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NAC1 regula la expresion de las peptidasas CEP1-CEP3 que modulan el
crecimiento de los pelos radicales en Arabidopsis thaliana

Los pelos radicales (PR) son estructuras unicelulares con crecimiento polarizado capaces de
incrementar varias veces su tamafio original favoreciendo la absorciéon de agua y nutrientes del
suelo. Para que la célula vegetal pueda crecer es necesario que ocurran modificaciones
estructurales en la pared celular. Entre las proteinas que componen la pared estan las extensinas
(EXTs), las cuales juegan un papel clave en el crecimiento polar del pelo radical. Las plantas
codifican un grupo unico de cisteina endopeptidasas (CysEP o CEP) de tipo papaina capaces de
procesar las EXTs. Dado que las CEPs pueden escindir EXT y proteinas relacionadas con EXT,
actuando como agentes debilitadores de la pared celular, éstas podrian influir en el proceso de
elongacion celular. El genoma de Arabidopsis thaliana codifica tres CEPs (AtCPE1-AtCEP3). En
este trabajo se observdé que AtCEP1-AtCEP3 se expresan en los PR. Dobles mutantes
insercionales de CEPs, cep1-3cep3-2y cep1-3cep2-2 presentaron PR mas largos que las plantas
de tipo salvaje (Wt), lo que sugiere que la expresion de AtCEPs en los tricoblastos modula
negativamente el crecimiento polar de los PR. Mediante ensayos de inmunoprecipitacion de
cromatina (ChIP) se observé que el factor de transcripcion NAC1 se une al promotor de AtCEP1,
AtCEP2 y, en menor medida, a AtCEP3 y puede regular directamente su expresion. A su vez, la
sobreexpresiéon de NAC1 aumenta los niveles de transcripciéon de AtCEP1 y AtCEP2 en las
raices, mientras que la pérdida de funcion de la mutacién nac7-2 reduce la expresion de los
genes AtCEP1-AtCEP3 y aumenta el crecimiento de los PR. En correspondencia con esto, la
expresion de la construccion represora NAC1-SRDX conduce a una mayor longitud de PR.
Finalmente, mostramos que las paredes celulares de los PR en el doble mutante cep1-3cep3-2
tienen niveles reducidos de EXT, lo que sugiere que los defectos en el alargamiento del pelo
radical estan relacionados con alteraciones en el procesamiento y la acumulacion de EXT. En
conjunto, nuestros resultados respaldan la participacion de AtCEPs en el control del crecimiento

polar de los PR a través del procesamiento EXT y la insolubilizacién en la pared celular.

Palabras claves: Arabidopsis thaliana, cisteina endopeptidasas (CEPs), extensinas,
NAC1,pared celular, pelos radicales.



NAC1 directs CEP1-CEP3 peptidase expression and modulates root hair growth

in Arabidopsis

Root hairs (RH) are single cells with polarized growth that increase several times their original
size, thus allowing the absorption of water and nutrients from the soil. In order for the plant cell to
grow, structural modifications in the cell wall are necessary. Among the proteins that make up the
wall are extensins (EXTs), which play a key role in the polar growth of the root hair. Plant genomes
encode a unique group of papain-type Cysteine EndoPeptidases (CysEPs or CEPs) capable of
processing EXTs. Since CEPs are able to cleave EXTs and EXT-related proteins, acting as cell
wall-weakening agents, they may play a role in cell elongation. Arabidopsis thaliana genome
encodes three CEPs (AtCPE1-AtCEP3). Here we report that AtCEP1-AtCEP3 are expressed in
RH cell files. Double mutants cep7-3cep3-2 and cep1-3cep2-2 have longer RH than wild type
(Wt) plants, suggesting that expression of A{CEPs in root trichoblasts restrains polar elongation
of the RH. We provide evidence that the transcription factor NAC1 activates AtCEPs expression
in roots to limit RH growth. Chromatin immunoprecipitation indicates that NAC1 binds the
promoter of AtCEP1, AtCEP2, and to a lower extent to AfCEP3 and may directly regulate their
expression. Indeed, NAC1 overexpression increases AtCEP1 and AtCEP2 transcript levels in
roots while the loss of function nac7-2 mutation reduces AtCEP1-AtCEP3 gene expression and
enhances RH growth. Likewise, expression of a dominant chimeric NAC1-SRDX repressor
construct leads to increased RH length. Finally, we show that RH cell walls in the cep7-3cep3-2
double mutant have reduced levels of EXT deposition, suggesting that the defects in RH
elongation are linked to alterations in EXT processing and accumulation. Taken together, our
results support the involvement of AtCEPs in controlling RH polar growth through EXT-processing

and insolubilization at the cell wall.

Keywords: Arabidopsis thaliana, cysteine endopeptidase (CEPs), extensins, NAC1, cell wall,
root hairs
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Abreviaturas

35S: Promotor de origen viral extraido del Virus del Mosaico del Coliflor.
ABRC: Del inglés Arabidopsis Biological Resource Center

ARF: Factor de respuesta a auxinas.

cADN: ADN copia.

CEPs: Cisteina Endopeptidasas.

ChIP-gPCR (técnica): Inmunoprecipitacion de Cromatina seguido de secuenciacion del
ADN o qPCR, del inglés Chromatin Immnunoprecipitation

EXT: Extensina.

FT: Factor de transcripcion.

GFP: Proteina verde fluorescente

H202: perdxido de hidrogeno

HRGP: glicoproteinas ricas en hidroxiprolina
IAA: acido 3-indol-acético

MS: sales Murashige and Skoog.

Mutante de T-ADN: Mutante generado por la insercion al azar de una secuencia de
transposon.

PCD: Muerte celular programada

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa.
PR: Pelo radical

qPCR: PCR en tiempo real.

RE: Reticulo endoplasmico.

RHE: elementos especificos de pelos radicales.
ROS: Especies reactivas del oxigeno.

RT-PCR: Retro-transcripcion asociada a PCR.
TM: Transmembrana.

Wt Col-0: planta de genotipo salvaje ecotipo Columbia 0.



Introduccion

1. Pelos radicales como modelo celular para el estudio del crecimiento polarizado
de la célula vegetal

Las raices en las plantas proporcionan anclaje estructural y acceso al agua y
nutrientes, lo cual es vital para la supervivencia de las mismas. Ademas, constituyen el
sitio de interacciones simbioticas con microorganismos que viven en el suelo (Grierson
et al., 2014). A medida que las plantas encuentran suelos heterogéneos en los que los
nutrientes y el agua no se distribuyen equitativamente, la arquitectura de su sistema
radicular se modifica consecuentemente. En la epidermis de las raices se encuentran los
pelos radicales (PR), que son células con forma tubular que sobresalen de la superficie
de la raiz y presentan crecimiento polarizado. La modificacion dinamica del crecimiento,
longitud, densidad y morfologia del pelo radical permite a la planta satisfacer su demanda
de agua y nutrientes en diferentes condiciones de suelo (Forde and Lorenzo, 2001;
Lépez-Bucio et al., 2003; Morris et al., 2017). Ademas, los PR también contribuyen al
anclaje de la planta al suelo y a la interaccién con microorganismos. En varios mutantes
con pérdida de funcidn de genes importantes para el desarrollo de los PR, el rendimiento
de las plantas se ve afectado cuando se cultivan en medios con valores de pH o fosfato
alterados (Wu et al., 2007; Miguel et al., 2015), esto evidencia su importancia para la

fisiologia de las plantas.

El hecho de que los PR presenten un rapido crecimiento (puede superar
velocidades de 1um/min) y de que sean capaces de aumentar cientos de veces su
tamafo original, llegando a tener aproximadamente 10 ym de diametro y 1 mm de
longitud o mas, los convierte en un excelente modelo para el estudio de la expansion
celular polarizada y de procesos moleculares a nivel de célula individual en plantas. Su
ubicacion en la superficie de la raiz y alejados del cuerpo de la planta implica que son de
facil visualizacion y accesibles para variedad de manipulaciones experimentales. No son
esenciales para la viabilidad de la planta, lo que permite el analisis de todo tipo de
mutantes que alteren su funcioén y desarrollo. Los PR se vuelven visibles poco después

de la germinacion de las semillas, o que permite realizar pruebas genéticas y fisiologicas



de manera rapida con gran numero de individuos cultivados en medios controlados.
Ademas, la falta de una capa de cuticula permite la aplicacién sencilla de pruebas fisicas
y quimicas (Grierson et al., 2014). Estas son otras ventajas que implican usar los PR

como modelo para el estudio de expansion celular polarizada.

Los PR se forman en la zona de diferenciacion de la raiz y completan su desarrollo
en la zona de maduracion. La distribucion de los pelos en la raiz varia segun la especie
de planta y puede verse afectada por las condiciones de crecimiento. Segun estudios del
patron epidérmico de la raiz en diferentes especies, existen tres tipos de diferenciacion
para que se formen los PR (Dolan and Costa, 2001). En el primer tipo, las células
epidérmicas de la raiz pueden producir pelos en cualquier posicion. En el segundo tipo,
los PR se desarrollan a partir de células mas pequefias derivadas de una division celular
asimétrica y en el tercer tipo, las células que forman pelos se alternan con células que

no dan lugar a pelos.

En la planta modelo Arabidopsis thaliana, que sera el objeto de estudio en este
trabajo, se manifiesta el tercer tipo de patron de distribucion de diferenciacion de PR. Las
células que se desarrollan del meristema apical de la raiz pasan a la zona de elongacién
y una vez que se han expandido totalmente a lo largo de su eje longitudinal, comienzan
a diferenciarse de acuerdo a su destino celular (Figura 11 A). En el caso de la epidermis,
el destino celular puede ser de tricoblasto, si la célula se diferencia en pelo radical, o de

atricoblasto si la célula no desarrolla pelo (Dolan et al., 1993).
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Figura 11: Representacion de la raiz de Arabidopsis thaliana.

(A) Imagen de campo claro (izquierda) y de microscopia confocal (derecha) de la raiz de una plata de 7 dias con sus
diferentes zonas de crecimiento. MaZ: zona de maduracién, DZ: zona de diferenciacion, EZ: zona de elongacion, TZ:
zona de transicion, MeZ: zona meristematica, QC: centro quiescente, RC: cofia. (B) Representacion esquematica de
un corte transversal de la raiz. Células epidérmicas que se encuentran en contacto con dos células del cortex (posicion
H) dan lugar a la formacién de PR. Células en contacto con una unica célula cortical (posicion N) no desarrollara pelo

radical. Adaptado de Balcerowicz et al., 2015.

El destino de las células epidérmicas es regulado por un mecanismo dependiente
de la posicion. Si una célula epidérmica se encuentra sobre la unién de dos células
corticales (posicién "H" por hair) al diferenciarse, desarrollara un pelo radical, mientras
que si la célula epidérmica esta en contacto con una sola célula cortical (posicién "N" por
non hair) no desarrollara pelo (Figura 11 B). Los mecanismos moleculares implicados en
la diferenciacion tricoblasto o atricoblasto son bastante complejos y se encuentran
establecidos desde etapas tempranas en la embriogénesis, lo cual sucede mucho antes
de que se manifieste la primera senal de diferenciacion epidérmica. Varios estudios

sugieren que el destino celular en los tricoblastos esta determinado por la ausencia de



una ruta inhibitoria que impide la formacion del pelo radical. Este tema se encuentra bien

abordado en (Balcerowicz et al., 2015).

Los PR pueden alterar su tamano, velocidad de crecimiento y densidad en
respuesta a determinadas sefiales medioambientales como la disponibilidad de
nutrientes de baja movilidad (ejemplo: fosfato inorganico, hierro y manganeso) o
elementos escasos (ejemplo: vanadio y boro) (Yi et al., 2010; Niu et al., 2014; Lin et al.,
2015). El desarrollo de los pelos también se puede ver afectado por estrés salino, hidrico,
baja temperatura, metales pesados y estrés oxidativo (Zhang et al., 2023). Sefales
internas generadas por hormonas como el etileno, auxina, citoquininas, estrigolactonas,
acido jasmoénico y acido abscisico también estan estrechamente vinculadas al

crecimiento polarizado de los PR (Vissenberg et al., 2020).

Como fue mencionado anteriormente, los PR presentan crecimiento polarizado, el
cual da lugar a células tubulares en las que el crecimiento esta restringido al apice.
Ademas de los PR, los tubos polinicos también presentan este tipo de crecimiento. Este
proceso es sostenido por un flujo constante de vesiculas que, mediante eventos de
exocitosis, depositan en el apice moléculas como polisacéaridos y glicoproteinas de la
pared celular necesarios para la formacion de nueva pared. También son transportadas
proteinas integrales de membrana que intervienen en la expansion celular (Figura 2I). Se
estima que se requieren mas de 9000 eventos de exocitosis por minuto para mantener
la expansién celular polarizada (Ketelaar et al., 2008). Durante este crecimiento el
citoplasma esta altamente polarizado, solo una fina capa rodea a la vacuola central
mientras que hay una acumulacion en las zonas subapical y apical de la célula. El nucleo
suele estar situado en la base del area mas densa citoplasmatica y sigue la punta a una
distancia fija de aproximadamente 75 ym hasta que se detiene el crecimiento del pelo
(Ketelaar et al., 2002). La frecuencia y amplitud del crecimiento de los PR depende de
las condiciones extracelulares y de una interaccion altamente organizada entre la
transcripcion de genes, el recambio y modificacion de proteinas, el citoesqueleto, la
pared celular, los gradientes de iones y especies reactivas de oxigeno (ROS) y las
proteinas de importacién y exportacion localizadas en la membrana (Schoenaers et al.,
2017).
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Figura 2I: Componentes moleculares y celulares que regulan el crecimiento polarizado de los pelos radicales.
Se puede observar graficamente los diferentes componentes moleculares (ROP GTPasa, H+ ATPasa, Transportadores
de Ca2+, NADPHoxidasa) y celulares (Vesiculas originarias del Reticulo endoplasmico (RE), vesiculas Post-Golgi,
vesiculas endociticas, filamentos de actina, microtubulos, mitocondrias) que regulan el crecimiento polarizado de los
PR de Arabidopsis thaliana. Ademas, en este proceso intervienen numerosos genes y la transcripcion y expresion de

estos esta finamente regulada. Figura modificada de Balcerowicz et al. (2015).

El proceso de elongacion durante el crecimiento polarizado requiere que se
establezca un gradiente de Ca?* citoplasmatico (cto:Ca®*) y de especies reactivas de
oxigeno citoplasmaticas/apoplasticas (citorapoROS). Se sabe que después de la iniciacion
de la formacion del pelo, cuando este alcanza entre 5-10um las concentraciones de Ca?*
en el apice aumentan desde 200nM a 1uM o0 mas y permanecen altas durante todo el
proceso de expansion celular (Wymer et al., 1997). El gradiente de Ca?* es importante
para que ocurra la exocitosis de las vesiculas que contribuyen a la formacion de la nueva
membra y pared celular, esto es crucial para que se establezca la direccion del
crecimiento. Ademas, la actividad de las proteinas de uniéon a actina (ABPs, acting
binding proteins) es regulada por el gradiente de Ca?* lo cual influye directamente en el
citoesqueleto de actina que juega un papel fundamental en el crecimiento polarizado
(Grierson et al., 2014). Un incremento en la concentracién de Ca?* puede impactar en la

generacion de ROS y en los niveles de pH. Las ROS son generadas fundamentalmente



en el apoplasto celular por las NADPH oxidasas o NOXs (también conocida como RHD2
por root hair defective 2 y como RBOHC por Respiratory Burst Oxidase Homolog protein
C). En plantas, las NADPH oxidasas contienen seis dominios TM, un dominio regulador
N-terminal que incluye un sitio de pegado de la GTPasa ROP, dos sitios de union a calcio
tipo EF-hands, y numerosos sitios de fosforilacion susceptibles a quinasas dependientes
de Ca?* (Takeda et al., 2008). Las NADPH oxidasas son activadas por Ca?* mediante la
union directa de Ca?* a los sitios EF-hands y por la fosforilacion inducida por quinasas
dependientes de Ca?*. A su vez, las ROS producidas por la NADPH oxidasa activan los
canales de Ca?* dependientes de hiperpolarizacién (HACC) y estimulan el influjo de Ca?*
hacia el citoplasma, estableciéndose asi un circuito de retroalimentacién positiva entre
ROS y Ca?* (Jones et al., 2007; Monshausen et al., 2007; Takeda et al., 2008; Zhang et
al., 2022). Otras enzimas, como las ROP GTPasas han mostrado ser de gran importancia
para la expansion celular polarizada de los PR, principalmente vinculadas a mantener el
gradiente de Ca?*y ROS (Molendijk et al., 2001; Grierson et al., 2014)
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Figura 3I: Crecimiento oscilatorio de los pelos radicales.
Relacion temporal y espacial entre el crecimiento, el gradiente de citCa2+, cito/apopH y los niveles de ROS en el apice

de los PR. Los eventos de flexibilizacion de la pared con un consecuente crecimiento y momentos de rigidizacion de



la pared celular con el detenimiento del crecimiento se intercalan con las oscilaciones en las concentraciones de
citoCa?*, citoROS y apopH. Las fluctuaciones en los niveles de apoROS y cambios en cito/apopH preceden a los picos
de crecimiento por 7-8 segundos, mientras que las oscilaciones en citoCa?* estan adelantadas unos 5-6 segundos.

Grafico extraido y modificado de (Monshausen et al., 2008).

Los niveles de pH apoplastico (apopH) también son cruciales durante el crecimiento
polarizado, bajo pH promueve la extension de la pared celular y por tanto la elongacion
celular. Los cambios en el pH son regulados mayormente por las H*-ATPasas de
membrana (AHAs) (Falhof et al., 2016; Zhang et al., 2022). AHA regula directamente el
pH apoplastico, lo que afecta la maquinaria enzimatica que modifica los componentes de

la pared durante la expansion celular (Mangano et al., 2016).

El crecimiento polarizado de los PR se caracteriza por tener comportamiento
oscilatorio, durante el que se alternan momentos de flexibilizacién de la pared, con
consecuente crecimiento, y momentos de rigidizacion en los que se detiene el
crecimiento. Esto se ve acompafado por oscilaciones en las concentraciones de Ca?*,
ROS y niveles de pH. En los PR, estas fluctuaciones en las concentraciones de apoROS
y los cambios en pH apoplastico/citoplasmatico precede los picos de crecimiento por 7-
8 segundos, mientras que las oscilaciones en ctoCa?* estan adelantadas solamente 5-6
segundos (Figura 3l). Estos antecedentes indican que el crecimiento polarizado en los
PR es precedido y quizas temporalmente reprimido por niveles elevados de citoCa?* y
consecuentemente, concentraciones elevadas de apoROS (Monshausen et al., 2007;

Monshausen et al., 2008; Mangano et al., 2016).



2. Pared celular en plantas

Las paredes celulares son estructuras biolégicas complejas y dinamicas que
determinan tanto la morfologia como las caracteristicas mecanicas de la planta a lo largo
de su desarrollo, brindandole soporte y proteccién. Estas desempefian un papel esencial
durante el crecimiento y la expansién celular. El crecimiento, impulsado por la presién de
turgencia impuesta por la entrada de agua en la célula, conlleva un aumento de la
superficie celular, para lo cual es necesario que ocurran cambios en la pared, ya sea por
el alargamiento de componentes existentes o por la deposicion de componentes
adicionales (Anderson and Kieber, 2020). En su mayoria, la pared se compone por

celulosa, hemicelulosa, pectinas, lignina y polimeros de glicoproteinas.

La celulosa es el componente mas abundante en la pared celular vegetal. En la
mayoria de las ceélulas vegetales el crecimiento anisotropico caracteristico de la
expansion celular estd asociado al alineamiento de microfibrillas de celulosa (Wolf,
2022). Esta es sintetizada por complejos hexaméricos de celulosa sintasa (CSC) que se
extienden por la membrana plasmatica y esta compuesta por cadenas de glucanos
unidos por enlace 3-1,4, que a su vez se unen entre ellas por enlace de hidrogeno para
formar microfibrillas de celulosa (Figura 41). Los CSCs se desplazan por la membrana
plasmatica y afnaden subunidades de glucosa a las microfibrillas inmovilizadas, la
orientacion de las nuevas microfibrillas de celulosa, importante para la orientacién del
crecimiento, va a estar determinada por los microtubulos corticales (Baskin, 2005;
Hoffmann et al., 2021; Wolf, 2022). El grado de polimerizacion de las cadenas de glucano
en la celulosa puede variar desde unos pocos cientos de monémeros de glucosa hasta
mas de 10.000 (Anderson and Kieber, 2020).



| HG con uniones |

. 2+
celulasa sintasa | 8
membrana plasmatica

microfibrilla de
50 nm celulosa

Figura 4l. Modelo de polisacaridos en la pared celular de una hoja de Arabidopsis
Xiloglucanos (XG), glucoarabinoxilano (GAX); homogalacturonano (HG), ramnogalacturonano (RG-I y Il). Pectinas:
HG, RGI y RGII (Somerville et al., 2004)

Las microfibrillas de celulosa se encuentran en una matriz acuosa de pectina y
hemicelulosas, las cuales son sintetizadas en el aparato de Golgi por glicosiltransferasas
y transportadas a la pared celular por vesiculas secretoras (van de Meene et al., 2017;
Hoffmann et al., 2021). Las hemicelulosas son un diverso grupo de polisacaridos que
contienen cadenas principales de azucares neutros, unidos principalmente por enlaces
glucosidicos $-1,4. La clase mas abundante de hemicelulosas son los xiloglucanos,
formados por cadenas principales que contienen xilosa y con cadenas laterales de
galactosa y fucosa. Los xiloglucanos se pueden asociar con las microfibrillas de celulosa
(Anderson and Kieber, 2020). Las pectinas son polisacaridos acidos que estan formados
por cadenas ricas en acido galacturénico y que pueden contener cadenas laterales con
variados azucares. El tipo de pectina mas abundante son los homogalacturonanos (HG),
ademas también estan los ramnogalacturonano | y ramnogalacturonano Il que se
diferencian por el esqueleto azucares que los conforman y las uniones entre ellos
(Atmodjo et al., 2013; Anderson, 2019). En conjunto las hemicelulosas y las pectinas

forman la llamada matriz polisacaridica. La lignina, es un compuesto polifendlico



hidrofébico formado por subunidades de monolignol unidas covalentemente, ésta se

puede unir a las cadenas laterales de xilanos.

Otro de los componentes claves en la arquitectura de la pared celular son las
proteinas estructurales, las cuales se pueden glicosilar y entrecruzar entre ellas y con los
polisacaridos. Estas incluyen proteinas ricas en prolina, arabinogalactanos (AGPs) y
extensinas, que son proteinas ricas en hidroxiprolinas (Cannon et al., 2008; Borassi et
al., 2016; Showalter and Basu, 2016). Enzimas, iones, metabolitos pequefos y agua

también estan presentes en la pared.

2.1 Extensinas

Las proteinas mas abundantes en la pared celular de las plantas son las
glicoproteinas ricas en hidroxiprolina (HRGP), dentro de las que se encuentran las
extensinas (EXTs). Las EXT se dividen en 5 subfamilias, EXTs clasicas, EXTs cortas,
EXTs ricas en mddulos repetitivos de leucina (LRXs), receptores quinasa con un dominio
extracelular tipo EXT (PERKSs) y EXT con homologia a formina (FH-EXTs) (Moussu and

Ingram, 2023). En este trabajo nos enfocaremos en las EXTs clasicas.

La estructura proteica de las EXTs clasicas se carateriza por presentar modulos
repetitivos de serina-prolina (SPn) en los que n es usualmente entre 3 y 5, alternados por
cortos motivos hidrofébicos de entrecruzamiento o crosslinking (-Tyr-X-Tyr-) y una
secuencia sefal en el extremo N-terminal que las dirige a la ruta secretora (Cannon et
al., 2008; Mishler-Elmore et al., 2021). Se ha demostrado in vitro que ocurre
entrecruzamiento covalente de las EXTs entre estos residuos de tirosina con la formacion
de enlaces pulcherosina (Pul) o di-isoditirosina (Di-IDT) (Figura 51 A), este proceso es

mediado por peroxidasas (Held et al., 2004; Moussu and Ingram, 2023).

Para que las extensinas lleguen a ser proteinas maduras y funcionales deben
ocurrir una serie de modificaciones postraduccionales. En primera instancia las prolinas
van a ser hidroxiladas en el reticulo endoplasmatico (RE) por la accién de enzimas 4-
prolil hidroxilasas (P4Hs; prolyl- 4-hydroxylase) para dar lugar a la formacion de
hidroxiprolinas (Hyp; Hydroxyproline)(Lamport, 1967). En Arabidopsis se ha demostrado

que tres P4Hs: P4H2, P4H5 y P4H13 forman un complejo proteico que se encuentra en
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ER y Golgi, lo cual sugiere que la hidroxilacion de las prolinas puede ser iniciada en ER
y completada en Golgi (Marzol et al., 2018). En los PR P4H5 ha demostrado tener un
papel fundamental en el proceso de elongacion celular, ya que mutantes nulas de esta
enzima dan pelos muy cortos (Velasquez et al., 2011; Velasquez et al., 2015). Después
de ser hidroxiladas, las Hyp van a ser O-glicosiladas por adicion de hasta 5 unidades de
arabinosa; los residuos de serina también pueden ser monogalactosilados por la
actividad de serina-galactosiltransferasa 1 (SGT1) (Lamport et al., 2011; Saito et al.,
2014). Se plantea que el patrén de O-glicosilacion de las Hyp sigue la “Hipotesis de
contiglidad de las hidroxiprolinas” (Hyp-contiguity hypothesis), la cual propone que las
hidroxiprolinas contiguas se arabinosilan con 2-5 residuos de arabinosa por
hidroxiprolina, mientras que los grupos de hidroxiprolinas no contiguas se
arabinogalactosilan (Kieliszewski, 2001; Shpak et al., 2001). Las modificaciones
postraduccionales estabilizan la proteina en una conformacion extendida en lugar de
globular (Stafstrom and Staehelin, 1986) (Figura 51 B). La conformacion rigida y linear
que adopta la proteina madura se debe a que los residuos de Hyp crean hélices de
prolina Il y la glicosilacién crea una cubierta estabilizadora de 3-L-Arabinofuranosa (B-L-
Araf) alrededor de la cadena de polipéptido protegiéndola de la degradacion (van Holst
and Varner, 1984; Stafstrom and Staehelin, 1986).

Una vez hidroxiladas en el ER y Golgi y O-glicosiladas en Golgi, las EXTs se
secretan al apoplasto como precursores monomericos solubles (Mishler-Elmore et al.,
2021). No se conoce mucho sobre la maquinaria de secrecidn y las vesiculas
involucradas, sin embargo, nuevos estudios han sugerido que este proceso puede estar
mediado por el complejo exocisto (Beuder et al., 2020). EI complejo exocisto es un
complejo octamérico altamente conservado que se encuentra en todas las células
eucariotas y que es funadamental en la secrecion post-golgi a la membrana plasmatica
(TerBush et al., 1996). En las plantas AtExo70A1 es uno de sus componentes mas
abundantes y que parece desempefiar un papel mas relevante (Synek et al., 2006).
Recientemente se vio que la pérdida de funcion de AtExo70A2 en la doble mutante
hpat1/3 (HPAT, hydroxyproline- O-B-arabinosyltransferase) restaurd el crecimiento del
tubo polinico (Beuder et al., 2020), previamente se demostré que la mutacién de Hpat1

y Hpat2 suprime la O-arabinosilacién de las Hyp de las EXTs y esto causa severas
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afectaciones en el crecimiento del tubo polinico y en la fertilizacién (MacAlister et al.,
2016). La explicacion mas probable para esta restauraciéon es que la secrecién reducida
en la triple mutante exo70A2/hpat1/hpat3 evita que HRGPs mal glicosiladas lleguen a la
pared celular, lo cual sugiere que la secrecidon de las EXTs al apoplasto es mediada por
el complejo exocisto y que la secrecion de HRGPs mal glicosiladas interfiere con la
correcta funcion de las EXTs teniendo esto un impacto seriamente negativo en la
arquitectura de la pared (Mishler-Elmore et al., 2021). Ademas de intervenir en el
crecimiento del tubo polinico (Cole et al., 2005), también se ha visto que el complejo
exocisto es importante para el crecimiento de los PR (Wen et al., 2005; Synek et al.,
2006), por lo que se puede decir que juega un papel crucial en el crecimiento celular
polarizado. Existen unas cisteinas endopeptidasas (CEPs) que podrian estar
interviniendo en la regulacion postraduccional de las EXTs (Hierl et al., 2014), esto sera

tratado con mas detalle mas adelante.

Después de ser secretadas a la pared celular, las EXTs se entrecruzan
covalentemente y forman una red interconectada, manteniendo asi la integridad de la
pared (Cooper and Varner, 1984; Cooper et al., 1987; Tierney and Varner, 1987). El
entrecruzamiento de las EXTs ocurre a través de los motivos de tirosina (-Tyr-X-Tyr), las
uniones que se forman entre estos motivos son: isoditirosina (IDT), enlace intramolecular
muy corto dentro del motivo hidrofobico altamente conservado Tyr-X-Tyr (Epstein and
Lamport, 1984), di-Isoditirosina (di-IDT), derivado tetramérico de Tyr formado por la union
de dos residuos IDT de moléculas cercanas y pulcherosina (Pul), derivado trimérico
formado por la unién de un residuo IDT y una Tyr (Fry, 1982; Brady et al., 1996; Brady et
al., 1998) (Figura 5| A,B). Existen evidencias in vitro de que el cosslinking entre EXTs
depende de la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) apoplasticas,
combinada con la actividad de las peroxidasas tipo Ill (PERm) localizadas en la pared
(Schnabelrauch et al., 1996; Jackson et al., 2001; Price et al., 2003).
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Figura 51. Modelo de ensamblaje y entrecruzamiento de redes de extensina (EXT).

(A) Autoalineamiento de precursores de EXT mediante interacciones anfifilicas entre Hyp-glicomddulos hidrofilicos
(Hyp-O-Arass and Ser-O-Gal) y motivos de entrecruzamiento hidrofébico (-Tyr-X-Tyr-X). (B) Representacion
esquematica de las disposiciones “end-to-end’ y “like-to-like” durante el autoensamblamiento anfifilico de las EXTs.
Los aminoacidos se indican como circulos coloreados: Tyr (amarillo), Hyp (rojo), Ser galactosilada (azul) y aminoacidos

variables (X, negro y gris). Adaptado de (Mishler-Elmore et al., 2021).
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El genoma de Arabidopsis thaliana codifica para 63 posibles extensinas, entre
éstas, 20 se definen como EXTs clasicas, las cuales comparten motivos de O-
glicosilacion y cosslinking de Tyr; 12 son EXTs cortas y 31 son quimeras tipo EXT e
hibridos de EXTs, que podrian contener otros dominios proteicos (Cannon et al., 2008;
Showalter et al., 2010; Velasquez et al., 2012). Que existan tantos genes que codifican
EXTs sugiere que desempenan multiples funciones o que muchas pueden tener
funciones similares, lo que destaca la complejidad detras de los roles de EXT en el
desarrollo de las plantas. Posiblemente debido a la gran redundancia funcional que existe
entre las EXTs, han sido proteinas de dificil estudio. Hasta la fecha muy pocos mutantes
de genes que codifican EXTs han presentado fenotipos drasticos, solo un mutante de
EXTs (root shoot hypocotyl-defective [rsh o ext3]) ha mostrado un fenotipo casi letal
(Cannon et al., 2008). Las enzimas implicadas en la modificacion postraduccional de las
EXTs (particularmente la glicosilacion) generalmente estan codificadas por familias de
genes mas pequefas que las propias EXT, es por esto que alterar los niveles de
expresion de estas enzimas ha sido utilizado para ayudar a inferir la funcion de las EXTs
(Lamport et al., 2011; Marzol et al., 2018; Moussu and Ingram, 2023).

Los PR han mostrado ser una excepcion al efecto de la redundancia génica de las
EXTs ya que varios estudios han demostrado que las EXTs son importantes para el
desarrollo de los PR. Algunas EXTs (ext6—7, 12—14, 18) se identificaron por primera vez
a través del analisis de redes de co-expresion con genes de pared celular importantes
para el desarrollo de los pelos, los cuales incluyen al factor de transcripcion RSL4 (Root
Hair Defective 6 Like-4) (Datta et al., 2015; Mangano et al., 2017), LRX1 (leucine-rich
extensin) (Baumberger et al., 2001; Baumberger et al., 2003), y PRP3 (proline-rich
proteins) (Bernhardt and Tierney, 2000). El papel de estas EXTs fue confirmado mas
adelante cuando lineas mutantes insercionales de las mismas (ext6, ext7, ext10, etc.)
mostraron fenotipo de pelo significativamente mas corto (Velasquez et al., 2011).
Ademas, mutantes simples Irx1 y Irx2 mostraron morfologia aberrante de PR
(Baumberger et al.,, 2001; Baumberger et al., 2003; Ringli, 2010). Existen varias
evidencias que sugieren que las EXTs también juegan un importante papel durante la

embriogénesis (Cannon et al., 2008), el crecimiento del tubo polinico (Mecchia et al.,
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2017), la respuesta a dafio mecanico (Guzzardi et al., 2004) y la respuesta ante estrés y

patdogenos (Hammerschmidt et al., 1984; Showalter et al., 1985).

3. Cisteinas endopeptidasas (CEPs)

En las plantas existe un grupo de cisteinas endopeptidasas (CysEP o CEPs) de
tipo papaina que se cree podrian estar involucradas en el procesado de las EXTs (Helm
et al., 2008). No se han identificado genes homologos en mamiferos o levaduras para
estas proteinas (Schmid et al., 1999). Las CEPs fueron identificadas por primera vez en
la planta Ricinus communis (Ricino), ubicadas en unas vesiculas especializadas
denominadas ricinosomas (Schmid et al., 1999; Hierl et al., 2014; Howing et al., 2014).
La funcién de estas proteasas especificas de plantas ha sido asociada principalmente a

la muerte celular programada (PCD) (Hierl et al., 2012).

La estructura proteica de las CEPs se caracteriza por tener la sefial de retencion
en el RE KDEL en su extremo C-terminal. Estas enzimas son sintetizadas inicialmente
como pre-pro-enzimas y transportadas co-traduccionalmente al RE. En el RE, la pre-
secuencia es eliminada y la enzima resultante se almacena en compartimentos en su
forma inactiva, es decir, como pro-enzima. Durante las etapas finales de la PCD, el
propéptido N-terminal y el KDEL C-terminal se escinden y la CysEP, es liberada de los
ricinosomas. Este proceso desencadena la maduracion de la enzima, transformandola
en su forma activa con la capacidad de clivar proteinas (Schmid et al., 1999; Beers et al.,
2000; Schmid et al., 2001).

En Arabidopsis thaliana se han identificado tres AtCEP, AtCEP1 (At5g50260)
AtCEP2 (At3g48340) y AtCEP3 (At3g48350), las cuales tienen amplios patrones de
expresion en tejidos vegetativos y reproductivos a lo largo de la planta, incluidos los
tejidos de la raiz (Helm et al., 2008; Hierl et al.,, 2014; Zhou et al., 2016). Se han
identificado varias AtCEP en células o tejidos asociados con la PCD, donde juegan un
papel crucial en la degradacion de proteinas intracelulares (Tanaka et al., 1991; Becker
et al., 1997; He and Kermode, 2003; Zhang et al., 2014; Olvera-Carrillo et al., 2015; Chen
et al., 2016). Se descubrié que AtCEP1 es un mediador central de la PCD en el tapete,

lo que permite la degeneracién de las células del tapete y la formacion de polen funcional
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(Zhang et al., 2014). Recientemente, se reportd que AtCEP1 y AtCEP2 se expresan en
las células epidérmicas de la raiz que intervienen en la aparicion de LR, y que la pérdida
de funcién de AtCEP1 o AtCEP2 provoca la aparicidn tardia de los primordios de LR, lo
que sugiere que estas KDEL-CysEP podrian estar involucradas en la remodelacion de la

pared celular durante el desarrollo (Howing et al., 2018).

Las enzimas tipo papaina generalmente presentan preferencia por los
aminoacidos neutros con grandes cadenas laterales alifaticas y no polares (Leu, Val, Met)
o aromaticas (Phe, Tyr, Trp) en la posicién P2, ademas de esta afinidad, las CEPs de
Ricinus (RcCysEP) exhibe una inusual amplia especificidad de sustrato. Esta amplia
especificidad de sustrato se debe a que el sitio activo de KDEL-CysEP acepta una amplia
variedad de aminoacidos, incluida la prolina y la hidroxiprolina glicosilada de las
glicoproteinas ricas en hidroxiprolina (HRGP) de la pared celular (Than et al., 2004). Los
residuos de aminoacidos que son esenciales la estructura, generalmente mas abierta,
del sitio activo, asi como los que definen el sitio catalitico, estan altamente conservados
entre las KDEL-CysEP conocidas (Hierl et al., 2014). Las CEPs pueden reconocer
repeticiones Ser-(Hyp)s-5, Hyp O-glicosiladas y prolinas 1 o 2 aminoacidos cerca del sitio
de corte de la enzima (Than et al., 2004; Helm et al., 2008; Hierl et al., 2014). Estas
repeticiones Ser-(Hyp)ss O-glicosiladas se observan con frecuencia en las O-
glicoproteinas estructurales Extensinas (EXT) y posiblemente en un gran niumero de
proteinas apoplasticas no caracterizadas relacionadas con EXT (p. ej., PERK, Forminas
y AGP-EXT) (Borassi et al., 2016). Como se habia mencionado anteriormente, el
entrecruzamiento de EXT mediado por Tyr da lugar a la formacion de una red de
glicoproteinas en la pared celular, lo cual influye significativamente en procesos de
expansion celular polarizada (Cannon et al., 2008; Velasquez et al., 2011; Velasquez et
al., 2015).

El hecho de que las CEPs puedan escindir EXT O-glicosiladas (Hierl et al., 2014),
da crédito a la idea de que podrian desempefiar un papel fundamental en la elongacién
celular. En estudios previos se demostrd que al menos seis EXT (EXT6-7, 12—-14, 18)
co-reguladas a nivel transcripcional juegan un papel crucial en el proceso de expansion

celular polarizada de los PR en Arabidopsis (Velasquez et al., 2011; Velasquez et al.,
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2015; Marzol et al., 2018) y en plantas de tomate (Solanum lycopersicum) (Bucher et al.,
2002; Bucher et al., 2002). Las extensinas ricas en leucina 1y 2 (LRX1 y LRX2), también
mostraron ser fundamentales para este tipo de crecimiento (Baumberger et al., 2001;
Baumberger et al., 2003; Ringli, 2010). Recientemente, las EXTs de polen (PEXs) y las
LRX también se vincularon con la regulacion del crecimiento celular polarizado de los
tubos polinicos (Ndinyanka Fabrice et al., 2017; Sede et al., 2018; Wang et al., 2018), lo
cual evidencia que existe un papel conservado de las EXT y proteinas relacionas a EXT
en el crecimiento celular polarizado. Sobre la base de estos hallazgos, creemos posible
que las AtCEPs de Arabidopsis puedan desempefar un papel en la regulacién del
crecimiento polar relacionado con el procesamiento de EXT O-glicosiladas y proteinas
relacionadas con EXT, y posiblemente de otros sustratos durante su maduracion a lo

largo de la via secretora.

3.1 Familia de factores de transcripciéon NAC

Las proteinas de dominio NAC (NAM de petunia y ATAF1, ATAF2 y CUC2 de Arabidopsis)
constituyen una gran familia de factores de transcripcion especificos de plantas que
intervienen en muchos aspectos del desarrollo vegetal (Kikuchi et al., 2000; Hegedus et
al., 2003; Ooka et al., 2003). El dominio NAC esta altamente conservado en la region N-
terminal y media la union del FT al DNA (Ernst et al., 2004; Olsen et al., 2005a). El
dominio NAC se caracterizé originalmente en el Meristemo no Apical (NAM) de petunia
y en el factor de activacion de la transcripcion 1 (ATAF1), ATAF2 y CUP-SHAPED
COTYLEDONS (CUC2) de Arabidopsis (Aida et al., 1997). Se ha reportado que las
proteinas de la familia NAC regulan la division celular en células madre del tallo de brotes
(Abrash and Bergmann, 2009). El gen NAC1, perteneciente a esta familia, promueve el
desarrollo de raices laterales mediante la transduccion de sefales de auxina corriente
abajo de la proteina F-box TIR1 (Xie et al., 2000). El papel de NAC1 en el crecimiento de
las raices de las plantas aun no se ha estudiado a profundidad. Recientemente, se
demostré que NAC1 regula el crecimiento de la raiz primaria mediante la represion de la
transcripcion de E2Fa (Factor a de union al promotor E2) (Xie and Ding, 2022). En otro
estudio mas reciente se reporté que NAC1 funciona en coordinacion con los reguladores

maestros de la transcripcion SCR y SHR para controlar las divisiones asimétricas
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celulares periclinales de la endodermis durante la formacion de la corteza media radicular
(Xie et al., 2023). Un estudio publicado en 2016 muestra nuevas funciones en las que
NAC1 se induce en respuesta a heridas y promueve la aparicién de raices adventicias
en una via independiente de auxinas. En este estudio también se vio que la expresion
de AtCEP1 y AtCEP2 estuvo relacionada a la sobrexpresion del FT NAC1 durante la
organogenesis de novo de raices adventicias en Arabidopsis thaliana (Chen et al., 2016).
Teniendo en cuanta esto, creemos que el FT NAC1 es un buen candidato para regular la

expresion de AtCEPs durante la expansion celular polarizada de los PR.
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Hipétesis
Dada la capacidad que presentan las CEPs de procesar EXTs, se hipotetiza que estas
enzimas podrian regular el desensamblado de la red de EXTs en el apoplasto, lo que
permitiria la relajacion de la pared celular durante la expansion polarizada del pelo radical
en Arabidopsis thaliana. También, debido a que las CEPs presentan una senal de
localizacion en RE (KDEL) se puede suponer que las CEPs podrian ejercer un control de
calidad en aquellas EXTs mal procesadas (subglicosiladas o sobreglicosiladas) en el

sistema secretorio en el RE-Golgi

Objetivo general

Identificar componentes moleculares que intervienen en el crecimiento polar de los pelos

radicales en Arabidopsis thaliana.

Objetivos especificos

e Definir la funcién de las AtCEPs durante el crecimiento polarizado del pelo radical
y si estan relacionadas con el procesamiento de EXTs.

e Caracterizar a las AtCEPs especificas involucradas en estos procesos en pelos
radicales.

e Determinar la regulacion transcripcional de las AtCEPs.
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Materiales y Métodos:

1. Material vegetal y condiciones de crecimiento

Para todos los experimentos se utilizaron semillas de Arabidopsis thaliana ecotipo
Columbia 0 (Col-0) salvaje (Wt, Wild type). Los mutantes y lineas transgénicas utilizadas
fueron disefiadas sobre este ecotipo. Las semillas fueron embebidas en una solucion de
lavandina 30% v-v por 10 minutos para ser esterilizadas. Luego se lavaron 4 veces con
agua grado Mili-Q estéril. Una vez estériles y lavadas fueron colocadas a estratificar en
tubos de microcentrifuga con agua Mili-Q durante 24-72h a 4°C en oscuridad. Pasado
este tiempo, se colocaron en placas transparentes cuadradas de 120x120 mm con medio
agar 0.8% (Duchefa) m-v, con sales Murashige & Skoog al 50% de lo indicado (MS 0.5X)
pH 5.7. Las placas se sellaron con cinta microporosa (permite el intercambio gaseoso),
y se colocaron verticalmente en una camara de crecimiento (Biocontrol) a 22°C bajo
condiciones de luz continua (intensidad de la luz: 140 ymol/m?.seg), por un lapso de entre
7-15 dias segun el experimento a realizarse. Después las plantulas fueron transferidas
a suelo (mezcla de 3 partes tierra, 1 parte vermiculita, 1 parte perlita y 1 parte turba, mas
el agregado del fertilizante NITROFOSKA (N: 10%, F: 4%, P: 7%) y puestas a crecer bajo
un ciclo de 16 hs luz/8 hs oscuridad a 22°C (Goodrich, 2002).

2. Mutantes Insercionales de T-ADN

Las lineas de mutantes insercionales de Transposdn-ADN (T-ADN) se adquirieron

de Arabidopsis Resource Center (Alonso et al., 2003) (ABRC; https://www.abrc.osu.edu/)

o fueron proporcionadas por otros grupos de investigaciéon (Tabla 1). Estas lineas
contienen un fragmento de ADN transposoén insertado en un gen particular. ElI gen
comprometido por la presencia del transposén suele presentar un menor nivel de

expresion o expresion nula.

Para la identificacion de lineas homocigotas de T-ADN, se extrajo ADN y se realizo
una reaccion de PCR para comprobar que la insercién estuviese en estado de
homocigosis. Se realizé una reaccion de amplificacién para detectar la presencia de la
insercion y otra para identificar la banda correspondiente al alelo Wt. Para amplificar la

banda de la insercidn, se utilizé una pareja de primers donde el forward se une en la
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secuencia del transposon y el primer reverse a la secuencia del gen. Para la banda WT,
se utilizé una pareja de primers donde ambos se unen a la secuencia del gen. Los primers
utilizados  fueron disefnados con el software T-DNA  Primer Design
(http://signal.salk.edu/tADNprimers.2.html) (Tabla 3).

3. Analisis de fenotipo del pelo radical

Las semillas se colocaron en medio MS 0,5X (Sigma) 0.8% de agar planta
(Duchefa) pH 5.7 en placas cuadradas colocadas verticalmente, y puestas en luz
continua durante 7 dias. Se tomaron fotos de las plantulas sin quitarlas de la placa, con
una lupa estereoscopica OLYMPUS SZX7 usando un aumento de 2.5X. Una vez
obtenidas las imagenes se midieron los 7 PR mas largos de cada raiz, para esto se us6
el programa ImagedJ (Abramoff, Magalhaes et al. 2004). Se realiz6 un promedio de la
longitud de estos 7 pelos y cada promedio constituyd un n. Por experimento se midieron
PR correspondientes a 15-20 raices (n=15-20) que corresponden a la medicién de 100-
200 PR. Se graficé la media = desviacion estandar (media £ DE). Los resultados se
graficaron y procesaron con el software de analisis estadistico GRAPHPAD PRISM 8.0.1
(GraphPad Software, Boston, MA, USA) (https://www.graphpad.com/ ).

4. Analisis de expresion mediante PCR cuantitativa en Tiempo Real (QPCR)

Se realizo la extraccion de ARN total de raices de plantas crecidas durante 10 dias
en placas verticales a 22°C utilizando el TRITM Reagent Solution (Sigma-Aldrich). El
ARN total se cuantificé por espectrofotometria y se verificdé su integridad mediante
electroforesis, después se trato con DNasa | RQ1 RNase-free (Promega). Una vez
obtenido el ARN se procedio a realizar la retrotranscripcion del mismo para obtener el
ADNc. Con este fin se us6 1ug de ARN, el primer oligo(dT)15 y la transcriptasa reversa
MMLV-RT (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante. A partir del DNAc se
realizé la amplificacion por PCR en tiempo real (qQPCR) de los transcritos de interés
usando los primers correspondientes. Los primers utilizados se encuentran detallados en
la Tabla 3. EI ADNc fue diluido 20 veces antes de realizar la qPCR. Para la qPCR se
utilizé el QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR System, 5 yL Power SYBR Green PCR Mix
(Applied Biosystems), 2 yL de ADNc y 0.3 uM de cada primer en un volumen final de 10
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ML por reaccion. Para la normalizacion de los niveles de expresion génica se utilizé el
gen ACT2 (AT3G18780) o PP2A (At1G69960) como referencia. El ciclo utilizado fue:
95°C por 10 min., 40 ciclos a 95°C por 15 segundos, 60°C por 1 min y finalmente una
curva de melting desde 60°C a 95°C (0.05°/seg.). Los datos fueron analizados usando el
meétodo de analisis de Pfaffl (Pfaffl, 2001) y el programa Qiagen REST®© 2009 (Pfaffl et
al., 2002). Se analizaron tres réplicas biolégicas y tres réplicas técnicas para cada

experimento.

5. Obtencion de las lineas reporteras transcripcionales de CEP3 y NAC1

Para obtener las lineas pCEP3-GFP y pNAC1-GFP, se seleccion6 una region
genomica de 2 kb corriente arriba del sitio de inicio de la transcripcidon para cada uno de
los genes CEP3 (At3g48350) y NAC1 (At1g56010), para esto se usé ThaleMine

(https://bar.utoronto.ca/thalemine/begin.do). Ambas regiones se sintetizaron y clonaron

en el vector pUCS7 por GenScript Biotech (USA). Mediante la tecnologia de clonado de
Gateway (Invitrogen), cada una de las regiones de 2 kb fueron primeramente
recombinadas en el vector pDONR™207 y subclonadas en el vector de destino
pMDC111 (Invitrogen) (Karimi et al., 2002) para la regién promotora de CEP3 o en el
vector pGWB4 (Invitrogen) (Nakagawa et al., 2007) para la region promotora de NACT.
Ambos constructos se chequearon mediante analisis por restriccion enzimatica. Ambos
vectores contienen un casete con un tag de proteina verde fluorescente (GFP) en el
extremo C- terminal. Todos los constructos fueron utilizados para transformar plantas de
A. thaliana y generar lineas estables homocigotas fluorescentes. Los distintos vectores
obtenidos fueron clonados en la cepa de Agrobacterium tumesfaciens y después
mediante la técnica Floral dip (Goodrich, 2002) se transformaron plantas de Arabidopis

thaliana Wt Col-0 para generar las lineas transgénicas.

6. Adquisicion de imagenes de las lineas reporteras de AtCEPs y NAC1 mediante

el uso de Microscopia Laser Confocal

La microscopia laser confocal se realizé utilizando un microscopio ZEISS LSM
880 con un objetivo Plan-Apochromat 20x/0.8 NAy un detector GaAsP para ver las lineas
AtCEP1pro:PRE-PRO-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL (excitacion: 488nm, intensidad: 45%,
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ganancia: 700, emision: 494 a 573 nm), AtCEP2pro:PRE-PRO-3xHA-mCherry-AtCEP2-
KDEL (excitacion: 543 nm, intensidad: 15%, ganancia: 850, emision: 583 a 702 nm) y
AtCEP3pro::GFP (excitacion: 488 nm, intensidad: 30%, ganancia: 600, emisién: 494 a
573 nm). Para la linea NAC1pro::GFP las imagenes se adquirieron en un microscopio
Zeiss LSM710 con objetivos Plan-Apochromat 20x/1.0 NA y Plan-Neofluar con aceite
40x/1.30 NA y un detector MultiAlkali (excitacion: 488 nm, intensidad: 60%, ganancia:
850, emisién: 493 a 567). En el caso de las lineas Wt/SS-TOMATO-EXT LONG, cep1-
3cep3-2/SS-TOMATO-EXT LONG y nac1-2/ SS-TOMATO-EXT LONG, la adquisicion de
imagenes se realizé utilizando el microscopio Zeiss LSM 510 META (Zeiss, Alemania)
(Excitacion: 543 nm laser de argdn, intensidad: 40%, ganancia: 804, filtro de emision:
LP560, objetivo Zeiss Plan-Apochromat 63x/1.4 con aceite), las raices se plasmolizaron
con una solucién de manitol al 8% (p/v) cuando fue de interés observar la senal
proveniente de la pared celular. Pelos radicales de Col-0 se utilizaron como control
negativo para chequear la ocurrencia de sefial autofluorescente y no se registrd senal en
los rangos de emision descritos anteriormente para los PR. La senal total de la proteina
tdTOMATO vy la proveniente de la pared celular se cuantificaron en el apice de los PR
utilizando el software Imaged. Los valores de unidades arbitrarias (UA) de fluorescencia
se expresaron como el promedio + SD utilizando el software de analisis estadistico
GraphPad Prism 8.0.1 (EE. UU.). Los resultados son representativos de 2 experimentos
independientes, cada uno con 5 a 10 raices, y se observaron aproximadamente entre 5

y 10 pelos por raiz.

7. Analisis de localizacion subcelular de AtCEP2

Se cruzaron plantas que expresaran la construccion CEP2pro:pre-pro-3xHA-
mCherry-CEP2 con lineas que expresaran marcadores del RE y aparato de Golgi unidas
a la proteina fluorescente GFP o YFP, obteniéndose plantas doble transgénicas CEP2-
mCherry + marcador de organulo. Se realiz6 un analisis de co-localizacion utilizando la
herramienta JACoP (Bolte and Cordeliéres, 2006), implementacion BIOP (Battistella et
al., 2019) en Imaged (1.53t). El analisis se realizé en PR individuales, para lo cual se
dibujaron regiones de interés manualmente. Se rest6 la intensidad de fondo de cada

canal como la intensidad media del control de autofluorescencia + 2SD. Se eligio el
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meétodo de umbralizacion Otsu en funcion de la inspeccion visual de las imagenes para

ambos canales.

Para comparar la localizacion relativa de CEP2pro:pre-pro-3xHA-mCherry-CEP2
(Ch2) con cada uno de los diferentes compartimentos subcelulares (Ch1), utilizamos el
coeficiente de superposicion M2 de Manders (Manders et al., 1993). Se cuantifico la
proporcion de pixeles positivos en Ch2 que coincidian con pixeles positivos en Ch1 (co-
ocurrencia). Las imagenes de microscopia confocal se adquirieron en un microscopio
Zeiss LSM710 con un objetivo de aceite EC Plan-Neofluar 40x/1.30. Las imagenes se
adquirieron secuencialmente en diferentes fracks para evitar la superposicion de
excitacion y emisién. Se utilizaron los siguientes rangos de emisién para los canales
individuales: Ch1 de 519 a 589 nm, Ch2 de 594 a 690 nm. El tamafo de pixel se
establecio en 100 nm siguiendo el criterio de muestreo de Nyquist y el pinhole se ajusté
para obtener un corte 6ptico de 3.6 um de espesor. Para cada réplica experimental, se
capturaron imagenes de 15 a 25 PR individuales en total de 5 plantas diferentes por

marcador de compartimento subcelular.

8. Obtencion de las construcciones SS-TOMATO y SS-TOMATO EXT-LONG

Las lineas (SS-TOMATO y SS-TOMATO EXT-LONG) fueron generadas y cedidas
por la Dra. Margaret Brigham Fleming (Departamendo de Biologia — Universidad del
estado de Colorado). El vector binario pART27, que codifica para la proteina fluorescente
tdTomato secretada, con la secuencia senal secretora de la poligalacturonasa de tomate
y expresada bajo el promotor constitutivo CaMV 35S (pART-SS-TOM), fue un regalo de
la Dra. Jocelyn Rose, de la Universidad de Cornell. La construccién de la proteina
reportera completa se cort6 del vector pARTSS- TOM mediante digestion con Notl. Los
fragmentos resultantes se purificaron desde un gel con el QlIAquick Gel Extraction Kit
(QIAGEN, Alemania) y se ligaron usando T4 DNA Ligase (New England Biolabs, USA)
en el pBlueScript KS+ desfosforilado, también digerido con Notl y purificado en gel, para
generar el constructo pBS-SS-TOM. El plasmido se confirmé mediante secuenciacion
con los primers 35S-FP(5-CCTTCGCAAGACCCTTCCTC-3) y OCS
RP(5CGTGCACAACAGAATTGAAAGC-3). La secuencia del dominio extensina de
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SIPEX1 (accesion NCBI AF159296) fue sintetizada y clonada por GenScript en el
plasmido pUC57 (pUC57-EXT). El plasmido pBS-SS-TOM-Long-EXT se obtuvo
digiriendo pUC57-EXT y pBS-SS-TOM con Ndel y SgrAl, seguido de purificacion en gel
de la banda de 2243 pb de pUC57-EXT y la banda de 5545 pb de pBS- SS-TOMy ligacién
de los dos fragmentos purificados en el gel. El plasmido pBS-SS-TOMLong- EXT se
confirmd mediante secuenciacion con 35S-FP, OCS-RP vy tdt-seq-FP (5-
CCCGTTCAATTGCCTGGT-3). Ambos plasmidos pBS también se confirmaron
mediante digestion. El vector binario pART-SS-TOM-Long-EXT se preparé purificando
en gel el fragmento del inserto Notl del plasmido pBS-SS-TOM-Long EXT y ligandolo con
el backbone de pART-SS-TOM que habia sido digerido con Notl, purificado en gel y
desfosforilado. Este plasmido se confirmd mediante secuenciacion. Las construcciones
SS-TOM y SS-TOM-Long-EXT se transformaron en plantas de Arabidopsis Wt Col-0. La
secuencia secretora (SS) de la poligalacturonasa del tomate es
MVIQRNSILLLIIFASSISTCRSGT (2.8kDa). La secuencia del dominio EXT-Long es la
siguiente:
BAAAAAAACTLPSLKNFTFSKNIFESMDETCRPSESKQVKIDGNENCLGGRSEQRTEK
ECFPVVSKPVDCSKGHCGVSREGQSPKDPPKTVTPPKPSTPTTPKPNPSPPPPKTLP
PPPKTSPPPPVHSPPPPPVASPPPPVHSPPPPVASPPPPVHSPPPPPVASPPPPVHSP
PPPVASPPPPVHSPPPPVHSPPPPVASPPPPVHSPPPPVHSPPPPVHSPPPPVHSPP
PPVHSPPPPVASPPPPVHSPPPPVHSPPPPVHSPPPPVASPPPPVHSPPPPPPVASPP
PPVHSPPPPVASPPPPVHSPPPPVASPPPPVHSPPPPVHSPPPPVHSPPPPVASPPPA
LVFSPPPPVHSPPPPAPVMSPPPPTFEDALPPTLGSLYASPPPPIFQGY*(39.5-
39.9kDa).

El peso molecular predicho para la proteina SS-TOM es de 54.2kDa y de la
proteina SS-TOM-EXT-Long es 97.4 kDa. Para la generacion de las lineas cep7-3cep3-
2/SS-TOMATO-EXT LONG vy nac1-2/ SS-TOMATO-EXT LONG las plantas mutantes

fueron transformadas por floral dip.
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9. Determinacion de los niveles citoplasmaticos y apoplasticos de ROS en el

apice de los pelos radicales

Los niveles de ROS en los tricoblastos se midieron en plantulas de Arabidopsis
de 5 dias de edad cultivadas en luz continua a 22 °C. Para evaluar ROS citoplasmaticas,
las raices de las plantulas se visualizaron después de ser tratadas con la sonda
fluorescente Peroxy-Orange 1 (PO1; Tocris Bioscience Cat. No 4944) (Dickinson et al.,
2010). EI PO1 se disolvié en DMSO para crear una solucién madre de 500 uM y luego
se diluyé nuevamente en agua para obtener una solucion de trabajo de 50 yM. Las raices
se incubaron en PO1 durante 15 minutos en la oscuridad y después se enjuagaron con
agua, previamente a ser visualizadas en el microscopio confocal. La medicién de los
niveles de ROS se realizé en una region circular de interés (ROI) seleccionada en el
citoplasma del apice del pelo radical. Para evaluar ROS apoplasticas, las raices de las
plantulas se incubaron en una solucién de 50 uM del Reactivo Amplex UltraRed (AUR)
(Molecular Probes, Invitrogen) durante 15 minutos en la oscuridad, pasado este tiempo
se enjuagaron con agua Yy se vieron en el microscopio. La cuantificacién de la sefial de
fluorescencia de la sonda AUR se limit6 al apoplasto/pared celular.

En ambos casos se tomaron imagenes del apice de los PR utilizando un
microscopio confocal Zeiss LSM 510 META (Zeiss, Alemania) (Excitacion laser de argén
de 543 nm, intensidad: 55%, ganancia: 525, filtro de emisidon: LP560, objetivo Plan-
Neofluar de 40%/1.3 con aceite, detector de MultiAlkali). Las imagenes se analizaron
utilizando el software ImagedJ. Los valores de unidades arbitrarias (UA) de fluorescencia
se expresaron como la media £ SD utilizando el software de analisis estadistico
GraphPad Prism 8.0.1 (EE. UU.). Los resultados de ambas mediciones de ROS son
representativos de 2 experimentos independientes, cada uno involucrando de 5 a 10

raices y aproximadamente, entre 5y 10 tricoblastos por raiz.

10. Ensayo de inmunoprecipitacion de cromatina

El ensayo de inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP) se realizé en plantas que
expresaban la construccion pER8:3xFLAG-NAC1 (Chen et al., 2016). La metodologia

seguida fue principalmente como se describe en Ariel et al., 2020. Las plantas se
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cultivaron durante 10 dias en placas que contenian medio MS 0,5X (pH 5,7; 0,8% agar)
colocadas verticalmente en una camara de cultivo a 22°C y luz continua (140
umol/m?.seg). Después de 10 dias, las placas se colocaron horizontalmente y se trataron
con una solucion de B-estradiol 10 uM durante 3 horas. La expresion de NAC1 se verificd
mediante gPCR (Figura 8B). El crosslink de la cromatina se realiz6 con formaldehido al
1% (v/v) durante 10 min a temperatura ambiente. El crosslinking se detuvo afadiendo
glicina (concentracién final de 125 mM) e incubando durante 10 min a temperatura
ambiente. La cromatina crosslinkeada se extrajo mediante resuspension celular,
centrifugacion, lisis de la membrana celular y gradiente de sacarosa, tal como se
describio en Ariel et al., 2020. Los nucleos se resuspendieron en Nuclei Lysis Buffery la
cromatina se sonico utilizando un bafo de agua Bioruptor Pico (Diagenode; pulsos de
30s encendido/30s apagado, a alta intensidad durante 10 ciclos). Las muestras de
cromatina se incubaron durante 12 h a 4 °C con Protein G Dynabeads (Invitrogen)
recubiertas previamente con los anticuerpos anti-FLAG (Abcam ab18230) o anti-IgG
(Abcam ab6702) como control negativo. EI ADN inmunoprecipitado se recuperd con
fenol: cloroformo: acido isoamilico (25:24:1; Sigma) y se analizé mediante gPCR con los
primers descritos en la Tabla 3. Se usaron dos regiones corriente arriba del gen E2Fa
como control positivo (Xie and Ding, 2022). La cromatina sonicada sin tratar se procesé
en paralelo y se considero la muestra de entrada. Se utilizé el software GraphPad Prism

6 para analizar los datos y producir los graficos.

11. Modelado y acoplamiento (docking) molecular entre AtCEP1-AtCEP3 y EXTs

Las secuencias de ADNc de AtCEP se recuperaron de TAIR (AtCEP1:
AT1G05240, AtCEP2: AT3G50990, AtCEP3: AT4G26010) y NCBI Nucleotide DB. El
modelado de homologia se realizd usando un AtCEP de Ricinus communis y de
Ambrosia artemisiifolia usando el modelador 9.14 (Sali and Blundell, 1993). Se usaron
como templado las estructuras cristalinas 1S4V y 5EF4, disponibles en el banco de datos
de proteinas. Fueron generadas 100 estructuras para cada proteina y se selecciono la
de mejor puntuacion (segun la DOPE score). El receptor para las corridas de docking fue
generado por el script prepare_receptor4 de la  AutoDock  Suite

(https://autodocksuite.scripps.edu/), agregando hidrégenos y construyendo enlaces. Se
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utilizaron péptidos basados en la secuencia PYYSPSPKVYYPPPSSYVYPPPPS,
reemplazando la prolina por hidroxiprolina, y/o afadiendo O-Hyp glicosiladas con hasta
cuatro arabinosas por hidroxiprolina en el péptido totalmente glicosilado y una galactosa
en la serina, como es habitual en el proceso de glicosilacion de O-Hyp en plantas
(Strasser, 2016). La estructura inicial del ligando se generé como la estructura mas
estable por dinamica molecular (Velasquez et al. 2015a). Todos los enlaces del ligando
se establecieron para poder rotar. El docking se realizé en dos pasos, utilizando
Autodock vina (Trott and Olson, 2010). Primero se realizé una busqueda exploratoria
sobre toda la superficie de la proteina (exhaustiveness 4, flexibilidad de los atomos),
seguida de una mas exhaustiva (exhaustiveness 8), reduciendo el espacio de busqueda
a una caja de 75 x 75 x 75 centrada sobre el sitio de union mas frecuente encontrado en

la ejecucion anterior.
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Tabla 1. Mutantes insercionales usadas en este estudio.
Gen Coédigo ATG | Nombre |Linea mutante Referencia
de lalinea
NAC1 At1956010 nac1-2 SALK 135734.19.10.N | Este trabajo
AtCEP1 | At5g50260 cep1-2 SALK 137016 Este trabajo
cep1-3 SAIL_158 B06 (Howing et al.,
2014)
AtCEP2 | At39g48340 cep2-1 SALK 079519 This work
cep2-2 CSHET_6591 (Hierl et al.,
2014)
AtCEP3 | At39g48350 cep3-1 SALK 024692 Este trabajo
cep3-2 SALK 016791 Este trabajo
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Tabla 2. Lineas transgénicas usadas en este estudio.
Nombre Construccion Background Referencia
PERS8pro::AtCEP2 promotorPERS::AtCEP2 Wt Col-0 (Chen et al. 2016)
PERS8pro::AtCEP1 promotorPERS::AtCEP1 Wt Col-0 (Chen et al. 2016)
PER8pro::3xFLAG- | promotorPERS8::3xFLAG- Wt Col-0 (Chen et al. 2016)
NAC1 NAC1
NAC1pro::NAC1- promotorNAC1::NAC1- Wt Col-0 (Chen et al. 2016)
GUS GUS
AtCEP1pro::3xHA- promotorAtCEP1::  PRE- | cep7-3 (Howing et al.
EGFP-AtCEP1- PRO-3xHA-EGFP-AtCEP1- 2014)
KDEL KDEL
AtCEP1pro::3xHA- promotorAtCEP1:: PRE- | cep1-3 (Howing et al.
EGFP-KDEL PRO-3xHA-EGFP-KDEL 2014)
AtCEP2pro::  3xHA- | promotorAtCEP2::PRE- cep2-2 (Hierl et al. 2014)
mCherry-KDEL PRO-3xHA-mCherry-KDEL
AtCEP2pro::3xHA- promotorAtCEP2::PRE- Wt Col-0 (Hierl et al. 2014)
mCherry  -AtCEP2- | PRO-3xHA-mCherry-
KDEL AtCEP2KDEL
AtCEP3pro::GFP promotorAtCEP3::GFP Wt Col-0 Este trabajo
NAC1pro::GFP promotorNAC1::GFP Wt Col-0 Este trabajo
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Tabla 3. Lista de primers usados.

Gen Secuencia

PP2A RT-F GTCGACCAAGCGGTTGTGGAGA
PP2A RT-R ACGCCCAACGAACAAATCACAGA
AtCEP1 RT-gPCR F GACTCACAAGTGAGCTAGTG
AtCEP1 RT-gPCR R CTACTACCGCAACTCCATGG

AtCEP2 RT-gPCR F

CCGGTTCCAACATCAAGCATCAC

AtCEP2 RT-gPCR R

AGATCCCGTAAACACTCCCTCTG

AtCEP3 RT-gPCR F

TTCCAGCTTTACTCTGAGGGTGTG

AtCEP3 RT-gPCR R

ACTGAAACCCATGAACCTCAATCC

NAC1 RT-gPCR F

TGAGCTCTCCAAAGGAAGACTGG

NAC1 RT-gPCR R

ACAGAATGAGTCGAGGCCTGTG

CEP1CHIPAF CACATGCACGGCTTTTCCAAAT
CEP1 CHIPAR TCAAAGCACAACTTGTACGCAAC
CEP1CHIPBF AGAGCTTGCTTGCGCCATTA
CEP1CHIPBR GGGGTTAAAGGATTACTTGTGGGA
CEP2 CHIPAF ATGGGCTGCGCCAAATGTTC

CEP2 CHIPAR ACGTCTTAAACCATGCACCGA
CEP2CHIPBF TCGGACTTTTTGATTGGAATCCTCT
CEP2 CHIPBR TCGTGGACCGATCCAAACAG
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CEP3 CHIPAF

GAGGACCCAACCCATCTTCATC

CEP3 CHIPAR ACACGTACGTCCATTCCCATTT
E2Fa CHIP B- F TTGCAGAGAATTGTGATT
E2Fa CHIP B-R GAGAATCCGATCATAGAC
NAC1_RT-gPCR FW CTCCTCGAGGCCGTAAAACC

NAC1_RT-gPCR RV

AGACCCAGTCTTCCTTTGGAG

Actin F

GGTAACATTGTGCTCAGTGGTGG

Actin R

AACGACCTTAATCTTCATGCTGC
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Resultados y discusion
1. Expresién de CEPs en los pelos radicales

Mediante analisis in silico usando la base de datos eFP Browser Toronto

(http://bar.utoronto.ca) se estudio la expresién de CEPs en raices y en PR de Arabidopsis

thaliana. Se observé que tienen niveles de expresion semejantes a los del gen especifico
de pelo radical EXP7 (Expansina 7, At1g12560) (Figura 1). Los niveles mas elevados de
expresion en la raiz para CEP1 y CEP3 se observaron en la zona de elongacion. El
analisis mostré que la expresién de CEP1 es notable en los PR que se encuentran en
estadios mas avanzados de su desarrollo, por otro lado, CEP3 presentd niveles de
expresion mas altos en los estadios iniciales del crecimiento de los PR. No se dispone

de informacién para AtCEP2 en la base de datos del eFP Browser Toronto.
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Figura 1. Patron de expresion de CEP1 y CEP3 en raiz.

Analisis in silico de la expresion génica de AtCEPs utilizando eFP Browser (http://bar.utoronto.ca/eplant/). Se incluyd
el gen especifico de pelo radical EXP7 (At1g12560) como patrén de comparacion.
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Teniendo en cuenta lo arrojado por el analisis in silico de la expresion de CEPs en
raiz, decidimos investigar si estas proteasas, se expresan en PR de plantulas de
Arabidopsis thaliana. Para el estudio de la expresion de las AtCEPs en los PR se
utilizaron los reporteros traduccionales: AtCEP1pro:PRE-PRO-3xHA-EGFP-AtCEP1-
KDEL y AtCEP2pro:PRE-PRO-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL (Tabla 2), cedidos por la
Dra. Christine Gietl (Center of Life and Food Sciences Weihenstephan, Freising,
Germany). Los constructos estan formados por la secuencia codificante de AtCEP1 y
AtCEP2 con sus respectivos promotores enddgenos y las secuencias reguladoras de las
proteinas PRE-PRO y KDEL unidos a las proteinas fluorescentes GFP y mCherry
respectivamente, ademas, cuentan con el fag 3xHA (Hemaglutinina de influenza
humana) (Hierl et al., 2014; Howing et al., 2014). Al tener la secuencia que codifica para
las proteinas CEPs y las proteinas fluorescentes estar ubicadas entre el propéptido senal
y la enzima madura, estas lineas se consideran reporteros funcionales de las proteinas
CEP1 y CEP2. Para analizar la expresion de AtCEP3, se utilizé el reportero
transcripcional AtCEP3pro::GFP (generado usando el método de clonado Gateway), el
cual contiene la region promotora 2kb corriente arriba del sitio de inicio de la transcripcion
fusionado a la proteina fluorescente GFP. Este reportero carece de la secuencia que va

a dar lugar a la enzima madura.

Las raices de las plantas transgénicas se analizaron usando microscopia
confocal. Para CEP2, los resultados mostraron que se expresa en células tricoblasticas
de la epidermis de la raiz, sin detectarse expresién alguna en las células atricoblasticas
(Figura 2). En estudios anteriores se observd expresiéon de AtCEP2 en la zona de
elongacion de la raiz (Hierl et al., 2012; Hierl et al.,, 2014). Esta zona presenta un
crecimiento difuso anisotropico, caracterizado por la expansion de toda la superficie
celular, lo que conlleva un aumento masivo en el volumen celular. Este proceso se
acompana de cambios drasticos y especificos en la pared celular (Balcerowicz et al.,
2015). Ademas, se vio expresion de AtCEP2 en la base de hojas jovenes y en el hipocétilo
(Hierl et al., 2014), tejidos también en activo crecimiento. Esto podria sugerir que AtCEP2
juega un papel en la relajacion de la pared celular, necesaria para la expansion de las
células, lo cual respalda la hipétesis de este trabajo. En el caso del hipocétilo, se reportd
que AtCEPZ2pro:PRE-PRO-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL se expresa especificamente
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en células no-protruyentes, las células a partir de las cuales se forman los estomas, pero
no en células protruyentes (Hierl et al., 2014). El patrén alterno de células protruyentes y
no protruyentes en el hipocétilo esta controlado por mecanismos comunes al patrén
alterno de células que dan lugar a PR (tricoblasto) y células que no dan lugar a PR
(atricoblasto) en la raiz. Las células no-protruyentes del hipocétilo y los tricoblastos de la
raiz se colocan sobre una pared celular anticlinal del cortex subyacente y carecen de
expresion de los reguladores del destino celular de GL2 y WER y el marcador enhancer-
trap J2301, mientras que las células protruyentes del hipocdtilo y el atricoblasto se
colocan sobre una pared celular de la corteza periclinal y expresan el marcador J2301 y
GL2 y WER, que bloquean el desarrollo de estomas o de los PR en estas celulas (Berger
et al., 1998; Grierson et al., 2014). El hecho de que se haya demostrado que CEP2 se
expresa en los tricoblastos respalda que las células de los PR comparten mecanismos
especificos y caracteristicas con las células no-protruyentes del hipocétilo (Berger et al.,
1998; Grierson et al., 2014).

Para el reportero traduccional CEP1pro: PRE- PRO-3xHA-EGFP-AtCEP1 también
se observo expresion en PR (Figura 1). La fluorescencia de AtCEP3pro::GFP fue alta en
los tricoblastos de la raiz, pero no es especifica de este tipo de células epidérmicas de
la raiz (Figura 1). Anteriormente se reportd expresion del promotor de CEP3 en la zona
de transicidn raiz-hipocétilo y a lo largo de las raices primarias y laterales en el area que
rodea el tejido vascular dentro de la endodermis. Ademas, se encontrd actividad de los
promotores AtCEP1 y AtCEP3 en tejidos generativos en varias etapas del desarrollo de
semillas y frutos (Helm et al., 2008). La expresion especifica de AtCEP1 y AtCEP2 en las
células de tricoblastos de la raiz y la expresion de AtCEP3 en la epidermis indica que
estos genes pueden desempefar un papel en el crecimiento de estas células
especializadas, posiblemente vinculado a la pared celular. Nuestros resultados apoyan
la hipotesis de que las CEPs pueden tener funciones en el crecimiento y/o expansion
celular, ademas de en la PCD. Seria conveniente para el estudio de expresion de estas
endopeptidasas, llevar a cabo la cuantificacion de la fluorescencia de los reporteros en

los distintos estadios del desarrollo de los PR.
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CEP1pro:3xHA-EGFP-CEP1-KDEL

CEP2pro:3xHA-mCherry -CEP2-KDEL

CEP3pro:GFP

Figura 2. AtCEP1, AtCEP2 y AtCEP3 se expresan en los pelos radicales.

AtCEP1 y AtCEP2 se expresan en tricoblastos. Se observaron con microscopia confocal reporteros traduccionales
para AtCEP1 (AtCEP1pro::PRE-PRO-GFP-KDEL) y AtCEP2 (AtCEP2pro::PRE-PRO-mCherry-AtCEP2-KDEL). La
expresion de AtCEP3 no fue especifica para tricoblasto. Se us6é un reportero transcripcional de AtCEP3
(AtCEP3pro::GFP). Barra de escala: 50 ym (CEP2) y 25 ym (CEP1 y CEP3). Imagen de microscopia confocal (A la

izquierda), imagen de microscopia de campo claro (en el centro) y fusién de las dos (a la derecha).
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2. Localizacion subcelular de CEP2

Dado que las CEPs tienen la capacidad de degradar EXT o proteinas relacionadas
a EXT, al menos in vitro (Helm et al., 2008), fue de nuestro interés averiguar si existe
expresion de estas proteasas en la pared celular de los PR. Para determinar si la sefial
de la proteina CEP2 se podia detectar en el apoplasto de los PR, raices de plantas de la
linea AtCEP2pro:PRE-PRO-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL (Figura 3A) fueron tratadas
con manitol 8% para inducir plasmdlisis. La plasmolisis permite distinguir si la
fluorescencia en el borde de la célula proviene del apoplasto, de la pared celular o del
citoplasma. Las plantulas previamente crecieron en medio MS 0.5X, agar 0.8% a 22°C,
con luz continua durante 4-5 dias. Una vez colocadas las raices en la solucion de manitol

se observo el apice de los PR en un microscopio confocal ZEISS LSM 880.

Durante la plasmalisis no se detectd sefial de mCherry en el espacio apoplastico,
ni en la pared celular. Esto sugiere que CEP2 no se encuentra presente en dichos
compartimentos, en las condiciones estudiadas. La sefial fluorescente mCherry estuvo
limitada al citoplasma (Figura 3C). En PR observados sin plasmolisar se pudo visualizar
la sefial mCherry correspondiente a la enzima CEP2 en estructuras con forma
redondeada, semejante a puntos (Figura 3B). En estudios previos se reportd la expresion
de CEP2 en la caliptra, también en estructuras puntiformes (Howing et al., 2018).
Ademas, se vio en la base de hojas jovenes que mCherry-AtCEP2 se almacena en
vesiculas redondas derivadas del RE, similares a los ricinosomas (Hierl et al., 2014). En
correspondecia con esto, nuestros hallazgos sugieren que CEP2 podria localizarse en
vesiculas dentro de los PR y ejercer su funcidén en la via scecretora, posiblemente
asociada a RE y/o aparato de Golgi. No existen reportes previos de actividad de las CEPs
en apoplasto o pared celular, lo cual apoya la hipétesis de que puedan estar dirigidas a
la via secretora. Sin embargo, no se sabe de otras enzimas que sean capaces de clivar
a las EXT, por lo que el hecho de que no se haya detectado sefial mCherry en apoplasto,
en las codiciones estudiadas, no excluye la posibilidad de que ante determinada
condicion, las CEPs puedan actuar en la pared celular procesando EXT. Por ejemplo, se
sabe que en condiciones de bajo pH la enzima pasa a su conformacion activa durante la
PCD (Hierl et al., 2014).

37



A promotor CEP2 i m

CEP2-mCherry

Figura 3. La expresion de CEP2 se limita al citoplasma de los pelos radicales.

(A) Esquema de la construccion utilizada para determinar la localizaciéon subcelular de CEP2, incluye el promotor
endégeno de CEP2 (2.0 kb rio arriba del coddn de inicio de la transcripcién) y los dominios PRE y PRO mas
3xHA+mCherry y la secuencia codificante AtCEP2 incluyendo la sefial de retencion en reticulo KDEL. (B) Sefial
fluorescente de mCherry en PR de Arabidopsis thaliana Wt Col-0 transformadas con la construcciéon
promotorCEP2::3xHA-mCherry-CEP2-KDEL. Barra de escala: 25 ym. (C) Pelo radical plasmolizado donde se muestra
la falta de sefal de AtCEP2-mCherry en el apoplasto. A la izquierda imagen de microscopia confocal, a la derecha
imagen con luz transmitida. Barra de escala 5 ym. (PC) Pared celular; (MP) Membrana plasmatica; (Cit) Citoplasma.

2.1 Analisis de colocalizacion

Para determinar la naturaleza de esos organulos, se generaron plantas doble
trangénicas que contienen marcadores subcelulares de RE y aparato de Golgi y la
construccion mCherry-CEP2 (figura 3A) y se estudiaron los niveles de colocalizacion
(Figura 4A,B). El analisis de colocalizacion se utiliza en biologia celular y microscopia
Optica para evaluar el grado de asociacion o superposicién entre dos biomoléculas o
estructuras en el interior de una célula. Consiste en identificar y cuantificar la coincidencia
espacial de las dos biomoléculas o estructuras en imagenes tomadas con un microscopio
(Aaron et al., 2018). La caracterizacion de estas asociaciones biomoleculares se realiza
a partir de imagenes de fluorescencia multicolor. Para esto, se tiene en cuenta dos
fendmenos distintos: la co-localizacién y la co-ocurrencia. El primero determina el grado
en que la abundancia de dos fluoréforos que se superponen espacialmente esta
relacionada entre si, por lo que es mas aplicable cuando se evalua una relacion funcional

o estequiométrica entre dos elementos que se superponen. El segundo determina el
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grado en que la abundancia de dos fluoréforos que se superponen espacialmente esta
relacionada entre si, las mediciones de co-ocurrencia suelen ser mas adecuadas para
determinar qué proporcion de una molécula esta presente en una area, compartimento
u organulo especifico (Aaron et al., 2018). Para el presente estudio se decidié usar el
meétodo introducido por Manders, que determina la superposicion de dos imagenes
teniendo en cuenta la intensidad de pixeles, es decir: la co-ocurrencia (Manders et al.,
1993). Este método resulta en dos coeficientes M1 y M2. M1 representa la fraccion de
co-ocurrencia del color 1 con el color 2 y de manera similar, M2 es la fraccion de co-
ocurrencia del color 2 con el color 1. En general, los coeficientes de Manders son utiles
para evaluar en qué medida una estructura o molécula se encuentra en una ubicaciéon u
organulo particular. EI método de Manders se ha utilizado anteriormente para cuantificar
la co-ocurrencia de una molécula de interés con las mitocondrias (Bravo et al., 2011), la

membrana plasmatica (Spira et al., 2012) o el RE (Arruda et al., 2014).

Para este estudio se usaron los marcadores subcelulares del aparato de Golgi
NAG-GFPy ST-YFP. La N-acetilglucosaminiltransferasa | (Nag) es una enzima localizada
en el aparato de Golgi que participa en la glicosilacion de proteinas secretoras y ha sido
utilizada como una proteina marcadora de Golgi (Munro, 1998; Grebe et al., 2003). Como
segundo marcador del Golgi, utilizamos la N-a-2,6-sialiltransferasa de rata fusionada a
YFP (ST-YFP). En las raices de Arabidopsis, la a-2,6-sialiltransferasa de rata se localiza
en cisternas y membranas del lado trans Golgi (Wee et al., 1998; Grebe et al., 2003).
Como marcador para lumen de RE se uso el peptido de retencion de reticulo HDEL
fusionado a GFP. Se ha demostrado en estudios previos que GFP unido a una senal de
retencion en el RE (GFP-HDEL) muestra una fluorescencia caracteristica en Arabidopsis
(Hawes et al., 2001; Matsushima et al., 2002). Ademas, se us6 el marcador de membrana
de RE KKXX unido a GFP (KKXX-GFP) (Jones et al., 1994; Takemoto et al., 2003).

Las CEPs son sintetizadas como pre-pro-enzimas, se trasladan al RE y se
mantienen almacenadas como enzimas inactivas en comparimentos derivados del RE
denominados ricinosomas (Schmid et al., 1998). Los ricinosomas se han descrito como
organulos de almacenamiento de CEPs en estado pro-enzima en el endospermo de

semillas germinadas de ricino, en la nucela de semillas de ricino en maduracion (Schmid
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et al., 1999; Schmid et al., 2001; Greenwood et al., 2005), en las anteras y en el
edospermo de semillas en fase de imbibicion de tomate (Solanum lycopersicum)
(Senatore et al., 2009; Trobacher et al., 2013). Ademas se ha reportado la presencia de
CEPs en cotiledones de Vicia sativa (Becker et al., 1997), las vainas en maduracion de
Phaseolus vulgaris (Tanaka et al., 1991) y los pétalos de flores senescentes de
Hemerocallis (Schmid et al., 1999). En estos tejidos, la aparicion de los ricinosomas y
la acumulacion de KDEL CysEP son un indicador temprano de la etapa final de la PCD

del desarrollo.

En nuestros estudios la sefial mCherry-AtCEP2 se vio en estructuras redondeadas
parecidas a ricinosomas (ricinosoma-like) y al hacer el ensayo de colocalizacion
encontramos que la sefal mCherry-AtCEP2 colocalizé en niveles muy bajos con
marcadores para el aparato de Golgi NAG-GFP y ST-YFP (Figura 4C). Sin embargo, se
vieron niveles de colocalizacién mas altos con el marcador de membrana de RE KKXX-
GFP y con el marcador de lumen de RE HDEL-GFP, lo que sugiere que AtCEP2 se puede
localizar en un compartimento derivado de RE en tricoblastos (Figura 4A,B,C). De hecho,
AtCEP2 se observd anteriormente en compartimentos derivados de RE que se
asemejaban a ricinosomas y RE-Bodies en células de hoja, hipocétilo, caliptra y zona de
elongacioén de la raiz de Arabidopsis thaliana (Hierl et al., 2014; Héwing et al., 2014). Las
KDEL-CysEP no son glicosiladas (Than et al., 2004), por lo que tiene sentido que no
estén dirigidas al aparato de Golgi. Esto se corresponde con nuestros resultados (Figura
4A,B,C). En cotiledones de judia negra (Vigna mungo), KDEL-CysEP (Sulfhidrilo-
endopeptidasa, SH-EP) se acumula en vesiculas KDEL (KV). Las KV se originan en el
RE y transportan pro-SH-EP en una ruta independiente de Golgi (Toyooka et al., 2000).
Los ricinosomas y las vesiculas que acumulan KDEL-CysEP (KV; Toyooka et al., 2000;
Okamoto et al., 2003) parecen ser importantes para el transporte eficiente de las KDEL-
CysEPs durante la PCD vy la remodelacién de tejidos. La presencia de pro-AtCEP2 en la
base de las hojas jovenes, en el hipocétilo y en la zona de elongacion de la raiz reportada
por Hierl et al., 2014 unido a la presencia de AtCEPs en tricoblastos, como muestran
nuestros resultados, podria indicar una funcion de AtCEPs durante la expansion vy

elongacion celular (mas alla de su conocido papel durante la PCD). Esta funcion de las
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AtCEPs probablemete esté relacionada con la pared

procesar EXT y proteinas relacionadas con EXT.
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Figura 4. AtCEP2 colocaliza principalmente con el marcador de membrana ER.

(A) Colocalizacion de AtCEP2-mCherry con marcadores para diferentes compartimentos subcelulares. Se cultivaron

plantulas AtCEP2mCherry de siete dias de edad (n = 10 raices con 1-5 PR cada una). HDEL-GFP es un marcador de

RE de lumen y KKXX-GFP es un marcador de membrana ER. NAG-GFP es un marcador cis-Golgi y ST-YFP es un
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marcador de red trans-Golgi. Barra de escala de 5 um. (B) Perfiles de intensidad de fluorescencia a lo largo de la linea
discontinua para la sefial de mCherry y el respectivo marcador subcelular. (C) Cuantificacion de la colocalizacion

utilizando el coeficiente de correlacion de Manders.

3. Caracterizacion de mutantes insercionales de AtCEPs

Con el objetivo de determinar la posible participacion de las CEPs en el
crecimiento polar de los PR de Arabidopsis thaliana, se aislaron mutantes de T-ADN para
los tres genes AtCEP, como se muestra en la Tabla 1 y Figura 5B. Se caracterizaron al
menos dos alelos de T-ADN para cada gen AtCEP. Los mutantes individuales para
AtCEP1, AtCEP2 y AtCEP3 no mostraron un fenotipo diferencial en comparacion con el
control Wt Col-0 (Figura 5A). Por esta razon, se decidid generar dobles mutantes de
AtCEPs mediante cruzamiento de las simples mutantes. Se obtuvieron las mutantes
dobles homocigotas para la insercion de T-DNA cep1-3cep3-2 y cep1-3cep2-2. Cuando
se evaluo el fenotipo de pelo radical de las dobles mutantes de AtCEPs respecto al Wt
Col-0 se vio que cep1-3cep3-2 y cep1-3cep2-2 mostraron un incremento significativo en
la longitud de los PR (Figura 5C). Esto sugiere que las AtCEPs influyen en el crecimiento
polar de los PRy que ademas, podrian tener un efecto redundante. En resumen, nuestros
hallazgos indican que las enzimas AtCEP1-AtCEP3 de Arabidopsis se expresan en los

PR y regulan negativamente su crecimiento.

Nuestros resultados evidencian el papel de las AtCEPs en la expansion celular,
como fue demostrado en estudios previos por Howing et al., 2018. En este trabajo
(H6wing et al., 2018) se reportd que AtCEP2 esta involucrada en el crecimiento de la raiz
primaria. Plantas mutantes de CEP2 presentaron raices primarias mas cortas debido a
una reduccion en la longitud de las células epidérmicas tricoblasticas de la zona de
elongacién de la raiz. Lo cual indica que CEP2 es necesaria para la elongacion celular.
Ademas, se vio expresion de AtCEP1 y AtCEP2 en las células epidérmicas de la raiz que
se separan para permitir la emergencia de la raiz lateral (RL) y que la pérdida de funcién
de AtCEP1 o AtCEP2 provoca una aparicion tardia de los primordios de RL, lo que
sugiere que estas KDEL-CysEPs pueden estar involucradas en la remodelacion de la

pared celular para que emerjan las RL.
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Figura 5. AtCEP1, AtCEP2 y AtCEP3 regulan negativamente el crecimiento del pelo radicular.

(A) Analisis cuantitativo de la longitud de PR en Wt Col-0 y en mutantes simples de CEPs. Los datos se muestran
como la media + DE, (n=7 a 10 raices). (A la derecha) Imagenes seleccionadas de PR en Wt y en mutantes de cep
simple y doble. Barra de escala = 500 um. (B) Esquema de los genes AtCEP1, AtCEP2 y AtCEP3 mostrando intrones
(lineas finas), exones (rectangulos) y posiciones de las inserciones de T-ADN. (C) Analisis cuantitativo de la longitud
de los PR en Wt Col-0 y mutantes cep. Los datos se muestran como la media + desviacion estandar (n = 20 a 25
raices). Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto al Wt segun la prueba 7-way ANOVA seguida de
la prueba de Dunnett con P < 0.05. A la derecha, se muestran imagenes seleccionadas de las RH en Wt y en mutantes
cep individuales y dobles. Barra de escala = 300 um.
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4. Regulacion transcripcional de AtCEPs

4.1 Influencia del factor de transcripcion NAC1 en el crecimiento de los

pelos radicales

NAC1 pertenece a la familia de FT especificos de plantas NAC (petunia NAM and
Arabidopsis ATAF1, ATAF2, and CUC2) (Aida et al., 1997). Los FT NAC estan
involucrados en procesos del desarrollo, defensa y respuesta a estrés abidtico (Olsen et
al., 2005b). Se caracterizan por tener un dominio altamente conservado en la region N-
terminal lamado NAC que media la unién al ADN (Ernst et al., 2004; Olsen et al., 2005a).
NAC1 promueve la formacién de raices laterales mediada por auxinas corriente abajo de
la proteina TIR1 (Xie et al., 2000). En un estudio de la organogénesis de novo de raices
adventicias, utilizando explantes foliares de Arabidopsis, se vio que el dafio no solo inicia
la transicién del destino celular para la regeneracién mediada por auxinas, sino que
también desencadena la via NAC para la emergencia de la raiz (Chen et al., 2016). En
respuesta al dafo se detecté la expresion del FT NAC1. En este contexto, NAC1 actud
por una via independiente a las auxinas y reguld la expresion de genes CEPs. La
sobreexpresidon de NAC1 indujo la expresion de numerosos genes durante la
organogénesis de novo de raices adventicias, entre ellos destacaron AtCEP1 y AtCEP2.
En el trabajo sugieren que el aumento de la expresion de CEPs podria estar relacionado
con la degradacion de extensinas, lo que favoreceria la cicatrizacion de la herida y esto
podria actuar como una barrera para la emergencia de la raiz (Chen et al., 2016). En
base a estos hallazgos previos decidimos estudiar si el FT NAC1 podria estar induciendo

la expresion de CEPs durante el crecimiento polarizado de los PR.

En el analisis in silico usando la base de datos eFP Browser Toronto

(http://bar.utoronto.ca) se vio que NAC1 se expresa en en la epidermis de la raiz (Figura

6A). Teniendo en cuenta esto, se evalud la expresion de NAC1 en PR usando la linea
reportera transcripcional NAC1pro::GFP generada en el laboratorio. Esta linea se
caracterizé en el microscopio confocal y se observé senal GFP en pelos, lo cual indica

que NAC1 se expresa en los PR (Figura 6B).
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Figura 6. NAC1 se expresa en pelos radicales.

(A) Analisis in silico de la expresion de NAC1 utilizando eFP Browse (http://bar.utoronto.ca/eplant/ ). Se incluyé el gen

especifico de pelo radical EXP7 (At1g12560) como patréon de comparacion. (B) Expresion de NAC1 en pelo radical
usando el reportero transcripcional NAC1pro:GFP.
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Se procedio entonces a evaluar el efecto fenotipico de la pérdida de funcién de
NAC1 en PR. Para esto se aislé y caraterizo la mutante de T-DNA nac1-2 (Tabla 1, Figura
7A), se llevd a homocigosis y se comoprobd que la expresiéon de transcritos esta
drasticamente disminuida (Figura 7B). Ademas se uso una linea transgénica en la que
NAC1 esta unido al dominio de represion SRDX (LDLDLELRLGFA; Figura 7A; Tabla 2)

(Hiratsu et al., 2003), lo cual impide la expresion de sus genes target.

Se ha visto que un represor quimérico, en el cual un FT se fusiond con el dominio
de represion EAR (SRDX), suprimié de manera especifica la expresion de genes target,
lo que resulté en fenotipos similares a los asociados con los correspondientes mutantes
alélicos de pérdida de funcién (Hiratsu et al., 2003). Esta tecnologia, conocida como
Tecnologia de Silenciamiento de Genes con Represores Quiméricos (CRES-T, Chimeric
REpressor gene Silencing Technology), se ha empleado ampliamente para el analisis

funcional de factores de transcripcién en plantas (Hiratsu et al., 2003; Matsui et al., 2004).

En ambos casos, tanto para la mutante alélica nac1-2 como para las lineas
35Spro::NAC1-SRDX-1 y 35Spro::NAC1-SRDX-2 se vio un fenotipo de pelo mas largo
respecto al Wt Col-0 (Figura 7 C). Nuestros resultados indican que NAC1 se expresa en
PR y que regula negativamente el crecimiento de los mismos. Esto se corrresponde con
lo encontrado para las CEPs, lo cual avala la hipétesis de una posible regulacién de

CEPs por el factor de transcripcion NAC1.
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Figure 7. NAC1 regula negativamente el crecimiento de los pelos radicales.

(A) Esquema del gen nac1 mostrando intrones (lineas finas), exones (rectangulos) y la posicion de la insercion de T-

ADN. Se muestra un esquema de la linea 35Sp::NAC1-SRDX. (B) Analisis cuantitativo (QPCR) de la expresion de

transcritos de nac? en la mutante nac7-2 respecto al Wt Col-0. Expresion relativa al gen de expresion constitutiva

PP2A. Los datos representan la media + DS (n = 3), se realiz6 la prueba 2-way ANOVA seguida de la prueba de Sidak,

P < 0.05. (C) Analisis cuantitativo del fenotipo de los PR en el mutante nac7-2 y en 2 lineas en las que NAC1 no es

funcional (media + DS, n = 15 a 20). Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto al Wt Col-0 segun

la prueba de ANOVA con P < 0.05. A la derecha, se muestran imagenes seleccionadas de los PR, barra de escala =

500 pm
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4.2 Relacion de AtCEPs con el factor de transcripcion NAC1

Dado que se demostré6 que NAC1 controla la expresion de AtCEP1 y AtCEP2
durante la organogénesis de novo de raices adventicias (Chen et al., 2016), decidimos

probar si podria estar ocurriendo una regulacién similar en los PR.

Para analizar si la sobreexpresion de NAC1 tendria un efecto directo sobre el
crecimiento de los PR, posiblemente induciendo la expression de AtCEP1/AtCEP2,
utilizamos la linea inducible por B-estradiol pER8:3xFLAG-NAC1 (Zuo et al., 2000).
Raices de plantas de 10 dias fueron tratadas con solucion de estradiol 10uM durante 4h.
En presencia de estradiol, se observo una induccién 75 veces ma alta en los niveles de
NAC1 (Figura 8B). Después, probamos si el FT NAC1 activa la expresion de AtCEP1-
AtCEP3 en las raices, como se demostré en el ensayo de formacién de raices adventicias
de novo (Chen et al., 2016). La linea NAC1-FLAG inducible por estradiol aumenté la
expresion de CEP1 en 1.6 veces y la de CEP2 4 veces, mientras que no se detectaron
cambios para CEP3 (Figura 8B). Ademas, decidimos estudiar como se comportaba la
expresion de transcritos de CEPs en la mutante alélica nac7-2 respecto al Wt. Por el
contrario, el mutante nac7-2 mostré niveles mas bajos de transcritos de las tres AtCEPs
(Figura 8A). Estos resultados indican que NAC1 influye en la expresion de AtCEP1-
AtCEP3 y, en consecuencia, controla el crecimiento de los PR, posiblemente a través de

su actividad de procesamiento de EXT.

Con el objetivo de determinar si NAC1 controla la expresion de los genes de
AtCEPs mediante la union directa a sus regiones promotoras decidimos realizar un
ensayo de inmunoprecipitacion de la cromatina seguido por gPCR (ChIP-gPCR).
Anteriormente se reportd que el sitio de union a DNA de los FT NAC tiene la secuecia
conservada CGT[GA] (Olsen et al., 2005a). Teniendo en cuenta esto, se busco dicha
secuencia en las regiones promotoras de los genes que codifican para las 3 AtCEPs,
2000pb corriente arriba del sitio de inicio de la transcripcion. Los sitios putativos de union
a NAC1 se buscaron en regiones de cromatina abierta, de acuerdo con conjuntos de
datos de ATAC-Seq disponibles publicamente (Maher et al., 2018). Se identificaron 2
sitios en la region promotora del gen cep1, 2 sitios para cep2 y 1 sitio para cep3 (Figura
8C).
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Una vez tenida esta informacion se realizé el ensayo ChIP-qPCR en colaboracion
con el grupo del Dr. Federico Ariel. Se utilizaron plantas sobreexpresantes de NAC1 bajo
el control de un promotor inducible por estardiol (linea: pER8:3pro::xFLAG-NACH1;
induccion 60x) (Figura 8C) y anticuerpos anti-FLAG. Para la qPCR se disefaron primers
para amplificar las regiones que se correspondian con los sitios putativos de pegado de
NAC1 en los promotores de los genes de AtCEPs. Se usd como control positivio el gen
E2Fa, ya que se reporto recientemente que su expresion es regulada directamente por
NAC1 (Xie and Ding, 2022).

En el experimento se obtuvo que los sitios -100 (posicion relativa al codén de incio
de la transcripcion) para la region promotora de cep1, -1900 para cep2 y -590 para cep3
se encuentran enriquecidos en la linea pER8:3pro::xFLAG-NAC1 con respecto al control
negativo. Segun los resultados de este experimento, se puede afirmar que NAC1 se une
a los promotores de los genes que codifican para AtCEPs, por lo que AtCEP1, AtCEP2
y, en menor medida, AtCEP3, son regulados directamente por NAC1 (Figura 8C). En
conjunto, esto confirma que NAC1 induce la expresion de las tres CEPs, que modulan el

crecimiento de los PR posiblemente mediante el precesamiento de las EXT.
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Figura 8. NAC1 regula la expresion de CEP1-CEP3.

(A) Analisis de qPCR de transcritos de atcep1, atcep2y atcep3 en Wt Col-0 y el mutante nac7-2. La proteina fosfatasa
2 (PP2A) se utilizo para normalizar la expresion génica. Los datos se presentan como la media £ DS (n = 3), se realizd
la prueba 2-way ANOVA seguida de la prueba de Sidak, P < 0.05. Los numeros sobre las barras representan la media
de los niveles de expresion de los transcritos de cep. (B) Induccién de CEP1 y CEP2 por linea inducible por estradiol
NAC1-FLAG (PER8pro:3xFLAG-NAC1). La expresion de los transcritos se normalizaron en relacion con ACT2. (C)
Andlisis de ChIP-gPCR de la unién de NAC1 a las regiones promotoras de AtCEP1, AtCEP2 y AtCEP3. En la parte
superior se muestran los esquemas de los /oci que muestran la ubicacion de los fragmentos analizados por ChIP-
gPCR. Los primers se disefiaron analizando experimentos ATAC-seq en regiones donde la cromatina es accesible
(Maher et al., 2018). El enriquecimiento se midié en relacion con el control negativo ACTINA.
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5. Efecto de la actividad de CEPs en la insolubilidad de las EXT en la pared celular

Las EXTs son proteinas estructurales de la pared celular que han mostrado tener
un papel fundamental en el mantenimiento de su integridad (Marzol et al., 2018; Moussu
and Ingram, 2023). No se conocen enzimas involucradas en procesar a las EXTs, sin
embargo, en estudios previos se demostro que las CEPs son capaces de clivar EXTs in
vitro (Helm et al., 2008; Hierl et al., 2012). Teniendo en cuenta esto, hipotetizamos que
las AtCEPs podrian procesar EXTs o proteinas relacionadas a EXTs durante el
crecimiento polarizado del pelo radical. Decidimos estudiar si la reduccion de la actividad
de AtCEP en los mutantes tenia un efecto sobre las EXT secretadas e insolubilizadas en
la pared celular de los PR. Para ello, utilizamos plantas que expresaron un reportero de
EXT (dominio extensina con 29 repeticiones SPPPP), con un péptido sefial para su
secrecion al apoplasto (SS) y unido a la proteina fluorescente tdTomato (SS-TOM-Long-
EXT). La proteina tdTomato es resistente al pH acido, caracteristico del apoplasto de la
pared celular (Figura 9A). Es importante destacar que la expresion del reportero no afecto
el crecimiento polar de los PR (Pacheco et al., 2022), lo que lo convierte en una linea

ideal para monitorear alteraciones in situ en la deposicion de EXT en la pared.

Se midié la senal fluorescente proveniente de la pared celular en las zonas
apicales de PR de lineas con el constructo SS-TOM-Long-EXT en background Wty cep1-
3cep3-2. Las fotos se tomaron en un microscopio confocal en condiciones de plasmoalisis.
Obtuvimos que la estabilizacion/insolubilizacion de SS-TOM-Long-EXT en la pared
celular del apice de los PR se redujo drasticamente en el doble mutante cep7-3cep3-2
en comparacioén con las plantas Wt Col-0 (Figura 9A,B). Para probar si la expresion total
de la construccion SS-TOM-Long-EXT fue similar en ambos background genéticos (Wt
Col-0 respecto a la doble mutante cep7-3cep3-2) sin tratamiento con plasmdlisis, se
cuantifico la sefal total de la proteina tdTomato (Figura 9C,D) y se detecté una sefial
general mas alta en el doble mutante cep7-3cep3-2 respecto al Wt Col-0. Por tanto, el
reportero SS-TOM-Long-EXT se modifica diferencialmente en la zona apical de los PR
ante la deficiencia de la actividad de AtCEP1 y AtCEP3. Esto sugiere que las AtCEPs
pueden actuar procesando a las EXTs en la via secretora y ante la deficiencia de su

actividad no llega suficiente EXT a la pared celular para ser insolubilizada, lo que conlleva
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a un aumento del crecimiento de los PR, posiblemente debido a que se relaja la pared

celular porque se afecta el entrecruzamiento de las EXTs, lo cual influye dierectamente

en su rigidez.
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Figura 9. La secrecion/insolubilizacion de EXT se ve afectada por AtCEP1-AtCEP3 en los pelos radiculares.
(A) Sefal de SS-EXT LONG-TOM en la zona apical de PR en el doble mutante cep7-3cep3-2. Las células se

plasmolizaron con una soluciéon de manitol al 8%. (A la izquierda) Perfiles de intensidad a lo largo de la linea discontinua

en el apice de los PR. Barras de escala = 5 um (B) Cada punto en el grafico es la sefial derivada de un PR. Los datos
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de UA de fluorescencia son la media + DS (n = 25-30 PR), prueba t, P < 0.05. Los resultados son representativos de
2 experimentos independientes. (C) Sefial de SS-EXT LONG-TOM en la zona apical de PR en el doble mutante cep1-
3cep3-2. (Alaizquierda) Perfiles de intensidad a lo largo de la linea discontinua en el apice de los PR. Barras de escala
=5 um (D) Cada punto en el grafico es la sefal derivada de un PR. Los datos de UA de fluorescencia son la media +
SD (n = 30), prueba t, P < 0.05. Los resultados son representativos de dos experimentos independientes. Los

asteriscos representan diferencias significativas.
6. Estudio de la homeostasis de ROS en mutantes de CEPs

Dado que la insolubilizacion de EXTs en las paredes celulares de los PR en
crecimiento esta regulada por varios factores, incluida la homeostasis de las especies
reactivas de oxigeno (ROS) (Marzol et al., 2022; Pacheco et al.,, 2022); decidimos
estudiar si la disminucion de la actividad de AtCEP y NAC1 podria afectar los niveles de
ROS. Con este fin, se cuantificaron en el apice de los PR los niveles de ittROS y de

apoROS en las lineas mutantes cep1-3cep3-2 y nac1-2 respecto al Wt Col-0.

Para medir ittROS se usé la sonda fluorescente permeable a la membrana
plasmatica Peroxy-Orange 1 (PO1) (Figura 102, panel de abajo). Esta sonda tiene como
base boronato, el cual no es fluorescente en su forma reducida, pero se vuelve
fluorescente cuando se oxida irreversiblemente por H202 (Dickinson et al., 2010). Los
niveles de apoROS se determinaron con el reactivo impermeable Amplex™ UltraRed
(Mangano et al., 2016; Marzol et al., 2022; Pacheco et al., 2022) (Figura 10A, panel de
arriba).

La doble mutante cep7-3cep3-2 mostrd niveles mas altos de apoROS en el apice
de los PR en comparacion con Col-0, mientras que no se observaron diferencias para
nac1-2. Los niveles de itotROS fueron similares en ambos genotipos respecto al Wt. Esto
indica que la homeostasis de ROS cambia en ausencia de CEP1y CEP3, lo que también
puede afectar la insolubilizacién de EXTs en las paredes celulares. En trabajos anteriores
se detectaron cambios en la homeostasis de ROS apoplastico y citoplasmatico en la zona
apical de PR en plantas de Arabidopsis sobrexpresantes de las peroxidasas apoplasticas
tipo 1l PRX44/PRX73 y PRX62/PRX69, las cuales, se demostré que estan relacionas a
las EXTs (Marzol et al., 2022; Pacheco et al., 2022). Esto puede implicar que existe una

relacion entre el estado adecuado de las EXT procesadas en las pared celular, la
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homeostasis de ROS en la zona apical y el crecimiento equilibrado del pelo radicular
como se plante6 previamente en Mangano et al., 2018.
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Figura 10. ROS apoplasticas se ven afectadas por AtCEP1-AtCEP3 en los pelos radiculares.

(A) Los niveles de citoROS se midieron utilizando la sonda fluorescente selectiva para perdxido de hidrégeno PO1, y
los niveles de apoROS se midieron con Amplex UltraRed en las zonas apicales de los PR en Wt Col-0 y en el mutante
doble cep7-3cep3-2. Barra de escala = 5 um. (B) Cada punto en los graficos representa la sefial derivada de un PR.
Los datos de UA de fluorescencia son el promedio + DS (n = 35 a 40 PR), prueba t, P < 0.05. Los resultados son
representativos de 2 experimentos independientes. Los asteriscos indican diferencias significativas. "ns" significa que

no hay diferencias significativas.

7. Modelado por homologia y acoplamiento (docking) molecular entre AtCEP1-
AtCEP3 y EXTs

Finalmente, para probar si AtCEP1-AtCEP3 podria interactuar con EXT de cadena
simple, realizamos un modelo de homologia con una cisteina endopeptidasa de Ricino
RcCysEP y una cisteina proteasa de Ambrosia artemisiifolia (pdbs 1S4V y 5EF4
respectivamente) que se sabe que es capaz de escindir y procesar sustratos similares a
EXT en condiciones in vitro. Las proteinas AtCEP1-AtCEP3 comparten una identidad de
secuencia del 66 — 74 % con el Ricinus communis RcCysEP mejor caracterizado (Figura
11).

Mediante el analisis de acoplamiento (docking), obtuvimos energias de interaccion
(Kcal/mol) para las tres proteinas AtCEP y se compararon con RcCysEP 1SV4.
Analizamos el acoplamiento con cuatro péptidos EXT cortos diferentes, desde péptido
no hidroxilado hasta péptido completamente O-glicosilado (Velasquez et al., 2015; Marzol
et al., 2022) (Figura 12). En estudios anteriores se demostré6 que mutantes que llevan
EXT sub-O-glicosiladas tienen defectos graves en el crecimiento del PR (Velasquez et
al., 2011; Velasquez et al., 2015). Nuestros resultados de acoplamiento para las tres
AtCEP mostraron diferencias de energia de interaccion consistentes que dependen del
estado de glicosilacion de EXT, siendo mas altas para las especies no O-glicosiladas. En
general, observamos energias de interaccion mas altas (valores negativos mas altos)
para las variantes de EXT no hidroxiladas que para las variantes EXT O-glicosiladas.
Cuando comparamos las energias de interaccion entre diferentes AtCEPs que
interactuan con sustratos EXT, observamos que AtCEP1 y AtCEP3 mostraron la mayor
actividad de interaccion con las variantes de EXT no hidroxiladas (Figura 12). En general,
esto probablemente indica que AtCEP1 y AtCEP3 podrian interactuar con sustratos EXT

y posiblemente catalizar la protedlisis en regiones abiertas de los backbones de EXT con
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poca o0 ninguna O-glicosilacion, mientras que CEP2 podria preferir regiones O-
glicosiladas. Esto concuerda con estudios previos que sugieren que los altos niveles de
O-glicosilacion en ciertas proteinas restringen fisicamente su degradacion o

procesamiento (Cannon et al., 2008; Marzol et al., 2018).
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Figura 11. Alineacién de proteinas y dominios de secuencias AtCEP1-AtCEP3 de Arabidopsis thaliana con
Ricinus CEP 1SV4 (RcCysEP).

(A) Arbol filogenético de Arabidopsis AtCEPs y Ricinus AtCEPs. El anlisis filogenético se realizé con MEGA6 (Tamura
et al., 2007) utilizando el método de Maxima Similitud (Maximum Likelihood) (Saitou y Nei, 1987). Los numeros en los
nodos indican los valores de arranque obtenidos para 1000 iteraciones. La escala representa la distancia evolutiva,
expresada como el niumero de sustituciones por aminoacido. (B) Dominios de las proteasas AtCEPs. (C) Alineacion
de proteinas AtCEP1-AtCEP3 y Ricinus AtCEPs. Se indican los dominios PRE, PRO y KDEL (Rodriguez-Garcia et al.,
2023)
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Figura 12. Interaccion de las enzimas CEPs con péptidos de EXT, determinada mediante un ensayo de
acoplamiento (docking) molecular in silico.

(A,B) Se muestran diez resultados de docking para cada estado de O-glicosilacion de EXT superpuestos en la
superficie de la proteina AtCEP1 para evaluar la consistencia de los sitios de acoplamiento. (A) Modelo de AtCEP1
(superficie de proteina mostrada en gris) acoplada con un sustrato EXT no O-glicosilado (SPPPYVY)s (en magenta).
(B) Modelo de AtCEP1 (la superficie de la proteina se muestra en gris) acoplada con un sustrato O-glicosilado-EXT (la
proteina y los O-glicanos se muestran en rojo claro). Péptido EXT arabino-galactosilado = [(SOOOYVY)s-AG]. (C)
Comparacién de la energia de union de diferentes AtCEP1-AtCEP3 y 1S4V (Ricinus AtCEP incluido como control) a
sustratos EXT con diferentes grados de O-glicosilacion. (de izquierda a derecha) Un péptido EXT no hidroxilado
(SPPPYVY)s, un péptido EXT hidroxilado pero no O-glicosilado [(SOOOQYVY)s; O = hidroxiprolina], solo se analizaron
el péptido EXT arabinosilado [(SOOOYVY)s-A] y el péptido EXT arabinogalactosilado [(SOOQOYVY)s-AG].
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Conclusiones

Anteriormente se consider6 que la regulacion positiva de AtCEPs estaba
relacionada con el procesamiento de EXT, ya que EXT promueve la cicatrizacion de
heridas, y esto podria ser una barrera para que emerjan las puntas de raices cuando
estas se regeneran. Por lo tanto, se planted la hipdtesis de que NAC1-AtCEP antagoniza
la cicatrizacion de heridas mediada por EXT, y esto permite la aparicion de las puntas de
las raices regeneradas (Chen et al., 2016). Sin embargo, los resultados generales de
nuestro estudio sugieren que NAC1 activa directamente la expresion de AtCEP1, AtCEP2
y AtCEP3, lo que a su vez reprime la expansion polarizada del PR en crecimiento.
Mediante un analisis de colocalizacion con varios marcadores subcelulares, detectamos
AtCEP2 en compartimentos derivados de RE pero no en el apoplasto. Segun nuestros
resultados, es plausible que AtCEP1-AtCEP3 puedan actuar juntos como componentes
en el programa de control de calidad de EXT, controlando su procesamiento adecuado.
Se desconoce cdmo se coordina y controla la maquinaria de O-glicosilacion requerida
para un procesamiento adecuado de EXT y proteinas relacionadas con EXT en la via

secretora (Velasquez et al., 2012; Marzol et al., 2018).

Nuestros hallazgos proporcionan nuevas perspectivas para investigar funciones
de AtCEPs en células que no estan experimentando PCD pero que se caracterizan por
la expansidén o remodelacién de la pared celular. La participacion de proteasas en la
remodelacion de la pared indica la importancia del componente proteico de la pared
celular en este proceso. Seria interesante investigar como ocurre la fusion de la
membrana de los ricinosomas con la membrana plasmatica durante el desarrollo de la
raiz, similar a otras vesiculas derivadas del RE. Recientemente, se descubridé que una
enzima de procesamiento vacuolar (BVPE) controla la maduracion de AtCEP1,
transformando esta proproteasa en una proteasa madura. En los mutantes vpe, la
maduracion de AtCEP1 y otras proteasas se inhibié severamente (Cheng et al., 2020).
Todavia no esta claro si VPE también puede estar actuando en los tricoblastos para

controlar el procesamiento de AtCEPs.
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En nuestro trabajo encontramos que la regulacién inadecuada del procesamiento
de EXT por parte de las CEPs desencadena el crecimiento de los PR, en estudios
anteriores se reportd que el aumento de la expresidon de las peroxidasas apoplasticas
tipo Il PRX44/PRX73 (Marzol et al., 2022) y PRX62 (Pacheco et al., 2022) también
desencadena un fenotipo de PR similar. Estas evidencias indican que los cambios sutiles
en el procesamiento y el entrecruzamiento de EXT tienen un efecto directo en el
crecimiento de los PR. Actualmente, uno de los principales obstaculos en el estudio de
estas glicoproteinas complejas es visualizar los cambios quimicos que ocurren en las
EXTs (hidroxilacion de prolina, O-glicosilacion, oligomerizacion y tyr-crosslinking)

mientras se sintetizan y se secretan a la pared celular en condiciones in vivo.

En términos generales, con la evidencia encontrada en nuestros resultados se puede

concluir que:

+ AtCEP1-CEP3 son proteasas que se expresan en PR y modulan negativamente

el crecimiento de los mismos.

 La enzima CEP2 podria estar dirigida a la via secretora, posiblemente a los

compartimentos del RE, ya que no se detectd expresion en el apoplasto.
« EIFT NAC1 regula negativamente el crecimiento polarizado de los PR.

* NACH1 regula directamente la expresion de AtCEP1-AtCEP3, lo que conlleva a una

represion del crecimiento del PR.

» La homeostasis de apoROS se ve afectada cuando la actividad de las CEPs esta

disminuida.

» AtCEP1-AtCEP3 podrian estar actuando como componentes en el control de
calidad de EXTs y proteinas relacionadas a EXTs en el sistema secretorio, lo cual
influye en las propiedades de la red de EXTs en la pared celular del apice de los

PR en activo crecimiento.
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Figura 13. Modelo propuesto para explicar la funcion de las AtCEPs en el crecimiento polarizado del pelo
radical

La expresion de AtCEPs esta regulada positivamente por el FT NAC1. CEP2 podria clivar EXTs en el sistema secretorio
(RE) donde estaria ejerciendo un control de calidad de la O-glicosilacion y el plegamiento de EXTs. Se sabe que CEP1
y CEP2 se expresan en estructuras redondeadas semejante a ricinosoma. La actividad de las CEPs es importante
para que se mantenga la homeostasis de ROS en la pared celular. Las AtCEPs podrian estar involucradas en la
degradacion de EXTs en la pared celular en otras condiciones diferentes a las estudiadas. M.P: membrana plasmatica,

RE: reticulo endoplasmatico.
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Perspectivas futuras

Investigar qué sucede con el crecimiento polarizado de los PR en lineas
sobreexpresantes de CEPs y en la triple mutante y si cuando se afecta la actividad de

NAC1 esto influye en la insolubilizacién de las EXTs en la pared celular.

Evaluar si las CEPs pueden dimerizar, si pueden reconocer otras HRGPs o son

especificas de EXTs y si las CEPs procesan EXTs mal glicosiladas.
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