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RESUMEN.

El maiz es una especie monocotiledonea que pertenece a la familia
Poaceae de gran valor comercial y cultural en Mesoamérica. Aunque la mayor
parte de nuestro conocimiento sobre los factores que determinan la arquitectura
de la raiz se ha obtenido de la planta modelo Arabidopsis thaliana, en afios
recientes el maiz ha alcanzado una importancia considerable en investigacion. El
sistema radicular del maiz tiene una organizacion compleja que inicia con la
formacion de la raiz primaria y las raices escutelares seminales. El desarrollo post-
embrionario continla con la formacion de las raices de corona y aéreas. Los
diferentes tipos de raices incrementan la superficie de absorcion mediante la
produccion de raices laterales.

En este trabajo se estudié el desarrollo temprano del sistema radicular del
maiz variedad chalquefio, bajo dos condiciones experimentales i) en plantas
germinadas en camas de algodon a partir de semilla desinfectada vy ii) utilizando
ejes embrionarios en un sistema de crecimiento in vitro. En camas de algodon los
organos se desarrollan en el siguiente orden: al dia 2 la raiz primaria, al dia 3 las
raices escutelares seminales, al dia 7 las raices laterales y al dia 8 las raices de
corona con un crecimiento simultadneo y continto. Por otra parte, en el sistema in
vitro en que se utilizaron ejes embrionarios que se cultivaron en un medio nutritivo
Murashige y Skoog (0.2X) semisélido, se evidencié una arquitectura de la raiz
similar al observado en plantas germinadas de semillas intactas, con la diferencia

gue el crecimiento general de la planta es mas lento.

Con la finalidad de conocer los efectos de diferentes auxinas sobre la
arquitectura de la raiz del maiz, se realizaron experimentos in vitro utilizando acido
indol-3-acético (AlA), acido 1-naftalen aceético (ANA), acido indol butirico (AIB) y
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). Cada una de las auxinas mencionadas
mostro efectos diferenciales sobre la arquitectura de la raiz, donde se destaco la
actividad del ANA y AIB en la formacion de raices de corona y laterales. El 2,4-D
mostro un efecto represor en el programa de desarrollo de la raiz y follaje e indujo

la formacion de callos.



Las auxinas afectan la morfogénesis de las plantas modulando
directamente el ciclo celular. Para analizar si los efectos de las diferentes auxinas
sobre la morfogénesis de la raiz ocurre por cambios en los niveles de proteinas
que participan en las diferentes fases del ciclo celular, se inmunodetectaron las
proteinas HSP101, CYCA, CKS y CDKA en la raiz y el follaje de plantas de maiz
crecidas in vitro mediante la técnica de Western blot. Las auxinas ANA, AIB y 2,4-
D afectaron los niveles de todas las proteinas analizadas en la raiz y el follaje. Es
de resaltar que el AIA incrementé la acumulacion de HSP101 y CKS en tanto que
las proteinas CYCA y CDKA permanecieron constantes en respuesta al
tratamiento con dicha hormona. En conjunto, los resultados obtenidos en el
presente estudio muestran que las auxinas regulan diferencialmente Ila
arquitectura radicular del maiz y los niveles de las proteinas relacionadas con el

ciclo celular.



1. INTRODUCCION.

El maiz (Zea mays L.) es uno de los cultivos de mayor tradicion e
importancia entre los pueblos de Mesoamérica, que constituy6 la base alimenticia
de sus habitantes por ser un cereal de gran valor nutricional. El origen exacto del
maiz no ha llegado a esclarecerse completamente, sin embargo, la propuesta mas
aceptada sitla su origen en el valle de Tehuacan estado de Puebla a partir del
teosintle (Zea mays ssp.), (maleza que crece de forma silvestre y que esta
emparentada cercanamente con el maiz) (Dorweiler et al., 1993).

Recientemente el maiz se ha establecido como un organismo modelo en la
investigacion basica para generar informacion sobre la biologia de los cereales
(Demostrables y Scanlon, 2009). El ciclo de vida del maiz puede dividirse en dos
grandes etapas: i) un estadio vegetativo y ii) la fase reproductiva. La primera,
comprende desde la germinaciéon hasta la emergencia de las inflorescencias
masculinas (panoja), mientras que la etapa reproductiva involucra el desarrollo de
las inflorescencias femeninas (espigas). Posteriormente la polinizacion de las
espigas da lugar a la formacioén de los granos de la mazorca (Monasterio et al.,
2007).

Las primeras etapas de desarrollo del maiz son altamente sensibles a la
falta de agua y nutrientes por lo que, la consolidacién del cultivo en el campo
demanda una gran inversién en insumos Yy labores culturales. Generalmente los
suelos donde se cultiva el maiz no tienen la capacidad de proporcionar los
nutrientes necesarios para el crecimiento eficiente de las plantas y para la
obtencién del rendimiento adecuado sin la ayuda del hombre. Por lo antes
mencionado se debe recurrir al empleo de fertilizantes y el cultivo de la planta en
la estacion lluviosa o mediante el riego artificial. El estudio de los factores que
determinan la capacidad de absorcion de agua y nutrientes como el nitrdgeno, el
fésforo, el potasio y algunos micronutrientes es un tema de actualidad enfocado a
incrementar la produccion de granos especialmente en suelos acidos y alcalinos,
los cuales representan la mayor superficie cultivable del planeta (Lépez-Bucio et
al., 2003).



La raiz del maiz al igual que en otras plantas, participa en la captacion de
agua y nutrientes del suelo, ademas de proveer soporte estructural y ser el sitio de
interaccion con factores bidticos y abidticos que con frecuencia determinan la
productividad del cultivo (Hochholdinger et al., 2004a; Liedgens et al., 2000;
Lépez-Bucio et al., 2003).

El desarrollo del sistema radicular del maiz puede ser embrionario y post-
embrionario. El primero ocurre por una serie de divisiones asimétricas en las
células del zigoto dando lugar a la formacion del suspensor y al embrion. Después
de las divisiones antes indicadas, aparece el eje embrionario formado por el
meristemo apical foliar y radicular en el coledptilo. Finalmente, se desarrollan
estructuras embrionarias tales como la raiz primaria (RP) y las raices escutelares
seminales (RES) (Chandler et al., 2008; Nardmann y Werr, 2009; Sheridan y
Clark, 1994).

Una vez que las condiciones ambientales son favorables comienza la
germinacion, iniciando asi el desarrollo post-embrionario que es altamente plastico
y puede estar afectado tanto por reguladores del crecimiento como por el
ambiente. La germinacion se caracteriza por la emergencia de la radicula y
avanza con el aporte de nuevas células generadas en el meristemo de la raiz,
ademas de la expansion de las células presentes en la zona radicular de
elongacion (Ishikawa y Evans, 1995). Mas allad de esta regidon, en la zona de
diferenciacion ocurre la formacion de pelos radiculares (Saleem et al., 2010). En
conjunto, los procesos de division, elongacion y diferenciacion celular dan como
resultado el arreglo tridimensional del sistema radical que lleva a la conformacion

de la arquitectura de la raiz observado en plantas adultas.



2. ANTECEDENTES.

2.1. Estructura de las semillas del maiz.

Las semillas del maiz son frutos denominados cariopsides formados
principalmente por tres partes, el pericarpio, el endospermo y el embrién. Este
altimo esta constituido por un eje embrionario conformado por el coledptilo,
plumula, radicula y la coleorriza, todos ellos rodeados por el escutelo (Fig. 1). Las
estructuras que forman la semilla tienen las siguientes funciones: el pericarpio
forma la pared de la semilla; la aleurona es una capa epidérmica que cubre al
endospermo y secreta enzimas hidroliticas que actian sobre las reservas
alimenticias almacenadas en el endospermo durante la germinacion (Becraft,
2001; Forestan et al., 2010; Olsen, 2001). El endospermo constituye del 85-90%
del peso del grano y es un tejido de reserva de carbohidratos que provee
nutrientes para el desarrollo y la germinacion del eje embrionario (Jeglay y Cruz,
2006; Sabelli y Larkins, 2009). El escutelo es el nombre que se da al cotiledon y
funciona en la absorcion de nutrientes del endospermo para el embrién (Raven et
al., 1999). El coleoptilo es una estructura que protege a las primeras hojas y al
meristemo apical foliar. La plumula por otra parte, forma la primera hoja. La
radicula es el precursor de la RP y la coleorriza proporciona proteccion al

meristemo de la raiz.
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Figura 1. Representacion esquematica de la semilla de maiz (Zea mays L.). La semilla esta
formada por varios tejidos y un endospermo que proporciona nutrientes a los diferentes tejidos y

organos. Esquema adaptado de Scanlon y Takacs (2009).

2.2. Laraiz del maiz.

La arquitectura del sistema radicular del maiz muestra alteraciones
dramaticas durante su desarrollo. Durante los primeros dias después de la
germinacion, el sistema radicular embrionario constituido por la RP y las RES, es
una parte importante para la captacion inicial de agua, nutrientes y el
establecimiento de la plantula en el suelo (Hochholdinger et al., 2004b; Singh et
al., 2010) (Fig. 2). Por otra parte, a las pocas semanas después de la germinacién,
el sistema radicular de la planta adulta se fortalece con las raices de corona (RC)
y aéreas (RA) formadas en los nodos del tallo y de las raices laterales (RL) que
tienen su origen en las células del periciclo de todos los tipos de raices descritos

anteriormente (Fig. 2).



A

Raices seminales
escutelares

Raices laterales
<—— Raiz primaria

Figura 2. Arquitectura del sistema radicular del maiz (Zea mays L.). A, Planta de maiz de 14
dias de edad en la que se muestra la raiz primaria (color rojo), las escutelares seminales (color
azul), las de corona (color verde) y las raices laterales. B, Raices aéreas de soporte foliar
localizadas por arriba del nivel del suelo de una planta de 6 semanas de edad. Modificado de
Hochholdinger y Tuberosa (2009a) y Hochholdinger et al., (2004a).

2.3. Desarrollo embrionario: Raiz primaria y raices escutelares

seminales.

El desarrollo del sistema radicular embrionario primero ocurre por una serie
de divisiones asimétricas en la célula del zigoto (estado pre-embrion) dando lugar
a la formacion del suspensor y del embridn (estado de transicién). Después de las
divisiones antes indicadas aparece el eje embrionario formado por el meristemo
apical foliar y radicular (estado coledptilo). Finalmente se desarrollan estructuras
embrionarias tales como el primer primordio de la hoja, la RP y las RES (Estado 1)
(Fig. 3) (Chandler et al., 2008; Nardmann y Werr, 2009; Sheridan y Clark, 1994).



Primordio de
hoja

Escutelo Primordio de
MAF RES
Embrién .[ O

b '

~F
Q ] MRP
I\ Primordio de
Suspensor RP
Pre-embriéon Transicion Coleoptilo Estado 1

Figura 3. Representacion esquemaética del desarrollo embrionario de la raiz primaria y de las
raices escutelares seminales en maiz. Formacién de los diferentes tejidos y érganos a partir de
las divisiones asimétricas del zigoto en el estado pre-embrién. Durante el estado de transicion
aparece la simetria radial con la formacién de una regién meristemética en forma de cufia en la
parte superior del embrién. En el estado de coledptilo la regién superior del meristemo da lugar a la
formacién del meristemo apical foliar (MAF) y en la inferior se forma el meristemo de la raiz
primaria (MRP). Finalmente, en el estado 1 se forman primordios de hojas que crecen por los
bordes del MAF; el primordio de la raiz primaria (RP) y de raices escutelares seminales (RES).
Modificado de Chandler et al., (2008); Sheridan y Clark (1994); Woll et al., (2005).

Una vez que las condiciones ambientales son favorables comienza la
germinacion con la emergencia de la radicula y el crecimiento se lleva a cabo por
el aporte de nuevas células generadas en las zonas meristeméticas, ademas de la
expansion de las células presentes en la zona de elongacién (Ishikawa y Evans,
1995). Mas alla de esta region, en la zona de diferenciacion ocurre la formacion de
pelos radiculares y RL (Saleem et al., 2010). La RP y las RES aparecen después
de la germinacion (Fig. 4A-B). La primera se forma endégenamente y es visible a
los dos o tres dias después de la germinacion, una vez que emerge a través de la
coleorriza (CO) (Fig. 4B). Las RES emergen del nodo escutelar (NE) a los tres
dias de edad (NE) (Fig. 4B). Los primordios de las RES estan presentes en
nameros variables en el NE durante la fase tardia de la embriogénesis (Grunewald
et al., 2007; Hochholdinger, 2009b).



Figura 4. Desarrollo post-embrionario del sistema radicular del maiz. Notar la emergencia de
los diferentes tipos de raices: A, Germinacion de semillas por 48 hrs, se puede apreciar la salida de
la radicula (R). B, A los tres dias de edad, se observa la emergencia de la raiz primaria (RP) a
través de la coleorriza (CO) y de las raices escutelares seminales (RES) que se desarrollan a partir
del nodo escutelar (NE). C, A los ocho dias de edad se observa la formacion de las raices de
corona o nodales (RC) en el nodo del coleoptilo (NC) y de raices laterales sobre la RP. D, A las
seis semanas de edad se aprecia la formacion de las raices aéreas (RA) en los nodos del tallo.
Adaptado de Martinez-de la Cruz et al., (2011).

2.4. Desarrollo post-embrionario: Raices de corona, aereas y

raices laterales.

2.4.1. Raices de coronay aéreas.

La RP y RES son reemplazadas por un sistema radicular formado por las
raices de corona y aéreas (RA) que contintan creciendo a través de todo el ciclo
de vida de la planta hasta formar un sistema radicular altamente ramificado en
plantas adultas. El sistema radicular post-embrionario estd compuesto por las RC
localizadas por debajo del nivel del suelo, mientras las RA surgen tardiamente en
los nodos del tallo en la planta del maiz por arriba del nivel del suelo (Fig. 4C, D)
(Esau, 1965; Hochholdinger y Feix, 1998; Singh et al., 2010,). Las raices de
corona aparecen en el primer nodo del coleoptilo (NC) entre los 7-8 dias de edad
(d.d.e) (Fig. 4C) (Hochholdinger et al., 2004b; Singh et al., 2010). Las RC forman
la mayor parte del sistema radicular de la planta adulta y son la base para el
soporte de la planta y las responsables de la mayor parte de la captacion de agua
a través de sus RL (Sauer et al., 2006).



Las raices aéreas (RA) o raices nodales aéreas forman a su vez raices
laterales, después que éstas han penetrado en el suelo y proveen un soporte
adicional y mayor absorcion de agua y de nutrientes en las plantas adultas
(Feldman, 1994). Los primordios de las RA se desarrollan a partir de la corteza del
tallo (Hoppe et al., 1986). Los factores nutricionales y ambientales pueden afectar
la formacion de las RC y RA; por ejemplo, la disponibilidad de nutrientes tales
como carbohidratos, fésforo y nitrégeno, asi como la luz, la temperatura y el
fotoperiodo (Demotes-Mainard y Pellerin, 1992; Lopez-Frias et al., 2011; Pellerin,
1994; Pellerin et al., 2000).

2.4.2. Raices laterales.

La formacion de las raices laterales permite la construccion de sistemas
radiculares ramificados, que aumentan el area de absorcion y el volumen de suelo
bajo exploracion, haciendo de esta manera mas eficiente la toma de agua y
nutrientes (Grzesiak, 2009; Lopez-Bucio et al., 2003). Las RL en maiz emergen de
los diferentes tipos de raices entre los 6 a 8 dias de edad (Figs. 2, 4C)
(Hochholdinger et al., 2004b). En maiz, las RL se forman a partir de las células del
periciclo opuestas a los polos del floema en la zona de diferenciacién
(Hochholdinger, 2009b). Con base en observaciones morfologicas, se ha
determinado que la emergencia de las RL ocurre en dos etapas sucesivas:
primero se activan las células del periciclo reguladas por las auxinas para formar
el primordio de la raiz y para que ocurra la division celular necesaria para el
crecimiento, posteriormente, el primordio emerge a través de las diferentes capas
celulares de la RP (Park et al., 2004).
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2.5. Organizacion celular de las raices del maiz.

2.5.1. Organizacion radial.

La organizacion celular de todos los tipos de raices del maiz es similar y se
presenta en la Figura 5 en un corte transversal. El haz vascular (HV) esta formado
por elementos del xilema temprano EMX, por sus siglas en inglés “early
metaxylem elements” y tardio LMX “late metaxylem elements” asi como del floema
encargado del transporte de agua, nutrientes y de fotosintatos. En el maiz, el
periciclo (PE) forma la capa externa del haz vascular, la division de las células de
esta capa y de la endodermis (EN) participan en la formacién de las RL
(Hochholdinger et al., 2004a, 2004b, 2009b). También existe una sola capa de
endodermis y de 8 a 15 capas de células del cortex. La epidermis es la capa mas
externa de la raiz y estd formada por tricoblastos, células que dan lugar a la
formacién de pelos radiculares y de atricoblastos, células que no forman pelos

radiculares.
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Figura 5. Organizacion anatémica de la raiz primaria del maiz vista en seccion transversal. El
cilindro central estd formado por el haz vascular (HV), elementos del metaxilema temprano y tardio
(EMX y LMX), floema (F) y del periciclo (PE). Ademas tiene una sola capa celular que forma la
endodermis (EN), varias capas de células del cortex (C) y una sola capa de células de la epidermis
(E). Figura modificada de Hochholdinger (2009b).

Sobotik y Haas (2010), realizaron una serie de cortes transversales de la
RP, las RL y las raices de los nodos del tallo en plantulas y plantas adultas de
maiz crecidas en condiciones de laboratorio y en el campo y fueron comparadas
en su estructura. En la Figura 6A y B se muestra la estructura de la RP y las RL de
una plantula de tres dias de edad crecida en el laboratorio, se puede observar una
diferencia clara en el didmetro del haz vascular y el ancho del cortex, mientras que
en la Figura 6C-E, que corresponden a cortes de las raices del primero, segundo y
tercer nodo del tallo de plantas adultas crecidas en campo, se puede observar un
incremento notable en el diametro de las raices del segundo y tercer nodo
comparado con el primer nodo. Esta diferencia parece ser ocasionada por un
incremento en el tamafo del haz vascular, el ancho del cortex y los elementos del

xilema.
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100 um

Figura 6. Organizacion anatémica de la raiz primaria, raices laterales y aéreas del maiz vista
en seccibén transversal. Secciones transversales de la RP (A) y de una raiz lateral (B) de una
plantula de 3 dias de edad crecida en el laboratorio. C-E, Secciones transversales del primer,
segundo y tercer nodo del tallo del maiz crecida en el campo. Nétese las diferencias en estructura
de las diferentes capas celulares, principalmente en los haces vasculares. Modificado de Sobotik y
Haas (2010).
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2.5.2. Organizacion longitudinal.

En la estructura longitudinal de la raiz primaria del maiz se pueden
identificar la zona de division (D), de elongacion (E), de diferenciacion (M) y la
cofia, que protege a la punta de la raiz durante su crecimiento en el suelo (Fig. 7A,
B). El centro quiescente (CQ), corresponde a la regién central de la punta de la
raiz y cuenta con 800 a 1200 células, rodeado por un meristemo proximal y distal
que da lugar a la formacion de los diferentes tejidos y a la cofia de la raiz (Jiang et
al., 2003) (Fig. 7B). La zona de division celular (meristemo proximal) da paso a
una etapa de expansién celular que marca el final de la zona meristematica y el
inicio de la zona de elongacion. Esta zona juega un papel importante en la
respuesta de las raices del maiz a los estimulos ambientales externos (Ishikawa y
Evans, 1995). Una vez que incrementan su tamafio, las células se diferencian en
su forma y funcion final, y esta zona esté evidenciada por la formacion de pelos
radiculares (M) que desarrollan a partir de la epidermis (tricoblastos) de la raiz
(Fig. 7A) (Ishikawa y Evans, 1995).

B Haz vascular B Menistemo proximal
Bl Penciclo Il Centro quiescente
| Endodernus Meristemo distal

Cortex § Cofia

M Epidermis

Figura 7. Seccion longitudinal de la raiz primaria del maiz. Las diferentes zonas de desarrollo
se indican en el margen izquierdo (A), derecho (B): D, division; E, elongacion; M, diferenciacion.
Figura modificada de Dembinsky et al., (2007) y Hochholdinger et al., (2004b).
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2.6. Participacion de las hormonas vegetales en el desarrollo de la

raiz del maiz.

Las plantas producen moléculas organicas pequefias de identidad quimica
variable que afectan el crecimiento y desarrollo. Dichas moléculas se denominan
fitohormonas o reguladores de crecimiento (Jaillais y Chory, 2010; Morquecho-
Contreras y Lopez-Bucio, 2010). Entre las fitohormonas directamente implicadas
en la modulacién de la arquitectura de la raiz del maiz se encuentran: el etileno,
los brasinoesteroides, las giberelinas y principalmente las auxinas. A continuacién
se describe brevemente la informacion que vincula a los diferentes reguladores

con el desarrollo de la raiz.

2.6.1. Etileno.

El etileno es una hormona de naturaleza gaseosa producida por la planta
que regula diferentes procesos morfogenéticos. En condiciones de estrés, cuando
el suelo esta saturado con agua (suelos anegados), se ha reportado un
incremento en la concentracion de etileno en la raiz del maiz. En las plantas
expuestas a etileno en tales condiciones, se inhibe la elongaciéon de las raices
escutelares seminales y se acelera la emergencia de las raices adventicias (raices
que se originan en otras partes de la planta tales como el tallo), esto puede ser
debido al etileno generado y pudiera estimular una rapida emergencia de las
raices ya mencionadas (Jackson et al.,, 1981). Whalen y Feldman (1988),
examinaron el crecimiento de la raiz primaria en respuesta a la aplicacion exdégena
de etileno, encontrando una inhibicién en la elongacién en las células corticales.
Se ha reportado que el etileno también regula el tamafio de la cofia de la raiz, la
diferenciacion celular y el transporte de auxinas (Lee et al., 1990; Ponce et al.,
2005).
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2.6.2. Brasinosteroides.

Los brasinosteroides (BRs) son hormonas esteroidales que tienen un papel
importante en el crecimiento y desarrollo de las plantas y estan ampliamente
distribuidas en el reino vegetal. Se han encontrado treinta y dos BRs en
angiospermas, incluyendo nueve en monocotiledéneas y mas de veinte en
dicotiledéneas, cuatro en gimnospermas, uno en algas y otro en pteridofitas
(Fujioka y Sakurai, 1997; Young-Soo et al., 2005). Se sabe que los BRs en bajas
concentraciones (nM) regulan el crecimiento del brote y promueven la elongacion
de la raiz en Arabidopsis (Mussig et al.,, 2003), mientras que en maiz se ha
reportado la presencia de BRs en la raiz y su participacion en la respuesta
gravitropica (nM) (Seong-Ki et al., 2000; Young-Soo et al., 2005).

2.6.3. Acido giberélico.

El 4&cido giberélico controla la germinacion de las semillas, la elongacion de
los tallos, la expansion de las hojas, el desarrollo de tricomas, flores y frutos
(Morquecho-Contreras y Lépez-Bucio, 2010). Recientemente, Zimmermann y
colaboradores (2010), realizaron una busqueda de genes tipo GAST (gibberellic
acid stimulated transcript-like) en maiz, debido a que previamente se habia
reportado que el &cido giberélico estaba involucrado en la formacion de raices
laterales. Los autores antes mencionados encontraron diez genes ZmGSL (Zea
mays gibberellic acid stimulated-like) que codifican proteinas pequefias de 75 a
128 aminoacidos y cuya expresion in situ confirmé su participacién en el desarrollo
de las raices laterales. Ademas, el acido giberélico (GA3) induce también la

expresion de ZmGSL en los primordios de raices laterales.
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2.6.4. Auxinas.

Las auxinas son reguladores del crecimiento vegetal que participan en una
amplia variedad de procesos fisioldgicos y del desarrollo. ElI concepto de
hormonas en las plantas comenz6 a tomar forma en el siglo XIX con Julius von
Sachs, quién sugirié la presencia de sustancias capaces de formar érganos, las
cuales se movian dentro de la planta (Sachs, 1880). Posteriormente, Charles
Darwin analizando la respuesta hacia la luz en coledptilos de plantulas de avena,
demostré la existencia de una sefial mévil que modulaba el fototropismo (Darwin,
1880). Sin embargo, la existencia de las auxinas fue demostrada hasta 1926 por
F. W. Went mediante un experimento sencillo e ingenioso: A las plantulas de
avena se les corto la punta, que contiene una vainita llamada coledptilo; después
del corte, la planta interrumpia su crecimiento. Si la planta decapitada se le volvia
a colocar el coleoptilo, se notaba que reanudaba su crecimiento, indicando con
ello que en la punta de las plantulas de avena existia una sustancia que
provocaba su crecimiento (Went, 1926). Asi ocurrio el descubrimiento de la
primera hormona de plantas posteriormente denominada auxina (del griego
"auxein" que significa crecer). Esta demostracién estimulé a los investigadores en
la busqueda de la sustancia que estimulaba el crecimiento en las plantulas de
avena y probablemente en otras. Finalmente dicha sustancia fue identificada

quimicamente como el &cido indol-3-acético (AIA) (Woodward y Bartel, 2005).

Se ha descrito que las auxinas, principalmente el AIA, participan en
importantes procesos de organogénesis y desarrollo, incluyendo las respuestas
tropicas a la luz y gravedad, la arquitectura general de la raiz y follaje, el desarrollo
vascular y el crecimiento en cultivos de tejidos (Morquecho-Contreras y Lopez-
Bucio, 2010). Aunque es de especial interés para este proyecto los efectos de las
auxinas sobre la arquitectura de la raiz en maiz, una planta monocotiledonea, a
continuacion se describe el efecto tanto del AIA, como diferentes compuestos
naturales o sintéticos tales como el acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), el
acidol-naftalen acético (ANA) y el acido indol butirico (AIB) en el desarrollo de

Arabidopsis thaliana; estas auxinas inhiben el crecimiento de la raiz primaria y

17



estimulan la formacién de raices laterales dependiendo de su concentracion en el
medio. En la Figura 8, se presentan los efectos de estos compuestos sobre la raiz
de Arabidopsis thaliana (Woodward y Bartel, 2005).
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Figura 8. Efecto de diferentes auxinas sobre la arquitectura de la raiz de Arabidopsis
thaliana. Semillas silvestres (Col-0) fueron germinados y crecidas en medio MS por 6 dias y
transferidas a medio con el solvente (A), 10 nM de AIA (B) ,100 nM de 2,4-D (C), 100 nM de ANA
(D) y 10 nM de AIB (E) e incubados por 6 dias. F, Efecto de varias concentraciones de auxinas
naturales y sintéticas sobre la longitud de la raiz por 8 dias. Modificado de Woodward y Bartel
(2005).
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2.6.4.1. Red de sefnalizacion de las auxinas.

La homeostasis de las auxinas permite el crecimiento y desarrollo favorable
de las plantas y los mecanismos que controlan dicha homeostasis involucran la
sintesis, catabolismo, almacenamiento, conjugacion y transporte de estos
compuestos (Fig. 9) (Tromas y Perrot-Rechenmann, 2010). El transporte de
entrada y salida conduce a la formacion de gradientes 0 maximos de auxinas para
regular procesos de crecimiento y desarrollo. La percepcion y la sefializacion por
auxinas ocurren por los receptores SCF'RVAFE
auxina/acido-3-indol acético (Aux/IAA) y los FACTORES DE RESPUESTA A

AUXINAS (ARFs) (Fig. 9). La transcripcion de los genes de respuesta a auxinas

y ABP1, las proteinas represores

esta regulada por las auxinas y ocurre por la accién de dos grandes familias de
factores transcripcionales que incluyen a las proteinas Aux/IAA y los ARFs. Los
ARFs directamente se unen al ADN y pueden inhibir o activar la transcripcion,
dependiendo del tipo de ARF (Guilfoyle y Hagen, 2007). Las proteinas Aux/IAA se
unen a los ARFs para reprimir la transcripcion regulada por las auxinas
(Szemenyei et al., 2008). Las auxinas forman un complejo con las proteinas TIR1
y AUX/IAA para ubiquitinar a los Aux/IAA, estas proteinas son etiquetadas y
reconocidas por el proteosoma y por lo tanto son degradadas. Este resultado
permite que los ARF se unan a los elementos de respuesta a auxinas y permite la

transcripcion de los genes de respuesta a auxinas.
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Figura 9. Modelo esquematico de la red de respuestas a auxinas y sus interacciones con
sefiales enddgenas y ambientales. El equilibrio entre la sintesis de auxinas (caja verde), la
conjugacion, el almacenamiento y el catabolismo (cuadros rojos), controla la poza activa de AIA
(circulo azul, 1AA siglas en inglés). El contenido celular de la hormona depende también de la
actividad de la red de transportadores de auxinas (caja azul). La conexién entre el transporte de
AIA mediado por PIN5 en el interior del reticulo endoplasmico y la conjugacion/almacenamiento de
AlA se indica con la linea roja punteada. La percepcion y sefializacion de auxinas esta mediada por
el sistema AFB-Aux/IAA-ARF (caja central grande). A bajos niveles de auxinas, las proteinas
Aux/IAAs reprimen la actividad de los factores de transcripcion ARFs a través de la incorporacion
de co-represores transcripcionales de la familia TPL/TPR. La unién de la auxina al complejo

TIR1/AFB

receptor SCF conduce a la ubiquitinacion y degradacion de las proteinas Aux/IAA, liberando

a los factores ARFs. Adaptado de Kieffer et al., 2010.

20



2.6.4.2. Sintesis de auxinas.

Los detalles exactos acerca de la biosintesis de las auxinas permanecen
todavia poco claros (Cohen et al., 2003). En A. thaliana la biosintesis de auxinas
se lleva a cabo tanto en el follaje, principalmente en las hojas jovenes, como en la
raiz primaria y en las raices laterales (Ljung et al., 2005). Se ha demostrado que la
biosintesis de AIA en maiz ocurre mediante una via dependiente de Trp y una ruta
(escasamente investigada) independiente de Trp (Kriechbaumer et al., 2006;
McSteen, 2010). Dentro de la ruta dependiente de Trp en maiz se distinguen
algunos intermediarios como el indol-3-acetaldoxima (IAOXx), el indol-3-acetonitrilo
(IAN), el 4cido indol-3-piruvico (IPA), el indol-3-acetaldehido (IAAId) y la indol-3-
acetamida (IAM) para la biosintesis del AIA (Kriechbaumer et al., 2006) (Fig. 10).

EL IAN es un metabolito endégeno en semillas y plantulas de maiz (Park et
al., 2003). El maiz expresa dos nitrilasas ZmNIT1 y 2, particularmente en el
endospermo de la semilla. ZmNIT2 se sintetiza en el follaje y la raiz en plantulas
jovenes y se ha demostrado que hidroliza IAN a AlA (Park et al., 2003). Otra via
de biosintesis de AlA involucra al IAAdI como un intermediario. Esto es debido a
qgue una aldehido oxidasa (ZmAOl1l y ZmAQO2) convierte IAAdlI a AIA en el
coleodptilo de maiz (Koshiba et al., 1996). Los genes homologos ZmAO1 y ZmAO2
son expresados tanto en raices como en el follaje de las plantulas de maiz, asi

como en la semilla (Sekimoto et al., 1997).
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Figura 10. Vias de biosintesis del IAA en maiz dependiente de triptéfano (TPR). IAOX, indol-3-
acetaldoxima; IAN, indol-3-acetonitrilo; IAA, &cido indol-3-acético; I-Pyr, &cido indol-3-pirtvico;
IAAId, indol-3-acetaldehido; IAM, indol-3-acetamida.

2.6.4.3. Trasporte de auxinas.

El &cido indol-3-acético (AIA) se transporta de célula a célula, de manera
unidireccional desde el apice a la base del tallo. En la raiz, el transporte de
auxinas es mas complejo, observandose dos polaridades distintas. EI AIA se
mueve acropetalmente (hacia el apice de la raiz) a través del haz vascular y
basipetalmente (del apice de la raiz hacia la base) a través de capas adyacentes
de células en la raiz (células del cortex y la epidermis) (Jones et al., 1998; Lomax,
1995). En el sistema radicular de Arabidopsis, ambos sistemas de transporte de
AlA se han vinculado a procesos fisiol6gicos especificos. EI movimiento acropetalo

del AIA de la parte aérea (hojas) hacia la raiz se ha implicado en el control del
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crecimiento de las raices laterales (Reed, 1998), mientras que el movimiento
basipetalo del AIA del extremo radicular es requerido para la respuesta
gravitrépica, pero también se ha sugerido que afecta la division celular durante la
formacion de las raices laterales (Casimiro et al., 2001).

Las auxinas son ligeramente acidas, en un pH acido del medio ambiente
extracelular como el apoplasto, las auxinas se encuentran protonadas y no pueden
entrar a las células por difusion (Lomax et al., 1995). El transporte polarizado de
auxinas ocurre por un gradiente quimiosmotico de H” entre el citoplasma neutro y
el apoplasto &cido, el cual es generado por las ATPasas de la membrana
plasmatica (Lomax et al., 1995). En el apoplasto existe un equilibrio en turno hacia
el AIA protonado y la forma lipofilica del AIA que se encuentra dentro de la
membrana plasmaética y el interior de la célula (Parry et al., 2001). El AlIA entra
facilmente hacia las células mediante transportadores de entrada de auxinas, esta
actividad estd asociada con la familia de proteinas AUX1/LAX (AUXIN1/LIKE
AUX1), que son similares a las proteinas tipo permeasas de aminoacidos (Parry et
al., 2001; Swarup et al., 2004). En maiz un homologo de AUX1 llamado ZmAUX1
ha sido identificado, pero la funcion de este gen no ha sido determinada. ZmAUX1
se expresa en la punta de los diferentes tipos de raices y en el periciclo,
endodermis y epidermis, lo que sugiere que tiene una funcion similar que en las

raices de Arabidopsis (Hochholdinger et al., 2000).

Una vez dentro de la célula, el pH neutro del citoplasma provoca la
ionizacion del AlA, el cual es insoluble en lipidos y queda atrapado de esta manera
dentro de la célula por lo que necesita de transportadores de salida. El AIA se
mueve de célula a célula en la planta a través de un sistema de transportadores
de salida, que son sensibles a inhidores sintéticos del transporte de auxinas
incluyendo el acido N-naphtilthalamico (NPA) y el acido triyodobenzoico (TIBA) y
requieren la actividad de al menos dos polipéptidos (Morris et al., 1991; Muday,
2000). El primer péptido es un transportador de membrana que puede ser
codificado por uno de los miembros de la familia de los genes PIN (PIN-FORMED).

Los genes PIN codifican proteinas con 10 dominios transmembranales que tienen
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similitud con otras proteinas de transporte a través de membrana (Chen et al.,
1998; Utsuno, 1998). En consecuencia las proteinas PIN muestran una
localizacion asimétrica en la membrana plasmatica consistente con el papel de
controlar la polaridad durante el movimiento de auxinas (Muller, 1998). Las
proteinas PIN son importantes para el establecimiento y mantenimiento de los
gradientes de auxinas observados en diferentes tejidos en las plantas (Feraru y
Friml, 2008). En maiz, se han identificado tres homdlogos ZmPIN1a, b y ¢ de los
transportadores de salida PIN. ZmPINla y AtPIN1 se expresan en el sitio de
iniciacion de todos los primordios de follaje y desarrollo reproductivo (Carraro et
al., 2006). Forestan y colaboradores (2010), mostraron que el transporte de
auxinas mediado por ZmPIN1 esta relacionado a la diferenciacion celular durante

la embriogénesis del maiz y el desarrollo del endospermo.

2.7. Analisis genético del desarrollo de la raiz en maiz.

El desarrollo radicular en cereales se ha caracterizado mediante el analisis
de un numero creciente de mutantes (Hochholdinger et al., 2004a; Hochholdinger
y Tuberosa, 2009a). Los fenotipos de las mutantes identificadas que influyen a la
arquitectura de la raiz del maiz se pueden agrupar por sus defectos en la
formacion de raices de corona, raices laterales y/o pelos radiculares
(Hochholdinger et al., 2004b). A continuacién describiremos algunas de las
mutantes afectadas en los diferentes factores implicados en la formacion de la

raiz.
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2.7.1. Raices de coronay aéreas.

La primer mutante aislada se denominé rtl (rootless 1) (Jenkins, 1930) y se
caracterizé por presentar un numero reducido de raices de corona y aéreas. La
naturaleza de la lesion genética en rtl aun no ha sido determinada. Por otra parte,
el gen rtcs (rootless for crown and seminal roots) codifica para un dominio de la
proteina LOB (lateral organ boundaries) que contiene en el extremo carboxilo
terminal una estructura de dedos de zinc que corresponde a un dominio de unién
al DNA y una region tipo cierre de leucina (Taramino et al., 2007). Dicho gen es un
regulador clave en la iniciacion de raices seminales escutelares embrionarias y de
las raices aéreas post-embrionarias. Esta mutante, aunque carece de raices del
brote y escutelares seminales, forma la raiz primaria y las raices laterales de
manera normal (Hetz et al., 1996).

2.7.2. Raices laterales.

La primer mutante identificada con defectos en la formacion de raices
laterales en el maiz se denominé Irtl (lateral root less 1) (Hochholdinger y Feix,
1998). Dicha mutante es deficiente en la iniciacion de las raices laterales, RES y
en las RC. Por lo antes mencionado, en la mutante Irtl la fase afectada es el
desarrollo del sistema radicular post-embrionario tardio. Otra de las mutantes
caracterizadas es ruml (rootless with undetectable meristems 1) (Woll et al.,
2005), que estad alterada en la iniciacibn de raices escutelares seminales
embrionarias y las raices laterales post-embrionarias de la raiz primaria, mientras
que la formacion de RL es normal en las raices aéreas. Por otra parte, las
mutantes slrl y sIr2 (short lateral roots 1 y 2) (Hochholdinger et al., 2001) estan
alteradas en la elongacién de las raices laterales embrionarias. Sin embargo,
forman raices laterales normales en el sistema radicular de soporte foliar post-
embrionario, lo que sugiere que la fase afectada es el desarrollo del sistema
radicular post-embrionario tardio. La funcién de los genes Irtl, ruml, slrl y sIr2

antes mencionados no ha sido determinada.
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2.7.3. Pelos radiculares

Los pelos radiculares son estructuras unicelulares de la epidermis que
juegan un papel importante en la captacion de agua y de nutrientes,
incrementando el area de absorcion de la raiz (Schiefelbein, 2003; Wen y
Schnable, 1994). La epidermis esta formada por dos tipos de células, las que
forman los pelos radiculares, llamados tricoblastos y las que no los forman
denominadas atricoblastos. Se han identificado tres mutantes de maiz con
defectos en la elongacion de pelos radiculares conocidas como rthl, rth2 and rth3
(root hair less 1, 2 y 3) por sus siglas en inglés. La rthl codifica un gen homologo
de sec3 involucrado en la secrecion de vesiculas (Wen et al., 2005). Dicho gen
regula el desarrollo temprano de los pelos radiculares (Wen y Schnable, 1994).
Por otra parte, la mutante rth3 codifica una proteina tipo COBRA. Los genes de la
familia COBRA participan en la expansion celular y en la biosintesis de la pared
celular (Hochholdinger et al., 2008).

2.8. Ciclo celular.

El ciclo celular es una serie de eventos que ocurre durante la division
celular e incluye una secuencia de fases durante las cuales el material genético se
duplica en la fase de sintesis y las diferentes copias se distribuyen a las células
hijas. El ciclo celular se divide en dos fases: interfase y mitosis, la primera
comprende de las fases de G1 (“Gap”, intervalo), S y G2. Durante la fase G1, las
células perciben las condiciones ambientales y comienza el crecimiento celular
(aumento en biomasa) (Vazquez-Ramos, 2006). Asi mismo, en el intervalo G1-S
se presenta el primer punto de control del ciclo celular, denominado START en
levaduras y punto de restriccion en células animales, el cual marca el momento en
qgue la célula puede o no dividirse tomando en consideracion estimulos externos
(ej: la disponibilidad de nutrientes, temperatura, sales) e internos (ej: hormonas,
factores de crecimiento) que le permiten el proceso de division (Farias-Escalera et

al., 2005). Durante esta Ultima fase se estimula la expresién de genes asociados
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con la sintesis del DNA, asi mismo, son expresados y/o activados factores de
transcripcion requeridos para dar inicio a la replicacion.

La fase S inicia con la activacion transcripcional de genes esenciales para
la duplicacion y empaquetamiento del material genético. La ultima etapa de la
interfase, la fase G2, se caracteriza por la sintesis de proteinas necesarias para la
progresion a mitosis, entre las cuales destaca la tubulina que daré lugar a los
microtUbulos que constituiran el huso mitético. Un segundo punto de control tiene
lugar en esta transicion entre G2/M, cuyo objetivo es asegurar que el material
genético, o DNA, ha sido correctamente duplicado (Vazquez-Ramos, 2006).

Al terminar la interfase, tiene lugar la Ultima fase del ciclo celular
correspondiente a la division mit6tica donde los materiales duplicados se reparten
en proporciones iguales entre las dos células hijas. Durante la mitosis, se
observan una serie de eventos caracteristicos que, a pesar de presentarse de
manera continua, son convencionalmente divididos en cuatro etapas: profase,
metafase, anafase y telofase. Durante la transicion de la metafase a anafase, se
presenta el primer punto de control de la mitosis que verifica el adecuado
ensamblaje del huso mitético. Un segundo punto de control se observa durante la
telofase, cuyo objetivo es asegurar la posicion correcta del huso central donde se
posicionard el anillo contractil durante la citocinesis. Una vez finalizada la
citocinesis las células entran nuevamente a la fase G1 del ciclo celular y pueden

iniciar un nuevo ciclo de divisién o suspender su crecimiento (Lodish et al., 2002).

2.8.1. Ciclo celular en plantas.

La regulacion del ciclo celular es importante para el crecimiento y desarrollo
de las plantas. El control del ciclo celular, al igual que en otros eucariontes
involucra la activacion de una clase especial de proteinas cinasas, cuya actividad
funcional depende de la unién de proteinas reguladoras conocidas como ciclinas
(Cyc), y por lo tanto denominadas cinasas dependientes de ciclina (CDKs: cyclin-
dependent kinases). La actividad de los complejos Ciclina/CDK también depende
de inhibidores de las CDKs (proteinas tipo p27kipl; KRP), de proteinas de
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andamiaje (subunidad reguladora de CDKs; CKS), cinasas reguladoras (WEE1) y
fosfatasas (CDC25) (Ramirez-Parra et al., 2005) (Fig. 11).Las ciclinas reciben su
nombre debido a su patron de expresion transcripcional periodico a lo largo del
ciclo celular, a diferencia de las cinasas para ciertos organismos como la levadura
que se mantienen constantes a través del mismo (Farias-Escalera et al., 2005).
Diferentes complejos ciclina/CDK fosforilan un gran niumero de sustratos durante
las transiciones G1/S y G2/M permitiendo que se lleven a cabo procesos como la
replicacion del DNA (S) y la mitosis (M), respectivamente (Martinez-Mata, 2011)
(Fig.11).

Las ciclinas comparten una region altamente conservada denominada “caja
de ciclinas”, requerida para su interaccion con la subunidad catalitica de la CDK.
De manera similar, las CDKs contienen un motivo de union a ciclinas. En plantas,
se ha descrito la participacion de CDKA y CDKB en la regulacion del ciclo celular.
La CDKA presenta un motivo de unién PSTAIRE, y dicha cinasa se presenta
constitutivamente durante el ciclo celular, regulando las transiciones G1/S y G2/M
a través de su union con las ciclinas tipo A, B y D (De Veylder et al., 2007). Las
CDKs tipo B especificas de plantas, contienen un motivo de unién a ciclina
PPTALRE o PPTTLRE y participan en la transicion G2/M con la unién de la ciclina
tipo Ay B (Vazquez-Ramos y Sanchez, 2003).

Las ciclinas mejor descritas en plantas pertenecen a los tipos A, By D. Las
tipo D (CycD) regulan la transicion G1-S, mientras que las tipo A, se presentan
desde la fase S hasta la M, mientras que la B se encuentra en la transicion G2/M y
durante la fase M (De Veylder et al., 2007). En la fase G1, la ciclina D se une a la
cinasa CDKA formando el complejo CycD/CDKA que fosforila a la proteina del
retinoblastoma (RBR), permitiendo la liberacion del factor transcripcional E2F y por
lo tanto la activacion transcripcional de los genes requeridos para llevar a cabo la
fase de sintesis del DNA (S). La actividad de este complejo antes mencionado
puede ser regulada por el inhibidor de CDKs el CKI. En la fase S, la ciclina A se
une a la CDKA, la actividad de este complejo es inhibido por la fosforilacién de CKI
y de la cinasa WEE. Probablemente, la actividad de este complejo es regular la

expresion génica a través de la fosforilacion de ciertos factores de transcripcion.
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La transicion G2/M también esta controlada por la actividad de varios complejos
de Cyc/CDKs. En la fase G2/M participa la ciclina B, que se une a las cinasas
CDKA y CDKB, mientras que la ciclina A en G2 se puede unir a CDKA y CDKB.
Ademas, en la transicion G2/M la subunidad reguladora de CDKs (CKS) se une a
dichos complejos. Los complejos permanecen en un estado inactivo por la
fosforilacion de la cinasa WEEL y por la interaccion con proteinas inhibidoras
(CKIs). Para que el complejo se active, se requiere de la cinasa activadora de
CDKs, la CAK y por tanto la entrada a la mitosis (Andrietta et al., 2001).

2.8.2. Papel de las auxinas en la regulacion del ciclo celular.

Se ha demostrado que hormonas tales como las auxinas activan
transcripcionalmente las ciclinas y cinasas reguladoras de los puntos de control
(indicadas en G1/S y G2/M) (Fig. 11). En Arabidopsis se han reportado 10 ciclinas
tipo D, agrupados en 7 clases diferentes (D1-D7), 10 ciclinas A (A1-A3), 11ciclinas
B (B1-B3), 1 CDKA, 4 CDKB (B1-B2), 2 CKS (1-2) (Menges et al., 2005; Ramirez-
Parra et al., 2005; Vanneste et al., 2011). La respuesta de algunos genes del ciclo
celular de Arabidopsis ha sido estudiada con diferentes hormonas tales como las
citocininas y las auxinas. En Arabidopsis, la expresion de CYDS3; 1 esta regulada
por la disponibilidad de nutrientes, pero también por citocininas, brasinoesteroides
y las auxinas (Dewitte y Murray, 2003). Las auxinas inducen la expresion de
CDKA; 1 y CDKB1; 1 que codifican a CDKA y CDKB, implicadas en la progresion
del ciclo celular (Gutiérrez, 2009; Perrot-Rechenmann, 2011). La expresion de
KRP1y KRP2, que codifican para dos inhibidores de CDK, disminuye después del
tratamiento con auxinas en las células de raiz de Arabidopsis (Richard et al., 2001;
Himanen et al., 2002). En alfalfa, la expresion de CYCA2; 2 es inducida por las
auxinas y durante la iniciacién de la formacién de las laterales y su elongacién
(Roudier et al., 2003).
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Figura 11. Regulacion del ciclo celular en sus diferentes fases. En la fase G1 la célula
aumenta su biomasa; S indica la fase de sintesis de DNA; G2 corresponde a la segunda fase de
intervalo y finalmente M es la fase de divisién celular. También se muestra el papel de las auxinas
y algunos genes importantes en la regulacién del ciclo celular en las plantas. Modificado de
Andrietta et al., (2001); Dudits et al., (2011); Stals y Inzé (2001).

2.8.3. Germinacion del maiz y el ciclo celular.

La germinacion de las semillas es importante en el ciclo de vida de las
plantas para perpetuar la especie. Este proceso comienza con la entrada del agua
(imbibiciéon) y culmina con la elongacion del eje embrionario, generalmente con la
protrusion de la radicula (Vazquez-Ramos y Sanchez, 2003). Es importante
mencionar que el grupo del Dr. Vazquez-Ramos (Facultad de Quimica UNAM) ha

generado anticuerpos especificos que reconocen a los reguladores del ciclo
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celular en maiz de la transicion G1/S durante la germinacion de semillas de maiz.
En el presente trabajo, utilizamos los anticuerpos de maiz antes mencionados
para poder relacionar el efecto de las auxinas con el desarrollo de la raiz de maiz,
y la regulacién del ciclo celular.

En maiz, se han encontrado 17 ciclinas D (D1-D7), 11 ciclinas A (A1-A3), 10
ciclinas B (B1-B2), 4 CDKA (1-2) y 2 CKS (1-2) (Buendia- Montreal et al., 2011; Hu
et al., 2010; Mufioz-Hernandez, 2010). Hasta la fecha solamente se han
caracterizado cuatro CycD: CycD2; 1, CycD4; 2, CycD5; 3a, CycD5; 3b. La
expresion de CycD2; 1 fue estimulada por las citocininas y la sacarosa en tiempos
tardios de la germinacion, mientras el ABA no presenta ningun efecto durante la
germinaciéon del maiz. A nivel de proteinas, tanto las citocininas, como el ABA no
modificaron los niveles de CycD2; 1 (Gutiérrez et al., 2005). Quiroz-Figueroa y
Vazquez-Ramos (2008) caracterizaron las ciclinas, CycD5; 3a, CycD5; 3b, CycD2;
1y CycD4; 2. Cada una de dichas ciclinas mostr6 un patron de expresion diferente
durante la germinacion. Las fitohormonas como las citocininas y auxinas alteraron
los patrones de expresion de todas las ciclinas, donde las primeras promovieron la
expresion de las cuatro ciclinas en tiempos tempranos de germinaciéon (6 horas),
mientras que las auxinas, incrementaron la expresion de tres ciclinas, CyCD5; 3b,
CyD2; 1 y CycD4; 2. En otros estudios, se inmunodetectaron las ciclinas antes
mencionadas en tejidos especificos (meristemo apical del follaje, meristemo de la
raiz, base de la raiz, coleoptilo y la segunda hoja). La ciclina CycD5; 3a fue una de
las que mostr6 menor expresién en los tejidos analizados y todas las ciclinas
fueron expresadas en tejidos proliferativos y no proliferativos. A nivel de proteina,
la CycD4; 2 no fue inducida por citocininas o auxinas (Lara-Nufiez et al., 2008),
pero si la CyCD5; 3b en tiempos tempranos de germinacion de ejes embrionarios
tratados con auxinas (Arellano et al., 2008). Lo anterior sugiere, que las ciclinas
inducidas por auxinas o citocinas tienen un papel importante en la germinacion de

la semilla del maiz.

31



2.9. Proteinas de choque térmico (HSP101).

Las plantas son organismos sésiles y su capacidad para adaptarse a un tipo
de estrés es crucial para la sobrevivencia en su medio ambiente. Algunos estudios
sugieren una relacion entre la tolerancia al estrés y las proteinas de choque
térmico (HSPs), pero la funcion de dichas proteinas no es claro (Queitsch et al.,
2000). Se ha reportado que las HSPs son reponsables del plegamiento,
ensamblaje, translocacion y degradacion de proteinas en algunos procesos
celulares normales (Wang et al., 2004). También las proteinas de choque térmico
han sido involucradas en la estabilizaciéon de proteinas de membrana y en el
replegamiento de proteinas bajo condiciones de estrés. Las proteinas HSP101,
son esenciales para una termotolerancia basal e inducida en levaduras,
Arabidopsis y maiz (Hong y Vierling, 2001; Nieto-Sotelo et al., 2002; Sanchez y
Lindquist, 1990). También se ha sugerido que HSP101 influye negativamente en el
crecimiento de la raiz primaria (Nieto-Sotelo et al., 2002). Los transcriptos de
Hspl01l y los niveles de proteina HSP101 son inducidos bajo condiciones de
estrés y durante el desarrollo (Nieto-Sotelo et al., 2002; Young et al., 2001).
Tratamientos con acido abscisico (ABA) también inducen la transcripcion de
Hspl01 en cebada (Campbell et al., 2001). Lépez-Frias y colaboradores (2011)
describieron el papel de la proteina HSP101 en la formacion de raices de corona,
donde encontraron que estas proteinas, se expresan pricipalmente en la zona de
formacion de las raices de corona; este fué el primer reporte que asocia a estas
proteinas con el programa de organogénesis de las raices de corona.

Hasta la fecha no existen datos que vinculen la expresion de proteinas de
choque térmico con las auxinas como moduladores del desarrollo, tampoco existe
informacion que evidencie que las proteinas del ciclo celular son blanco de las

auxinas.
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3. JUSTIFICACION.

Los estudios antes descritos han permitido establecer que la arquitectura
del sistema radicular del maiz consta de cinco tipos de raices: i) primaria, ii)
escutelares seminales, iii) laterales, iv) de corona y v) aéreas. El crecimiento y
desarrollo de estas raices forman una estructura compleja de la que existe
informacion fisiologica y funcional limitada. Las auxinas forman parte de una clase
muy importante de reguladores del crecimiento vegetal. Sin embargo, se
desconocen las respuestas del sistema radicular de los cereales como el maiz a
estos compuestos y sus efectos sobre las proteinas de ciclo celular. Por lo tanto,
es importante estudiar el papel de las auxinas en el desarrollo de la raiz en maiz
utilizando un sistema in vitro que permita estudiar a detalle la formacion de las
raices antes mencionadas y la regulacion de las proteinas del ciclo celular. La
continuidad de las investigaciones en este campo proveera las herramientas para
el analisis de los procesos fisioldgicos y del desarrollo en una especie de enorme
arraigo en nuestra sociedad como es el maiz y ayudara a establecer nuevas
estrategias biotecnoldgicas para aumentar la produccion en esta especie de gran

valor econdmico y cultural.

4. HIPOTESIS.

Las auxinas regulan la arquitectura de la raiz y el desarrollo temprano de
las plantas de maiz afectando los niveles de proteinas reguladoras del ciclo

celular.
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5. OBJETIVOS.

5.1. Objetivo general.

Evaluar los efectos de las auxinas sobre la arquitectura de la raiz y los
niveles de proteinas que participan en el ciclo celular durante el desarrollo
temprano de plantas de maiz (Zea mays L.).

5.2. Objetivos particulares.

e Caracterizar la arquitectura de la raiz durante el desarrollo temprano del

maiz.
e Determinar los efectos de diferentes auxinas sobre la arquitectura de la raiz.

e Analizar la expresion de proteinas del ciclo celular en plantas de maiz en

respuesta a auxinas.
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6. MATERIALES Y METODOS.

6.1. Material bioldgico.

Para llevar a cabo los diferentes disefios experimentales se utilizaron ejes
embrionarios de semillas de maiz (Zea mays L.) variedad chalquefio obtenidas de
la cosecha 2011, valle de Chalco estado de México, debido a que esta variedad

presenta un alto porcentaje de germinacion.

6.2. Preparacion de las semillas.

Para realizar los bioensayos en condiciones axénicas, primeramente las
semillas de maiz se sometieron a una desinfeccion superficial, con una solucion
de cloro al 50% v/v y agitacion durante 15 min. Transcurrido el tiempo, se retir6 el
cloro y se realizaron tres lavados con agua desionizada estéril. Posteriormente se
agrego etanol al 70% v/v por tres minutos, se retir6 el etanol y se realizaron otros
tres lavados con agua desionizada estéril. Finalmente, las semillas fueron
colocadas en una charola con algodon humedecido con agua desionizada estéril
bajo condiciones axénicas en obscuridad durante 24 horas a una temperatura 25 +

2 °C, con el objetivo de estimular y homogenizar la germinacion.

6.3. Extraccidon de ejes embrionarios de maiz y desinfeccion.
Transcurrido el periodo de 24 horas, se procedio a la extraccion manual del
eje embrionario y se retiraron los restos de endospermo alrededor de éste.
Posteriormente los ejes embrionarios fueron desinfectados con cloro al 50% v/v
por 10 min, se retird el cloro y se realizaron cuatro lavados con agua desionizada
estéril y nuevamente se repitié el procedimiento. El proceso antes mencionado se

llevé a cabo en una campana de flujo laminar.
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6.4. Condiciones de crecimiento.

Los ejes embrionarios desinfectados fueron colocados y cultivados bajo
condiciones de esterilidad en tubos de cultivo de 25 mm x 150 mm, conteniendo 5
mL de medio MS semisélido (Murashige y Skoog, 1962) 0.2x por 7 dias, el cual
contiene los nutrientes necesarios para el crecimiento de las plantas, dicho medio
fue suplementado con 2% de sacarosa y 7.5 g/L de agar. El pH del medio se
ajusto a 7.0 con NaOH 1 My se esteriliz6. Se sembré un eje embrionario por tubo,
colocando la radicula dentro del medio, dejando Unicamente la punta del
coledptilo. El acido 1-naftalen acético (ANA), el acido indol butirico (AIB), el 4&cido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y el &cido indol-3-acético (AlA) se adquirieron de la
casa Sigma. El fitoagar (grado de micropagacion) se adquirié de Phytotechnology
(Shawnnee Mission, KS, USA). Los tubos fueron colocados por 7 dias en una
camara de crecimiento (Percival Scientific AR-95L) con un fotoperiodo de 16 horas
luz, 8 horas de oscuridad, intensidad de luz de 100 ymol m? s y una temperatura
de 22 °C. Cuando las plantulas alcanzaron los 7 dias de edad, se seleccionaron
las que presentaron un crecimiento homogéneo, para realizar los tratamientos con
las diferentes auxinas. Las auxinas disueltas en dimetil sulféxido (DMSO) en
concentraciones de 1.5-24 uM se agregaron al medio MS liquido para los
bioensayos con las plantas, mientras que en plantas control, solamente se
adiciono el solvente respectivo al medio liquido en un volumen equivalente a la
concentracion mas alta del compuesto para cada bioensayo. Nuevamente las
plantas en medio MS liquido se colocaron por 8 dias en la camara de crecimiento
bajo condiciones controladas para evaluar la arquitectura del sistema radicular del

maiz.

6.5. Analisis de crecimiento vegetal.

En los diferentes bioensayos la altura de la planta, el crecimiento de la raiz
primaria (RP), de las raices escutelares seminales (RES), de las raices laterales
(RL) y las raices de corona (RC) se registré utilizando una regla. EI nimero de RL,

RES y RC se determiné mediante el conteo de estas raices presentes en la planta.
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Los datos experimentales se analizaron estadisticamente con el programa Statistic
8.0. Se graficaron las medias de cada tratamiento con su respectivo error estandar
y se realizé un andlisis de una sola variante o multi-variantes seguida por una
prueba post-hoc de Tukey. Se utilizaron letras diferentes para indicar las medias
con diferencia significativa (P<0.05). El sistema radicular del maiz se analiz6 con

un microscopio estereoscopico con el objetivo de 0.63x (Leica, MZ6).

6.6 Western blot.

Una vez evaluada la arquitectura de la raiz, las plantas fueron
diseccionadas en dos partes, raiz y follaje. Posteriormente se trituraron los tejidos
con nitrégeno liquido por separado y se agregd un amortiguador de extraccion (7.5
pH) [25 mM Tris-HCI, 15 mM MgCl,, 75 mM NacCl, 25 mM KCI, 5 mM EDTA, 1 mM
DTT, 0.2 % Triton X-100, 0.25 mM sacarosa, 60 mM -glicerofosfato, 50 mM NaF,
200 yM NazvO4, 1 mM EGTA] y una tableta de una mezcla de inhibidores de
proteasas (Roche). El homogenizado se centrifugd a 21, 000 g, por 30 min a 4 °C,
y el sobrenadante (extracto crudo) se separ6 y se cuantificaron inmediatamente
las proteinas en los extractos de las plantas (raiz y follaje) tratadas con las
diferentes concentraciones de las auxinas ANA, AIB, 2,4-D y AIA por el método de
Bradford (Bradford, 1976).

Las muestras (25 pg de proteina) se cargaron en geles de poliacrilamida
desnaturalizante al 14 % (SDS-PAGE). Después de la corrida los geles se
transfirieron a una membrana de PVDF (Millipore), la cual se incub6 con el
anticuerpo primario [anti-CycA de maiz (1:10 000), anti-CKS de arroz (1:1000),
anti-CDKA de maiz (1:1000)], generados y donados amablemente por el Dr. Jorge
Manuel Vazquez Ramos y los anticuerpos anti-HSP101 (1:750) se obtuvo de la
compafiia ABCAM vy el anti-CycB de humano (1:30 000) fue de la marca Santa
Cruz. Posteriormente, se incubd con el segundo anticuerpo (anti-lgG de conejo
acoplado a peroxidasa) y finalmente se revelaron las membranas con

guimioluminiscencia y se colocan sobre placas de rayos X.
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7. RESULTADOS.

7.1. Andlisis de la arquitectura del sistema radicular del maiz.

Uno de los problemas al trabajar con plantas como el maiz, es que son
dificiles de estudiar. En primer lugar por su gran variabilidad en la germinacion y
por la dificultad para establecer los métodos de analisis de los programas de
desarrollo. Esto ha conducido a que exista poca informacion sobre las etapas
tempranas del desarrollo de la planta. Por tal motivo se decidié establecer un
sistema para investigar como germina la semilla de maiz y como se desarrolla la
raiz y el follaje en etapas tempranas. Primero se desinfectaron las semillas y se
sembraron en camas de algodén humedecido con agua desionizada estéril bajo
condiciones de esterilidad. En la Figura 12A, se presenta una fotografia
representativa de las plantas de maiz a los 8 dias después de la germinacion. Se
observa una germinacion homogénea de la variedad utilizada, con una
arquitectura de la raiz compleja. La raiz larga y gruesa corresponde a la raiz
primaria, sin embargo, no es la Unica ya que en la base también se observan otros
tipos de raices, esto es mas evidente en la Figura 12B. La region verde
corresponde al coledptilo (C), debajo de este se encuentran las raices de corona
(RC) que emergen a partir del nodo del coleoptilo, y después se localizan las
raices escutelares seminales (RES) que se desarrollan en el nodo escutelar.
Ademas, se evidencio la formacién de las raices laterales (RL) sobre la raiz
primaria (RP). La contribucion exacta de los diferentes tipos de raices en la

construccion de un sistema radical exploratorio en plantas adultas se desconoce.
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Figura 12. Desarrollo del sistema radicular del maiz de la variedad chalquefio. A, Plantas de
maiz de 8 dias de edad fueron germinadas y crecidas en algodén humedecido con agua
desionizada estéril. B, Planta representativa del panel A, donde se observa la formacién de los
diferentes tipos de raices. C: Coledptilo, RC: Raices de corona, RES: Raices escutelares
seminales, RL: Raices laterales, RP: Raiz primaria.

Para analizar a detalle la formacion del sistema radicular del maiz, se
observoé el proceso de germinacion y crecimiento de manera temporal. El término
de la germinacién se evidencié por la emergencia de la radicula a través de la
coleorriza. En el dia tres pudimos observar la presencia de la RP y las RES,
mientras que en los dias, cuatro, cinco y seis la RP crecié continuamente. La
formacion de RL ocurrié hasta el dia siete y fue mas evidente al ocho, ademas en

este ultimo dia se formaron las RC (Fig. 13).
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Dia 1 Dia 5
Dia 2 Dia 6
Dia 3 Dia7
Dia 4 Dia 8

Figura 13. Desarrollo morfologico y arquitectura del sistema radicular en maiz. Semillas de
maiz de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8 dias de edad fueron germinados y crecidas en algodén humedecido
con agua desionizada estéril. Observamos la formacién de la RP y las RES al dia tres, las RL al 7 y
las RC al dia 8.
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En la Figura 14 se muestra el desarrollo de las plantas en el sistema que
ya se describi6. En el dia dos se observo la raiz primaria, que presenta un
crecimiento continuo hasta el dia ocho, el cual correlacion6 con el crecimiento del
coleoptilo a partir del dia tres (Fig. 14A, B). Las raices escutelares seminales
empezaron a formarse a partir del dia tres y en el dia ocho se formaron hasta 6
raices por planta, lo anterior indica que dicho programa fue versétil y rapido (Fig.
14C). Posteriormente se midid la longitud de las RES, donde se observd que
ademas de que se forman dichas raices también presentaron un crecimiento
importante al dia seis alcanzando 2 cm de longitud (Fig. 14D). Las raices laterales
son importantes porque se forman en los diferentes tipos de raices y su formacién
empezaron hasta el dia siete, las RC se produjeron tardiamente (dia 8) (Fig. 14E,
F). Los resultados entes mencionado indican que en el maiz se forman varios tipos

de raices con un crecimiento simultaneo y continuo.
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Figura 14. Desarrollo de la arquitectura del sistema radicular del maiz. A, Longitud de la raiz
primaria, B, Altura de la planta, C, D, Namero y longitud de raices escutelares seminales. E,
Ndmero de raices laterales y F, NUmero de raices de corona. Letras diferentes indican medias que

presentan diferencia significativa (P<0.05). Las barras representan el error estandar.
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7.2. Sistema in vitro para el anélisis del sistema radicular.

Ademas de evaluar el desarrollo del sistema radicular del maiz, se procedi6
a establecer un sistema in vitro para estudiar el efecto de las auxinas sobre la raiz.
Las semillas fueron desinfectadas y germinadas en condiciones de obscuridad por
24 horas, transcurrido este tiempo, los ejes embrionarios se extrajeron y
desinfectaron. El eje embrionario fue colocado en un medio semisdlido donde uno
de los primeros procesos que se llevd a cabo fue la diferenciacion celular,
evidenciada por desarrollo del coledptilo bajo condiciones de fotoperiodo normal
(primer dia) (Fig. 15A). La primera raiz desarrollada fue la RP (dia 2), seguida por
las RES (dia 4) y la formacion de la primera hoja hasta el dia 6 (Fig. 15B, C, D).
Finalmente, la planta a los 15 dias de edad, presentd las raices laterales y las
raices de corona ademas de formar varias hojas (Fig. 15E, F). Los resultados
anteriores indican que en las plantas crecidas en condiciones in vitro, a partir del
eje embrionario, cuando se suministra los nutrientes necesarios para Su

crecimiento, forman todos los tipos de raices caracteristicos del maiz.

Figura 15. Desarrollo de la arquitectura del sistema radicular in vitro del maiz variedad
chalquefio. A, C: Coledptilo (dia 1), B, RP: Raiz primaria (dia 2), C, RES: Raices escutelares
seminales (dia 4), D, H: Hoja (dia 6). E, Fenotipo general de una planta de 15 dias de edad y F,

RL: Raiz lateral, RC: Raiz de corona.
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7.3. Efecto del acidol-naftalen acético (ANA) sobre el crecimiento

del maiz.

Para analizar los cambios en la arquitectura radicular en plantas de maiz en
respuesta al tratamiento con acidol-naftalen acético (ANA), se evalué la formacion
de los diferentes tipos de raices en las plantas tratadas con esta auxina sintética
gue es mas activa que el AIA (una auxina natural) (Woodward y Bartel, 2005). Para
determinar el efecto del compuesto, las plantulas de 7 dias de edad crecidas en
medio semisodlido, se transplantaron a medio liquido suplementado con ANA, a
diferentes concentraciones y se analiz6 el crecimiento de la planta, la formacion de
las RC, las RES, las RL y la zona meristeméatica. Inicialmente, se utilizaron
concentraciones que alteran el crecimiento y desarrollo de la planta sin causar
toxicidad, esto debido a que en concentraciones altas el ANA actia como
herbicida (Woodward y Bartel, 2005). Se realizaron varias curvas dosis respuesta
con el ANA, observandose efectos claros a partir de la concentracion de 1.5 uM,
comparado con el control y hasta 24 puM; en esta ultima concentracion se
presentaron cambios dramaticos en la arquitectura de la raiz. A partir de este
intervalo de concentraciones, se decidi6 comparar la actividad de los diferentes
compuestos auxinicos (AIB, 2,4-D y AlA). En la Figura 16 podemos observar que
en las concentraciones de 1.5 a 24 uM de ANA, los efectos sobre el crecimiento
de las plantas de maiz fueron evidentes, afectando la arquitectura de la raiz de

manera dosis dependiente.
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C 1.5 3 6 12 24
Acido 1-naftalen-acético (M)

Figura 16. Plantas de maiz (Zea mays L.) crecidas in vitro con ANA. Plantas de 15 dias de
edad (7 dias en medio semisélido y 8 dias en medio liquido) crecidas en medio liquido

suplementadas con diferentes concentraciones del 4cido 1-naftalen-acético.

Para analizar con detalle el efecto del ANA sobre la arquitectura del sistema
radicular de maiz, se tomaron fotografias en el nodo del coleéptilo, sitio de
formacion de las raices de corona (RC); en el nodo escutelar seminal, lugar de
origen de las raices escutelares seminales (RES); en las raices laterales (RL)
sobre la raiz primaria y la zona del meristemo (M) de la raiz primaria. En las
plantas tratadas con 1.5 pM de ANA, se induce la formacion da raices de corona
(RC) comparada con el control, un efecto mas claro fue observado en la
concentracion de 12 yM donde se indujeron cumulos de las RC, mientras que la
concentracion de 24 uM mostré un efecto represor en la formacion de dichas
raices (Fig. 17). En relacion a la formacion de las RES, no encontramos un efecto

claro en los diferentes tratamientos con la auxina comparado con el control a
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excepcion del tratamiento de 24 uM, donde se observo un efecto represor (Fig.17).
En los tratamientos con 1.5 y 3 uM de ANA se observan raices laterales largas
similares al control; mientras que en el tratamiento con 12 pM las RL inducidas
fueron cortas y anchas; la concentracion de 24 uM, ademas de inhibir el desarrollo
de las RL, estimulé la formacién de callos (Fig. 17). En la zona meristematica (M),
el ANA promovi6 también la formacion de callos en forma dosis dependiente de la
concentracion (Fig. 17). Los resultados antes mencionados indican que el ANA a
diferencia de su efecto en Arabidopsis thaliana donde regula el desarrollo de la RP
e induce la formacién de RL (Woodward y Bartel, 2005), en maiz modula la
formacion de las RC, las RL e induce la formacion de callos en las

concentraciones evaluadas.

24 uM ANA

Figura 17. Efecto del ANA sobre la arquitectura de la raiz del maiz en condiciones in vitro.
Plantas de 15 dias de edad (7 dias en medio semisélido y 8 dias en medio liquido) crecidas en
medio liquido en presencia de las concentraciones indicadas del 4cido 1-naftalen-acético. RC:
Raices de corona, RES: Raices escutelares seminales, RL: Raices laterales sobre la raiz primaria,

M: Meristemo.
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7.4. Efecto del acido indol butirico (AIB) sobre el crecimiento de

maiz.

El siguiente compuesto que se evalud fué el acido indol butirico (AIB), una
auxina endogena de plantas (Simon y PetraSek, 2011). Se ha demostrado que el
AIB tiene una gran capacidad para promover la formacion de raices adventicias en
Arabidopsis thaliana comparado con el AlA, este efecto es debido posiblemente a
la gran estabilidad de AIB comparado con el AIA en solucién y en los tejidos de las
plantas (Ludwig-Muller 2000). De manera similar que el ANA, se tomaron
fotografias de los diferentes tipos de raices (RC, RES y RL) y la zona del
meristemo (M) de la raiz primaria. Las plantas de 7 dias de edad, se transfirieron a
medio liquido suplementado con el AIB, en concentraciones de 1.5 a 24 uM y se
analizd el crecimiento de planta asi como los diferentes tipos de raices ya
mencionadas. Se encontré que en todas las concentraciones desde 1.5 hasta 24
uM de AIB, los efectos sobre el crecimiento de las plantas fueron claros, afectando

tanto el desarrollo de la raiz de manera dosis dependiente como el follaje (Fig. 18).

c 1.5 3 6 12 24
Acido indol butirico (uM)

Figura 18. Plantas de maiz crecidas in vitro con AIB. Plantas de 15 dias de edad (7 dias en
medio semisélido y 8 dias en medio liquido) suplementadas con el acido indol butirico en las

concentraciones indicadas.
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Para determinar la participacion del AIB sobre la arquitectura del maiz en
respuesta a AlB, se analizé su efecto en la formacion de las RC, las RES, las RL
sobre la raiz primaria y el meristemo. Se observé que el AIB promueve la
formacion de RC y RES en concentraciones de 3 hasta 24 uM (Fig. 19). Un efecto
claro de este compuesto se evidencio en la formacion de las raices laterales (RL),
las que se desarrollaron mejor y en mayor nimero en los tratamientos de 1.5
hasta 12 uM comparado con las plantas control (Fig.19). En el meristemo, no se
presentaron cambios significativos comparados con el control (Fig. 19). Los
efectos del AIB antes discutidos indica que la hormona, regula la formacion de las

raices de corona, las RES y de las RL sin afectar la estructura de la raiz primaria.

C 1.5 3 6 12 24 uMAIB

Figura 19. Efecto del AIB sobre la arquitectura de la raiz del maiz en condiciones in vitro.
Plantas de 15 dias de edad (7 dias en medio semisdlido y 8 dias en medio liquido) crecidas bajo
las concentraciones indicadas del acido indol butirico. RC: Raices de corona, RES: Raices

escutelares seminales, RL: Raices laterales sobre la raiz primaria, M: Meristemo.

48



7.5. Efecto del éacido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) sobre el

crecimiento del maiz.

El 2,4-D es una auxina sintética usada ampliamente para el control de
malezas. En Arabidopsis, el 2,4-D regula la arquitectura de la raiz y en tabaco
(Nicotiana tabacum) se ha reportado que promueve la division celular pero no la
elongacion celular (Woodward y Bartel, 2005; Campanoni y Nick, 2005). En maiz
se carece de informacién sobre la actividad del 2,4-D, por tal motivo también
decidimos evaluar este compuesto. Nuevamente se tomaron fotografias a las RC,
las RES, las RL sobre la raiz primaria y la zona del meristemo (M) de la raiz
primaria. Las plantas de 7 dias de edad, se transfirieron a medio liquido
conteniendo el 2,4-D, en concentraciones de 1.5 a 24 uyM y se analizo6 el
crecimiento de la planta y la arquitectura de la raiz. De manera general, los
resultados obtenidos mostraron que los tratamientos de 1.5 a 24 yM de 2,4-D,

inhibieron el programa de desarrollo del follaje y de la raiz, con un efecto

dramatico en 24 uM la mayor concentracion de 2,4-D (Fig. 20).

C 1.5 3 6 12 24
Acido 2.4-diclorofenoxiacético (2.4-D) (uM)

Figura 20. Plantas de maiz crecidas in vitro con 2,4-D. Plantas de 15 dias de edad (7 dias en

medio semisélido y 8 dias en medio liquido) crecidas en medio liquido suplementado con las

concentraciones indicadas de acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D).
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En la Figura 21 se observa que efectivamente, el 2,4-D afecta
drasticamente la arquitectura radicular de las plantas de maiz, causando una
inhibicién en la formacion de todos los tipos de raices, comparado con las plantas
control. Desde la concentracién de 1.5 uM, el 2,4-D indujo la formacion de callos
en todas las regiones de formacion de raices, incluyendo la zona del meristemo.
Lo anterior indica que el efecto del 2,4-D a estas concentraciones, fue
particularmente represor de los programas de morfogénesis del follaje, raiz y

mostré una mayor actividad que las auxinas anteriores.

24 uM 2,4-D

Figura 21. Efecto del 2,4-D sobre la arquitectura de la raiz del maiz en condiciones in vitro.
Plantas de 15 dias de edad (7 dias en medio semisélido y 8 dias en medio liquido) crecidas en
medio liquido suplementado con las concentraciones indicadas del 4cido 2,4-diclorofenoxiacético.
RC: Raices de corona, RES: Raices escutelares seminales, RL: Raices laterales sobre la raiz

principal, M: Meristemo.
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7.6. Efecto del acido indol acético (AlA) sobre el crecimiento del

maiz.

La auxina natural mas abundante es el acido-3-indol acético (AlA), la cual
ha sido implicada en casi todos los aspectos del desarrollo y crecimiento de las
plantas. Esta diversidad de funciones es ocasionada por la complejidad del
metabolismo, transporte y vias de sefalizacion del AIA (Woodward and Bartel
2005). En algunas monocotiledoneas como el arroz, se ha investigado la
importancia de las auxinas en el desarrollo de la raiz (Wang et al., 2003; Xu et al.,
2005; Yamamoto et al., 2005). Sin embargo, no se conoce el posible papel del AIA
en el desarrollo del maiz, por lo que se evaluo el efecto del AIA en la arquitectura
de la raiz de estas plantas. En ninguna de las concentraciones evaluadas se

distingui6é un efecto claro en el crecimiento del follaje (Fig. 22).

Acido indol-3-acético (AlA) (uM)

Figura 22. Plantas de maiz crecidas in vitro con AlA. Plantas de 15 dias de edad (7 dias en
medio semisolido y 8 dias en medio liquido) crecidas en medio liquido con las concentraciones

indicadas del &cido indol-3-acético (AlA).
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Para determinar el efecto del AIA en la raiz del maiz al igual que las
auxinas anteriores, se tomaron fotografias a las RC, las RES, las RL sobre la raiz
primaria y la zona del meristemo (M) de la raiz primaria. Un efecto claro del AlA,
fue sobre la induccion en la formacion de raices laterales de manera dosis
dependiente (Fig. 23), lo anterior indica que el AIA también regula la arquitectura
de la raiz principalmente promoviendo la formacion de RL en estas

concentraciones.

24 pM AIA

Figura 23. Efecto del AIA sobre la arquitectura de la raiz del maiz en condiciones in vitro.
Plantas de 15 dias de edad (7 dias en medio semisodlido y 8 dias en medio liquido) crecidas en
medio liquido en presencia de las concentraciones indicadas del acido indol-3-acético. RC: Raices
de corona, RES: Raices escutelares seminales, RL: Raices laterales sobre la raiz primaria, M:
Meristemo.
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7.7. Efecto comparativo de la actividad de los compuestos sobre

el crecimiento y la arquitectura de raiz del maiz.

Para determinar de manera cuantitativa los efectos de los diferentes
auxinas (ANA, AIB, 2,4-D y AIA) sobre el crecimiento y la arquitectura de la raiz se
procedio a la medicion de la altura de la planta, de la longitud de la raiz primaria y
la cuantificacion del numero de raices de corona. Como se observa en la figura
24A y B, la altura de la planta y la longitud de la raiz primaria tienen una tendencia
a disminuir con los tratamientos de ANA, AIB y 2,4-D, comparada con las plantas
control tratadas Unicamente con el solvente donde se disolvieron las auxinas, a
excepcion del AIA. Por otra parte, una de las variables que representa
adecuadamente la actividad de los compuestos es la formacién de las raices de
corona, donde el ANA, indujo a partir de 1.5 uM hasta 12 uM las raices de corona
en tanto reprimi6 su formacion en la concentracion de 24 pM (Fig. 24C). El
segundo compuesto inductor de estas raices, fue el &cido indol butirico desde las
concentraciones de 1.5 hasta 24 uM (Fig. 24C). Por el contario, un efecto represor
fue ocasionado por el acido 2,4-diclorofenoxiacético, mientras para el AIA no se
distinguen diferencias en el nimero de raices de corona en respuesta al AlA en
las plantas control y en las tratadas (Fig. 24C). Los resultados anteriores,
claramente muestran que las auxinas regulan la arquitectura de la raiz del maiz de

manera diferencial y tejido especifica.
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Figura 24. Efecto del ANA, AIB, 2,4-D y AIA sobre la arquitectura de la raiz en plantas de
maiz. A, Altura de la planta; B, Longitud de la raiz principal; C, NOmero de raices de corona. Las
plantas de 7 dias de edad fueron transferidas a medios con 1.5, 3, 6, 12 y 24 uM de ANA, AIB, 2,4-
D y AIA. Se cuantificaron las variables de desarrollo mencionadas a los 8 dias después de la

transferencia.
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7.8. Efecto del ANA sobre los niveles de las proteinas de choque

térmico y ciclo celular en la raiz y follaje del maiz.

Para investigar si los efectos de las auxinas (ANA, AIB, 2,4-D y AlA) sobre
la arquitectura de la raiz del maiz involucran la expresion diferencial de algunas
proteinas del ciclo celular, se realizaron analisis tipo Western blot de los extractos
crudos provenientes de las plantas tratadas con las diferentes auxinas. Se
prepararon geles de SDS-PAGE al 14% para resolver el extracto crudo obtenido
de plantas de 15 dias de edad (7 dias en medio semisélido y 8 dias en medio
liguido con la auxina de interés) y se transfirieron a membranas de PVDF. Los
anticuerpos utilizados fueron contra las proteinas CycA, CKS y CDKA, que
participan en la regulacion del ciclo celular. Cabe mencionar, que la funcién de
dichas proteinas se ha investigado durante la germinacién de maiz, sin embargo
no se conoce su funcion en el desarrollo post-embrionario y en la respuesta a las
auxinas en esta planta (Mufioz-Hernandez, 2010, Vazquez-Ramos, datos no
publicados). También en el presente estudio, se realizd la inmunodeteccion de la
proteina HSP101, debido a que se ha reportado que participa en la formacién de
las raices de corona del maiz (Lopez-Frias et al., 2011).

En las plantas tratadas con el 4cido 1l-naftalen acético (ANA) se puede
observar que conforme se incrementa la concentracion del ANA, se inhibe el
crecimiento de la raiz primaria y las raices laterales, pero ocurre una induccion en
la formacién de raices de corona (Fig. 25A). Una vez evaluada la regulacion de la
arquitectura de la raiz en respuesta al ANA, se seleccionaron las plantas de los
tratamientos con 6, 12 y 24 uM de ANA, donde los efectos observados fueron mas
evidentes. Los tejidos de las plantas se dividieron en dos partes, raiz y follaje para
la extraccidn de proteinas. Una vez extraidas las proteinas, se cargaron 25 ug en
los geles de poliacrilamida y terminada la corrida electroforética se transfirieron a
una membrana de PVDF. La inmunoteccion se realizd con anticuerpos contra las
proteinas de HSP101, CYCA, CKS, CDKA y una proteina desconocida, cuyos
niveles no cambian (PXI, proteina por identificar), esta proteina ultima se utilizé

como control de carga en los experimentos posteriores. Cabe mencionar que
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dicha proteina ha sido estudiada en la germinacion del maiz por Lara-Nufez y
colaboradores (2008). En la Figura 25B, se presenta primero la inmunodeteccién
de HSP101, donde se puede observar que en la concentracion de 6 uM los niveles
de HSP101 son similares al control, mientras que en 12 y 24 uM aumenta
ligeramente en la raiz. De manera interesante, no se logré detectar a esta proteina
en el follaje (Fig. 25B). El hecho de no encontrar HSP101 en el follaje, sugiere que
la proteina es especifica del sistema radicular y que ademas es regulada por el
ANA.

La siguiente proteina analizada fue la CycA (Fig. 25B, CycA) y se observa
gue sus niveles aumentan conforme se incrementa la concentracion del ANA en
ambos tejidos, pero la concentracion fue relativamente mayor en raiz que en el
follaje. Esto indica que el ANA, actia como un factor mitogénico para regular los
niveles de CycA. En el caso de la proteina CKS (subunidad reguladora de la
cinasa dependiente de ciclina), para el caso de las plantas tratadas con ANA los
niveles son bajos y no son muy claros (Fig. 25B, CKS). Para el caso de la proteina
CDKA, una proteina que participa durante todo el ciclo celular, se pudo observar
un incremento en los niveles de proteina dependientes de la concentracion en
ambos tipos de tejidos (Fig. 25B, CDKA). Estos resultados sugieren que los
efectos del ANA sobre el desarrollo de la raiz estan asociados a cambios en los
niveles de las proteinas del ciclo celular, principalmente de CycA y CDKA y la
proteina de choque térmico (HSP101).
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B Raiz Follaje

C6 12 24 C 6 12 24
Acido 1-naftalen acético (uM) Acido 1-naftalen acético (uM)

Figura 25. Efecto del acido 1l-naftalen acético (ANA) sobre los niveles de las proteinas de
choque térmico y del ciclo celular en laraiz y follaje de plantas de maiz. A, Plantas de 15 dias
de edad (7 dias en medio semisélido y 8 dias en medio liquido) crecidas en medio liquido en
presencia de las concentraciones indicadas de ANA. B, Inmunodeteccion de HSP101, Ciclina A
(CYCA), subunidad reguladora de la cinasa dependiente de ciclina (CKS), Cinasa dependiente de
ciclina tipo A (CDKA) y PXI (proteina por identificar) en extractos crudos obtenidos de raiz y follaje

de las plantas tratadas con 6, 12 y 24 uM de ANA.

7.9. Efecto del AIB sobre los niveles de las proteinas de choque

térmico y del ciclo celular en laraiz y follaje del maiz.

Para analizar si los efectos del acido indol butirico sobre la arquitectura del
sistema radicular del maiz involucran componentes del ciclo celular, se realizaron
los andlisis de manera similar a los realizados con ANA, descritos anteriormente.
En la figura 26A, se observan los efectos del AIB sobre las plantas de maiz donde
al incrementar su concentracion se inhibe el crecimiento de la planta, la longitud
de la raiz primaria, y se inducen la formacién raices laterales, con una mayor
longitud y el desarrollo de las raices de corona. En la Figura 26B se observa que
la proteina HSP101, incrementa su nivel inducido por las diferentes
concentraciones de ANA mientras que en el control y en follaje no se
inmunodetectd. Lo anterior, sugiere que dicha proteina es especifica de raiz y que
su expresion es regulada por el AIB. Para CycA, los niveles de esta proteina
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aumentan de manera dosis dependiente de la concentracion del AIB en ambos
tejidos de igual forma a lo que ocurre en las plantas tratadas con ANA. Para la
proteina CKS, se observa un efecto del AIB similar al de CycA. Por el contrario, no
se observaron cambios notables inducidos por el AIB en los niveles de CDKA en
ambos tejidos, comparados con el control. Los datos anteriores sugieren que el
acido indol butirico podria regular la arquitectura de la raiz a través de la
estimulacion de la produccion de las proteinas HSP101, CycA y CKS.

Raiz Follaje

Acido indol butirico (uM) Acido indol butirico (pM)

Figura 26. Efecto del acido indol butirico (AIB) sobre los niveles de las proteinas de choque
térmico y del ciclo celular en raiz y follaje de plantas de maiz. A, Plantas de 15 dias de edad (7
dias en medio semisdlido y 8 dias en medio liquido) crecidas en medio liquido en presencia de las
concentraciones indicadas de AIB. B, Inmunodeteccién de HSP101, Ciclina A (CYCA), subunidad
reguladora de la cinasa dependiente de ciclina (CKS), Cinasa dependiente de ciclina tipo A (CDKA)
y PXI (proteina por identificar) en extractos crudos obtenidos de raiz y follaje de las plantas
tratadas con 6, 12 y 24 uM de AIB.
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7.10. Efecto del 2,4-D sobre los niveles de las proteinas de
choque térmico y del ciclo celular en laraiz y follaje de maiz.

Uno de los compuestos con mayor actividad sobre la arquitectura de la raiz
de maiz, es el &cido 2,4-diclorofenoxiacetico (2,4-D). Se puede observar una
inhibicidn clara del crecimiento global de las plantas tratadas con 2,4-D, respecto a
las plantas control (Fig. 27A). El analisis de la formacion de los diferentes tipos de
raices, revel6 que el 2,4-D induce la formacién de callos (tejido indiferenciado)
(Fig. 21), lo que sugiere un incremento en la proliferacion celular. Para determinar
si existe una correlacion de los cambios morfolégicos inducidos por el 2,4-D con la
expresion de los componentes del ciclo celular, se procedié a la inmunodeteccion
de las proteinas antes descritas. En el caso de la proteina HSP101, al igual que
las otras auxinas probadas, el 2,4-D aumento los niveles de proteina de manera
dosis dependiente y es especifico de raiz, mientras en follaje no se logré la
inmunodeteccion (Fig. 25B), de manera consistente con lo observado en los
experimentos anteriores. Respecto a los niveles de CycA, en ambos tejidos el 2,4-
D indujo un incremento notorio de manera independiente de la dosis, ya que los
niveles de CycA son similares en las concentraciones probadas, pero mayores
cuando se comparan con el control. Con respecto a la CKS, en la raiz el efecto del
2,4-D fué similar a lo que ocurre con CycA, mientras que en el follaje no hay
efectos claros en los tratamientos. Por otra parte, el 2,4-D indujo un incremento en
la expresion de CDKA en la raiz, sin embargo, los niveles de CDKA disminuyeron
en el follaje. Esto resultados sugieren que el 2,4-D regula la arquitectura de la

planta modificando la expresion de las proteinas HSP101, CycA, CKS y CDKA.
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Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (uM)

Figura 27. Efecto del acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) sobre los niveles de las proteinas
de choque térmico y del ciclo celular en raiz y follaje de plantas de maiz. A, Plantas de 15
dias de edad (7 dias en medio semisélido y 8 dias en medio liquido) crecidas en medio liquido con
las concentraciones indicadas de 2,4-D. B, Inmunodeteccion de HSP101, Ciclina A (CYCA),
subunidad reguladora de la cinasa dependiente de ciclina (CKS), Cinasa dependiente de ciclina
tipo A (CDKA) y PXI (proteina por identificar) en extractos crudos obtenidos de raiz y follaje de las

plantas tratadas con 6, 12 y 24 uM de 2,4-D.

7.11. Efecto del AIA sobre los niveles de las proteinas de choque

térmico y del ciclo celular en laraiz y follaje del maiz.

Por ultimo, se realizaron los analisis anteriormente descritos para la auxina
natural acido indol-3-acético (AlA). La aplicacion exdégena del AIA no inhibid
claramente el crecimiento de las plantas de maiz, pero afecto la arquitectura de la
raiz, principalmente en la formacion de raices laterales (Figs. 22, 23 y 28A). Para
determinar si estos cambios morfologicos involucran a las proteinas de ciclo
celular, se inmunodetectaron las proteinas ya mencionadas. Con particular
énfasis, el AIA aument6 los niveles de la proteina HSP101 de manera similar en
todas las concentraciones probadas en la raiz, mientras que en control y el follaje
nuevamente no se logré inmunodetectar (Fig. 28B), lo que indicaria que la
HSP101, es regulada por AlA y es especifica del sistema radicular. Respecto a los
niveles de CycA no hay cambios en ambos tejidos comparados con control. Como

se observa, los niveles de CKS en raiz aumentan de acuerdo a la concentracion
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de AIA de manera dosis dependiente, mientras en el follaje no hay cambios en 6y
12 uM pero disminuye en 24 uM de AlA (Fig. 26B). Esto sugiere que el AlA, regula

la arquitectura de la raiz y afecta la acumulacion de las proteinas HSP101 y CKS.

B Raiz Follaje
L e A g BG . | HSP101
e e S . S Y

C TAEX_[3AAAES T 1y
Acido indoi-3-acético (AlA) (UM Acido indol-3-acético (AIA) (uM)

C 6 12 24 C 6 12 24

Figura 28. Efecto del acido-indol-3-acético (AlA) sobre los niveles de las proteinas de
choque térmico y del ciclo celular en raiz y follaje de plantas de maiz. A, Plantas de 15 dias de
edad (7 dias en medio semisélido y 8 dias en medio liquido) crecidas en medio liquido con las
concentraciones indicadas de AlA. B, inmunodeteccion de HSP101, Ciclina A (CYCA), subunidad
reguladora de la cinasa dependiente de ciclina (CKS), Cinasa dependiente de ciclina tipo A (CDKA)
y PXI (proteina por identificar) en extractos crudos obtenidos de raiz y follaje de las plantas
tratadas con 6, 12 y 24 uM de AlA.
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8. DISCUSION Y CONCLUSIONES.

El sistema radicular de las plantas esta formado por la raiz primaria, las
raices laterales y adventicias y los pelos radiculares (Geiss et al., 2009; Ortiz-
Castro y Lépez-Bucio 2010). El desarrollo de estas raices es un proceso complejo
y puede ser regulado por varios factores tales como fitohormonas, la luz, la
disponibilidad de nutrientes, respuestas a estrés y mecanismos genéticos
especificos a cada especie vegetal (Geiss et al., 2009, Lopez-Bucio et al., 2003).
El organismo mas estudiado a este respecto es Arabidopsis thaliana, una
dicotiledénea ampliamente usada como modelo en la investigacion, que se
caracteriza por tener un sistema radicular formado por la raiz primaria de donde
emergen las raices laterales. Por el contrario, los cereales como el maiz y el arroz
presentan un sistema radicular complejo. En el maiz, éste consiste de un sistema
radicular embrionario formado por la raiz primaria (RP) y las raices escutelares
seminales (RES) y de un sistema radicular post-embrionario integrado por las
raices de corona (RC), aéreas (RA) y las raices laterales (RL), las cuales pueden
estar formadas sobre las RP, las RES, las RC y las RA. Sin embargo, se
desconocen los factores que regulan la formacién de los diferentes tipos de raices
en plantas de maiz. Existen diversas hormonas vegetales que regulan el
desarrollo de las plantas, destacando a las auxinas como hormonas maestras que

son esenciales para programas de organogénesis.

En este trabajo, se investigd el desarrollo de la arquitectura del sistema
radicular maiz germinado a partir de la semilla y en un sistema in vitro, asi como
su modificacién en respuesta a auxinas aplicadas exdgenamente (ANA, AIB, 2,4-D
y el AlA). Vazquez-Ramos y colaboradores han obtenido anticuerpos especificos
contra proteinas de ciclo celular de maiz. Esta herramienta permitié relacionar el
desarrollo post-embrionario de la planta con la regulacion del ciclo celular en esta
investigacion. Mediante el sistema de germinacion con semilla, se logré observar
la complejidad del sistema radicular de las plantas de maiz (Figs. 12, 13, 14).
Posteriormente, se establecid un sistema in vitro para estudiar la raiz de maiz y su

configuracion en respuesta a tratamientos con diferentes auxinas. El sistema de
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germinacion con la semilla en charola fue mas susceptible a contaminacion y
aunque se puede controlar la concentracion del compuesto que se adiciona, no
hay una distribucion homogénea del compuesto y éste no esta en contacto directo
con la planta. En contraste, en nuestro modelo experimental (in vitro) las plantas
crecidas con un fotoperiodo normal conducen a procesos de diferenciacion celular,
evidenciada por el crecimiento y desarrollo del coleéptilo. La arquitectura del
sistema radicular en plantas de maiz y en el sistema in vitro es muy versétil, con la
formacion de cinco tipos de raices: La raiz primaria y las raices ecutelares
seminales (dia 3), laterales (dia 7) y de corona (dia 8), mientras que en el sistema
in vitro la sucesion de eventos fue: formacion de la raiz primaria (2 dias),
escutelares seminales (4 dias) y laterales y de corona (15 dias) (Figs. 12, 13, 14,
15).

La evaluacion de los efectos de las diferentes auxinas revel6 que el acido 1-
naftalen acético (ANA) inhibe el crecimiento de la planta y promueve la formacién
de las raices de corona. Por el contrario, el ANA disminuye la longitud de la raiz
primaria (Figs. 16, 17, 24) y tiene efectos claros en la induccién de las raices de
corona. En arroz (Oriza sativa) una planta monocotiledonea, se ha implicado a la
biosintesis de las auxinas y el transporte mediado por los transportadores de eflujo
PIN1 para el desarrollo de las RC (Yamamoto et al, 2007; Xu et al., 2005). El
efecto que se observa en nuestro modelo puede ser debido al transporte de influjo
del ANA por difusién y por lo tanto se suguiere que el desarrollo de las raices de
corona puede estar mediado por la concentracion del compuesto y su distribuciéon

en los diferentes tejidos.

El AIB es una hormona endégena de plantas y ha sido identificada en
chicharo (Pisum sativum), Arabidopsis thaliana, tabaco (Nicotiana tabacum), maiz
(Zea mays L.), entre otras especies (Ludwig-Mduller, 2000; Rashotte et al., 2003).
En Arabidopsis el AIB tiene una mayor actividad en la formacion de raices
laterales y la induccion de raices adventicias (Ludwig-Mdiller et al., 2005; Strader et
al., 2011). En arroz, la aplicacion exdgena de AIB incrementa el nimero de raices

laterales en la raiz primaria, ademas inhibe el crecimiento la raiz primaria y
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promueve la elongacion de las raices laterales (Wang et al., 2003). Nuestros
resultados en maiz mostraron que el &cido indol butirico tiene efectos similares al
ANA, con una mayor actividad en las raices laterales y en la formacion de raices
de corona (Figs. 18, 19). Estos resultados indican que la respuesta de las plantas
al AIB parece estar conservada tanto en plantas dicotiledéneas y en

monocotiledéneas.

El &cido 2,4-diclorofenoxiacético es una herbicida comunmente usado en la
agricultura (Bukowska, 2006). El modo de accion del 2,4-D es dependiente de la
dosis y causa efectos diferentes sobre especies susceptibles (Pazmifio et al.,
2011). En bajas concentraciones, el 2,4-D estimula procesos de crecimiento y
desarrollo, mientras que en altas concentraciones actla como un herbicida,
alterando el crecimiento de la raiz y del follaje (Bukowska, 2006; Grossmann,
2003). En nuestros resultados, concentraciones de 1.5 a 24 uM de 2,4-D tuvieron
un efecto represor sobre los programas de desarrollo de la raiz y follaje, que es
superior a las demés auxinas y que conduce a la formacion de callos (Figs. 20, 21,
24). Ademas, el 2,4-D causa cambios morfolégicos en la zona del meristemo (Fig.
21). Esto indica que el 2,4-D en las concentraciones evaluadas, es mucho mas
activo que las auxinas anteriores ya que induce procesos de desdiferenciacion

celular.

El AIA se ha considerado como la molécula principal que regula el
crecimiento y desarrollo de las plantas, especificamente el AIA induce cambios
morfologicos en la raiz mediante la formacion de nuevos meristemos de raices
laterales, a través de la activacion de células del periciclo de la raiz primaria, asi
como también la formacion de pelos radiculares en Arabidodpis thaliana. El efecto
en la arquitectura de la raiz de maiz en respuesta a este compuesto no se
conocia. En este trabajo se encontrd que el efecto principal del AIA, al igual que
en Arabidopsis, es promover la formacion de las raices laterales (Figs. 22 y 23).
No se documentaron efectos claros sobre la formacion de las raices de corona, las
raices escutelares seminales y en la zona del meristemo (Fig. 23). Esto indica que

el AlA es una las auxinas con menor actividad comparada con el ANA, IBAy 2,4-D
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o probablemente el AIA estd sujeto a una rapida inactivacion a través de

conjugacion y/o degradacién en las plantas de maiz.

La regulacion de la arquitectura de la raiz en respuesta a auxinas incluye la
regulacion de los niveles de las proteinas del ciclo celular y la proteina de choque
térmico HSP101. Lopez-Frias y colaboradores (2011), reportaron que HSP101 se
expresa principalmente en la zona de formacion de las raices de corona en el
nodo del coleoptilo en plantas de maiz. Con nuestro sistema in vitro, se demostré
que las auxinas, incluyendo el &cido naftalen acético, el acido indol butirico, el
acido 2,4-diclorofenoxiacético y el acido indol-3-acético, regulan los niveles de la
proteina HSP101 y que esta regulacién es tejido especifica (Figs. 25, 26, 27, 28).
Esto sugiere que HSP101 modula el desarrollo de las raices de corona en el nodo
del coleoptilo a través de la respuesta a las auxinas y puede ser considerado

como un marcador inducible por estas fitohormonas.

La proteina CKS se asocia con las CDKs y juega un papel muy importante
en la regulacion del ciclo celular. La sobreexpresion de AtCKS1 inhibe el
crecimiento por la reduccion del tamafio del meristemo e inhibe la progresion del
ciclo celular (De Veylder et al., 2001). Jiang y colaboradores (2010), realizaron
microarreglos de las células madre localizadas en el meristemo de la raiz
encontrando que ZmCKS1 se expresa mas en el centro quiescente (CQ) que en la
cofia de la raiz (CR) y el meristemo proximal (MP), esto indica que ZmCKS1
contribuye a la poca actividad mitética en el CQ y por lo tanto en mantener la
organizacion de las células adyacentes. Recientemente, se investigo el papel de la
proteina CKS en la germinacion del maiz (Mufioz-Hernandez, 2010)
encontrandose que ZmMCKS se encuentra presente en semillas secas y se
incrementa en tiempos tardios de germinacion. Sin embargo, no se conocia su
papel en el desarrollo post-embrionario del maiz y en la respuesta a auxinas.
Nuestros resultados indican que el AIB, el 2,4-D y el AIA aumentan los niveles de
CKS en la raiz, mientras en follaje solo el AIB aumentd sus niveles, que

disminuyeron con el AlA (Figs. 26, 27, 28). Esto sugiere que CKS esta involucrado
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en la regulacion de la arquitectura de la raiz en las plantas de maiz tratadas con
auxinas.

La CycA2s se ha reportado que regula la transicion de G2/M para la
formacion de raices laterales en Arabidosis (Vanneste et al., 2011). La expresion
de CDKA en Arabidopsis fue incrementada por los tratamientos con hormonas
(AIB y ANA) durante el desarrollo de la planta, mientras para CycAl fue
sobreregulado en respuesta a AIB y ANA a los 8 dias de edad (Hye-Jeong et al.,
2010). Las auxinas ANA, AIB y 2,4-D en plantas de maiz de 15 dias de edad
aumentaron los niveles de la proteina CycA en raiz y follaje, con excepcion del AIA
(Figs. 25, 26, 27, 28). Los niveles de CDKA en las plantas tratadas con el ANA,
aumentaron en raiz y follaje y el 2,4-D aument6 su expresion en raiz y disminuy6
en follaje sugiriendo que CDKA puede ser usado como un marcador molecular en
el desarrollo post-embrionario en respuesta a compuestos auxinicos con mayor

actividad bioldgica en plantas de maiz (Figs. 25, 27).

El modelo propuesto en funcién de los resultados obtenidos indica que el
ANA actla sobre las proteinas CycA, CDKA y HSP101, posiblemente para la
formacion de las raices de corona y las raices laterales. El AIB actia sobre CycA,
HSP101 y CKS para modular el desarrollo de las RC y las RL. Mientras el AIA
modula la expresion de HSP101 y CKS para la formacion de las raices laterales.
Por otro lado el 2,4-D, regula la expresiéon de CycA, CDKA, CKS y HSP101
induciendo la formacion de callos (Fig. 29).
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Figura 29. Papel de las auxinas en el desarrollo de la raiz en maiz. El ANA, AIB y AlA regulan
los niveles de proteinas de choque térmico y del ciclo celular del maiz, posiblemente involucradas
en la formacion de las raices de corona y las raices laterales, mientras el 2,4-D induce la formacion
de callos. Las flechas hacia arriba indican el aumento de los niveles de las proteinas

inmunodetectadas.
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Resumen

El maiz (Zea mays L.) es una especie monocotiledénea que pertenece a la Familia
Poaceae de gran valor comercial y cultural en Mesoamérica. La raiz es uno de los 6r-
ganos masimportantes para la planta, debido aque provee soportefisico, participa en
la captacion de agua, nutrimentos minerales y en la sintesis de diversos metabolitos.
Aunque la mayor parte de nuestro conocimiento sobre los factores que determinan la
arquitectura de la raiz se ha obtenido de la planta modelo Arabidopsis thaliana, en
afiosrecientes se han logrado avances importantes en el entendimiento del programa
de desarrollo radicular del maiz. En esta especie, el desarrollo embrionario permite la
formacion de unaraiz primariay de un nimero variable de raices escutelares semina-
les. Después de la germinacion, ocurre la formacién de raices de soporte denomina-
dasraices de corona o nodales y de un gran nimero de raices laterales y adventicias.
En este articulo se discute la informacién existente sobre la arquitectura de la raiz del
maiz y los procesos fisioldgicos y genéticos que participan en su configuracion.
Palabras clave: Zea mays, arquitectura de la raiz, raices laterales, auxinas.

Abstract

Maize (Zea mays L.) is a monocotyledonous species, which belongs to the Poaceae
family of great economic and cultural value in Mesoamerica. The root system is anim-
portant organ for the plant, it provides physical support, participates in water and nu-
trient uptake and in the synthesis of diverse metabolites. Although most of the current
knowledge about the factors that determine the root system architecture has beenob-
tained from the model plant Arabidopsis thaliana, in recent years important findings
came from maize. In this species, embryonic development produces a single primary
root and a number of scutellar seminal roots, which later in development generates a
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number of adventitious and lateral roots. In this work, we review the current informa-
tion on the root system architecture of maize and the physiological and genetic pro-
cesses involved in its configuration.

Keywords: Zea mays, root system architecture, lateral roots, auxins.

Introduccion

El maiz es uno de los cultivos de mayor tradicion e importancia entre los pueblos de
Mesoameérica. Constituyo la base alimenticia de sus habitantes por ser uno de los alimentos
con gran valor nutricional y representa una de las aportaciones mas valiosas a la humani-
dad. El origen exacto del maiz no ha llegado a esclarecerse completamente. La propuesta
mas aceptada sitUa su origen a partir del teosinte, una maleza que crece de forma silvestre
gue esta emparentado cercanamente con el maiz (Dorweiler et al., 1993).

El maiz se ha establecido recientemente como un organismo modelo en lainvestiga-
cién basica con lafinalidad de generar informacion sobre la biologia de los cereales (Demos-
trables y Scanlon, 2009). Su ciclo de vida puede dividirse en dos grandes etapas, un estadio
vegetativo que antecede a la fase reproductiva. La etapa de crecimiento vegetativo com-
prende desde la germinacion hasta la emergencia de las inflorescencias masculinas (pano-
ja), mientras que la etapa reproductiva involucra el desarrollo de las inflorescencias
femeninas (espigas). La polinizacién de las espigas da lugar a la formacion de los granos de
la mazorca (Monasterio et al., 2007).

Los primeros estadios de desarrollo del maiz son muy sensibles a la falta de agua y
nutrientes por lo que la consolidacion del cultivodemanda una buenainversion eninsumos y
labores culturales. Los suelos donde se cultiva el maiz, no tienen la capacidad para propor-
cionar los nutrientes necesarios para el crecimiento eficiente de las plantas o no otorgan el
rendimiento adecuado, para ello se debe recurrir al empleo de fertilizantes. El estudio de los
factores que determinan la capacidad de absorcion de nutrientes como el nitrégeno, el fésfo-
ro, el potasioy algunos micronutrientes es un tema de actualidad enfocado a incrementar la
produccion especialmente en suelos acidos y alcalinos, los cuales representan lamayor su-
perficie cultivable del planeta (Lépez-Bucio et al., 2003).

Laraiz del maiz aligual que en otras plantas, participa en la captacion de aguaynu-
trientes del suelo, ademas provee soporte estructural y es el sitio de interaccion con factores
bioticos y abidticos que con frecuencia determinan la productividad del cultivo (Liedgens et
al., 2000; Hochholdinger et al., 2004a; Lopez-Bucio et al., 2003).

El desarrollo del sistema radicular del maiz puede ser embrionario y
post-embrionario. El primero ocurre por una serie de divisiones asimétricas en las células
del zigoto dando lugar a laformacion del suspensor y al embrion. Después de las divisiones
antesindicadas aparece el eje embrionario formado por el meristemo apical foliar y radicular
en el coleoptilo. Finalmente, se desarrollan estructuras embrionarias tales como el primer
primordio de la hoja, la raiz primaria (RP) y las raices escutelares seminales (RES) (Fig. 1)
(Chandler et al., 2008; Nardmann y Werr, 2009; Sheridan y Clark, 1994). Una vez que las
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Figura 1. Representacién esquematica del desarrollo embrionario de la raiz primaria y de las raices escutelares seminales
en maiz. Formacion de los diferentes tejidos y érganos a partir de las divisiones asimétricas del zigoto en el estado embrio-
nario.

Primordio de

Suspensor RP

condiciones ambientales son favorables comienza la germinacion, iniciando asi el desarro-
llo post-embrionario que es altamente plastico y puede estar afectado tanto por reguladores
de crecimiento como por el ambiente. Lagerminacién se caracterizapor laemergencia de la
radicula y avanza con el aporte de nuevas células generadas en el meristemo de la raiz,
ademas de la expansion de las células presentes en la zona de elongacién (Ishikawa y
Evans, 1995). Més alla de esta region, en la zona de diferenciacion ocurre la formacion de
pelos radiculares (Saleem et al., 2010). En conjunto, los procesos de division, elongacion y
diferenciacion celular dan como resultado el arreglo tridimensional del sistema radical que
lleva a la conformacioén de la arquitectura de la raiz.

Figura 2. Fotografia comparativa de la plantula de
maiz (Zea mays) (A) y Arabidopsis thaliana (B)
de 14 dias de edad. Las fotografias muestran la
complejidad de la arquitectura de la raiz de la
plantula de maiz comparada con A. thaliana. RP:
Raiz primaria; RES: Raiz escutelar seminal; RC:
Raiz de corona; RL: Raiz lateral. Fotografia adap-
tada de Hochholdinger y Zimmermann (2008).
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La arquitectura de la raiz del maiz

Laraiz del maiz muestra una estructuraradicular compleja comparada con el sistema
radicular méas simple de Arabidopsisthaliana (Fig. 2). En el primer caso, lasraices se forman
endégenamente en el embriény consisten de laraiz primariay de las raices escutelares que
aparecen durante la germinacion. Las raices escutelares seminales son una parte importan-
te para la captacion inicial de agua, nutrientes y para el establecimiento de la plantula en el
suelo. Las raices post-embrionarias se forman después de la germinacion y contindan cre -
ciendo hastaformar un sistema radicular altamente ramificado en las plantas adultas. El sis-
tema radicular post-embrionario esta formado por raices de corona o nodales (RC) y de
raices aéreas (RA) que surgen tardiamente enlos nodos del tallo (Fig. 3) (Esau 1965; Singh
et al., 2010; Hochholdinger y Feix, 1998).

Figura 3. Desarrollo del sistema radicular del maiz. Notar la emergencia de los diferentes tipos de raices: (A) Germina-
cioén de semillas por 48 hrs, se puede apreciar la salida de la radicula (R). (B) A los tres dias de edad se puede observar la
emergencia de la raiz primaria (RP) a través de la coleorriza (CO) y de las raices escutelares seminales (RES) que se desa-
rrollan a partir del nodo escutelar (NE). (C) A los ocho dias de edad se observa la formacién de las raices de corona o noda-
les (RC) en el nodo del coleoptilo (NC) y de raices laterales sobre la RP. (D) A las seis semanas de edad se aprecia la
formacion de las raices aéreas (RA) en los nodos del tallo.

Las raices laterales (RL) emergen de los diferentes tipos de raices (Hochholdinger et
al., 2004b). Las raices escutelares y las raices de corona forman la estructura de anclaje de
la raiz, mientras que las raices laterales aumentan el area de absorcién en el suelo (Grze-
siak 2009). La raiz primaria aparece después de la germinacion y se hace visible cuando
rompe la coleorriza (CO), mientras que las RES emergen del nodo escutelar (NE) (Fig. 3).
Por otra parte, el desarrollo del sistema radicular post-embrionario se divide en dos etapas:
temprano y tardio. El primero se caracteriza por dos tipos de raices: las raices laterales que
emergen de la raiz principal y las raices escutelares seminales que se forman entre los seis
a siete dias de edad (d.d.e.) de laplantula. Las raices de corona aparecen en el primer nodo
del coleoptilo (NC) entre los siete a catorce dias (Singh et al., 2010; Hochholdinger et al.,
2004b). El desarrollo post-embrionario tardio se caracteriza por el crecimiento de las raices
de corona y aéreas, importantes para el soporte foliar. La transicion temprana a tardia del
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desarrollo post-embrionario de laraiz empiezatres a cuatro semanas después de la germi-
nacion con la formacion de verticilos, entonces un conjunto de raices emergen del tallo aun
mismo nivel formando las raices de corona en el segundo nodo. Las raices aéreas pueden
formar a su vez mas raices laterales, después que han penetrado en el sueloy proveen un
soporte adicional y una mayor capacidad para la absorcion de agua y de nutrientes (Feld-
man 1994).

Participacion de las hormonas vegetales en el desarrollo de la raiz
del maiz

Las plantas producen moléculas organicas pequefias de identidad quimica variable
que afectan el crecimiento y desarrollo. Dichas moléculas se denominan fitohormonas o re-
guladores de crecimiento (Jaillais y Chory, 2010; Morquecho-Contreras y Lopez-Bucio,
2010). Entre los compuestos que se encuentran mas directamente implicados en la modula-
cion de la arquitectura de la raiz del maiz se encuentran las auxinas, el etileno, los brasinos-
teroides y las giberelinas.

——
Sintesis

YUCCAs -+ Funcién
biolégica

TAA1/TARS ]

Edlenio Citocinina Etileno
4 4
Luz roja Gravedad  Patogenos Inanicion de fosfato Luz

cercano/flejano

Figura 4. Modelo esquematico de la red de respuestas a auxinas y sus interacciones con sefiales endégenas y ambientales.
El equilibrio entre la sintesis de auxinas (caja verde), la conjugacion, el almacenamiento y el catabolismo (cuadros rojos),
controla la poza activa de AIA (circulo azul, IAA siglas en inglés). El contenido celular de la hormona depende también de
la actividad de la red de transportadores de auxinas (caja azul). La conexion entre el transporte de AIA mediado por PIN5
en el interior del reticulo endoplasmico y la conjugacién/almacenamiento de AIA se indica con la linea roja punteada. La
percepcion y sefializacién de auxinas estd mediada por el sistema AFB-Aux/IAA-ARF (caja central grande). A bajos nive-
les de auxinas, las proteinas Aux/IAAs reprimen la actividad de los factores de transcripcion ARFs a través de la incorpora-
ci6n de co-represores transcripcionales de la familia TPL/TPR. La unién de la auxina al complejo receptor SCF'RVAFE
conduce a la ubiquitinacién y degradacion de las proteinas Aux/IAA, liberando a los factores ARFs. Adaptado de Kieffer et
al., 2010.
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Las auxinas

La homeostasis de las auxinas permite el crecimiento y desarrollo favorable de las
plantas y los mecanismos que controlan dicha homeostasis involucran la sintesis, catabolis-
mo, almacenamiento, conjugacion y transporte de estos compuestos (Fig. 4) (Tromas y Pe-
rrot-Rechenmann, 2010; Hernandez-Mata et al., 2010). La percepciény la sefializacion por
auxinas ocurre por los receptores SCF"*¥A"8y ABP1, los represores Aux/IAAy los activado-
res ARF, permitiendo finalmente la expresion o represion de genes blanco (Fig. 4). En el
maiz, recientemente Jiang y colaboradores (2010), realizaron microarreglos de las células
madre localizadas en el meristemo de laraiz, encontrando la expresion de genesrelaciona-
dos aauxinas como los activadores ZmARF, los represores ZmAUX1 y los transportadores
ZmPIN, lo que sugiere que el sistema de respuesta a auxinas propuesto para Arabidopsis,
también podria estar conservado en maiz.

El maiz y el arroz presentan sistemas radiculares adventicios y sélo difieren en later-
minologia con la que se designa a cadatipo deraiz. No existen reportes del efectode las au-
xinas en el maiz por tal razén a continuacion presentaremos los resultados obtenidos en
arroz. Existen reportes de que la biosintesis de auxinas es requerida para la formacion de
raices de corona en plantulas de arroz que sobreexpresan el gen OsYUCCAL que codifica
para una enzima tipo flavina monooxigenasa que convierte la triptamina a N-hidroxitriptami-
na involucrada en la sintesis de auxinas. Se ha observado que en estas plantas se incre-
menta el nimero de raices de corona, igual efecto se encontro con la aplicacion exdgena de
acido indol-3-acético (AlA) (Yamamoto et al., 2007; Inukai et al., 2005; Xu et al., 2005). Por
otra parte, se hareportado que latransduccion de sefiales de auxinas también juega un pa-
pel importante en la iniciacién de las RC, debido a que la degradacion del represor
OslAA3/OslAA permite la transcripcion de genes de respuesta temprana a auxinas en arroz
(Nakamura et al., 2006; Song et al., 2009a).

Las auxinas tienen un papel importante en la formacién de raices laterales en maiz,
arroz y Arabidopsis. En esta Ultima especie, las auxinas controlan positivamente la forma-
cion de las raices laterales por el establecimiento de un maximo de concentracionen las cé-
lulas del periciclo. Dicho maximo de auxinas depende de los transportadores de eflujo PIN
(PIN-FORMED) (Perili etal., 2010). Enarroz, la sobreexpresion de OsPIN1 incremento tam-
bién el nimero de raices laterales. Ademas, se ha observado que la via de sefializacion de
auxinas es requerida debido a que la sobreexpresion del represor OslAAL redujo el nUmero
de raices laterales (Xu et al., 2005; Song etal., 2009b). Los defectos en la biosintesis, sefiali-
zacion y transporte de auxinas causan alteraciones en la longitud de la raiz. La auxina exo6-
genainhibe la elongaciénde laraiz en monocotiledéneasy dicotiledoneas. La biosintesisde
auxinas, disminuida en plantas antisentido OsYUCCAL y en mutantes de maiz afectadas en
el gen ZmNIT2 que codifica para una enzima que cataliza la conversion de in-
dol-3-acetonitrilo a AlA, provoco el acortamiento de todos los tipos de raices (Kriechbaumer
etal., 2007; Woo et al., 2007; Yamamoto et al., 2007). En conclusion, a pesar de las diferen-
cias en lamorfologia de laraiz entre monocotiledoneas y dicotiledoneas, altas concentracio-
nes de auxinas en el medio de crecimiento inhiben la longitud de la raiz y promueven la
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formacion de raices laterales tanto en Arabidopsis como en el arroz y probablemente tam-
bién en el maiz (McSteen 2010).

Etileno

El etileno es una hormona de naturaleza gaseosa producida por la planta que regula
diferentes procesos morfogenéticos. En condiciones de estrés, cuando el suelo esta satura-
do con agua, se ha reportado un incremento en la concentracion de etileno en la raiz del
maiz. Las plantas expuestas a etileno en tales condiciones tienen inhibida la elongacién de
las raices escutelares seminalesy se acelera laemergencia de las raices adventicias (Jack-
sonetal., 1981). Whalen y Feldman (1988), examinaron el crecimiento de laraiz primariaen
respuesta a la aplicacién exégena de etileno, encontrando una inhibicién en la elongacion
en las células corticales. Se ha reportado que el etileno también regula el tamafio de la cofia
de laraiz, ladiferenciacion celular y el transporte de auxinas (Ponce et al.,2005; Lee etal.,
1990).

Brasinosteroides

Los brasinosteroides (BRs) son hormonas esteroidales que tienen un papel importan-
te en el crecimiento y desarrollo de las plantas y estan ampliamente distribuidas en el reino
vegetal. Se han encontrado treinta y dos BRs en angiospermas, incluyendo nueve en mono-
cotiledoneas y mas de veinte en dicotileddneas, cuatro en gimnospermas, uno en algas y
otro en pteridofitas (Young-Soo et al., 2005; Fujioka y Sakurai, 1997). Se sabe que los BRs
en bajas concentraciones regulan el crecimiento del brote y promueven la elongacion de la
raiz en Arabidopsis (Missig etal., 2003), mientras que en maiz se hareportadola presencia
de BRs en la raiz y su participacion en la respuesta gravitropica (Seong-Ki et al., 2000;
Young-Soo et al., 2005).

Acido giberelico

El acido giberélico controla la germinacion de las semillas, laelongacién de los tallos,
la expansion de las hojas, el desarrollo de tricomas, flores y frutos (Morquecho-Contreras y
Lépez-Bucio, 2010). Recientemente, Zimmermann y colaboradores (2010) realizaron una
busqueda de genes tipo GAST (gibberellic acid stimulated transcript-like) en maiz, debido a
gue previamente se habiareportado que al &cido giberélico estaba involucrado enla forma-
cién de raices laterales. Los autores antes mencionados encontraron diez genes ZmGSL
(Zea mays gibberellic acid stimulated-like) que codifican proteinas pequefias de 75 a 128
aminoacidosy cuyaexpresion in situ sugirié su participacion en eldesarrollo de las raices la-
terales. Ademas, el acido giberélico (GAs) induce también la expresion de ZmGSL en los pri-
mordios de raices laterales (Zimmermann et al., 2010).
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Andlisis genético del desarrollo de la raiz en maiz

El desarrollo radicular en cereales esté siendo caracterizado mediante el andlisis de
un namero creciente de mutantes (Hochholdinger et al., 2004a; Hochholdinger y Tuberosa,
2009). Los fenotipos de las mutantesidentificadas que influyen ala arquitectura de laraiz del
maiz se pueden agrupar por sus defectos en laformacién deraices de corona, raices latera-
les y/o pelos radiculares (Hochholdinger et al., 2004b). A continuacion describiremos algu-
nas de las mutantes afectadas en los diferentes factores implicados en la formacién de la
raiz.

Raices de corona y aéreas

La primer mutante aislada se denominé rt1 (rootless 1) (Jenkins 1930), esta se carac-
teriza por presentar un nimero reducido de raices de corona y aéreas. La naturaleza de la
lesién genética en rtl aun no ha sido determinada. Por otra parte, el gen rtcs (rootless for
crown and seminalroots) codifica para un dominiode la proteina LOB (lateral organ bounda-
ries) que contiene en el extremo carboxilo terminal una estructura de dedos de zinc que co-
rresponde a un dominio de unidn al DNAy unaregioéntipo cierre de leucina (Taramino et al.,
2007). Dicho gen es un regulador clave en la iniciacion de raices seminales escutelares em-
brionarias y de las raices aéreas post-embrionarias. Esta mutante, aunque carece de raices
del brote y escutelares seminales, formalaraiz primaria y lasraices laterales de manera nor-
mal (Hetz et al., 1996).

Raices laterales

La primer mutante identificada con defectos en la formacion de raices laterales en el
maiz se denomino Irtl (lateral root less 1) (Hochholdinger y Feix, 1998). Dicha mutante es
deficiente enlainiciacion de las raices laterales en la RP, RESy en las RC. Por lo antes men-
cionado, en la mutante Irtl la fase afectada es el desarrollo del sistema radicular
post-embrionario tardio. Otra de las mutantes caracterizadas es ruml (rootless with unde-
tectable meristems 1) (Woll et al., 2005), que esta alterada en la iniciacion de raices escute-
lares seminales embrionarias y las raices laterales post-embrionarias de la raiz primaria,
mientras que la formacionde RL es normal en las raices aéreas. Otras mutantes se conocen
comoslrlysir2 (shortlateral roots 1y 2) (Hochholdinger etal., 2001) por que estan alteradas
en laelongacion de las raices laterales embrionarias. Sin embargo, forman raices laterales
normales en el sistema radicular de soporte foliar post-embrionario, o que sugiere que la
fase afectada es el desarrollo del sistema radicular post-embrionario tardio. La funciéon de
los genes Irt1, rum1, slrl y slr2 antes mencionados no ha sido determinada.

Pelos radiculares

Los pelos radiculares son estructuras unicelulares de la epidermis que juegan un pa-
pel importante en la captacion de aguay de nutrientes, incrementando el area de absorcion

Agosto de 2011 55 Ciencia Nicolaita No. 53]



La arquitectura radicular del Maiz (Zea mays L.

de laraiz (Schiefelbein 2003; Wen y Schnable, 1994). La epidermis esta formada por dos ti-
pos de células, las que forman los pelos radiculares, llamados tricoblastos y las que no los
forman denominadas atricoblastos. Se han identificado tres mutantes de maiz con defectos
en laelongacion de pelos radiculares conocidas como rthl, rth2 andrth3 (root hair less 1,2y
3) por sus siglas eninglés. Larthl codifica un gen homoélogode sec3involucrado en la secre-
cién de vesiculas (Wenetal., 2005). Dicho genregulael desarrollo temprano de los pelosra-
diculares (Weny Schnable, 1994). Por otra parte, la mutante rth3 codifica una proteina tipo
COBRA. Los genes de la familia COBRA participan en la expansion celular y en la biosinte-
sis de la pared celular (Hochholdinger et al., 2008).

Conclusiones

La arquitectura del sistema radicular del maiz (Zea mays L) es muy versatil. En dicha
planta se presentan cincotipos de raices: i) primaria, ii) escutelares seminales, iii) laterales,
iv) de coronay v) aéreas. Diferentes hormonas vegetales, incluyendo las auxinas, el etileno,
los brasinosteroides y el &cido giberélico participan en el desarrollo del sistema radicular en
maiz. Debido a la complejidad que presenta el sistemaradicular en esta especie, su ciclo de
vida y su importancia en la agricultura, se vislumbra que con las mutantes identificadas se
podra profundizar en los programas morfogenéticos que determinan la eficiencia de capta-
cién de aguay nutrientes, aspectos directamente relacionados con la arquitectura del siste-
maradical. La continuidad de lasinvestigaciones en este campo proveeranlas herramientas
para el control de los procesos fisioldgicos y del desarrollo en una especie de enorme arraigo
en nuestra sociedad como es el maiz.
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