diferencial sobre la produccidon final se semillas, lo que
respalda la hipdtesis de que el transporte a larga distancia se ve favorecido en las plantas mutantes athb5 en

comparacion con las WT y ATS.

El andlisis de la expresion de genes que codifican transportadores de sacarosa mostrd que AtHBS regula
negativamente AtSWEETI6 en tallos, transportador asociado al intercambio vacuolar de azlcares (Klemens y
col., 2013). La represion de AtSWEET16 podria explicar la menor disponibilidad de sacarosa en los tallos de
las plantas ATS5, afectando la provision de carbono hacia érganos sumideros. Este efecto recuerda al
observado en la doble mutante atsweet!6/17, que también presenta alteraciones en la lignificacion y en la
composicion de la pared celular secundaria del xilema (Aubry y col., 2022). En conjunto, estos datos
sugieren que AtHBS coordina la homeostasis de carbono y la maduracion de tejidos conductores, regulando

no sélo la expansién del xilema sino también la expresion de transportadores de sacarosa.
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La dindmica de azucares evaluada durante el transcurso de todo el fotoperiodo revelé ademés un desbalance
en la movilizacién del almidon transitorio. Las lineas AT5 acumularon almidon al final del dia, pero
liberaron menos sacarosa al inicio del periodo de luz, lo que indica una desconexion entre la degradacion del
almidon y la exportacion de carbono. En las plantas mutantes athb5, en cambio, la degradacion del almidon
y la liberacidon de sacarosa ocurrieron de manera coordinada, permitiendo sostener el flujo de carbono
durante el dia y la noche. Estas observaciones se correlacionan con el aumento de los niveles de transcriptos
SS1y SS4 en las lineas ATS y de GBSS en las mutantes. SS7 y SS4 codifican para enzimas que participan en
la sintesis de amilopectina. SS1 genera glucanos de cadena corta (Hizukuri y col., 1986), mientras que SS4
participa en la iniciacion de los granulos (Roldan y col., 2007). La induccion de estos transcriptos en plantas
ATS5 sugiere que AtHBS regula positivamente la generacion de glucanos de cadena corta de la amilopectina
y la formacidén de granulos de almiddn. Por otro lado, la sintesis de amilosa depende estrictamente de GBSS
y no requiere ninguna de las cuatro sintasas de almidon. La expresién de GBSS se induce en las plantas

mutantes athb35, lo que indica que AtHBS podria regular negativamente la sintesis de amilosa.

En cuanto a los genes implicados en la degradacion del almidén, GWD aument6 su expresion en las lineas
mutantes athb5, mientras que BAMI1 y BAM3 vieron reprimidos sus niveles de transcriptos en las plantas
AT5. GWDI1 y PWD actian en los pasos iniciales de la degradacion del almidon, fosforilando residuos de
glucosa (Ritte y col., 2002; Baunsgaard y col., 2005; Kétting y col., 2005), mientras que BAM1 y BAM3 son
dos B-amilasas cloroplastidicas que hidrolizan las cadenas externas del almidén, liberando maltosa (Fulton y
col., 2008). Estos resultados sugieren que AtHBS5 podria estar promoviendo la sintesis de almidon y
reprimiendo el primer paso de su degradacidn, lo que ralentizaria la liberacion de maltosa. Estos resultados
podrian explicar por qué las plantas AT5 acumulan mas almidon al final de la noche, pero no liberan mas
sacarosa al comienzo del dia, reflejando una funcién compleja de AtHBS sobre la regulacion transcripcional

de la via del almidon.

Las plantas con sintesis o degradacién de almiddn alteradas presentan una biomasa reducida en condiciones
de fotoperiodo normal (Caspar y col., 1985; Gibon y col., 2004, 2009), debido a que una menor reserva de
almidon afecta negativamente el crecimiento de la planta durante la noche (Wiese y col., 2007). En ese
sentido, la sobreexpresion de AtHB5 redujo significativamente el peso seco del tallo, el nimero de silicuas y

el contenido de lipidos en semillas, mientras que su pérdida de funcidn tuvo los efectos opuestos.

Los efectos negativos de AtHBS sobre la movilizacion de carbono también impactan durante la etapa
vegetativa de la planta, en la que las raices representan uno de los principales tejidos sumidero. Las
diferencias en longitud y niimero de raices laterales entre genotipos indican que AtHBS también regula el
transporte de sacarosa hacia tejidos subterraneos. La disminucion de fluorescencia de la sonda CFDA en
raices de lineas ATS confirma que el transporte de carbono esta limitado, lo que se traduce en una raiz

primaria més corta y con menor nimero de raices laterales.
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Estudios previos demostraron que el crecimiento radicular se ve influenciado por la iluminacién y por la
suplementacion del medio de cultivo con glucosa o sacarosa (Silva-Navas y col., 2015; Lopez-Garcia y col.,
2020; Garcia-Gonzalez y col., 2021a). Aqui demostramos que, en oscuridad, las plantas mutantes athb5
presentan mayor elongacion de la raiz primaria en plantulas suplementadas con sacarosa que las WT,
mientras que las plantas AT5 exhiben raices mas cortas, lo que indica que las raices de athh5 son mas
eficientes en la absorcion de sacarosa del medio. En las plantulas, la raiz es el principal érgano de sumidero y
su crecimiento depende de la sacarosa transportada desde los cotiledones. Aqui mostramos que las plantas
ATS presentaron menor concentracion de sacarosa en las raices en condiciones normales de crecimiento, no
solo en plantulas sino también en plantas maduras, lo que refuerza atin mas el rol negativo de AtHBS en el

transporte de sacarosa.

La calosa en los elementos cribosos es un marcador tipico de obstruccion del flujo de floema y suele
acumularse bajo condiciones de estrés (Julius y col., 2018). Este polimero permite a los poros ubicados en
los extremos de los elementos cribosos variar su tamafio e influye en el flujo de la savia del floema a través
de la planta (Barratt y col., 2011; Xie y col., 2011). Las plantas mutantes cpd! (MAIZE CARBOHYDRATE
PARTITIONING DEFECTIVE 1) presentan acumulacion de almiddn y azucares solubles en las hojas. Esta
acumulacion se debid a la inhibicion de la exportacion de sacarosa, lo cual podria explicarse por depdsitos
ectopicos de calosa en el floema de las hojas mutantes. En consecuencia, las plantas mutantes cpd!
mostraron una menor altura y rendimiento (Julius y col., 2018), similar al fenotipo observado en las plantas
ATS. En este caso, la presencia de calosa exclusiva en las lineas AT5 sugiere que la sobreexpresion de
AtHBS5 perturba la homeostasis del floema, reduciendo el transporte, lo que lo convierte en otro de los
factores que contribuyen a la reduccion del transporte de carbohidratos en estas plantas, y respalda atin mas
su papel negativo en el transporte de azlcares, ahora también desde las hojas. Ademés, AtHBS también
modula la arquitectura del peciolo: los peciolos de las lineas mutantes son mas robustos y con haces
vasculares mas desarrollados, mientras que las ATS5 muestran haces reducidos y menor extension del floema.
Estas diferencias impactan directamente en la capacidad de transporte fuente-sumidero desde la hoja, y

explican los cambios observados en rendimiento y biomasa.

En conjunto, los resultados permiten proponer un modelo en el que AtHBS actia como un regulador
transcripcional negativo del desarrollo vascular y del transporte de azlcares. En condiciones normales,
AtHB5 mantiene un equilibrio entre crecimiento y transporte, restringiendo la proliferacion cambial, la
lignificaciéon y la exportacion de carbono. La pérdida de AtHBS rompe este equilibrio, promoviendo un

fenotipo de alto transporte y productividad, pero también de mayor demanda metabdlica.

Si bien este factor de transcripcion regula las mismas caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas que se
alteran en respuesta al estrés mecanico, la relacion entre ambas aun no se ha establecido y requiere de
estudios futuros que analicen cambios en el patrén de expresion de AtHB5 frente al estimulo mecénico o

evaluen la respuesta de mutantes y sobreexpresantes del factor de transcripcion frente al estrés.
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Desde una perspectiva evolutiva y funcional, AtHBS podria representar un punto de control transcripcional
dentro de la familia HD-Zip I que coordina crecimiento, vascularizacion y metabolismo de azicares. La
comprension de este nodo regulador abre perspectivas para la manipulacion de la eficiencia de transporte y la
productividad en cultivos, particularmente bajo condiciones que requieran equilibrar robustez estructural y

economia de recursos.
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CONCLUSIONES

Los resultados presentados a lo largo de esta Tesis permiten comprender de manera integral como las plantas
de Arabidopsis responden a sefiales mecanicas ajustando su desarrollo vascular, transporte de carbohidratos
y, en ultima instancia, su produccién de semillas. En conjunto, los tres capitulos delinean un modelo de
respuesta al estrés mecanico en el cual la expansidn estructural del sistema vascular se coordina con una
reprogramacion metabodlica y transcripcional orientada a optimizar la asignacién de carbono entre érganos

fuente y sumidero.

En primer lugar, los resultados del Capitulo I demostraron que el estrés mecanico actia como modulador del
crecimiento radial del tallo, promoviendo tanto el engrosamiento del 6rgano como el incremento del nimero
de haces vasculares. Estos cambios estructurales dependen de una compleja red de interacciones que
involucra varios genes y fitohormonas. La sefializacion de BRs, mediada por BES! y BZR1, y la de SLs, a
través de BRC1, convergen para inducir la expresion de CLE44, cuya activacién en el cambium desencadena
la proliferacion de tejido vascular mediante el modulo CLE44-PXY-WOX4/14 (Figura 18). Este hallazgo
aporta evidencia de que las respuestas al estimulo mecanico no se limitan a un refuerzo estructural pasivo,
sino que resultan de una reorganizacion molecular altamente regulada, en la que las vias hormonales y
peptidicas actiian de forma integrada. Ademas, el papel central de CLE44 vincula la respuesta mecdnica con
la plasticidad vascular en plantas adultas, demostrando que los mecanismos de crecimiento adaptativo

también repercuten en la productividad.

El Capitulo II profundiz6 en las implicancias funcionales de esta expansion vascular, revelando que el
estimulo mecanico induce una respuesta sistémica que incluye tanto la proliferacion y diferenciacion de
tejidos conductores como la activacion de rutas de transporte y metabolismo de aztcares. El aumento del
numero y tamafio de los haces vasculares en plantas tratadas se tradujo en un mayor flujo de sacarosa hacia
las semillas, acompafiado por una acumulacion coordinada de almidon en hojas y una mayor eficiencia de
movilizacién de carbono, lo que resultdé en un incremento del rendimiento bajo condiciones dptimas. Sin
embargo, esta ventaja adaptativa mostro un costo en condiciones de déficit hidrico: las plantas previamente
expuestas al peso presentaron una menor tolerancia a la sequia, evidenciando que la respuesta al estimulo
mecdnico prioriza la productividad sobre la eficiencia hidrica. En este contexto, el andlisis transcriptdmico
por RNA-seq aportd una dimension adicional al revelar que las plantas tratadas con peso presentan una
activacion anticipada de genes tipicamente asociados a la respuesta a déficit hidrico, deshidratacién y
sefializacion por ABA, incluyendo factores de transcripcion, quinasas y enzimas de la biosintesis hormonal.
Estos hallazgos resaltan el caracter dual de la plasticidad vegetal, capaz de generar beneficios o desventajas
segun el contexto ambiental. Asimismo, la induccion transcripcional de genes que codifican transportadores
de sacarosa SUC y SWEET, junto con genes de sintesis y degradacion de almidon, demostrd que la respuesta
al estrés mecdnico implica una reconfiguraciéon metabdlica de amplio alcance, en la que el ajuste de la

homeostasis de carbono y el aumento del sistema vascular ocurren de manera coordinada.
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Finalmente, el Capitulo III permiti6 situar al factor de transcripcion AtHBS como un componente clave en la
regulacion negativa del crecimiento vascular y del transporte de carbohidratos, aportando un nivel adicional
de control transcripcional sobre los procesos descriptos en los capitulos anteriores, aunque no se ha
comprobado atn el rol de AtHBS5 dentro de la respuesta al estimulo mecanico en particular. En este marco, la
regulacion temprana de AtHBS5 observada en analisis especificos de RT-qCPR, aunque no detectada en el
RNA-seq global, refuerza la idea de que este factor no integra el nlicleo transcripcional de la respuesta al
peso. Ademas, el andlisis comparativo de datos transcriptomicos provenientes de distintos tipos de estimulos
mecanicos (peso, tacto e hipergravedad) mostr6 una superposicion limitada entre los genes diferencialmente
expresados, indicando que cada tipo de estimulo mecanico activa redes moleculares especificas. No obstante,
la presencia recurrente de factores de transcripcion de la familia HD-Zip I, como AtHB12 o AtHBS3, sugiere

que estos reguladores si podrian desempefiar roles importantes dentro de la respuesta al peso.

La pérdida de funcion de AtHBS promovid un fenotipo de alto transporte de sacarosa y aumento del
rendimiento, con incremento de la lignificacion, la acumulacion de azicares y el contenido lipidico en
semillas, mientras que su sobreexpresion produjo el efecto opuesto, asociado a una disminucién de la
translocacion de carbono, reduccidén de biomasa y acumulacion de calosa en el floema. Estos resultados
demuestran que AtHBS actia como un modulador transcripcional que restringe la expansion vascular, la
lignificacién y la exportacidn de carbono, contribuyendo al equilibrio entre crecimiento y demanda
metabdlica. Ademaés, la regulacion negativa de transportadores como AtSWEETI6 sugiere que AtHBS
conecta el control anatdmico del sistema conductor con la dindmica de movilizacién de azucares. De esta
forma, la accion de AtHBS representa un mecanismo de ajuste fino que permite a la planta modular su

capacidad de transporte de fotosintatos segun los requerimientos de desarrollo.

En conjunto, los resultados de esta Tesis proponen un modelo integrador en el que la percepcidon del estimulo
mecanico activa una red hormonal (BRs, SLs y péptidos CLE) que regula la proliferaciéon cambial y el
desarrollo vascular, acompafiada por una reprogramacion metabolica que optimiza la particion de carbono
hacia los o6rganos sumideros. Sobre este marco, factores de transcripcion del tipo HD-Zip I, como AtHBS,
podrian actuar como moduladores, ajustando la magnitud de la respuesta y coordinando la asignacion de

recursos estructurales y energgticos.

Desde una perspectiva aplicada, los hallazgos de este trabajo aportan bases conceptuales relevantes para la
manipulacion del crecimiento y la productividad en cultivos. La identificacion de nodos reguladores como
CLE44, BRCI1 y AtHBS5 abre la posibilidad de disefar estrategias genéticas orientadas a optimizar la
arquitectura vascular y la eficiencia de transporte de carbono, equilibrando robustez estructural y
rendimiento en contextos de estrés ambiental. En suma, esta Tesis contribuye a la comprension del modo en
que las plantas integran sefiales mecanicas con redes hormonales y transcripcionales para sostener un
desarrollo eficiente y adaptativo, destacando la interdependencia entre estructura, metabolismo Yy

productividad como un principio fundamental de la fisiologia vegetal.
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