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RESUMEN

Las auxinas regulan el crecimiento y desarrollo de las plantas en funsion de su
propia biosintesis, conjugacion, transporte y degradacion en los tejidos vegetales;
aspectos que estan influenciados por factores exégenos y enddégenos incluyendo
otras fitohormonas. En Arabidopsis thaliana, los genes YUCCA codifican para una
familia de enzimas de tipo flavin monoxigenasas que participan en la sintesis del
acido indol-3-acético, la principal auxina natural, cuyos niveles se incrementan
cuando se sobreexpresan estos genes. En este trabajo se generaron lineas
transgénicas de Arabidopsis que expresan el gen YUCCA4 bajo el control del
promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (35S::YUC4) que recapitulan el
fenotipo de la linea thread generada por activation tagging. Las plantas
transgénicas mostraron un fenotipo similar al de otras lineas previamente
reportadas como sobreproductoras de auxinas, asi como una respuesta diferencial
en los transportadores de auxinas, en donde PIN1 mostrd una expresién
disminuida, contrario a lo que ocurre en los genes PIN2, PIN3 y PIN7, que
incrementan su expresion.

Por otra parte, las lineas 35S::YUC4 mostraron una mayor sensibilidad al acido
abscisico durante la germinacion de las semillas y el crecimiento post-germinativo.
Mediante analisis histoquimicos, encontramos que la expression del gen reportero
ABI4::GUS se incrementa en las lineas sobreproductoras de auxinas mientras que
la pérdida de funcién de ABI4 disminuye la sensibilidad de 35S::YUC4 al acido
abscisico. Finalmente, la respuesta auxinica, evidenciada por los reporteros de
auxinas DR5::GUS y BA3::.GUS, disminuye de manera dependiente del acido
abscisico. Este trabajo aporta nuevas observaciones para los estudios donde se
sobreexpresan los genes YUCCA, ademas de proporcionar informacion valiosa
sobre la participaciéon de YUCCAA4 en la ineraccién auxinas-acido abscisico durante

la germinacion y el desarrollo post-embrionario de Arabidopsis thaliana.

Palabras clave: Arabidopsis thaliana, auxinas, acido abscisico, YUCCAA4,
germinacion.



ABSTRACT

Auxin regulates plant growth and development, based on their own biosynthesis,
conjugation, transport and degradation in plant tissues; aspects that are
influenced by exogenous and endogenous factors including other
phytohormones. In Arabidopsis thaliana, YUCCA genes code for a family of
flavin monoxygenase-like enzymes that participate in the synthesis of indole-3-
acetic acid, the main natural auxin, whose levels increase when YUCCA genes
are overexpressed. In this work, transgenic lines of Arabidopsis were generated
expressing the YUCCA4 gene under control of the 35S promoter of the
cauliflower mosaic virus (35S::YUC4) that recapitulate the thread phenotype, a
line generated by activation tagging. Transgenic plants showed a phenotype
similar to other previously reported lines with auxin overproduction, as well as
a differential response in auxin transporters, where PIN1 showed decreased
expression while PIN2, PIN3 and PIN7 were up- regulated.

Moreover, the 35S::YUC4 lines showed enhanced sensibility to the abscisic
acid effect during seed germination and post-germinative growth. Through
histochemical analysis, we found that the expression of the reporter gene
ABI4::GUS is increased in auxin overproducer lines while the loss of function of
ABI4 decreases the sensibility of 35S::YUC4 to abscisic acid. Finally, the
auxinic response, evidenced by the auxin reporters DR5::GUS and BA3::GUS,
decreases in a manner dependent on abscisic acid. This work provides new
observations for studies where YUCCA genes are overexpressed, in addition
to providing valuable information on the participation of YUCCA4 in the auxin-
abscisic acid crosstalk during germination and post-embryonic development of

Arabidopsis thaliana.

Keywords: Arabidopsis thaliana, auxin, abscisic acid, YUCCA4, germination.



1. INTRODUCCION

Las plantas son organismos eucariontes, multicelulares, con gran capacidad
adaptativa y los productores primarios de los ecosistemas terrestres al poder
llevar a cabo la fotosintesis. El desarrollo en estos organismos esta regulado
por factores fisiologicos y sefiales ambientales que influyen en la produccion de
compuestos de diferente identidad quimica y diversos procesos celulares. Estas
sustancias son denominadas hormonas vegetales o reguladores del crecimiento
y ejercen sus funciones mediante programas de sefalizacion intracelular
especificos que conducen al encendido o apagado de genes. Todos estos
compuestos son requeridos para la viabilidad celular, participan en procesos
especificos del desarrollo y como integradores de sefiales ambientales. Las
funciones que ejercen cada uno de los reguladores de crecimiento, han sido
elucidadas mediante su aplicaciéon exdgena en diferentes sistemas vegetales o
manipulando la expresion de genes que participan en la respuesta a los diferentes
fitoreguladores en plantas mutantes y/o transgénicas (Weyers y Paterson, 2001).
Los reguladores del crecimiento vegetal denominados auxinas, representados
principalmente por el acido indol acético (AlA), fueron los primeros descubiertos
debido a que estan implicadas en practicamente todos los procesos del
crecimiento y desarrollo vegetal. No obstante que las diferentes especies de
plantas pueden presentar estrategias unicas y diversificar sus rutas metabdlicas,
es loégico esperar la conservacion de modulos proteinicos que determinan la
biosintesis y respuesta al AlA, debido a que es una molécula fundamental para su
ciclo de vida. Sin embargo, la biosintesis y homeostasis del AIA en angiospermas
asi como sus interacciones con otros reguladores del crecimiento continda sin

dilucidarse completamente.



2.1. Arabidopsis thaliana como modelo de estudio

Arabidopsis thaliana es un excelente modelo para el estudio de los procesos
fisiologicos y moleculares. Es una angiosperma que pertenece a la familia
Brasicaceae donde se incluyen especies de importancia agrondémica como la
coliflor (Brassica oleracea) y la canola (Brassica napus). A. thaliana es de tamafio
pequefo (30 cm) y posee un ciclo corto de vida (6-8 semanas), produce gran
cantidad de semilla, se puede cultivar en un espacio reducido y es facil de
manipular en el laboratorio. Esta especie cuenta con un genoma nuclear pequeno,
secuenciado y publicado, distribuido en 5 cromosomas, con cerca de 25,500
genes, lo que facilita su manipulacién genética, aunado a la existencia de
métodos de transformacion bien establecidos. Todo ello ha derivado en que la
mayoria de los estudios que abordan los mecanismos genéticos, evolutivos,
bioquimicos y moleculares que controlan el desarrollo de las plantas se hayan
relacionado de alguna forma con Arabidopsis thaliana (Meyerowits y Pruitt, 1985;
Meinke et al., 1998).

2.2. Los reguladores del crecimiento vegetal

Debido a su estilo de vida sésil, las plantas son organismos sofisticados, que
integran informacion del ambiente muy eficientemente y responden activamente
ante los estimulos bidticos y abidticos. Esto es posible por una comunicacion
efectiva entre los diferentes 6rganos y tejidos, a través de la sintesis de los
diferentes reguladores del crecimiento vegetal, compuestos producidos por
diferentes vias metabdlicas que ejercen sus funciones mediante programas de
sefalizacién intracelular especifica que conducen, en la mayoria de los casos, a
la activacion o represion de genes. Un solo regulador puede afectar una amplia
gama de procesos Yy un solo proceso puede estar controlado al mismo tiempo por
multiples reguladores de crecimiento (Gray, 2004), en concentraciones
nanomolares o micromolares (Weyers y Paterson, 2001).

Los reguladores clasicos del crecimiento identificados desde la primera mitad del
siglo XX fueron las auxinas, citocininas, giberelinas, el acido abscisico y el etileno;
sin embargo, cada vez mas compuestos se han incorporado a esta lista,
incluyendo a los brasinoesteroides, al acido salicilico, las estrigolactonas, el 6xido

nitrico, jasmonatos, karrikinas, poliaminas y algunos péptidos (Santner y Estelle,



2009).
2.3. Las auxinas

Las auxinas son los reguladores del crecimiento vegetal mas estudiados, su
nombre deriva de la palabra griega “auxein” que significa crecer. Dichas
fitohormonas estan implicadas en la division, elongacion y diferenciacion celular,
repercutiendo en cada aspecto del crecimiento y desarrollo. Las auxinas
participan en la embriogénesis, al regular la polaridad basal-apical en el embridn
y en el establecimiento de los meristemos de la raiz y el follaje, asi como en la
modulacion de las respuestas a la luz y gravedad, la arquitectura general de la
raiz y follaje, la organogénesis, el desarrollo vascular y el crecimiento de explantes
en cultivo de tejidos (Teale et al., 2006).

El estudio de las auxinas es uno de los campos mas antiguos de experimentacion
dentro de la investigacion en plantas, los primeros reportes de su funcion se
remontan hasta 1872, cuando Theophil Ciesielski postulé la presencia de una
“influencia transmitida" presente en la punta de las raices y responsable del
gravitropismo (Ciesielski, 1872). Mas tarde, Charles y Francis Darwin mostraron
que esta "influencia transmitida” modulaba el alargamiento del brote, lo que le
permite un crecimiento trofico hacia la luz (Darwin y Darwin, 1881).

El acido indol-3-acético (AlA) es la auxina mas abundante en la naturaleza, esta
presente en los hongos, algas, animales y principalmente en las plantas
(Weissbach et al., 1959). Otros compuestos naturales con actividad auxinica
incluyen al 4cido 4-cloroindol-3-acético (4-CI-IAA), al acido indol-3-butirico (IBA) y
al acido fenilacético (PAA) (Sauer et al.,, 2013; Ma et al., 2017). Algunos
compuestos sintéticos con estructura y actividad similares a las auxinas
endogenas son: el acido 1-naftaleneacético (NAA), acido 2-(2,4-diclorofenoxi)
propionico (2,4-DP), acido 2,4,5-triclorofenoxiacético (2,4,5-T), acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), dicamba, picloram, quinclorac, etc. Estos
compuestos se utilizan ampliamente como herramientas quimicas en practicas
cientificas y agronémicas (Ma et al.,, 2017). EI AIA se ha caracterizado
ampliamente y el término auxina generalmente se refiere a dicha molécula (Ma et
al., 2017).



2.4. Via de senalizacion de las auxinas

Las auxinas regulan rapidamente la transcripcion de cientos de genes a través de
una ruta de transduccion de sefales dinamica y regulada por retroalimentacion
con otras fitohormonas (Chapman y Estelle, 2009; Paponov et al., 2008; Leyser,
2018).

Cuando los niveles de AIA son bajos en la célula, los miembros de la familia de
co-receptores/represores transcripcionales Aux/IAA regulan negativamente la
sefalizacién de las auxinas (Tan et al., 2007). Estos represores contienen un
dominio EAR conservado a través del cual reclutan a los co-represores de la
familia TOPLESS (TPL). A su vez, los TPL pueden interactuar con proteinas de
remodelado de cromatina que reprimen la transcripcion (Szemenyei et al., 2008).
Por otra parte, los Aux/IAA se encuentran unidos a los factores de respuesta a
auxinas (ARFs), un grupo de factores transcripcionales que regulan los genes de
respuesta temprana a las auxinas (Szemenyei et al., 2008). Los ARFs se unen
a elementos de respuesta a auxinas (AREs) que portan una secuencia consenso
TGTCTC localizados en los promotores de los genes regulados por auxinas (Abel
y Theologis, 1996; Guilfoyle y Hagen, 2007; Mironova et al., 2014). Cuando existen
niveles intracelulares elevados de AIA, éste funciona como un “pegamento
molecular’ entre los represores Aux/IAA y un complejo SCF de ubiquitina ligasa
formado por seis posibles receptores TIR1/AFB1-5 y otras proteinas como ASK1,
CUL1, RBX. La funcion del complejo SCFT'RVAFBs gg transferir varios monémeros
de ubiquitina a los represores Aux/IAA (Smalle y Vierstra, 2004; Dharmasiri et al.,
2005). Una vez ubiquitinizados, los Aux/IAA, son reconocidos y degradados por el
proteosoma 26S (Mockaitis y Estelle, 2008), proceso que permite la liberacion de
los ARFs, dando como resultado el inicio de la transcripcion (Benjamins y
Scheres, 2008) (Fig. 1).
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Figura 1. Percepcion y senalizacion de las auxinas. Los genes inducibles por auxinas tienen

secuencias AREs en sus promotores, los cuales estan unidos a proteinas de la familia ARF. La
expresion génica se evita mediante la union con represores transcripcionales de la familia Aux/IAA
que a su vez reclutan co-represores de la familia TPL, que controlan enzimas modificadoras de
cromatina. Los pasos en la ruta de sefalizacion de las auxinas se indican con diferentes letras: A)
Cuando la concentracion celular de auxinas es baja, las proteinas Aux/IAA reprimen a los factores
de transcripcion ARFs que reguan la expresion los genes de respuesta a auxinas. B) Cuando los
niveles de auxinas aumentan, estas se unen a los receptores TIR1/AFBs y actian como un
pegamento molecular entre los receptores y los represores Aux/IAA. Los receptores forman parte
de un complejo SCF de ubiquitina ligasa de tipo E3 que transfiere la ubiquitina activada (Ub) desde
un sistema enzimatico E1/E2, provocando la poli-ubiquitinaciéon de los Aux/IAAs resultando en su
degradacion. C) Los factores de transcripcion ARFs se liberan de su represion y se expresan los

genes de respuesta a auxinas.

Se han descrito 29 genes que codifican para proteinas Aux/IAAs en Arabidopsis;
sus vidas medias en condiciones normales y bajo la aplicacién de auxinas es muy
variable (Dreher et al., 2006; Paponov et al., 2008). Un determinante importante

de esta caracteristica es un motivo en su dominio Il que induce facilmente su



degradacion (Zenser et al., 2001). La vida media de los Aux/IAA también depende
del receptor con el que interactuan (Moss et al., 2015). Los diferentes TIR1/AFBs-
Aux/IAA tienen afinidades muy diferentes entre si y hacia diferentes auxinas, e
incluso especificidad celular, lo que contribuye a una amplia gama de respuestas
dependiendo del sitio, tipo y cantidad de auxinas en la poza intracelular (Calderon-
Villalobos et al., 2012; Bargmann et al., 2013). Ademas, existen 23 ARFs en
Arabidopsis que también muestran afinidades diferenciales con los Aux/IAA
(Vernoux et al., 2011), y diversifican las respuestas a auxinas (Rademacher et al.,
2012; Bargmann et al., 2013).

Una via de senalizacidén auxinica alternativa, independiente del proteosoma, es
a través del receptor putativo de auxinas AUXIN BINDING PROTEIN 1 (ABP1),
que esta localizado en el reticulo endoplasmico y en la membrana celular, y se
le involucra en el ablandamiento de la pared, la regulacion de la endocitosis y el
rearreglo del citoesqueleto durante la expansion celular por medio de un

mecanismo independiente a la transcripcién (Sauer et al., 2013).

2.5. El transporte de auxinas

El AlA es un acido organico con un anillo inddlico unido a una cadena lateral que
contiene un &cido carboxilico a una distancia de 0.55 A (Sauer et al., 2013). El
grupo carboxilo se protona a pH acido, haciendo a la molécula menos polar,
forma en la que puede difundirse a través de la membrana celular, mientras que
la molécula no protonada y cargada negativamente (AIA~) es muy polar y no puede
atravesar la membrana. El pH varia en diferentes compartimentos celulares, de
5.0 a 5.5 en el fluido apoplastico de la pared celular y vacuolas, y alrededor de
7.0 en el citosol. El AIA-H en el apoplasto y las vacuolas puede difundirse a
través de las membranas, mientras que el AIA- permanece atrapado dentro de la
célula y no puede salir del citosol sin la ayuda de transportadores especificos
conocidos como acarreadores de eflujo (Ljung, 2013) (Fig. 2).

Se han descrito tres familias de acarreadores de eflujo en Arabidopsis: PIN, PILS
y ABCB. También existen proteinas de influjo, como las AUX/LAX, las cuales son
importantes para el incremento de los niveles de AlA dentro de las células (Barbez
et al, 2012). La localizaciéon de los acarreadores de eflujo e influjo en la
membrana celular dirige el transporte del AlA dentro y fuera de la célula (también

llamado transporte polar de auxinas), para su movilizacion entre diferentes tejidos



(Ljung, 2013) (Fig. 2). Los genes PIN codifican para proteinas con 10 dominios
transmembranales, con localizaciobn asimétrica a través de la membrana
plasmatica, consistente con el papel de controlar la polaridad en el movimiento
de auxinas; esta funcién se ve afectada por la accién de los inhibidores del
transporte de auxinas tales como el acido triyodobenzoico (TIBA) y el acido N-
naftiltalamico (NPA) (Thomson et al., 1973).
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Figura 2. El transporte de auxinas. (A) Esquema del movimiento de las auxinas que incluye la

Transporte polar de auxinas

distribucion lateral y polar desde sus sitios de sintesis hasta alcanzar el meristemo de la raiz, en
donde ocurre su recirculacion. (B) Modelo de trampa acida para el transporte polar de auxinas.

(C) Localizacion de los transportadores PIN en el meristemo apical de la raiz.
2.6. Biosintesis de las auxinas

Aunque el AlA se sintetiza principalmente en primordios foliares y hojas jévenes,
se puede producir en diferentes tejidos del brote y la raiz. Las enzimas para la
sintesis de AlA generalmente estan codificadas por grandes familias de genes, por
lo que la identificacion y caracterizacion de las rutas individuales ha sido un desafio
(Leyser, 2018). No obstante, hasta la fecha se han logrado progresos notables en
la comprensién de la complejidad subyacente de estas vias metabdlicas y como
las plantas usan dicha complejidad para modular la produccion local de AlA. El
triptéfano (L-Trp) sirve como un precursor comun para la sintesis de AlA en plantas
y bacterias productoras de auxinas. En las plantas, el Trp se produce en los

cloroplastos a partir de corismato, el producto final de la via del shikimato (Maeda



y Dudareva, 2012). Los diferentes derivados del Trp, incluidos el acido indol-

piravico (IPyA), el indol acetaldoxima (IAOx) y el indol acetamida (IAM), se

consideran precursores del AlA para las rutas paralelas de la llamada biosintesis

de AIA dependiente de Trp (Fig. 3).
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Figura 3. Metabolismo y distribucion de las auxinas en células vegetales. En el cloroplasto se

lleva a cabo la biosintesis del precursor principal de del AlA, L-triptéfano (L-Trp), y del precursor de

AIA especifico de la familia Brassicaceae, indol acetaldoxima (IAOx). Las vias posteriores de

biosintesis, catabolismo y conjugacion del AIA comunmente operan en el citosol. Se cree que la

biosintesis y la hidrolisis de los conjugados AlA-aminoacido (IAA-aa) se producen en el reticulo
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endoplasmico. El AlA, sus precursores y metabolitos relacionados se indican en negro. Las
enzimas que catalizan las reacciones metabdlicas estan indicadas en purpura. Las rutas donde se
conocen las enzimas, los genes o los intermedios se indican mediante flechas continuas, mientras
que las rutas que aun no estan bien definidas se indican mediante flechas punteadas. Las vias
especificas de las brasicaceas se indican con un cuadro amarillo discontinuo. Los transportadores
de AIA asociados a membranas estan representados por évalos de colores. Abreviaturas: ANT,
antranilato; DAO, DIOXYGENASE FOR AUXIN OXIDATION; GH3, GRETCHEN HAGENS; IAA,
acido indol-3-acético; IAM, indol-3 acetamida; IAN, indol-3-acetonitrilo; IAOX, indol-3-acetaldoxima;
IAR3, IAA ALANINE RESISTANTS3; IBA, acido indol-3-butirico; IGs, indol-glucosinolatos; IGP, indol-
3-glicerol fosfato; ILL, ILR1-LIKE; ILR1, IAA-LEUCINE RESISTANT1; INS, indol sintasa; IPyA,
acido indol-3-piravico; MelAA, acido 1-metil-indol-3-acético; oxIAA, acido 2-oxindol-3-acético; PILS,
PIN-likes; PIN, PIN-FORMED; TAA1, TRYPTOPHAN AMINOTRANSFERASE OF
ARABIDOPSIS1; TARs, TAA1-RELATED; TSA/TSB, triptofano sintasa subunidad A/B; UGTs,
UDP-glicosiltransferasas; VAS1, REVERSAL OF SAV3 PHENOTYPE 1; WAT1 WALLS ARE
THIN1; YUC, YUCCA, monooxigenasas dependientes de flavina. (Modificado de Casanova-Saez
y VoB, 2019).

2.6.1. La ruta de la indol-3-acetaldoxima (IAOx)

La via de la IAOx vincula la sintesis del AlA con la produccion de compuestos de
defensa, como son los indol-glucosinolatos y la camalexina. El Trp se convierte en
IAOx por las enzimas citocromo P450 monooxigenasas CYP79B2 y CYP79B3
localizadas en cloroplasto (Zhao et al., 2002) (Fig. 3). Las mutantes cyp79b2 y
cyp79b3 carecen de indol-glucosinolatos y camalexina; siendo mas susceptibles a
la infeccion por patogenos (Nafisi et al.,, 2007). Solo se han encontrado genes
IAOx y CYP79B2/3 en especies de la familia Brassicaceae (Sugawara et al., 2009).
Aun no se comprende completamente como IAOx se convierte en IAA. Algunos
experimentos han demostrado la conversion de IAOx en indol-3-acetonitrilo (IAN),
indol-3-acetamida (IAM) e AIA (Sugawara et al., 2009). CYP71A13 convierte a la
IAOx en IAN (Nafisi et al., 2007) y el IAN se convierte tanto en IAM como en AlA
in vitro por nitrilasas (NIT), ademas, algunos datos recientes apoyan un papel de
las NIT en la sintesis de AlIA (Bartel y Fink, 1994; Lehmann et al., 2017). En las
raices de Arabidopsis, los patrones de expresiéon de CYP79B2/B3 coinciden con
los maximos de AlA, lo que sugiere la participacén de la via IAOx en la formacion

de los gradientes de auxinas en estas estructuras (Ljung et al., 2005).

2.6.2. La ruta de la indol-3-acetamida (IAM)

La via de la IAM esta bien descrita en bacterias productoras de AIA y contribuye a
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la virulencia de éstas. La triptéfano-2-monooxigenasa (iaaM) y la indol-3-acetamida
hidrolasa (iaaH) realizan la conversion de Trp a IAM y de IAM a AlA,
respectivamente (Patten y Glick, 1996) (Fig. 3). Se ha reportado IAM enddgeno en
angiospermas, incluida Arabidopsis; sin embargo, no se han identificado
secuencias homologas a iaaM en los genomas de las plantas, solo se han
encontrado ortélogos con una significativa similitud de secuencia con la iaaH (Mano
et al., 2010). Los miembros de la familia AMIDASE1 (AMI1) hidrolizan IAM a AlA in
vitro y en cultivos de células BY-2 de tabaco (Pollmann et al., 2003; Nemoto et al.,
2009). Aunque aun no se ha descartado por completo, los datos experimentales
disponibles son insuficientes para determinar la contribuciéon de la via IAM a la

biosintesis de AlA en plantas.

2.6.3. La ruta del acido indol-3-piruvico (IPyA)

La via del IPyA comprende dos pasos y es ruta biosintética de AIA mejor conocida.
Las enzimas TRYPTOPHAN AMINOTRANSFERASE OF ARABIDOPSIS1 (TAA1)
y TAA1 RELATED (TARs), catalizan la conversion de Trp a IPyA. Posteriormente,
IPyA se convierte en AlA por la familia YUCCA de monooxigenasas dependientes
de flavina (Stepanova et al., 2011; Won et al., 2011). En Arabidopsis, las mutantes
sencillas taal, tarl y tar2 muestran solo fenotipos sutiles, mientras que las
mutantes triples taaltarltar2 muestran defectos en el desarrollo mas notables: no
forman raices primarias y la longitud de sus hipocotilos se reduce drasticamente
(Won et al., 2011). Del mismo modo, defectos en el crecimiento de la raiz y del
hipocdtilo, asi como reducciones severas en los niveles de AlIA se observan en
mutantes afectados en multiples genes YUCCA (Chen et al., 2014a), lo que
demuestra el requerimiento de AlA producido a partir de esta via para el desarrollo
normal de las plantas. En todo el reino vegetal se pueden encontrar homologos de
TAA1/YUC (Mano y Nemoto 2012). A pesar de estar codificadas por una familia de
genes, la expresidon de las enzimas TAA1/YUC estan reguladas espacio-
temporalmente, y los factores transcripcionales especificos que coordinan la
biosintesis local de AIA estdan comenzando a dilucidarse (Matthes et al., 2019). Un
nivel adicional que regula la produccién de AIA se logra por medio de la
aminotransferasa piridoxal dependiente de fosfato REVERSAL OF SAV3
PHENOTYPE1 (VAS1), que convierte IPyA nuevamente en Trp (Zheng et al.,
2013).
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Por medio de analisis quimicos, se han identificado varios inhibidores especificos
de la via IPyA: el acido aminooxinaftilpropiénico (Narukawa-Nara et al., 2016) y la
L-kinurenina (He et al., 2011) inhiben a las TAA1/TAR. Ademas, el acido 4-
fenoxifenilborénico (Kakei et al., 2015) y yucasin (Nishimura et al., 2014) interfieren
con la funcion de las enzimas YUCCA. Las plantas tratadas con estos quimicos
muestran un contenido reducido de AlA y fenotipos deficientes en auxinas que se
asemejan a los observados en las mutantes taa/tar y yuc (Chen et al., 2014a). Por
lo tanto, estos compuestos proporcionan una herramienta para manipular la
sintesis de AIA en una etapa especifica del desarrollo. Las consecuencias
biolégicas de la manipulacion genética y quimica de la via IPyA en diferentes
organismos vegetales, junto con su meticulosa regulacion transcripcional, sugieren
que esta es una ruta universal para la sintesis de AIA que integra no solo sefiales

de desarrollo sino también ambientales.

2.6.4. La ruta independiente de Trp

Se ha propuesto una ruta que no requiere el Trp como sustrato para la biosintesis
de AlA, ya que en mutantes de Arabidopsis y maiz afectadas en la triptéfano sintasa
(TS), se mantiene la sintesis de AIA (Wright et al., 1991; Normanly et al., 1993)
(Fig. 3). También se demostro la produccion de indol por una enzima indol sintetasa
citosodlica (INS), homdloga a la subunidad A de la triptéfano sintasa (TSA) del
cloroplasto y desempefia un papel especifico en la biosintesis de AlA local durante
el desarrollo embrionario temprano (Zhang et al., 2008; Wang et al., 2015). Sin
embargo, aun queda por demostrar experimentalmente si el indol citosélico se

convierte en AlA sin previa formacion de Trp.

2.7. Conjugacion e inactivacion del AlA

Los niveles de auxinas en las células vegetales son el resultado de un equilibrio
entre su transporte, sintesis, almacenamiento e inactivacion. La atenuacién de la
sefalizacién de auxinas después de la acumulacién local, asi como la formacién
regulada de minimos de auxinas, es de importancia critica para el desarrollo. De
hecho, hasta el 25% del AlA esta presente como AlA libre en los tejidos vegetales
(Ludwig-Muller et al., 2011). La mayoria del AlA celular se inactiva por la sintesis
de sus formas de almacenamiento transitorias o por su degradacion catabdlica

irreversible. Se han identificado varias formas inactivas del AIA en diferentes
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especies de plantas (Korasick et al.,, 2013) (Fig. 3), de las cuales, algunas se
pueden volver a convertir en AlA libre, ajustando asi los gradientes de AlA.

Los aminoacidos (aa), los péptidos y las proteinas pueden conjugarse con el AlA
por medio de enlaces amida. Aunque la funcion del AlA-péptido y el AlA-proteina
queda por esclarecerse, los conjugados IAA-aa se han caracterizado mas
ampliamente. Los miembros de la familia GRETCHEN HAGEN 3 (GH3) de amido
sintetasas se identificaron por primera vez en la soya como genes de respuesta
temprana a auxinas (Hagen y Guilfoyle, 1985). En Arabidopsis, los ocho miembros
de la familia GH3 del grupo Il conjugan el AIA con diferentes aminoacidos. Las
mutantes sencillas gh3 de Arabidopsis son ligeramente mas sensibles al AlA, pero
se comportan como plantas silvestres cuando se cultivan en medios libres de
hormonas. Solo las mutantes multiples en gh3 muestran contenidos elevados de
AlA y fenotipos de sobreproduccion de auxinas (Staswick et al., 2005; Porco et al.,
2016). Se sabe que algunas GH3 son enzimas promiscuas que pueden conjugar
aminoacidos con diferentes hormonas vegetales (Staswick et al., 2005). Por
ejemplo, GH3.3, GH3.5 y GH3.6 también conjugan Asp, Met y Trp con &acido
jasmonico, lo que influye positivamente en el desarrollo de raices adventicias
(Gutierrez et al., 2012). GH3.5 ademas conjuga al acido salicilico con aminoacidos,
este doble papel puede explicar el requerimiento de auxinas en las respuestas de
defensa de la planta después de la infeccidn por patégenos y en respuestas al
estrés abiotico (Westfall et al., 2016; Zhang et al., 2007; Park et al., 2007).

Las amidohidrolasas de AlA revierten algunos conjugados AlA-aa a AlA libre y, por
lo tanto, contribuyen a regular los niveles auxinas. En Arabidopsis, estos incluyen
IAA-LEUCINE RESISTANT1 (ILR1), IAA-ALANINE RESISTANT3 (IAR3) y cinco
ILR1-LIKE (ILLs). Estas amidohidrolasas presentan actividad in vitro hacia una
amplia gama de sustratos IAA-aa, incluidos AlA-Leu, AlA-Ala, AlA-Phe y AIA-Gly
(Bartel y Fink 1995; Davies et al., 1999; LeClere et al., 2002) (Fig. 3). Las plantas
tratadas con estos conjugados muestran una inhibicion del crecimiento de las
raices comparable a la causada por la aplicacién exégena de AlA, lo que indica que
estos conjugados son formas de almacenamiento que regulan el metabolismo de
las auxinas (Rampey et al., 2004). Los conjugados AlA-aa mas abundantes son
IAA-Asp e IAA-Glu y no se consideran formas de almacenamiento reversibles a AlA
sino moléculas para catabolismo (Kowalczyk y Sandberg, 2001).

Se han detectado conjugados AlA-azucares unidos por enlaces éster en
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Arabidopsis, soya, maiz y arroz (Bandurskiy Schulze, 1977; Kai et al., 2007). Estos
conjugados son notablemente abundantes en las semillas de varias especies de
cereales y leguminosas, sugiriendo que los conjugados AlA-azucares son una
fuente importante de auxinas durante el establecimiento temprano de las plantulas
en algunas especies (Bandurskiy Schulze, 1977; Jakubowska y Kowalczyk, 2004).
En Arabidopsis, AlA-glcucosa es el conjugado de AlA por enlace éster mas comun
y el metabolito de AIA mas abundante en los tejidos, con niveles particularmente
altos en las raices (Porco et al., 2016). Enzimas UDP-glucosiltransferasas
especificas catalizan la conjugacién de UDP-glucosa al AlA y se han identificado
en maiz y Arabidopsis (Szerszen et al.,, 1994; Jackson et al., 2001). La
sobreexpresion de estas enzimas en Arabidopsis provoca la acumulacién de I1AA-
glucosa y disminuye la sensibilidad al AIA exdgeno (Jackson et al., 2002). Aun falta
por conocer las contribuciones de los conjugados de AIA por enlaces éster al
metabolismo del AlA y al desarrollo de las plantas.

El éster metilico del AIA (MelAA) también se considera una forma relevante, es una
auxina volatil no polar que se mueve a través de la planta tanto por difusién como
por transporte activo. La carboxil metiltransferasa (IAMT) de Arabidopsis es una
enzima capaz de metilar el grupo carboxilo del AlA in vitro (Zubieta et al., 2003).
Por otro lado, la interrupcion del gen IAMT1 de Arabidopsis causa defectos de
desarrollo, incluyendo enanismo y fertilidad reducida (Qin et al., 2005). La
aplicacion de MeAlA exdgeno inhibe el crecimiento de la raiz y el alargamiento de
hipocatilo en la oscuridad en un grado comparable con la aplicacién de AlA, lo que
indica que el MelAA regula los niveles enddgenos de AlA. El propio MeAlA no es
reconocido por los co-receptores de auxinas y no interfiere con la percepcion del
AlA (Abbas et al., 2018), apoyando asi la teoria de que los efectos del MelAA en el
desarrollo de la planta son atribuibles al AlA hidrolizado.

El acido indol-3-butirico (IBA) puede convertirse en AIA mediante enzimas
peroxisomales en un proceso similar a la 3-oxidacion de acidos grasos (Zolman et
al., 2008; Strader et al., 2010) (Fig. 3). Las mutantes en la via de la 3-oxidacion del
IBA son insensibles al IBA pero sensibles al AlA, lo que indica que el IBA en si
mismo esta inactivo y que cualquier respuesta auxinica es completamente
atribuible a su conversion a AlA (Strader et al., 2010). Se ha demostrado que el
AIA derivado del IBA desempefia funciones especificas en muchos aspectos

diferentes del desarrollo de brotes y raices (Frick y Strader, 2018). Sin embargo,
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hasta la fecha no esta claro si el IBA es una forma inactiva de almacenamiento o
un precursor de AlA. Se espera que el descubrimiento de las enzimas involucradas
en la sintesis del IBA aclare su papel en la regulacién de los niveles del AlA.

La atenuacion del AlA a través de la oxidacion por la formacién del acido 2-oxindol-
3-acético (oxIAA) y su posterior conjugacion a glucosa (IAA-glc) se considera la via
principal para la inactivaciéon del AIA, ya que estos metabolitos oxidativos se
encuentran 100 veces mas que otros catabolitos del AIA y ambos aumentan
rapidamente después de la aplicacion de AlA (Kai et al., 2007; Pencik et al., 2013).
La cuantificacion de los niveles del oxIAA en las raices de Arabidopsis demostrd
que su distribucion coincide con la del AlIA donde la enzima UGT74D1 cataliza la

glucosilacion del oxIAA a |IAA-glc (Tanaka et al., 2014).

2.8. Localizacion celular del AIA

La localizacién intracelular del AIA influencia los niveles de AIA activos. El
descubrimiento de los transportadores de AIA asociados con la membrana del
reticulo endoplasmico (RE), como PIN5, PING, PIN8 y PIN-like (PILS), involucra
directamente al RE en la homeostasis intracelular de las auxinas. Las variaciones
en la actividad de los PIN y PILS localizados en el RE provocan niveles alterados
de AIA y sus compuestos conjugados, e impacta en la sefalizacion nuclear
(Mravec, et al., 2008; Dal Bosco et al., 2012; Simon et al., 2016) (Fig. 3). Ademas,
una parte del metabolismo del AIA parece ocurrir en el RE, ya que las
amidohidrolasas ILR1, IAR3 e ILL2 se localizan en el lumen de este organelo
(Sanchez-Carranza et al., 2016). Recientemente, se demostr6 que algunos
miembros de YUC y TAR también se colocalizan en la membrana del RE en
Arabidopsis y maiz, aportando una fraccion significativa de AlA (Kriechbaumer et
al., 2016). Por lo tanto, el RE juega un papel importante en la regulacién del
metabolismo del AIA y su abundancia nuclear durante el crecimiento de las plantas
mediado por las auxinas.

Inicialmente, las vacuolas se vincularon indirectamente a la homeostasis celular de
AlA, ya que se demostro que los transportadores de iones en el tonoplasto afectan
el transporte de AlA a través de la modulacion del pH apoplastico (Cho et al., 2012).
Ademas, la participacion directa de la vacuola en la homeostasis intracelular de AIA
fue planteada por el descubrimiento de transportadores activos en el tonoplasto.

En Arabidopsis, el transportador de auxinas asociado a la vacuola WALLS ARE
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THIN1 (WAT1) exporta AlA de la vacuola al citosol. La localizacién vacuolar del AIA
parece ser particularmente relevante para el crecimiento en grosor, ya que la
mutante watl-1 muestra defectos en la deposicion de la pared celular y presenta
una longitud reducida del tallo (Ranocha et al., 2013). Del mismo modo, la
disminucion de la expresion de COLE1, una proteina accesoria CLIP, un
transportador vacuolar de AIA, produce una disminucién de la longitud del
entrenudo y la altura de la planta de arroz (Liu et al., 2016). También se han
detectado algunos precursores del AlA, asi como los metabolitos oxIAA e IAA-glu
en vacuolas de Arabidopsis, lo que sugiere un papel adicional de la vacuola en el
metabolismo del AIA (Ranocha et al., 2013) (Fig. 3).

2.9. Los genes YUCCA en el desarrollo de las plantas

Los genes YUCCA (YUC) se identificaron en Arabidopsis a partir de una linea
generada por “activation-tagging” que mostraba cambios en su desarrollo
causados por la sobreproduccién de auxinas (Zhao et al., 2001). Dado que la
mutante tenia las hojas curvadas hacia abajo y un habito de crecimiento
semierecto, que se parecia a la planta conocida como yuca (Agave sp.), el gen
identificado se denominé YUCCA (Zhao et al., 2001). Los genes YUC se han
identificado en varias especies, incluidos 11 genes en Arabidopsis thaliana (Cheng
etal., 2006), 9 en Cucumis melo (Zheng et al., 2016), 10 en Cucumis sativus (Yan
et al., 2016), 8 en Fragaria vesca (Liu et al., 2014), 14 en Medicago truncatula
(Wang et al., 2019), 22 en Glycine max (Wang et al., 2007), 13 en Phyllostachys
heterocycla (Wang et al., 2017), 12 en Populus trichocarpa (Ye et al., 2009), 14 en
Oryza sativa (Woo et al.,, 2007; Yamamoto et al., 2007) y 14 en Zea mays
(Gallavotti et al., 2008; Li et al.,, 2015). Mientras que en otras especies como
Petunia hybrida, Pisum sativum, Vitis vinifera y Solanum lycopersicum solo se han
descrito algunos de sus genes YUC (Tobena-Santamaria et al., 2002; Expésito-
Rodriguez et al., 2011; Tivendale et al., 2010; Boéttcher et al., 2013). Su presencia
en todas estas especies indica que los genes YUC estan conservados en el reino
vegetal.

Estudios filogenéticos demuestra que los genes YUC comparten ancestros
comunes en diversos grupos taxonomicos, incluyendo  musgos,
monocotiledoneas, dicotiledéneas y plantas vasculares. Sin embargo, el origen de

los genes YUC e incluso de toda la via TAA/YUC no ha sido esclarecido (Rensing
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et al., 2008; Gallavotti et al., 2008). Es posible que la familia YUC se haya
diversificado en gran medida debido a la amplia especializacion de las
eudicotiledoneas y monocotiledéneas en los ultimos 150 millones de afios y a partir
de entonces se han expandido de forma independiente (Matthes et al., 2019).
Las enzimas codificadas por los genes YUC fueron las primeras
monooxigenasas dependientes de flavina (FMOs) identificadas en plantas y
poseen estructuras tipicas y actividades similares a las FMOs de los mamiferos
(Cashman et al.,, 2002). Son oOxido-reductasas que catalizan la inserciéon de
grupos hidroxilo a sus sustratos y en mamiferos estan involucradas en la oxidacion
de compuestos para su eliminacion (Krueger y Williams, 2005). Se han identificado
FMOs en todos los genomas secuenciados de plantas y sus funciones estas
relacionadas a la biosintesis de moléculas de sefializacion, el metabolismo de
glucosinolatos y la defensa contra patdgenos, a diferencia de sus homadlogos
de mamiferos que funcionan en la detoxificacion (Schlaich, 2007). Los estudios
bioinformaticos y bioquimicos han demostrado que las FMOs de plantas
generalmente albergan motivos (o residuos de aminoacidos) altamente
conservados en secuencia y posicion (Krueger et al., 2005; Schlaich et al., 2007).
Por ejemplo, el motivo de unién a FAD que se encuentra cerca del extremo N-
terminal y el motivo de union a NADPH que se ubica en la regién media, presentan
ambos una secuencia GxGxxG altamente conservada (Cashman et al., 1995). Un
motivo GG (ExxxxxGG) muy cerca del motivo de unién a FAD estabiliza la union
al dinucledtido y un motivo ATG1 (DxxxxATG) funciona probablemente para
conectar los sitios FAD y NADPH (Vallon et al., 2000). ElI motivo de identificacion
de las FMOs (FxGxxxHxxxY) se encuentra justo antes del dominio de unién a
NADPH y también contribuye a dicha unién (Fraaije et al., 2002). Finalmente, el
motivo ATG2 en la parte C-terminal tiene una secuencia de aminoacidos
caracteristica llamada FATGY (Vallon et al., 2000).

Por medio de ensayos bioquimicos en proteinas YUCCA recombinantes se
dilucidé el mecanismo de reaccion para la conversion de IPA a AlA: el primer paso
es la reduccion del cofactor FAD a FADH  por NADPH, subsecuentemente, el
FADH- reacciona con el oxigeno para formar el intermediario flavin-C4a-
(hidro)peroxi, que finalmente oxigena al sustrato electrofilico IPyA dando como
resultado su conversion a AlA (Dai et al., 2013).

La biosintesis local ayuda a establecer un gradiente critico de auxinas dentro de
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la raiz, lo que resulta en cambios en la homeostasis de esta hormona y la
arquitectura radicular (Olatunji et al., 2017). En Arabidopsis, los cambios en la
expresion de los genes YUC afectan los niveles auxinas (Mashiguchi et al., 2011;
Won et al., 2011). En particular, las mutantes quintuples yuc3yuc5yuc7yuc8yuc9
muestran un crecimiento de raices y gravitropismo perturbados (Chen et al.,
2014a). Ademas, la expresion antisentido de YUCL1 resulta en una raiz defectuosa
que se asemeja al fenotipo de la raiz de una mutante insensible a auxinas
(Yamamoto et al., 2007).

Las auxinas promueven la formacién de raices adventicias. Esta demostrado que
la familia de genes YUC orquesta la biosintesis de auxinas endégenas necesarias
para la induccion de raices adventicias, entre los cuales YUC1 y YUC4 parecen
desempenar el papel mas importante (Chen et al., 2016; Sang et al., 2016). Varios
factores ambientales que incluyen a la luz (Suzuki et al., 2016), la disponibilidad
de azucar (Sairanen et al. 2012), y los ritmos circadianos (Pan et al., 2019), estan
involucrados en la regulacién de la actividad de los genes YUC para el desarrollo
de novo de raices adventicias. Los genes YUC también participan en la regulacion
del crecimiento de la raiz primaria y el crecimiento del hipocétilo durante las
respuestas al estrés por altas temperaturas y por exceso de aluminio (Franklin et
al., 2011; Sun et al., 2012; Liu et al., 2016). Ademas, los genes YUC juegan un
papel en la regulacion del crecimiento la raiz durante las interacciones planta-
microorganismo o planta-planta al regular los niveles de auxinas (Ishida et al.,
2016; Wang et al., 2019).

La deleciéon de multiples genes YUC causa plantas con fenotipos de hojas
estrechas deficientes en auxinas (Zhao et al., 2001; Cheng et al., 2007), mientras
que la sobreproduccién de auxinas resulta en hojas curveadas (Kim et al., 2007).
La polaridad adaxial-abaxial de la hoja estda mediada por varios genes YUC, ya
que implica la acumulacién local de auxinas en las células del margen de la hoja
(Wang et al., 2011a). La mutante yuclyuc2yuc4yuc6 mosté un numero reducido
de venas foliares y haces vasculares, fenotipo altamente dependiente de la
cantidad de genes afectados, lo que sugiere que las auxinas producidas
localmente son importantes para la formacion de haces vasculares y el desarrollo
de la hoja (Cheng et al., 2006). En los 6rganos florales, el inicio de los primordios
se correlaciona bien con los niveles transcripcionales de YUC1 y YUC4 (Cheng et

al., 2006). Mientras que en las plantas con flores, el patrén de los gametofitos
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femeninos depende de una distribucion asimétrica y una acumulacion local de
auxinas mediada por genes YUC (Pagnussat et al., 2009). Los genes YUC también
son necesarios para el control de la biosintesis de auxinas localizada durante la
embriogénesis de las plantas (Cheng et al., 2007; Robert et al., 2013; Stone et al.,
2018). Por otro lado, varios estudios han mostrado que la expresion de viarios
genes YUC es alta en tejidos de varias semillas sugiriendo que la biosintesis de
auxinas a través de la via TAA/YUC es fundamental para la reproduccion de las
plantas (Gallavotti et al., 2008; Zheng et al., 2016; Feng et al., 2019; Bai et al.,
2013).

La biosintesis de auxinas genera las concentraciones requeridas para reprogramar
la expresién de los genes involucrados en las respuestas a estimulos o ante
situaciones de estrés (Bielach, et al., 2017). Se ha resaltado la importancia de la
sintesis de auxinas mediada por los genes YUC en la regulacién del estrés, la
arquitectura de la raiz, la adaptacion a la sequia, la contencion de las especies

reactivas de oxigeno o para mejorar el estado nutricional (Cao et al., 2019).

2.10. Identifcacidon y generacion de la mutante thread/yucca4

Zhao y col. (2001), analizaron mutantes con ganancia de funcion generadas por la
técnica de “activation tagging” (Weigel et al. 2000), y determinaron que las
inserciones de los potenciadores de la expresidn estaban aproximadamente tres
kilobases rio-abajo de la regién codificante del primer gen identificado como
YUCCA, el cual posteriormente se colocé bajo el control del promotor 35S
completo, y observaron que las plantas imitaban el fenotipo mostrado por la
mutante de “activation tagging”. Estas ultimas mutantes fueron empleadas para
estudios posteriores (Zhao et al., 2001). Ademas de los hipocétilos alargados, las
mutantes denominadas yucca presentaron un fenotipo caracteristico de elevados
niveles de auxinas durante su desarrollo: en la parte aérea, las plantulas tuvieron
cotiledones epinasticos y peciolos elongados. Dicho fenotipo fue similar al de las
mutantes sobreproductoras de auxinas como surl, sur2, y las plantas
transgénicas que sobreexpresan el gen bacteriano iaaM de sintesis de AlA (Zhao
et al., 2001). Las raices de yucca presentaron un mayor numero y longitud de
pelos radiculares con relacion a las plantulas silvestres. Las plantulas crecidas en
oscuridad desarrollaron hipocétilos mas cortos sin el gancho apical. Las hojas

maduras de yucca fueron mas pequefas, estrechas, epinasticas y con peciolos
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alargados. Finalmente, las plantas yucca adultas mostraron dominancia apical
incrementada y crecieron de manera semi-erecta (Zhao et al., 2001).

La mutante thread, posteriormente renombrada yucca4 (yuc4), es una mutante
de ganancia de funciéon que se encuentra en el fondo genético Wassilewskija
(Ws), generada por la técnica de “activation tagging” usando como vehiculo el
elemento transponible de maiz En-l, y como inductor de la transcripcidn a cuatro
potenciadores o “enhancers” provenientes del promotor 35S del CaMV. La
mutante fue aislada por Marsch-Marinez y colaboradores en el Plant Research
International, Wageningen, Holanda, y presentaba un fenotipo similar al reportado
en las mutantes sobreproductoras de auxinas. Se mapeé el gen involucrado y
se encontré que la insercion del elemento activador ocurrié 828 bp rio-arriba del
codoén de inicio del gen YUCCA4 (Marsch-Martinez et al., 2002). Sin embargo,
los autores antes mencionados no caracterizaron fisiolégicamente a la mutante,
por lo que en el presente trabajo se planted realizar la transformacién de A.
thaliana con el gen YUCCA4 bajo el control del promotor 35S completo y analizar

las consecuencias fisioldgicas de su sobreexpresion.
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3. JUSTIFICACION

La participacion de las auxinas en diferentes procesos celulares se debe a la
diversidad de factores de transcripcion y represores que participan en la via de
sefalizacién, asi como a los genes que codifican enzimas que participan en la
sintesis de esta hormona, entre los que se encuentran los genes YUCCA. La
importancia de estos genes se puede analizar mediante diferentes enfoques; en
este trabajo se aborda la caracterizacion fisioldgica y bioquimica de las mutantes

con sobreexpresion del gen YUCCAA4.

4. HIPOTESIS

La sobreexpresion del gen YUCCA4 en Arabidopsis thaliana incrementa la
cantidad de auxinas en la planta alterando su homeostasis e impacta en la

interaccion con otros reguladores del crecimiento vegetal.
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5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general

Caracterizar los efectos fenotipicos de la sobreexpresion del gen YUCCA4 y su
impacto sobre la produccion, distribucion, sefalizacion y transporte de auxinas,

asi como la interaccion con otros reguladores del crecimiento.

5.2. Objetivos especificos

a) Realizar la sobreexpresion de YUCCA4 y analizar la subsecuente
sobreproduccion de auxinas en Arabidopsis.

b) Determinar la influencia de la sobreexpresion del gen YUCCA4 sobre el
crecimiento y desarrollo de las plantas.

c) Caracterizar el efecto de la sobreproduccidon de auxinas sobre su
transporte, distribucion y sefalizacion.

d) Establecer sila sobreproduccion de auxinas influye en la interaccion con otros

reguladores del crecimiento vegetal.
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6. RESULTADOS

6.1 Articulo de investigacion indizado: YUCCA4 overexpression modulates
auxin biosynthesis and transport and influences plant growth and
development via crosstalk with abscisic acid in Arabidopsis thaliana.

Aceptado en la revista Genetics and Molecular Biology.
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YUCCA4 overexpression modulates auxin biosynthesis and transport and
influences plant growth and development via crosstalk with abscisic acid in
Arabidopsis thaliana
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Abstract

Auxin regulates a plethora of events during plant growth and development, acting in concert with other phyto-
hormones., YUCCA genes encode flavin monooxygenases that function in tryptophan-dependent auxin biosyn-
thesis. To understand the contribution of the YUCCA4 (YUC4) gene on auxin homeostasis, plant growth and
interaction with abscisic acid (ABA) signaling, 355::YUC4 seedlings were generated, which showed elongated hypo-
cotyls with hyponastic leaves and changes in root system architecture that correlate with enhanced auxin responsive
gene expression. Differential expression of PIN1, 2, 3 and 7 auxin transporters was detected in roots of YUC4
overexpressing seedlings compared to the wild-type: PIN1 was down-regulated whereas PIN2, PIN3 and PIN7 were
up-regulated. Noteworthy, 355::YUC4 lines showed enhanced sensitivity to ABA on seed germinatien and post-
embryonic root growth, involving ABI4 transcription factar. The auxin reporter genes DR5::GUS, DAR5:GFF and
BA3::GUS turther revealed that abscisic acid impairs auxin responses in 355:; YUC4 seedlings. Our results indicate
that YUC4 overexpressicn influences several aspects of auxin homeostasis and reveal the critical roles of ABI4 dur-
ing auxin-ABA interaction in germination and primary root growth.

Kevwords: Arabidopsis, auxin, abscisic acid, YU/CCA4, root growth, gocrmination.
Received: Tuly 11, 2019; Accepted: November 18, 2019,

Introduction

The phytohormone auxin {indole-3-acetic acid, [AA}
plays a role in many aspects of plant growth and develop-
menl, including cell division, prowth and dilTerentiation. It
also mediates adaptation to bictic and abictic stress (Gha-

nashyam and Jain, 2009; Rahman, 2013). These functions
require coordinated TAA biosynthesis, degradation, conju-
gation, transport and signaling for which specific genes and
proteins have been identified in Arabidopsis and crops.
Auxin biosynthesis mainly occurs in developing tissucs
such as cotyledons, expanding leaves and root tips (Ljung

et al., 2001}, and arises via tryptophan (Trp)-independent
Send correspondence to Miguel Manrtinez-Trujillo. Facuitad de Bio-

logia, Universidad Michoacana de San Nicolés de Hidalgo, Edificio
R, Ciudad Universitaria, C.P. 528030 Morelia, Michoacan, México.
E-mail; codigogenstico @gmail.com.

and Trp-dependent pathways {Zhao, 2011). In the second
case, Trp is first converted into indole-3-pyruvic acid by
TRYPTOPHAN AMINOTRANSFERASE OF ARABI-
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DOPSISI/TRYPTOPHAN AMINOTRANSFERASE RE-
LATED (TAAL/TAR) cnzymes (Kasahara, 20135). Subsc-
quently, enzymes of the YUCCA family of flavin-contai-
ning mono-oxygenases (FMOs} catalyze the conversion of
indole-pyruvie acid (IPA) into TAA. This twe-step auxin
biosynthesis pathway is highly conserved throughout the
plant kingdom and is essential for almost all of the major
developmental transitions and whole plant functioning
{Zhao, 2012).

The ¥UC gene family has been identified in several
plant species, it includes eleven members in Arabidapsis
{Cheng et al., 2006), seven intice (Yamamota ef af., 2007),
six in tomato (Exposito-Rodriguez ef al., 201 1), eight in
strawberry {Liu ef ai., 2014}, twelve in poplar (Ye et al.,
20{9) and ten in cucumber {Yan et 4., 2016). Disruption of
asingle YUC gence in Arabidopsis shows no obvious pheno-
typical alterations, which implicates functional redundan-
cy. However, double, triple and quadruple mutants show
abnormalities in different developmental and tissue spe-
cific contexts (Cheng et al., 2006). On the other hand,
gain-of-function YUC plants exhibit phenotypes consisteni
with auxin overproduction. From the 11 YUC homologues
in Arahidopsis, overexpression of YUCAALJL5,6,78, 9
has been studied under different contexts (Zhao of af.,
2001 ; Woodward er @f., 2005; Kim et al., 2007; Kim ef af.,
2011; Lee et al., 2012; Hentrich et af., 2013a; Hentrich e
al., 2013b; Chen et af., 2014a; Cha et al., 2015). However,
overexpression of YUCCA4 gene and its impact on plant
development has not been studied to date; a previous work
only reports a line called thiread, generated by activation tag
inserts in Arabidopsis using the maize (Zea mays) En-l
transposon system (Marsch-Martinez ef af., 2002).

Auxin is distributed via two spatially scparatcd trans-
port pathways: in the phloem it maves by mass flow (Mi-
chniewicz et af., 2007; Muday and DeLong, 2001}, while in
other tissues, it is transported cell-to-cell through the PIN-
FORMELD (PIN) proteins, distributed differentially within
cell membranes of transporting tissues (Galweiler er af.,
1998: Krecek et ad., 2009; Muller et af., 1998). These trans-
port systems ensure auxin redistribulion according 10 the
cell physiological and developmental status, and at the
same time enable rapid growth and pattemning respenses.

Auxin is perceived by TIR1 and related AFB1, AFB2
and AFB3 protein receptors, associated with the SCF comn-
plex (Benjamins and Scheres, 2008). Auxin-responsive
genes are commonly activated by specific transcription fac-
tors termed auxin-response factors (ARFs) through binding
te auxin response elements {(AREs) present in theitr promot-
ers (Chandler, 2016). By contrast, the AUX/TAA repres-
sors, negatively regulate auxin responses via interaction
with ARFs (Hagen and Guilfoyle, 2002). Auxin acts as a
glue to attach the AUMN/AA proteins with SCFTIRL, re-
sulting in vbiquitination and degradation of the AUX/TAA
repressors via the prateasome (Quint and Gray, 2006).

Munguia-Rodrigucs of af,

In addition to its importance towards understanding
hormenal-dependent regulation of plant growth and devel-
opment, how auxin interacts with abscisic acid (ABA) is a
question of growing interest owing its role in adaptation Lo
environmental stress {Kim et af., 2013; Ke et al., 20H15;
Tiwari et af., 2017). ABA regulates embryo and seed devel-
opment, seed dormancy, germination, sengscence, vegeta-
tive growth, lateral root development, and drought toler-
ance (De Smet ¢f af, 2003; Finkelstein ef of., 2002). ABA
synthesis lakes place in vasculalure, stomata and in seeds,
where it promotes dormancy and blocks germination
(Boursiac ef ai., 2013). The cells perceive ABA through
various receptor families, some of them localized into the
nucleus. Currently, the best established ABA signaling
model involves the soluble PYR/PYL/RCAR recepiors,
and downstream acting PP2C phosphatases that directly
regulate SnRK.2 kinascs, controlling the ranscription fac-
tors that finally regulate expression of ABA responsive
genes {Cutler et af., 2010).

Here, we generated and characterized Arabidopsis
thaliana lines that overexpress the YU/C4 gene under trens-
criptional control of the CaMV 355 promater
(355:: YUC4). An analysis of these lines cnabled not only to
establish the functionality of the corresponding coding se-
quence, but also to perform a detailed investigation on
growth and development related to auxin biosynthesis and
transport, and characterization of the auxin-ABA crosstalk
that influgnces germination and early plant growth,

Materials and methods

Generation of YUCCA4 overexpressing lines

The ¥L/C4 coding sequence was amplified by PCR
and then ¢loned into the vector pENTR/D-TOPO® accord-
ing to the manufacturer’s protocol, Primers for cDNA am-
plification were forward 5-CAC CAT GGG CAC TTG
TAG AGA A-3 and reverse 5-TCA CAT ATA CAT ATA
CAC ATT GAC-3. PCR product clones were confirmed by
nucleotide sequencing and mobilized by recombination
into the binary vector pEarleyGate100, The resulting vector
was transferred to the dgrobacierium tumefaciens sirain
pGV2260 ta perform Agrobacterium-mediated transforma-
tion of Arabidopsis (ccotype Col-0) plants using the madi-
fied floral dip method (Martinez-Trujillo ot af., 2004). T
seedlings were selected on MS medium containing 50
pg/mL of glufosinate ammonium (BASTA), BASTA-re-
sistant T1 seedlings were transferred 1o soil and allowed Lo
self-pollinate to generate T2 plants. The resistant T2 seed-
lings with 3:1 segregation of resistance were transferred 1o
s0il 10 obtain homozygous T3 seedlings from individual
lines,

Plant material and growth conditions

Arabidopsis thaliana lines used were Col-0(WT), the
transgenic Arabidepsis lines DRS::GUS (Ulmasav et af.,
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1997), BA3::GUS (Oone et al., 1998), HS: ' AXRINT-GUS
{Gray et al, 2001), ABI4::GUS (Shkolnik-Inbar and Bar-
Zvi, 2010), PINI::PINI-GFP (Benkovd et al, 2003),
PIN2::PIN2-GFP, PIN3::PIN3-GFP, PIN7::PIN7-GFP
{Blilou et al., 2005} and the mutant line abi4 (Finkelstein,
1994), Crosses were made between reporter lines and
I58::YUC4; F3 populations from the crosses were
sereened for auxin overproducing phenotypes in shoots of
plants harboring the marker constructs; homozygous lines
were used in subsequent experiments. Seeds were surface
sterilized with 25% ethanol (v/v) for 5 min and 20% bleach
{v/v) for 7 min and washed five times in 1 ml of sterile dis-
tilled water., Sceds were vernalized for 2 days at 4 °C and
placed into plates containing ©.2x solidified MS medium
preparcd with M3 basal saits (Murashige and Skoog Basal
Salts Mixture, Sigma Aldrich), 1% agar (Phytagar Gibco-
BRL), and 1% sucrosc (Sigma-Aldrich). Platcs were verti-
cally placed at an angle of 65° to allow root growth along
the agar surface and to allow acrial growth of the hypocot-
yls, into a plant growth chamber (Percival AR-95L) with a
photoperiod of 16 h of light/8 h of darkness, light intensity
of 105 pmol m? s and emperature of 22 °C.

Chemicals

NPA and ABA were purchased from Sigma and dis-
solved in dimethyl sulfoxide (DMSO}. In control treat-
menls, DMSO was used in equal amounts as present in the
greatest concentration of cach compound tested.

Analysis of growth

Arabidopsis roots and hypocotyls were analyzed us-
ing a stereoscopic microscope {Leica MZ6). lmages were
capturcd with a Samsung SCC [31-A digital color camcra
adapted to the microscope. Primary roat length was deter-
mined for cach root using a rulcr. Latcral root number was
determined by counting the lateral roots per seedling, and
[ateral root density was calculated by dividing the lateral
root number by the primary root length for ecach analyzed
seedling. Hypocotyl length was determined from images
using the software NIH limagel version 1,48 (Schneider er
al, 2012). For all experiments with WT and transgenic
lines, the overall data were statistically analyzed using the
SPSS 10 program.

Free IAA determination

Whole seedlings were grown on agar solidified 0.2x
MS medium for 14 d, then collected and frozen in liquid N,
100 mg of tissue was pooled per sample. IAA was quanti-
ficd using the Varian Saturn 2000 GC-MS/MS sysicm as
previously described (Pollmann et af., 2009).

Histochemical analysis

For histachemical analysis of f-glucuronidase, Are-
bidopsiy seedlings were incubated overnight at 37 *°C in a
GUS reaction buffer (0.5 mg mL" 5-brome-4-chloro-3-

indolyl-B-D-glucuronide in {00 mM sodium phosphate,
pH7). The stained plants were ¢leared with 0.24 N in 20%
HCI (v/v)y methanol and incubated for 60 min at 62 °C. The
solution was substituted by 7% NaOH (w/v) in 60% cthanol
(v/v) for 20 min at room temperature. Plants were hy-
drated with cthanol treatments at 40, 20 and 10% (v/v) for
24 h gach, and fixed in 50% glycers! (v/). The processed
roots were placed on glass slides and sealed with commer-
cial nail vamish. For cach marker linc and for cach treat-
ment, at least 15 transgenic plants were analyzed,

Seed germination assays

For germination  assay, sceds from  WT,
338::YUCCAL, abid and abid/355: . YUCCA4 were disin-
feeted and placed into 0.2x MS medium supplemented with
DMSQ, 0.5, 1 and 2 pM ABA, and incubated in a piant
growth chamber o register germination al the Ume when
radicle was completely emerged.

Norihem blotting

For RNA hybridization analysis, 10 d seedlings were
grinded in liquid N, total RNA was extracted from 50 myg
of grinded tissue using TRIzol according to the manufac-
turcrs protocol (Invitrogen). RNA (10 pg) was scparated in
1.2% formaldehyde agarose gel electrophoresis according
to the protocol adapted from Rneasy Mini Handbook
(QIAGEN), transferred to Hybond-N nylon membrane
{GE, Healthcare) and fixed in an UV crosslinker at 70,000
microjoules/crr’, Probes were **P radiolabeled with o-P
dCTP (Perkin Elmer Lile Science Inc.} using Klenow DNA
polymerase [ according to the protocol of the manufacturer
(New England Biolabs). Membranes containing RNA were
hybridized for 4 h with the probes tested and washed with a
sodium chloridc solution (7.5 mM)/sodium citratc (8.75
mM). The probe was detected after 8 h of exposure in an
X-Ray film (GE, Healthcarc). The assayed probes were
amplified by PCR reactions from DNA using the indicated
oligonucleotides, YUC4 forward 5
GGAAATTCCGOGTATGGAGGT 3 and reverse 5°
GCTCAATTGGTCCGGTCTTA 3.

Data materials availability

Plant lincs reporicd arc available for rescarch pur-
posces.

Results

355::YUC4 Arabidopsis plants show phenotypes
related to auxin overproduction

The cDNA of YU/C4 gene was cloned under control of
the constitutive CaMV 358 promoter {Fig. 1A). Seventeen
transformed plants from independent transformation events
were selected from glufosinate ammonium (Fig. 1B) and
five of thern were molecularly characierized (Fig. 1C). To
corroborate the YUC4 overexpression in all five lines RNA

27



D 355::YUCCA4
Cord L1 Lz b3 L4 L3

Loading control

m

[ [Jroot M shoot
r [
b T

LAA Concentration {ng/g)

Col-0

358::YUC4

Figure 1 - Generation of 3387 YUCH transgenic plants. {A) Fragment of
plasmid map carrying YU/C4 sequence under CaMV35S promoler, Loca-
tion of forward primer an 358 and reverse on ¥U/C4 are shown as well as
length of flanking scquence. (B Plants grown on M3 media supplemented
with glufpsinatc-ammonivm and showing resistance, Bar =1 cm. {C) PCR
gel ol five transformed plams (L1-5) showing bands of 2363 bp come-
sponding to YLAC# gene and 355 promoter. Line C shows a band from a
PCR using cloned plasmid as contrel. (D) Norihem Blot indicating tran-
seriplen levels ol YEAOF in Col-0 and live 335 YUCS (L1-5) lines. (E}
1AA levels in raots and shaote of Cal-0and 355 ¥UCH L1 in 10 dag planrs
determined by GO-MS. Bars in () show standsrd ermors and different let-
(ers indicale stalisticn) dilTerences at P = 2403,
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hybridization via Northern blotting was performed; all se-
lected lines showed higher levels of YUCY expression than
the WT (Fig. 1D). Quantification of free IJAA content in
seedlings of WT and the now denominated 355::YUC{ line
indicated a roughly 25% increase of IAA level in both roots
and shoots (Fig. 1E). The determined 1AA proportion was
conserved in all the lines used in this work (Figure S1).
Noteworthy, the 355:: YUC4 transgenic plants exhib-
ited auxin-related phenotypes including epinastic cotyle-
dons and elongated hypocotyls. Adult plants showed char-
acteristic twisted cauline leaves, narrow rosette leaves with
long petioles and increased apical dominance and this phe-
notype was common to the initially identified seventeen
lines (Data not shown). 355::YUCY seedlings also devel-
oped longer and narrower primary roots, and produced
more lateral roots that the WT. Due to this combined situa-
tion, the lateral root density of the WT and YUC4 over-
expressing seedlings was comparable (Figure S2). Thus,
overexpression of YUCY promotes hypocotyl and root
elongation and lead plants to develop more exploratory root
systems, all consistent with changes in auxin homeostasis.

Overexpression of YUCCA4 enhances auxin
responsiveness and modulates auxin transporters

To investigate if the observed changes in 335:: YUC4
seedlings could be related to an altered auxin response
and/or transport, different genetic markers were mobilized
into 358::YUCH, via outerossing. The auxin reporter gene
DR35::GFP showed a higher expression in primary root tips
of 355::YUCH seedlings than in the WT (Fig. 2A, 2B).
Next, we evaluated the effect of overexpression of YUC4
on Aux/IAA degradation. WT and 335::YUCY seedlings
expressing the HS::AXRINT-GUS (Gray et al., 2001) gene
construct were heat shocked at 37 °C for 2 h. After heat
shock, seedlings were incubated with and without IAA for a
subsequent GUS histochemical detection. In WT seedlings,
blue coloration was observed showing AXR3 localization
in petioles, root vasculature and root meristem; such color-
ation was decreased in control treatment with 1A A; a simi-
lar behavior was observed in the case of HS::AXRINT-
GUS/3585:: YUCH and the expression was further decreased
with lAA (Fig. 2C), those results suggest an increased deg-
radation of AXR3 in 355 YUC4.

PIN auxin transportcrs mediate 1AA distribution
within root tissues { Adamowski and Friml, 2(415). To eval-
uate whether PIN auxin transporters are influenced by
auxin overproduction, we crossed 355:: YUCY plants with
pollen of plants carrying PIN-GFP protein fusions (Ben-
kové et al., 2003; Vieten ef al., 2005), and the expression
was analyzed in roots, PINT is expressed at the basal side of
stele and endodermis in the WT, and a reduction of its ex-
pression is observed in 355 YUCH seedlings (Fig. 3A).
PIN2 expression s localized in membranes of cortical and
epidermal cells in WT plants and it was induced in
355::YUCH seedlings; similarly both PIN3 and PIN7 that

28



YUCCA4 overexpression and ABA

DR5::GFPI
35S::YUC4

A DRS5::GFP

C

HS::AXR3NT-GUS

w

-
(=2}
1

@12k
9 a
210t
@

o 08k
)

o 061
2
F04f
1]
o2k

0

DRS5::GFP f;R5.':GFPr’35S::YUC4
HS::AXRINT-GUS/35S::YUC4

Mock +|AA

¢

Mock +|AA

Figure 2 - The Arabidopsis thaliana 335:: YUCY seedlings show increased auxin response, (A) DRI GEFP inroot tips of WT and DRI GFEPI3SS:YUCY

seedlings, (B) Relative quantification of GFP Muorescence (n

10 [ standard error), different letters indicate statistical dilferences at P

0.05. (C)

HSAXRINT-GUS expression in shoots and roots of WT and YUCY overexpressing scedlings, Seedlings were germinated and grown 10d on 0.2X MS
medium, transferred to 0.2X MS liquid medium and heat shocked for 2 h at 37 °C 1o induce expression of the transgene. Seedlings then were transferred to

20 °C medium containing mock and 2 uM TAA and incubated for 1 hr before staining for -glucuronidase activity, Photographs show representative indi-

viduals from at least 10 stained seedlings. Scale bar in A 100 pum; seale bars in C 500 pm. The experiment was repeated three times with similar results,

are expressed in columella and stele of the elongation zone
of the primary root showed an enhanced expression in
338::YUCH wransgenic line (Fig. 3A, 3B). From these re-
sults, we conclude that overexpression of YUC4 and its
consequent auxin overproduction differentially modulate
expression of PIN proteins in the Arabidopsis primary root.

Inhibition of auxin transport normalizes hypocotyl
elongation and auxin accumulation in 35S::YUC4
seedlings

To correlate auxin overproduction and hypocotyl
elongation with auxin redistribution as a possible conse-
quence of YUCY overexpression, a pharmacological strat-
egy was employed. The response to the auxin transport
inhibitor 1-naphthylphthalamic acid (NPA) was compared
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vate standard error and dilterenl lelers indicate skatistical diferenees al 2 —
.05, The anwlysis was repeated three times with simikar resulls.

=Y
o
T

Relative GFP expression
=] o o
- [+ (=}
T T T

o
]
T

between WT (Col-0) and 355;; YUCS seediings grown side
by side in Petri plates comaining agar solidified MS 0.2x
medium supplemented with DMSO {salvent contral) or 1,
2,4 and 8 u\M NPA, After 10d, the hypocotyl length in WT
seedlings remained practically equal in control and NPA
treatments. However, in 3585 YUC4  seedlings a
dose-dependent shortening of hypacoiyls accurred, and at 8
uM NPA 358:: YUCY hypocotyls were similar to the WT
(Fig, 4A, 4B), These results sugpest that the higher
hypocotyl elongalion observed in 3558::¥UCH correlates
with more auxin being transpaorted to growth zones.
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Figure 4 - MPA decreases hypocoty! length in 355 ¥EACY scedlings. A)
WT (Col-0}and 355:-YUTY seedlings were germinated and grown in M3
0.2X media suppleniented with differem NPA concenirations, represcnta-
tive imapes of comrol, 2 and 8 pM ol NPA arc shown. Bar= | mm. (B}
Mean hypocinyl length, Error bars represem standard error from 30 seed-
lings analyzed. Dilferent letlers indicate means thal are slatistically differ-
sl (P — 6.08), The experiment was repested three Bmes with similar -
suits.

To understand how NPA could be affecting overall
auxin responsc and/or distribution, we next compared the
expression of DR3:: GUS reporter construct in leaves and in
rool tips of WT and 338:: YU/(C4 seedlings. NPA led to an
increased auxin-responsiveness in leaves and root tip of
WT secedlings, which was exacerbated in 358 YUCS (Fig.
5, Figure 53, Figure $4), Another auxin responsive pro-
moter construet, B4 3::GUS normally expressed in petioles,
hypocotyl and slightly in vascular tissues of WT seedlings
was also up-regulated in 355::YU/C4 background in a
dose-dependent manner (Figure 85). Taken together, these
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Figure 5 - Auxin responsive gene expression is exacerbated in shoots and
roots of 335 YUCY seedlings upon NPA treatment. DRS::GUS expres-
sion in WT and DRS5::GUS/358::YUCH seedlings germinated and grown
for 10 d on MS 0.2x medivm supplemented with indicated NPA concen-
trations. Images show representative seedlings for each treatment (n = 15).
The seedlings were processed for histochemical detection of GUS expres-
sion, ¢leared, and photographed. Note the dose-dependent exacerbated ex-
pression of the marker in 355:: YUCH seedlings treated with NPA. The ex-
periment was repeated three times with similar results.

data reinforce the idea that overall auxin accumulation in-
creases as a consequence of YU/CH overexpression,

358::YUC4 expression up-regulates the ABI4
transcription factor

ABA signaling mediates adaptation to several stress-
ing conditions and also accounts for growth and root archi-
tecture modulation (Tiwari er al, 2017). To assess the
possible interaction of auxin overproduction in 335:: YUC4
seedlings and ABA signaling, the expression of
ABI4::GUS, an ABA-related reporter gene that reflects the
endogenous AB/4 transeript level (Bossi ef al., 2009; So-
derman er al., 2000) was evaluated. GUS expression was
monitored 1 to 7 d after germination on AB/M4::GUS and
338 YUCHABI4::GUS seedlings grown under standard
conditions. GUS expression was cvident in WT secedlings
since the first day. reaching a maximum by day 2, then grad-
ually decreasing in the subsequent days until practically
disappearing on day. Interestingly, in 355:: YUCH seedlings
GUS expression was increased during the kinetic experi-
ment and remained detectable even at day 7 on cotyledons
and hypocotyl. In root tips, AB/4::GUS expression was also
stronger in 355::YUC4 seedlings than in the WT. However,
in both cases it decreased and even disappeared at compara-
ble times (4 and 7 days, respectively; Fig. 6). These obser-
vations suggest that overexpression of YUCY affect ABA
signaling through ABI4 at early stages of plant develop-
ment.
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Figure 6 - ABI4::GUS expression in WT and 335::YUCH seedlings. ABI::GUS and ABI::GUS/358: :YUCH seedlings were grown for 7 days and
histochemical detection of GUS activity performed daily. Photographs show representative hypocotyls and roots of at least 15 stained seedlings. The ex-

periment was repeated three times with similar results.
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Figure 7 - ABA impairs auxin-inducible gene expression in shoots and roots, DR5:GUS and BA3::GUS gene expression in WT and 355 YUCY seed-

lings germinated and grown for S d in agar solidified 0.2x MS medium, then transferred for 5 additional days to fresh medium supplemented with the sol-

vent, 10 or 20 uM ABA. Seedlings were stained for GUS activity and cleared for microscopical analysis. Photographs show representative shoots and
roots from at least 13 stained plants; The experiment was repeated three times with similar resulis

ABA antagonizes auxin response in WT and
358::YUC4 seedlings

ABA antagonizes auxin signaling during the forma-
tion of Jateral roots (De Smet er of., 2003), To test if ABA
could affect auxin-inducible gene expression in the shoot
and roots systems, the expression ol DRS::GUS and
BA3::GUS was assessed in leansfer experiments of WT and
338 YUCH seedlings grown in medium supplemented with
DMSO {control), 10 or 20 pM ABA. An ABA-dependent
inhibition of DRS::GUS and BA3::GUS was clcarly ob-
served in the WT and 355:: YUCH {Fig. 7), suggesting that
ABA antagonizcs auxin responsive gonc expression in
shoots and in roots.

358::YUC4 seediings are hypersensitive to ABA

ABA inhibits both germination and primary root
growlh (Gimeno-Giles ef of., 2009; Luo ef oi., 2014), mak-

ing these responses useful to characterize its potential inter-
action with auxin via YUCY, So, we outcrossed 355 YUCY
with the abi¢ mulant to further analyze a possible genetic
relationship between auxin and ABA signaling mediated
by YUC4. WT, 355::YUCY, abid and abid!358::YUCH
seedlings were grown side by side over agar-solidified 0.2x
MS medium, supplemented with DMSO or increasing
ABA concentrations. Six days after germination plants
were analyzed and found that when genminated and grown
on control medium, all genotypes behaved similarly (Fig.
8A). However, 355::YUCH scedlings are hypersensitive to
t and 2 pM ABA that inhibited primary root growth in the
WT, {(Fig. 8A). As expecled, ubid mulanis were less sensi-
tive 1o ABA and developed longer primary roots than the
WT, whereas ¢bid/355::YUC4 displayed a root lenglh
comparable to the WT at higher ABA concentrations.

To examine the impact that ABA could have on the
WT and 335: YUC4 seedlings on germination, one hundred
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Figure 8 - AB/4 loss of function reduces 355 YUCH root hypersensitivity
10 ABA. (A) Representative images of plates with Arabidopsis lines
Col-0, 3585:: YUCA, ahi4 and abi4/355:: YUCY sown on MS media supple-
mented with the solvent or indicated ABA concentrations. (B) Root length
of 6 dag WT, 335 YUCH, abid and ahid/3585:: YUC4at0,0.25.0.5, 1 and 2
UM ABA. Error bars represent standard errors from 15 scedlings analyzed
and letters indicate means that are statistically different (£<0.05), The ex-
periment was repeated three times with similar results.

seeds of WT, 355::YUCY, abid and abid/355::YUC4 were
sown on MS plates containing DMSO, or 0.5, 1 and 2 uM
of ABA. Plates were placed in darkness and radicle protru-
sion was evaluated every eight hours until all seeds germi-
nated. In control medium, WT, abi4 and abi4/355::YUC4
germinated in around 56 h meanwhile 355:: YUC4 showed
a slight delay in germination (Fig. 9A). When sceds were
sown in medium supplemented with 0.5, 1 and 2 uM ABA,
adelayed germination in all four lines already occurred, but
interestingly ahi4 and 35S::YUC4 had the opposite perfor-
mance, germinating earlier or later, respectively, when
compared to the WT and abi4/358::YUC4 (Fig. 9B-D).
These results demonstrate the critical role of ABI4 in medi-
ating an auxin-ABA crosstalk for primary root growth and
germination.

Discussion

In this work, five 355::YUC4 Arabidopsis lines were
characterized, which showed elevated transcript of YUCY
and up to 25% greater TAA levels than the WT, similar to
previous reports in which other members of the YUC family
were overexpressed (Hentrich ef al., 2013a; Zhao et al.,
2001). The phenotype observed in 355::YUC4 included
changes in shoots and roots, and were typified by an en-
hancement of growth. The alterations in root architecture
included the formation of longer primary roots with more
lateral roots, and to the best of our knowledge, have been
not previously reported. Thus, via increasing the endoge-
nous auxin pool more exploratory root systems can be de-
veloped.

The auxin-inducible DR5::GUS gene construct is ex-
pressed in the quiescent center, the adjacent columella cells
and root cap (Sabatini e a/., 1999). Such expression pattern
was found in WT, but in 355:: YUC4 seedlings there was an
increased DRS induction. In addition, the HS::AXRINT-
GUS construct was more rapidly degraded in 355::YUC4
seedlings. Altogether, these results demonstrate the rela-
tionship of the 335::YUC4 phenotype. degradation of the
AUX/TAA AXR3 repressor and the underlying auxin-res-
ponse in roots and in shoots.

Auxin regulates PIN levels and re-localization (Ome-
lyanchuk ef al.. 2016; Vieten et al., 2003). In our research, a
decreased PINI::PINI-GFP cexpression in 355:YUC4
lines, indicates that auxin overproduction down-regulates
PIN1; in contrast, PIN2, PIN3 and PIN7 were up-regulated
in 358::YUC4 seedlings in a tissue-specific context, in con-
cordance with the induction already reported for these
transporters by auxin treatment (Lewis ef al., 2011; Vieten
et al., 2005). A dual role for auxin in the regulation of both
PIN transcription and degradation has been proposed, since
application of high auxin concentrations decreases
PIN7::GFP and PIN2::GFP signal intensity, whereas at
low concentrations, the PIN2 and PIN7 protein amounts are
increased (Vieten et al., 2005). Our results show that the
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Flgure ¥ - CiTects ol ABA on germination. Arabidopsis sceds ol Col-), abid, 355:: YUCH and abid/355:: YUCS were sown on M5 plates comaining difTer-
ent ABA concentrutions: (A) Mock, (B) 0.5 ph, {C) 1 uM and {D) 2 pM ABA. Radicle protrusion of 100 scedlings ol cach tine was registered every 8
haurs. Mote the contrasting effects of the ABA& over 355 ¥LUCAS and ahid scedlings. The experiment was repeated three times with similar results,

358 YUC{ significantly increases the endogenous auxin
pool, which in roots is high enough to differentially regu-
late PIN protcins.

Auxin is mainly synthesized in the shoot apex and
then transported to the stem and root systems where it regu-
lates growth and tropisms (Spalding, 2013). Although
plants that overproduce auxin have long hypocotyls, this ef-
fect cannot be mimicked by exogenous application of LAA
or synthetic analogs to WT plants, The possibility that an
ingreased auxin transport ¢ould be responsible for greater
hypocotyl elongation in 355:: YUCH seedlings is supported
from data obtained from the use of NPA, an auxin transport

inhibitor, which diminished hypocotyl length in the YU/C4
overexpressors in a dose~dependent manner until the plants
attained similar hypocoty] lengths to the untreated WT
seedlings. These data sugprests that the increased auxin pro-
duction in the 355 YUC#4 lines inherently changes auxin re-
distribution, cavsing elongation of hypocotyls. Consisten-
tly, in a recent report NPA antagonized the shade-induced
hypocotyl elongation in Arabidopsis, presumably because
free TAA is prevented from being transported to the growth
zones (Zhao, 2018), but also cavses [AA accumulation in
shoot and root apical meristems (Casimiro ef af, 2001;
Himanen er af., 2002; Nishimura er &/, 2012).
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To clarify how auxins are distributed before and after
the application of NPA in WT and 335::YU'C4 scedlings,
the DR5::GUS, DR5::GFP and BA3.:GUS construct were
used. Auxin-driven expression of these consiructs was
more evident in lcaf margins as well as root meristems as a
response to NPA treatments, as such DR5::GUS histoche-
mical detection was most remarkable in the 335: - YU/C4
seedlings, suggesting that auxin accumulates in vascular
bundles until filling the whole leaf al high NPA concentra-
tions. Moreover, in the root meristem a characteristic wid-
ening of the root was caused by NPA consistent with
previous reports (Casimiro ef af, 2001; Sabatini ef af,
1999), being this more noticeable for 335:: YU/C4 seed-
lings, BA3::GUS expression also increased in the
355::YUCH lines principally in vascular tissues, and under
NPA treatment auxin response exacerbated in leaf veins
and root meristem.

The ABI4 gene cncodes an AP2/ERF transcription
factor that is expressed in diserete developmental windows,
mainly during seed maturation and in young seedlings after
germination, during the establishment of autotrophic
growth (Arroyo et al, 2003; Finkelstein et al, 1998;
Shkolnik-Tnbar and Bar-Zvi, 201 | ; Soderman ef af., 2000).
Noteworthy, we found an inereased cxpression of
ABI::GUS in 335::YUCS seedlings. Although it was de-
scribed thal ABI4 expression is repressed by auxin in roots
(Bossi er al., 2009; Shkolnik-Inbar and Bar-Zvi, 2010), the
difference with our work is probably due to the different ex-
perimental conditions employed; while others exposed
plants to high exogenous auxin concentrations during few
hours, we tested 4814 expression in 355.. YUCH lines, with
moederate and sustained increase in endogenous concentra-
tions of auxin.

Increasing evidence shows that ABA possesses dual
functions acting as a growth inhibitor at high coneentra-
tions and as a growth promoter at low concentrations. ABA
treatment appears to reduce auxin biosynthesis or redoee
auxin signaling via decrcasing f4.42, and concomitantly,
DRY expression is reduced (He ef af, 2012; Wang o1 af.,
2011). We observed that ABA dramatically decreases
DR5::GUS and BA3::GUS expression in shoots and roots
of 358::YUC4 seedlings. This result reinforces the notion
of an antagonist role of ABA decreasing auxin biosyn-
thesis, signaling or both Lhese processes.

ABA regulates root elongation through the activities
of auxin and ethylene in Arabidopsis {(Rowe ef af., 2016;
Thole et af., 2014). An ABA element invelved in root archi-
tecture regulation is ABI14; ahi4 mutants develop inercased
numbers of lateral roots, and AB/4-overexpressing plants
have a reduced number of lateral reots (Shkolnik-Inbar and
Bar-Zvi, 2010}. In our experiments, increasing ABA con-
centrations, delay primary root growth in a dose-dependent
manner in WT plants, Moreover a strong hypersensitivity
te ABA on seedling growth was observed in 338::YUCY,
indicating that increased contenmt of endogenous auxin acts

in a synergic manner with ABA to repress root growth. On
the other hand, a#i4 mutants showed resistance to ABA in-
hibitory effect, while abid/355:: Y{/C4 showed similar root
elongation ie the WT, demonsirating that 355:: YUC4 hy-
persensitivity to ABA during early root growth involves the
ABI4 transeription factor.

The increased expression of ABMGUS in
358::YUCH seedlings could be an important factor for de-
layed germination in the auxin overproducing line; to test
this, we performed germination assays under increasing
ABA concentrations, observing that 335::YUC4 germi-
natcd at a later time in agrcement with a previous report,
where Arabidopsis plants overexpressing YUC genes from
wheat also underwent delayed germination (Li ez af., 2014).
Besides, when ABA concentrations increased, delayed ger-
mination was more noticeable in 335 YUC4; in contrast
abi4 showed resistance to ABA on germination. Previ-
ously, abi4 was shown to be insensitive to auxin and resis-
tant to its combination with ABA during germinalion
(Chen et al., 2014b). Acecordingly, in our work,
abi4!355::YUC4 showed similar germination times to the
WT, indicating that ABI4 is a required factor for ABA hy-
persensitivity of 355::YL/C4 during germination, being a
convergence element in ABA and auxin mediated control
of germination.

The mechanism of interaction between auxins and the
ABA is still not fully understood. Previous studics indicate
that ABA inhibits seedling growth through enhancing
auxin signaling, and the role of auxin signaling elements in
ABA responses had been described (Wilson et af., 199,
Fukaki &t af., 2002; Tiryaki and Staswick, 2002; Belin et
al., 2009, Wang er af., 201 1; Rinaldi & @i, 2012; Thole et
al., 2014). On the other hand, high levels of auxinic com-
pounds enhance the ABA inhibition of germination; be-
sides, ABA elements including ABI3, ABI4 and ABIS are
important regulators of auxin-mediated inhibition of seed
gennination (Tognetti ef o, 2010; Liver af., 2013; Chen et
al., 2014b; Chen er ol 2014¢),

Here, we generated a new 35.:YUCCA line to provide
more information about physiolopy of auxin producer
plants and we use it as a tool to address the auxin-ABA in-
teraction. Our data strengthen the notion that clevated ¢n-
dogenous auxin levels influence the regulation of seed
dormancy, gcrmination and post-cmbryonic growth in
Arabidapsis, and functional evidence is provided that A8/
is involved in an ABA-auxin interaction important for ger-
mination and root growth, The generation and management
of knowledge about phylohormone biosynthesis, homeo-
stasis and interactions should assist in developing new tools
towards a much needed improvemeni of cerlain agronomic
traits.
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7. DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES

Las auxinas son reguladores del crecimiento ubicuos en todo el reino vegetal y
contribuyen a regular una amplia variedad de procesos fisiolégicos, actuando en
interaccion con otras fitohormonas (Vanstraelen y Benkova, 2012). En Arabidopsis,
se propone que la biosintesis del AlA se realiza principalmente a través de la via
Trp-IPyA-AlA donde las enzimas YUC desempefan un papel clave (Zhao, 2012).
El mecanismo catalitico de YUC para convertir IPyA en AIA se describi
utilizando enzimas recombinantes de YUC de Arabidopsis (Dai et al., 2013). Hay
11 miembros de la familia YUC en el genoma de Arabidopsis; los estudios de
expresion revelaron que cada gen YUC tiene un patron de expresion distinto; sin
embargo, se observan patrones de expresion superpuestos que sugieren que los
genes YUCCA tienen funciones redundantes (Chen et al., 2014a; Cheng et al.,
2006, 2007). El analisis de los genes YUCCA indica que YUC1, YUC2 y YUC4 se
expresan a niveles relativamente altos en hojas jévenes y tejidos vasculares y que
YUC3, YUC5, YUC7, YUC8 y YUC9 se expresan en tejidos radiculares, incluidos
el meristemo proximal y la punta de la raiz en Arabidopsis. La expresion de YUC1,
YUC2, YUC4 y YUC6 también se observa en flores. Consistente con un papel
importante de los genes YUC en la embriogénesis, YUC1, YUC4, YUC10y
YUCL11 se expresan en los embriones (Kasahara, 2015). La interrupcion de un solo
gen YUC en Arabidopsis no causa un fenotipo aparente, mientras que las
mutantes triples o cuadruples muestran defectos graves en diversos procesos de
desarrollo, lo que sugiere que la biosintesis de auxinas regulada espacial y
temporalmente por multiples genes YUC es esencial para el desarrollo de las
plantas (Cheng et al., 2006, 2007).

Los analisis funcionales y filogenéticos sugieren que la familia de genes YUC
se ha expandido tanto en eudicotiledoneas como en monocotileddneas con una
amplia diversificacion funcional en diferentes especies (Gallavotti et al., 2008).
Los genes YUCCA han sido ampliamente estudiados, no solo en Arabidopsis
sino también en varias especies agricolas y de ornato (Exposito-Rodriguez et al.,
2011; Le et al, 2010; Li et al., 2014; Liu et al., 2014; Pan et al., 2015; Tobefa-
Santamaria et al., 2002; Wang et al., 2016; Yamamoto et al., 2007; Yan et al.,
2016). Hasta ahora, de los 11 homodlogos de YUC, la sobreexpresion de
YUCCAL,3,5,6,7,8,9,10 se ha estudiado en diferentes contextos en Arabidopsis
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(Cha et al,, 2015; Chen et al., 2014a; Hentrich et al., 2013a; Hentrich et al.,
2013b; Kim et al., 2011; Kim et al., 2007; Lee et al., 2012; Woodward et al., 2005;
Zhao et al., 2001). La sobreexpresién del gen YUC4 no se ha estudiado hasta la
fecha, solo hay un informe anterior en el que se genera una linea denominada
thread generada mediante inserciones de “activation tagging” en Arabidopsis
utilizando el sistema de transposén En-lI de maiz (Marsch-Martinez et al., 2002).
Se ha demostrado que YUC4 es blanco de varios factores de transcripcion, lo
que resulta en un aumento de la biosintesis de auxinas. STYLISH1 activa la
transcripcion de YUC4 (Sohlberg et al, 2006; Staldal et al, 2008)
presumiblemente cooperando con NGATHA y FUSCA3 (Tang et al.,, 2017;
Trigueros et al., 2009). YUC4 también parece ser un objetivo de transcripcion
directa de LEAFY COTYLEDONZ (Stone et al., 2008).

La expresion de YUC4 es regulada por empalme alternativo a nivel tisular, lo que
resulta en dos isoformas, YUC4.1 presente en todos los tejidos y YUC4.2
restringido a flores. Ambas isoformas tienen actividad enzimatica, pero el
empalme alternativo hace que 72 pb del tercer intréon reemplacen al exén final en
YUC4.2, introduciendo un dominio transmembranal hidrofébico C-terminal de 24
aminodacidos. En consecuencia, YUC4.2 se inserta en ER con la proteina frente al
citosol, lo que sugiere un papel para la acumulacién intracelular de auxinas
(Kriechbaumer et al., 2012). EI cDNA de Arabidopsis se obtuvo y amplificd
utilizando cebadores especificos para toda la secuencia. El producto se secuencio
antes de clonarse en un vector bajo la influencia del promotor 35S del virus del
mosaico de la coliflor (CaMV). Después de la transformacion de Arabidopsis, se
obtuvieron cinco transfomantes, los cinco fueron genotipificadas para la insercion
de T-ADN y se realizé un Northern Blot que indicdé elevados productos de
transcripciéon de YUCA4. Seleccionamos una linea y la nombramos 35S::YUCA4.
Cuando se determinaron los niveles libres de AIA en 35S::'YUCA4, detectamos
alrededor del 25% mas que el ecotipo silvestre, cantidad que es ligeramente menor
a la registrada en otras lineas de sobreexpresion de YUC previamente
caracterizadas (Hentrich et al., 2013a; Zhao et al.,, 2001). Estos resultados
confirmaron que 35S::YUC4 tiene aumentada la transcripcion de YUC4, lo que
conlleva a una posterior sobreproduccion de auxinas, de las cuales el AIA puede
estar siendo convertido a otras formas, almacenado o metabolizado para su

degradacién. El fenotipo observado en 35S::YUC4 es el caracteristico de las
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mutantes de Arabidopsis sobreproductoras de auxinas, que incluye dominancia
apical incrementada, peciolos alargados, hojas caulinares retorcidas, hojas de
roseta largas y estrechas e hipocdtilos alargados (Lee et al., 2012). La linea
35S::YUC4 mostré6 margenes de hojas anormales y hojas menos expandidas
que Col-0 como se muestra en mutantes que sobreexpresan otros YUCCA. Se ha
descrito que los margenes de las hojas de estas mutantes contienen menos
hidatodos y un mayor numero de parches celulares, ademas los patrones de
las células epidérmicas se parecen alos de los hidatodos (Wang etal., 2011a).
Las mutantes con sobreexpresion de genes YUC en Arabidopsis exhiben
fenotipos similares, pero no idénticos (Kim et al., 2007). Se propuso que los
fenotipos especificos observados en diferentes lineas que sobreexpresan YUC
son causados por la activacion relativa e inespecifica conducida por el promotor
35S, lo que resulta en diferentes niveles de auxinas enddégenas en &rganos,
tejidos o incluso células especificas. Es posible que pequenas diferencias en la
expresion del gen YUC en tejidos o células especificas podrian afectar
dramaticamente los fenotipos (Kim et al., 2007). En Arabidopsis, los trabajos
donde los genes YUC estan sobreexpresados no informan un efecto obvio en la
arquitectura de la raiz cuando se cultivan en medios MS (Chen etal., 2014a; Kim et
al., 2007). Sin embargo, el crecimiento de las raices laterales se promovio
significativamente en las mutantes sobreexpresoras de YUC7 cuando se
cultivaron en condiciones de sequia (Lee et al., 2012). En el caso de 35S::YUCA4,
se observa un ligero aumento tanto en el numero de raices laterales como en la
longitud de la raiz; ademas, detectamos que las raices primarias de 35S::YUC4
tienen un diametro mas pequeno en comparacion con el tipo silvestre, indicando
que aumentar el contenido de auxinas endégenas puede modificar ligeramente
la arquitectura raiz de Arabidopsis.

El gradiente de auxinas a menudo se visualiza usando los reporteros de auxinas
con el promotor sintético DR5 controlado la expresién de la proteina fluorescente
verde (GFP) o de la B-glucoronidasa (GUS). La inactivacién de los genes YUC en
Arabidopsis conduce a la reduccion de la tincion en DR5::GUS (Cheng et al., 2006).
Por el contrario, en la linea sobreproductora de auxinas yucca6-1D, se uso el
reportero DR5::GUS para indicar un aumento de los niveles endégenos de AIA
(Kim et al., 2007). Primero, usamos el reportero DR5::GFP para visualizar el

gradiente de auxinas en 35S::YUC4, durante la etapa de plantula, DR5::GFP se
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expresa altamente en el centro quiescente, las células de columnela adyacentes
y en la cubierta de la raiz (Sabatini et al., 1999). Encontramos que 35S::YUC4
mostré un aumento de la fluorescencia en las zonas mencionadas anteriormente
del meristemo de la raiz en comparacion con las plantulas de tipo silvestre.

La sefalizacion de las auxinas involucra un numero de genes que codifican
proteinas AUX/IAA que retroalimentan negativamente su propia regulacion. En
presencia de auxinas, las proteinas represoras AUX/IAA se degradan por una via
mediada por el proteasoma 26S, liberando asi factores de transcripcion. Usando
el reportero HS::AXR3NT-GUS (Gray et al., 2001), encontramos que la linea de
superproduccion de auxinas 35S::YUC4 muestra una mayor degradacion de la
proteina represora AXR3. El gen AXR3 codifica para uno de los represores
AUX/IAA en la via de transduccion de sefales de auxinas cuya degradacién
por el proteasoma aumenta con la aplicacion de auxinas. En conjunto, estos
resultados sugieren que la sobreproduccion de auxinas en 35S::YUC4 conduce a
un aumento de la respuesta de auxinas con una posterior degradacion continua
de los represores AUX/IAA.

El establecimiento y el mantenimiento de gradientes de auxinas en los tejidos
son el resultado del movimiento de las auxinas entre las células a través de la
difusién y el transporte activo. Los transportadores de eflujo de auxinas
pertenecientes a la familia PIN son reguladores clave para la distribucién de
auxinas (Adamowski y Friml, 2015). Se reporté que las auxinas pueden regular
los niveles de PIN y su localizacién, dicha retroalimentacion puede contribuir a
las propiedades compensatorias de la red de distribucién de auxinas (Vieten et al.,
2005). Se describié previamente una dependencia entre la dosis de auxinas
exdgenas y los cambios en el nivel de expresion de PIN1. Se observaron
diferencias entre PIN1::PIN1-GFP y PIN1::GUS en respuesta a las auxinas,
concluyendo que las auxinas activan la expresion de PIN1 a nivel de promotor,
mientras que la inhibe a nivel postranscripcional (Omelyanchuk et al., 2016). De
acuerdo con el reporte anterior, observamos una expresién disminuida de
PIN1::PIN1-GFP que indica que Ila sobreproduccion de auxinas esta
disminuyendo la regulacién de PIN1 post-transcripcionalmente. La degradacion de
las proteinas PIN dependiente del proteasoma es una regulacion post-
transcripcional regulada por auxinas (Ruiz Rosquete et al, 2012). Ademas,

encontramos que PIN2, PIN3 y PIN7 estan incrementados en 35S::YUC4, se ha

42



reportado que las plantas transgénicas PIN1,2,3,4,6,7::GUS responden al
tratamiento con auxinas mediante el aumento de su expresion tejido-especifica
(Vieten et al., 2005). Otros estudios informan que el tratamiento con AIA aumenta la
abundancia transcripcional de AUX1, PIN3 y PIN7 (Lewis et al, 2011). Ademas, se
sugiri6 un doble papel para las auxinas en la regulacion de la transcripcion y
degradacién del PIN, ya que la aplicacién de altas concentraciones de auxinas
disminuye la intensidad de la sefial de PIN7-GFP y PIN2-GFP, mientras que, a
bajas concentraciones, las cantidades de proteinas PIN2 y PIN7 aumentaron
(Vieten etal., 2005). Segun estos informes, las cantidades endégenas de auxina en
las raices 35S::YUC4 son lo suficientemente altas como para regular de manera
diferencial a las proteinas PIN. Aun no esta claro si los otros transportadores
estan regulados para compensar la disminuciéon de PIN1 o si esta regulacién ocurre
de manera independiente de PIN1.

Los hipocétilos largos en plantas sobreproductoras de auxinas se asocian a un
aumento de la elongacién celular en lugar de a un mayor numero de células en la
epidermis como el cortex (Lee et al., 2012; Woodward et al., 2005). Las auxinas se
sintetizan principalmente en el apice de los brotes y luego se transportan hacia la
raiz a través de los hipocotilos, donde pueden regular la expansion celular de
manera diferencial durante los tropismos (Spalding, 2013). La capacidad de las
auxinas para inducir el alargamiento del hipocétilo se ha explicado por la
reduccion del pH apoplastico, promoviendo asi la extension de la pared celular
(Takahashi et al, 2012). Si bien, las plantas que producen una cantidad excesiva
de auxinas tienen hipocoétilos largos, este efecto de elongacion no puede simularse
mediante la aplicacion exdgena de AlA o anadlogos sintéticos. La elongacion del
hipocétilo en la planta intacta se promueve cuando las auxinas se suministran
exdégenamente en forma de proauxinas permeables a la membrana (Savaldi-
Goldstein et al., 2008) o cuando se aplican diariamente altas concentraciones de
AIA en condiciones especificas de luz y del desarrollo (Covington y Harmer,
2007). Sin embargo, algunas condiciones que aumentan los niveles de auxinas
endogenas también promueven el alargamiento del hipocdtilo, por ejemplo,
cuando las plantas se cultivan a altas temperaturas (Franklin et al., 2011; Gray
et al, 1998) o cuando se incrementa la sacarosa (Lilley et al, 2012). La sombra
también induce la produccion rapida de auxinas en los cotiledones por la via

TAA/YUC, y las auxinas recién producidas se transportan al hipocétilo para
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inducir su alargamiento (Zhao, 2018). Debido a que el aumento del transporte de
auxinas podria ser el responsable del alargamiento del hipocétilo en 35S::YUCA4,
probamos el inhibidor de transporte de auxinas NPA encontrando que el bloqueo
del transporte conduce a la reduccion de la longitud del hipocétilo de una manera
dependiente de la dosis hasta alcanzar una longitud similar del ecotipo silvestre
no tratado. El aumento de la produccién de auxinas podria provocar un aumento
en su transporte y el alargamiento de los hipocétilos en 35S::YUC4. Se reportod
que el NPA puede inhibir completamente el alargamiento del hipocétilo inducido
por la sombra en Arabidopsis, presumiblemente porque se evita que el AlA libre
en los cotiledones se transporte a los hipocétilos (Zhao, 2018).

Para averiguar como se distribuyen las auxinas antes y después de la aplicacion de
NPA en 35S::YUC4, utilizamos los reporteros DR5::GUS y BA3::GUS para la
localizacién de auxinas. Los informes anteriores que utilizan NPA indican que la
actividad de DR5::GUS fue mas fuerte en los cotiledones y meristemos, lo que
indica que el NPA bloqueé el transporte de auxinas causando su acumulacion en
estos tejidos (Casimiro et al., 2001; Himanen et al., 2002; Nishimura et al., 2012).
En nuestros experimentos, observamos una acumulacién de auxinas en las
puntas y los margenes de las hojas, asi como en los meristemos de la raiz de
una manera dependiente de la concentracion de NPA. Los informes indican que
el NPA provoca la acumulacion de auxinas en y cerca de las fuentes de auxina,
lo que aumenta el numero de venas secundarias, asi como su tamafo (Huang et
al., 2017a). Sin embargo, la tincion DR5::GUS fue mas notable en el fondo
35S::YUC4, las auxinas comienzan a acumularse en los haces vasculares hasta
llenar toda la hoja en altas concentraciones de NPA. Ademas, en el meristemo
de la raiz podemos observar un ensanchamiento caracteristico causado por
NPA, mientras que el aumento del maximo de auxinas en esta zona es mas
dramatico para 35S::YUC4. El engrosamiento del meristemo de la raiz causado
por la acumulacién atipica de auxinas enddégenas es presumiblemente causado
por una nueva especificacion del tipo de celular (Casimiro et al., 2001; Sabatini
et al.,, 1999). La linea reportera BA3::GUS también se usa para la localizacion
de auxinas y normalmente se expresa en peciolos, hipocaétilo y discretamente en
tejidos vasculares, cuando BA3::GUS se moviliz6 al fondo 35S::YUC4, la
expresion aumenta en toda la planta principalmente en tejidos vasculares. Bajo

el efecto del NPA, las auxinas se acumularon en tejidos vasculares de las hojas
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y meristemo de la raiz de una manera dependiente de la dosis. Es importante
destacar que a concentraciones aumentadas de NPA, la expresién de BA3::GUS
en los hipocoétilos de 35S::YUC4 desaparece, lo que indica que NPA impide que
las auxinas alcancen esta zona normalizando la longitud del hipocétilo.

Ambos reporteros, DR5::GUS y BA3::GUS se usan ampliamente para mostrar
los niveles de auxina in situ, sin embargo, muestran patrones de expresion
diferentes en condiciones control y cuando se movilizan a 35S::YUC4, este
comportamiento podria explicarse debido al origen de la construccion del
promotor; DR5::GUS contiene un promotor formado por elementos de respuesta de
auxinas sintéticas multimerizadas (AuxRE) de un gen GH3 de soya (Ulmasov et
al., 1997). Por otro lado, el promotor de BA3::GUS se construyd utilizando dos
dominios sensibles a la auxina (AuxRD) encontrados en el promotor de los genes
IAA4/5 de Pisum sativum (Oono et al., 1998), ambos se describen como genes de
respuesta temprana a auxinas (Hagen y Guilfoyle, 2002). En conjunto, estos
resultados confirman que las plantas 35S::YUCA4 tienen niveles aumentados de
auxinas que causan su fenotipo caracteristico y en base a la intensidad y el
patron de expresidn mostrado por ambos genes en el fondo 35S::YUC4, podemos
sugerir que las auxinas podrian estar presentes en otras formas, ademas del AlA,
como resultado de su propia homeostasis. En la mayoria de los tejidos, las
respuestas a auxinas dependen de la concentracion y diferentes tejidos
responden de manera distinta a cantidades variables de auxinas exdgenas
(Thimann, 1937). Las concentraciones mas altas de auxinas pueden ser
inhibitorias, por lo tanto, el nivel enddégeno Optimo debe ser fuertemente
controlado. Durante la regulaciéon de la homeostasis de las auxinas, se emplean
diversos mecanismos, como la biosintesis, la degradacion, el transporte y la
formacion de conjugados (Ludwig-Muller, 2011).

Las auxinas y el ABA interactuan para modular varios aspectos del crecimiento y
desarrollo de las plantas, asi como las respuestas al estrés bidtico y abibtico
(Verslues y Zhu, 2007). EI ABA se acumula en el embrién y regula el desarrollo,
maduracion y la latencia de las semillas, ademas de inhibir la germinacion y el
crecimiento post-germinativo (Guan et al., 2014; Verslues y Zhu, 2007). Se
requiere ABA para el crecimiento normal, ya que las mutantes deficientes en
ABA reducen el vigor celular y generalmente son mas pequenas (Xiong y Zhu,
2003). Se han identificado loci insensibles a ABA: ABI3, ABI4 y ABI5, que
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codifican factores de transcripcion que desempefian funciones criticas que regulan
numerosos genes especificos en las semillas y afectan numerosos procesos
después de la germinacion (Finkelstein, 2013). ABI4 codifica un factor de
transcripcion AP2/ERF, que se expresa en ventanas de desarrollo discretas
principalmente durante la maduracién de las semillas y en las plantulas después de
la germinacion durante el establecimiento del crecimiento autétrofo (Arroyo et al.,
2003; Finkelstein et al., 1998; Shkolnik-Inbar & Bar-Zvi, 2010; Soderman et al.,
2000). Ademas, ABI4 se expresa en niveles bajos, aunque detectables, durante
las etapas posteriores del desarrollo, que probablemente participan en diversas
vias de sefalizacion (Arroyo et al., 2003; Soderman et al., 2000). Por ejemplo,
ABI4 esta involucrado en las respuestas a carbohidratos (Arenas-Huertero et al.,
2000; Arroyo et al., 2003; Huijser etal., 2000; Laby et al, 2000; Ramon et al., 2007),
movilizacién de lipidos en el embrion (Penfield et al., 2006) y senalizacion
retrograda de plastido a nucleo (Koussevitzky et al., 2007). ABI4 puede reconocer
los elementos cis CE1 (motivo CACCG y CCAC) en genes blanco para controlar su
propia transcripcion actuando como activador o represor (Koussevitzky et al., 2007;
Shu et al., 2013; Wind et al, 2013). En consecuencia, ABI4 regula directamente
su propia expresion, asi como la de ABIS y SBE2.2 para mediar en la
sefalizacién en respuesta a azucares (Bossi et al., 2009). ABI4 puede regular la
latencia de la semilla al reprimir a CYP707A1 y CYP707A2 aumentando la
biosintesis de ABA y promoviendo la degradacion del acido giberélico al activar a
GA20x7, ademas de reprimir los elementos de sefalizacion de citocininas ARRG,
7 y 15 (Huang et al, 2017b; Shu et al., 2016; Shu et al., 2013). Al disminuir la
expresion de HKT1;1, ABI4 es capaz de afectar la tolerancia a la sal en
Arabidopsis (Shkolnik-Inbar, Adler, y Bar-Zvi, 2013).

Se ha reportado que el patron de expresién del reportero GUS en ABI4::GUS se
correlaciona con el perfil de expresion del transcrito de ABI4 y con los datos
publicos de microarreglos disponibles sobre la expresion de ABI4 (Arroyo et al.,
2003; Bossi et al., 2009 ). Trabajos anteriores indican la dinamica de expresion de
ABI4::GUS, donde ABI4 se limita al embrion y se detecta en todos los tejidos
visibles durante la germinacién (Bossi et al., 2009; Penfield et al., 2006). Los
autores indican que en el dia 1 después de la germinacién, se observa una
expresion elevada de ABI4::GUS en los cotiledones incluso antes de que

emergieran de la cubierta de la semilla. En el dia 2, hay una fuerte tincién de
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GUS en los cotiledones y el hipocdtilo. Los niveles de GUS se reducen el dia 3 y
la punta de la raiz se tife. Los picos de expresion de ABI4 alrededor del dia 6 se
restringen a los cotiledones, hipocétilos y la punta de la raiz y se reducen
lentamente con el desarrollo de las plantulas. Finalmente, en plantulas de 10 o
mas dias, la actividad GUS es indetectable (Arroyo et al., 2003; Bossi et al., 2009;
Shkolnik-Inbar & Bar-Zvi, 2011). La descripcion de la expresion de ABI4::GUS
corresponde a lo observado en nuestras condiciones experimentales para las
plantulas silvestres, sin embargo, encontramos un aumento en la expresion de
ABI4::GUS en plantulas 35S::YUC4 durante todos los estadios mencionados
anteriormente. Sin embargo, los reportes indican que las auxinas afectan la
expresion de ABI4, se describid que su expresion es reprimida por las auxinas en
las raices, mientras que ABA y las citocininas la inducen (Bossi et al., 2009;
Shkolnik-Inbar & Bar-Zvi, 2010). Ademas, el tratamiento con AIA produce una
disminucion del 75% en el nivel de transcrito de ABI4 en las raices, mientras que
la aplicacién del inhibidor del transporte de auxinas acido 2,3,5-triyodobenzéico
(TIBA) produjo un aumento de los niveles de transcripcion de ABI4 (Shkolnik-
Inbar & Bar-Zvi, 2010). La diferencia con esos informes probablemente se deba
a diferentes condiciones experimentales, mientras que ellos expusieron las
plantas a altas concentraciones de auxinas durante unas pocas horas, nosotros
exploramos la expresion de ABI4 bajo el efecto de altas concentraciones de
auxinas endogenas.

Se ha reportado que el ABA posee funciones duales como un inhibidor del
crecimiento en altas concentraciones y como promotor de crecimiento en bajas
concentraciones. En presencia de ABA exdgeno, el desarrollo de las raices
laterales se inhibe y el crecimiento general se retrasa (Harris, 2015). Ademas,
el tratamiento con ABA parece reducir la biosintesis de auxinas o0 su
sefializacion, evidenciada por la disminucion de IAA2:GUS y DRS5::GUS,
sefialando laimportancia en lainhibicion del crecimiento radicular inducida por ABA
(He et al., 2012; Wang et al., 2011b). Observamos que las altas concentraciones
de ABA disminuyen drasticamente a DR5::GUS y BA3::GUS en plantulas
silvestres hasta que casi desaparece la expresion de ambos marcadores en el
brote y la raiz, en 35S::YUC4 también se observa esta reduccion, sin embargo, la
expresion todavia es claramente detectable, especialmente en los brotes. Este

resultado refuerza la teoria de que el ABA disminuye la sefial o la biosintesis de
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auxinas y muestra que 35S::YUC4 es resistente al efecto del ABA debido a una
mayor tasa biosintética de auxinas.

La arquitectura del sistema radicular mantiene el crecimiento de la planta y
permite su adaptacion a las condiciones ambientales en constante cambio. Las
hormonas vegetales son reguladores importantes que influyen en el desarrollo de
la raiz. Ademas de regular muchos otros aspectos del crecimiento y desarrollo de
las plantas, se sabe que el ABA regula el alargamiento de la raiz a través de las
auxinas y el etileno en Arabidopsis (Rowe et al., 2016; Thole et al., 2014). Las
plantulas de Arabidopsis muestran una respuesta diferente a ABA dependiendo
de la etapa de desarrollo. La etapa de germinacion de las semillas y el crecimiento
posterior a la germinacion son mas sensibles al ABA que aquellas en otros
estadios, mas de 3 uyM ABA bloquea la germinacion y el crecimiento post-
germinativo (Belin et al., 2009; Meyer et al., 1994; Wang et al., 2011b). Ademas de
su participacion en la elongacion de la raiz primaria, se ha descubierto que el ABA
desempenia un papel clave en la formacion de las raices laterales (De Smet et
al., 2003; De Smet et al.,, 2006). Un elemento de la sefalizacion de ABA
involucrado en la regulacion de la arquitectura de la raiz es ABI4 ya que las
mutantes abi4 desarrollan un mayor numero de raices laterales mientras que las
plantas que sobreexpresan ABI4 tienen un numero reducido. ABI4 se expresa en
células del floema, y su expresion regula el nivel del transportador de eflujo de
auxinas PIN1 lo que afecta la distribucidon y los niveles de auxinas en las raices
(Shkolnik-Inbar & Bar-Zvi, 2010). Cuando las plantas fueron crecidas en
concentraciones altas de ABA, el crecimiento de Col-0 se retrasé de manera
dependiente de la dosis, ademas, se observé una fuerte hipersensibilidad al ABA
en en la linea 35S::YUC4, lo que indica que un mayor contenido de auxina
endogena actua en una manera sinérgica con el ABA para reprimir el
crecimiento radicular. Por otro lado, abi4 mostro resistencia al efecto inhibidor
de ABA. Se seleccion6 la mutante abi4 debido a la relacion observada entre la
sobreproduccién de auxinas y la expresion de ABI4::GUS. Cabe destacar que la
cruza abi4/35S::YUC4 mostré una elongacion de la raiz similar a Col-0. Asi, la
hipersensibilidad de 35S::YUC4 al ABA en el crecimiento post-germinativo
requiere elementos de sefalizacion de ABA como el factor de transcripcién ABI4.
Estudios previos han demostrado que las auxinas regulan la germinacion de las

semillas, pero aun no esta claro como interactuan las auxinas con las vias de
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biosintesis/sefalizacion de ABA y GA (Shuai et al., 2017). En soya y tabaco,
tratamientos con AIA regulan negativamente la germinacion al promover ABA y/o
reprimir las giberelinas (Li et al., 2016; Shuai et al., 2017). La evidencia genética
emergente ha demostrado que las auxinas promueven y regulan la latencia de
las semillas, junto con la via de sefializacién del ABA. La accion de las auxinas en
la latencia de las semillas requiere la via de sefializacion del ABA (y viceversa), lo
que indica que las funciones de las auxinas y el ABA son interdependientes (Liu et
al., 2013).

Los altos niveles de IBA, IBA-Glc o AIA mejoran la inhibicion de la germinacion
por ABA, asi como del desarrollo de las plantulas (Tognetti et al., 2010). Ademas,
otro grupo de investigacion demostré que las semillas de las mutantes abi4 y abi5
de Arabidopsis son insensibles al tratamiento con auxinas durante la germinacion,
lo que indica que ABI4 y ABI5 son reguladores importantes de la inhibicion de la
germinacion de semillas mediada por auxinas (Chen et al., 2014b; Chen et al.,
2014c). Las mutantes de sefalizacion del ABA; abi3, abi4 y abi5 exhibieron un
fenotipo de germinacion mas rapido en comparacion con la linea silvestre,
mientras que las mutantes que sobreexpresan ABA2 o ABI4 exhibieron un fenotipo
de germinacion retardada (Shuai et al., 2017). EI aumento de ABI4::GUS en
35S:YUC4 podria ser un factor importante para la germinacion retardada en la
linea de sobreproductora de auxinas. Para probar esto, realizamos ensayos de
germinacion con concentraciones crecientes de ABA, en las condiciones control
observamos que 35S::YUC4 germindé en una fecha posterior, lo que coincide
con un informe anterior donde las plantas de Arabidopsis que sobreexpresan
genes de YUCCA del trigo también experimentaron una germinacion retardada
(Lietal., 2014). Cuando aumentaron las concentraciones de ABA, la germinacion
retardada fue mas notoria en 35S::YUC4, de forma contraria, abi4 mostro
resistencia al ABA en la germinacién. Anteriormente, se demostrd que abi4 es
insensible a las auxinas y resistente a su combinacidon con ABA durante la
germinacion (Chen et al., 2014b). Curiosamente, abi4/35S::YUC4 mostro tiempos
de germinacion similares a los de la linea silvestre, lo que indica que ABI4 es un
factor requerido para la hipersensibilidad de 35S::YUC4 al ABA durante la
germinacion, siendo un elemento de convergencia en el control de la germinacion
mediado por ABA y auxinas. ABI3 también es un elemento importante para esta

respuesta, un informe anterior indic6é que la hipersensibilidad al ABA de la
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linea iaaM-OX también se vio comprometida en la doble mutante iaaM-OX/abi3
(Liu et al., 2013). En este trabajo, apoyamos que las auxinas endogenas inhiben
la germinacion de semillas de una manera dependiente de ABA, lo que indica que
las auxinas y el ABA actuan de manera sinérgica para inhibir la germinacion de
semillas.

Las auxinas son fitohormonas cruciales ampliamente distribuidas en todo el reino
vegetal y contribuyen a la regulacidén de varios procesos del desarrollo durante el
ciclo de vida de las plantas, actuando como integradoras de las actividades
de multiples hormonas vegetales para controlar el crecimiento de la planta en
respuesta al ambiente. Aqui estudiamos la interaccion auxinas-ABA centrada en
las lineas sobreproductoras de auxinas, herramientas utiles para dilucidar los
mecanismos del ciclo de vida de la planta. Nuestros datos refuerzan la nocion de
la importancia de las auxinas enddgenas en la regulacion de la latencia de las
semillas, la germinacion y el crecimiento posgerminativo. Los niveles
incrementados de auxinas mejoran el efecto inhibitorio del ABA sobre la
germinacion y el desarrollo de las plantulas en Arabidopsis y proporcionamos
evidencia adicional de que ABI4 esta involucrado en esta inhibicion controlada por
ABA y auxinas. La generacion y gestion del conocimiento sobre la biosintesis
de las fitohormonas, su homeostasis e interacciones podrian permitir desarrollar
nuevas herramientas para controlar las respuestas de las plantas para mejorar

finalmente ciertas caracteristicas agronémicas.
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Abstract: The post-ecmbryonic growth of the Arabidopsis thaliana root system can
be modificd by different wypes of stress, such as sublethal concenirations of metals,
which may induce the production of reactive oxygen species (ROS). In this study,
the effects of different concentrations of potassium chromate (K.CrD4) on the
disiribution and relative quansity of hydrogen peroxide (H:04) were determined in
pritnary and adventitious roots in A. thaliana HyPer line seedlings. This line has a
biosensor thal specifically reporls HxO» levels within tissues us fluorescence.
Primary root growth was inhibited at 100 pM Cr (VT); in contrast, adventitious root
formation was induced over the main root prowth axis. These structurces
proliferated from 100-160 M Cr (VD), and nuch higher concentrations { T8(-2(H}
M) of KzCr0s were required to affect their growih. The H;0; disiributions were
observed in the columella and lateral root cap of primary roots of plants grown in
medium lacking dichrornate, but following the development of toxicily symptoms,
H:0; changed its distribulion 1o the meristern and differentialion 2ones, Conversely,
advenlitious roots had comparable H:O: distribution patticms in untreated plants
and those exposed to Cr (VT supplementation. Thus, differential HaO, distribution
comrclates with the resistance of advenlittous roots, bul nol primary roots, o
dichromate and underlies cell reorganization at the apex to support growth.

Keywerds: Chromate; hydrogen peroxide; root growth; merislem; ion toxicity;
adaptation

1 Introduction

The scssile nature of plants, coupled with changing environmental conditions, cnabled regulatory
mechanisms 10 be established during ¢volution, allowing plants 1o gencrate diverse adaptive responscs to
survive. These responses may include changes in growth and development, adjustments in metabolism, and
modifications of gene expression |1]. Because the root is the organ responsible for the uptake of nutrients
and walter, local cues sensing may induce profound changes in root morphology [2].

In dicotyledonous plants, such as Arabidopsis thaliana, a primary root is developed from the embryo.
Its growth depends on a group of stem cells with intense mitotic activity located at the apex that gives rise
to all tissues, including the vasculature, pericycle, endodermis, cortex, epidermis, lateral root cap and the
columella [3]. Gradually, lateral roots arc formed, which extends soil exploration for water and nufricnt
acquisition and allows an improved anchorage to the substratc |4,5]. Lateral roots arce derived from the
penicycle, an inner cell layer surrounding the vascular tissues of the primary root, through reactivation of
the cell eycle, giving risc to a primordium that emerges and grows and retaing a similar organization to
the primary root [6-8]). Occasionally, adventitious roots can be formed, which are roots developed from
the stem upon genctic cues or as responscs to damage or hormonal or cnvironmental stimuli |9-11).
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The root system architecture {(RSA) consists of the spatial arrangement of different root types and
determmes the volume of soil that a plant can exploit [12-14]. For example, primary root growth 1s
inhibited and lateral root formation is stimulated in media with low phosphate concentrations, which
involves a tight interrelation with iron nutrition, auxin response and mitogen-activated protein kinase
signaling | 15-18).

Nonessential elements, such as chromium (Cr), lcad (Pb) and arscnic (As), among others, can be
found i the biosphere in the form of 1ons that interact in many ways with biological systems. Chromium
is the seventh most abundant element in the earth and is found at highly variable concentrations in the soil
[19.20]. However, its utilization in the automotive indusiry and leather tanning has increased its
concentration, and it has become an important contaminant [21,22]. The most stable and abundané forms
of Cr arc the trivalent Cr ([1I) and the hexavalent Cr (VI) forms, whercas the other valenee states arc
unstable and short-lived in biological systems [23]. Cr (VI) can react with oxygen, forming chromate
(Cr0,™) or dichromate {Cr,0,%) oxyanions, whereas Cr (I1I) can form oxides or hydroxides [24]. The
toxicity of Cr is mainly rclated to the reduction of Cr (VI) to Cr (III) in the cytoplasm, both by
enzymatic and nonenzymatic reactions, leading to unstable intermediaries that produce reactive oxygen
specics (ROS) [25]. In addition, Cr (III) affects cell functions by binding the DNA phosphate backbone
and carboxyl and sulfhydry] groups in proteins [26].

The cffects of Cr (VI) in plants include the inhibition of germination, shoot and root growth
restriction, and leaf chlorosis, drastically compromising plant productivity [19,22]. The maximum allowed
limit of Cr (VI) in the soil for agricultural purposes in Mexico is 280 mg kg [27]. To unravel the
molccular mechanisms of Cr toxicity, previous reports cmployed the modcl plant 4. thaliara, showing that
phenotypic modifications depended upon metal concentration and the auxin response mediated by the
T4A14/SOLITARY ROOT gene [28,29]. Of note, Cr (V1) affected ron (Fe), sulfur (S) and phosphorus (P)
uptake, and its toxic effects could be reverted by application of sulphate or phosphate, suggesting that
membrane protein transporters of these macronutrients may also internalize chromate [30].

The incomplete reduction of molecular oxygen in acrobic organisms gencrates highly reactive
derivatives, such as supcroxide anion {Q:), hydrogen peroxide (HzO:) and the hydroxyl radical (OH?),
collectively known as reactive oxygen species (ROS) [31]. ROS are produced as byproducis during
mitochondrial clectron transport or by oxidorcductasce cnzymes and mctal catalyzed oxidations, and ROS
cxcess can lead to protcin denaturation and lipid peroxidation. In addition, ROS can react with redox-
sensitive signaling protcins under physiological conditions, acting as sccond messcngers by mediating
ccllular signal transduction [31]. The mechanisms that maintain ROS at an adequate cellular level include
the antioxidants ascorbic acid and glutathione as well as ROS-detoxifying enzymes, such as superoxide
dismutases (SODs), which transform Oy to HaO; following its conversion to H,0O by catalases (CATs)
[32,33]. Chromium promotes the expression of genes encoding ROS-detoxifying enzymes in A. thaliana
[28] and rice [34], opening the possibility of ROS acting as mediators of metal toxicity.

The superoxide anion is neither membrane-permeable nor long-lasting in cells, whereas H;O: is
considerably morc stable and ¢an cross the plasma membrane, thus functioning as a long-range ecll-to-
cell signal [36]. The higher stability of H20: is uscful for analyzing its levels in root tissues, especially
when using the 4. thaliana HyPer transgenic line, which harbors a highly specific molecular biosensor for
H:0: [36,37].

To better understand the ROS mechanisms that underlic the responscs of the root system to Cr (VI),
H.0); distribution was analyzed in A. thaliana primary and adventitious roots using the HyPer transgenic
line. The results unravel the differential sensitivity of the primary and adventitious roots to Cr {(VI) that
correlates with H>O; levels in growth zones.

2 Materials and Methods

2.1 Plant Material
In this study, we used plants of 4. thaliana expressing HyPer, a biosensor for intracellular H;Os.
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Hyper consists of a circudarly permuted YFP (cpYFP) inserted into the regulatory domain of the
Escherichia coli HO:-binding protein (OxyR). H20- shifts the excitation peak of cpYFP from 420 to 500
nm, while the emission peak remains unchanged at 516 nm. Because Hyper is reversibly modified, it is
possible to register increases and decreases in H20; levels and its distribution in plant tissues [36,38].

2.2 Plant Growth Conditions

Sceds were treated superficially with 95% (v/v) cthanol for 3 min and 200% chloride solution for 7
min, washed five times with sterile distilled water and refrigerated in the dark at 4°C for 48 h, Sceds were
sown in Petri dishes with 0.2x MS medium [39], at pH 5.7, with plant agar 1% (w/v) (Phytotechnology
Laboratories) and sucrose (1.6%. Media were supplemented with different K,CrQ, concentrations, referred
to as Cr {VI). Petri plates were placed vertically to avoid root penctration into the media and to facilitate
scedling analysis. Plates were incubated in a plant growth chamber (Percival AR-95 L) with a 16 h light
/8 h dark photoperiod and a light intensity of 300 umol m™ s™' at 23°C.

2.3 Analysis of Fluorescence

Before confocal analysis, scedlings with intact root systems were incubated in propidium iodide
solution at 10 mg ml™ for 3 min. A confocal microscope (Olympus FV1000) was used with a filter wheel
to switch between two different excitation wavelengths, 440 nm for the HxO»-mmdependent signal and 495
nm for the HO--dependent signal, and all emission spectra were registered using an emission filter at
530/20 nm; the two imapcs were merged to produce the final image. Fluorcscence was measured by
calculating the green pixels in an area consisting of 100 cells above the apex using ImageJ software.
Means calculated from control conditions were given a value of 1, and the means corresponding to
trecatments were adjusted relative to control, and thus were referred to as relative fluorcscence.

2.4 Statistical Analysis

Averages and confidence intervals were calculated using the Microsoft Office Excel 2010 program.
Analysis of variance (ANOVA) and Tukey significance tests were performed using the statistical
software SPSS 19.0 for Windows (p < 0.03) [40].

3 Results
3.1 Effect of Cr (VI) on Primary Roof and Adventitious Root Growth in Hyper Seedlings

To determine the effect of Cr (V1) on H:O: distribution and its corrclation with the growth and
development of pnimary and adventitious roots, the 4. thalivna HyPer line was used. The HyPer seedlings
report Hx0: levels and distribution with higher precision than tcchniques bascd on chemical approaches.
Sceds of the HyPer line were germinated under i vifro conditions, and plants were grown for 10 days after
germination in media with different Cr (VI) concentrations. Primary root growth was stimulated by 30% in
20-40 pM Cr (V1) when compared to the control; adventitious roots were not developed in media with 20-
80 pM Cr (VI) and in controls without the metal. Adventitious roots were formed in media with 100-200
pM Cr (VI); in parallel, primary root growth was inhibited by 90% at 100 pM Cr (VI). In cach plant, onc or
two adventitious roots were developed, and when their length was determined, it was found that one was
longer than the other. In 100-120 uM Cr(VI), the adventitious root growth was approximately 70% of the
primary root of the control plants, whercas in 140-160 uM Cr(VI), the growth was reduced to 30%; in 180-
200 uM Cr{VI), growth was almost completely inhibited Fig. 1.

Supplementation of ascorbic acid stimulated primary root growth, in contrast with the ROS-
producing agent paraquat, which had an inhibitory cffect Fig. 1. Thus, the root system architecture of A.
thaliana was modificd by cxposition to Cr (V1), ranging from stimulation of primary root growth under
low Cr (V1) concentrations to growth inhibition wpon incrcased Cr (V1) supplemengation; concomitantly,
adventitious root formation was stimulated, likely as an adaptive response.
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Figure 1: Effects of Cr (VI) on the growth of primary and adventitious roots of A. thaliana. Seeds of the
A. thaliana HyPer line were germinated, and plants were grown for 10 days in MS media supplemented
with ascorbic acid (A. A.) and paraquat (Par) treatments, included for comparison, or increasing
concentrations of K,;CrOy. The confidence interval is indicated for alpha = 0.05. The different letters
indicate significant differences with the Tukey test (2 < 0.05; n = 30). The experiment was repeated 3
times with similar results.
3.2 Effect of Cr (VI) on H;0O; Distribution in Primary and Adventitious Roots

Paraquat and ascorbic acid increased or decreased, respectively, the fluorescence in the root,
consistent with the reports that these compounds modify the amounts of ROS, including H.0:, thus
confirming the reliability of our system using the HyPer transgenic line, In plants grown in media without
Cr (VI), H20> was detected in the columella and lateral root cap cells in the primary root. This pattern was
conscrved in plants grown in media with 20-60 uM Cr (VI), while H»O: distribution was cxtended to the
elongation zone at 80 uM Cr (VI) Fig. 2. In 100 uM Cr (VI) or higher concentrations, the H,O,
distribution was extended to the elongation and differentiation zone, which correlated with the
disorganization of the root apex Figs. 2 and 3.

KyCro, (uM)

Control Ascorbic Paraquat 20 40 60 80 100
acid

Plants grown in vitro

Primary root

Figure 2: Effect of Cr (V) on the H,O: distribution in the primary root of 4. thaliana. Sceds of the HyPer
line of 4. thaliana were sown and grown for 10 days in media supplemented with ascorbic acid, paraquat or
increasing concentrations of K,CrQy. Roots were analyzed, and H:0: distribution was determined as
described in the Materials and Methods scction. Photographs are representative of 10 plants analyzed. The
experiment was repeated 3 times with similar results.
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Figure 3: Effect of Cr (VI) on the hydrogen peroxide quantity in the primary root of the 4. thaliana
HyPer ling. Fluorgscence was measurcd by quantifying pixcls in an arca consisting of 100 cells above the
apex using Imagel software. The confidence interval is indicated for alpha = 0.05. The different letters
indicatc significant differences with the Tukey test (p < 0.05; n = 3). The experiment was repeated 3 times
with similar results

The adventitious roots formed in plants grown in media supplied with 100-200 uM Cr (VI) showed
H:0: distribution in columella and lateral root cap cells, comparable to the primary root of control plants
(Fig. 4). However, inhibition of adventitious root growth required higher Cr (VI) supplementation
(180-200 uM), and the cell organization in the apex was less affected than that in primary roots. In
addition, the amount of fluorescence did not decrease at higher Cr (V1) concentrations (Fig. 5). These data
indicate that primary and lateral roots differ in not only their sensitivity to Cr (VI) but also H.O;
distribution, which coincides with changes in root tip integrity.

K,CrO, (M)

Control 100 120 140 160 180 200

Plants grown in vitro

Primary roal

Miiﬂl

Figure 4: Effect of Cr (V1) on the H2O: distribution in the primary root and adventitious roots of A. thaliana.
Seeds of the A. thaliana HyPer line were sown and grown for 10 days in media with ascorbic acid, paraquat
or increasing concentrations of K.CrO,4. Adventitious roots were analyzed by confocal microscopy, and
fluorescence distribution was determined as described in the Materials and Mcthods scction. Photographs
are representative of 10 plants analyzed. The experiment was repeated 3 times with similar results.

Adventitious root
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Figure S: Effect of Cr (VI} on the relative hydrogen peroxide quantity m adventitious roots of the 4.
thafiana HyPer linc. Fluorescence was measured using Image] software by quantifying pixels in an arca
consisting of 100 cells above the apex mm pnmary and adventitious roots. The confidence interval is
indicated for alpha = 0.05. Different letters indicate significant differences with the Tukey test (p < 0.05;
n = 3). The experiment was repeated 3 times with similar results.

4 Discussion

The primary root growth inhibition by Cr (VI) analyzed in this study and reported previously [41]
sccms to be a general responsc to different stressing factors, such as low nutrient availability [42] or
sublethal concentrations of metals [43]. Here, we showed that Cr (VI) not only inhibited primary root
growth, but one or two adventitious roots were simultaneously developed from the hypocotyl. Those roots
were able (o grow in media with 100-160 pM Cr (VI) and their growth was delayed at higher Cr (VI)
concentrations. Accordingly, when A. thaliana seedlings were germinated and grown in darkness, primary
root growth stopped at day six and adventitious roots were generated; this process needed sucrose or
plucose as an energetic source |44|. These results suggest that in 4. thaliana, adventitious root formation
likely occurs as response to toleraie the stress caused by an effect on photosynthesis resulting from either
Cr (VD) or darkness to maintain a functional root system. This hypothesis may explain why adventitious
roots presented higher tolerance to stress, including maintenance of the normal cell organization at the
oot apex.

Primary roots displayed a higher concentration of superoxide anion and a lower H;0: concentration
in the meristem; the inverse distribution already occurs in the differentiation zone [45]. Furthermore, by
experimentally decreasing H>O; in the elongation zone, cell differentiation was delayed, which correlates
with the higher H20: concentration during cell differentiation (ap. cit.). This is consistent with our results
showing chanpes in H»Os distribution and quantity in the primary roots of plants grown in media
supplemented with 100 uM Cr (VI) or higher concentrations; thus, the increased levels of H20; in the
meristem may be related to the path to differentiation. The inhibition of primary root growth of A.
thaliana and the decrease in meristem size could be detected following exogenous H.(); application [46].

Modification in the H,0, distribution by cellular uptake of Cr (VI) would be explained by the
combined action of glutathione transferase and superoxide dismutase enzymes that produce H,O,[47,48].
This notion is consistent with the transcriptional induction of threc gencs cncoding peroxidascs in A
thaliana plants ¢xposed to Cr (VI) [28],

We previously demonstrated that supplementation of 100-200 pM Cr (VI) caused root system
modifications related to the disiribution of the auxin hommonc and two of its polar transporters (PIN1 and
PIN2). In that case, adventitious roots showed normal expression of auxin transporters, while primary roots
were highly sensitive and halted their growth [29]; furthermore, when adventitious root prowth was inhibited
in the higher Cr (VI) concentration (200 pM), the auxin response still remained, which is comparable to the
Cr (V) effect on H20; distribution found in this study. Notably, modification of the H2Q; pattemns occurred in
primary roots but not in adventitious roots, which is reminiscent of their different sensitivity/tolerance to Cr
{V]) and possibly other cnvironmental stressors. It is necessary to speculate that either the auxin response
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induced the shift from cell division to differentiation via ROS, or oxidative stress following metal exposure
caused alterations in auxin response andfor transpont. Tsukagoshi et al. [45] demonstrated that the induction
of ROS-detoxifying enzymes in 4. thaliana is independent of auxin and cytokinin signaling. This response
implics that Cr (V) has possibly modificd the H,Q; distribution independently of auxin, but the disturbance
in both auxin responsiveness and endogenous H.0: then leads to the inhibition of primary root growth upon
loss of meristem activity. Regarding the latter hypothesis, it has been reported that exogenous HzQ; inhibits
primary root growth and decreases the expression levels of the auxin transporters PINI and PIN2, and, as a
conscquence, the normal distribution of auxin cannot be accomplished [49]; thus, the primary mcssenger
during root sensing of Cr (VL) would be a ROS-derived signal.

5 Conclusions

Taken together, our results support the following findings: i) in root system responses to Cr (VI)
cxposition, changes in the H;O; distribution may ¢xplain the growth inhibition of the primary root and the
cell disorganization at the apex, and ii) the generated adventitious roois are more tolerant to Cr (VI),
being able to maintain normal HyO: homcostasis. We conclude that adventitious roots arc more tolerant to
Cr (V1), likely via a ROS-detoxifying mechanism, protecting macromolecules from damage and
improving plant survival.
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Vias de senalizacion de las hormonas
vegetales

Aaron G. Munguia Rodriguez, José Lopez Bucio, Miguel Martinez Trujillo y Elda
Beltran Pena

La regulacion del crecimiento y desarrollo vegetal, se lleva
a cabo por un grupo de moléculas estructuralmente
diversas denominadas fitohormonas. Durante las ltimas
décadas se han hecho grandes avances en la comprension de la
percepcion y los mecanismos de accion de estas fitohormonas,
utilizando principalmente a Arabidopsis thaliana como planta
modelo. Aunque algunas respuestas hormonales no estan
necesariamente relacionadas con la regulacion génica, todas las
fitohormonas estan implicadas en la modulacion de la expresion
de genes controlando la abundancia o actividad de factores o
represores transcripcionales a través de modificaciones post-
traduccionales. En este capitulo se ofrece un panorama simple,
actual y comparativo de los mecanismos de la percepcion
hormonal y de las vias de senalizacion posteriores que conducen
a la regulacion de la expresion génica en respuesta al estimulo
hormonal en las plantas.



Introduccién

Debide a su oseido de vida séail tas plantas deben
integrar diversos estitnulos tanto bidticos comao
abidticns para responder al ambiente slemipre
camhbiante v sobrovivin Entre los factores hidricos
s cucucntran  los  organismes  polimizadores,
herbivoros, patogenos, parasitos. simbiontes v
oiras plantas, mientras que los abiotices induyen:
la yravedad, a luz, ol viento, la wenperatura, los
gases, la humedad ambiental, el pH del suelo
v, la disponibilidad de agua v antrienres. Todos
vstos factares son percibidos por las  plantas
como scnales externas, que Junte con las internas
(péptidas v metabolitos) comvergen on la activacion
de moléculas pequefios derivadas del nietabolismo
secundario conocidas comwo fitohormeonas,
Prorreguladores, hormonas vegetales o reguladores
del crecimiento vegetal, Bas fiiohormonas son
pereibidas por receptores capaces de activar tueas
de sefalizacién que finalizan en la expresién de
genes  especificns. dande como resultado  una
respuesta fisialdgica en la planta, Los investigadores
han utlizado plantss modcle para dilucidar los
mecanismos moleculares que subyacen a la acadn
de las fitoharmenas, considerande iniciaimente
Yos electos que cada Etohormmona produce por su
aplicacion exdgena & las plantas, Recientemente, se
han descifrado alguros de fos mecanismos detras de
ia accion de las Gtohormonas, mediante el andlisis
maolecular v bicquimico de murantes alteradas en
Ja bicsintesis, transporte, metabalismo v respucsta
hormonal, complementados con los estudios de
cxpresion génica y la identificacion de genes blanco,
Los hidlogos vegetales han estado investigando
destde hace tiempo la capucidad reguladora de
las fitohormonas con el propdsito de manipular
Ios mivedes o respucstas hormonales para mcrorar
Jas caracicrisncas vegetales descadas, A ka lecha
se han identificado varias meléculas que actian
como fitohormonas: auxinas, dcido jasménico [JA),
dcido giberdlico {GA), esuigolactonas SL), dcido
abscidco (ABA, acido salicilico (SA), citochiinas
(CK), brasinesterides IBR), ctifeno (ET), éxido
nitico (NO), karmkinas (KAR), poliaminas v
almnns pépridos reconncidns ahora como wna
nueva fanulia de hormooas vegatales (Pandey e
al, 210} En ¢l presente capitulo se revisaran los
descubrimicnios recientes de maeve familias de
fitohormonas, eu las cuales se han caractenzadao
los receplores v las vias de sefializacidén implicadas
en su funcién (Fig. 1)

Coazitule L% de setalzacion de lis henTronas wegeies

1. La actividad de las auxinas, del JA, el
GA, las 5L, o]l ABA y ol SA comprende
la senalizacidén a través de receptores
citoplasmaticos y/o nucleares

1.1.Funciones del complejo SCF

Fl complgyo SCI estd formado por las proteinas,
S-PHASE KINASE-ASSQCIATED PROTEIN
. SKPl, CULLIN 1 CULL, RING BOX
PROTEIN | {(RBXI; v una F-Box ligasa E3 de
ubiquitind que cantrola la nhiquitinacidn de
proteivas ¢ organsinos cucarioutes (Dharuasin
v LEstelle, 2004, La ubiquitina os un polipgptdo
quc al unirse covalentemente a las proteinas Ias
marca para st degradacion por el complejo
macromolecutar denorninady  proteoscema; on
vste complgje se degradan las protrinas mal
formadas, danadas o Innecesanas. Tal proceso de
degradacion seloenivo esvital en el contenl del cicln
celular, 1z regulacidn wanseripeional, Ly respuesta
a patogencs, ka fotomorfogénesis, la regulacion
ce la estructura dr la coomatina, las respucstas a
cambios ambientales v la sefializacion hormonal
(Vierstra, 2009, En la ubiquitinacién participan
tres clases de cnzitas (ue acrdan secueneialmente
para aiadir una v varas unidades de ubiquiting a
una proteina blanco, L proceso comienza cuando
una enzima activadera de ubiquitina El, une
la glicing del C-terminal de la ubiguitina a una
de sus cisteinas, Posteriormenie, la ubiguiting
cs transferida a Ja conmjugasa E2 v finalmente la
uliquitina os unida a la prowina blanco mcediante
Ja ligasa K3, quc también recluta a la proteina
sustraro {Smafle y Vieestra, 2004). En drabidopsis.
se Ian descrite dos enzimas E1, weinta y siete E2
y mds de ciento cuarenta E3 (Vierstra, 2009).

1.2.Via de senalizacién de las auxinas y
del icido jasménico (JA)

El estudio de las auxinas es uno de los campos mas
antguos de la investigacion en plantas, e 1830
Charles y Francis Darwin al estudiar el fenomena
de fototropismo descubricron una sefial que al
traasporiarse desde el dpice de la planta hacia
el ralle, era capaz de provocar ima flexibn de ia
plantula hacia la ucute de thinunacion. Esta seial
s¢ identfico posteriormente como la auxing acido
mdol-3-acénco AlA), la primera hormona vegetal
conocida que se sintetiza a partie del trptofano,
Las auxinay estan involucradas cn practicamente
todos los aspectos del crecimiento y desarrollo
de Jas alantas incluyendo Lo embriogénesis,
organngéncsis, los patrones tisulares, las respucstas
tropitas a la luz ¥y gravedad, €] mantenimicnte de
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Figura 1, Estructura quimica de 1os principales fitorreguladores vegetales,

la dominancia apical, la formacion vascular, la
emergencia de los organos laterales del brote y
el desarrollo de las raices lalerales y advenlicias
fWoodward y Bartel, 2005). El JA y sus denvados
conocidos  colectivamente  ¢omio  jasmonatos
regulan numerosos procesos fisioldgicos como
las respuestas a heridas, la sintesis de metabolitos
secundarios y la defensa conira los estreses hidticos
vy ahidtcos (Wasternack y Hause, 2013).

Los jasmonalos se sintedzan a pariir de
iridos grasos tri-insaturados provenientes de la
membrana de los pldstidos, donde se lleva a cabo
la primera parte de su sintesis, y después de varias
reacciones enzimdticas, el producto se transliere
a los peroxisomas donde finaliza la biosintesis
del JA. El JA puede ser wransformado a medil
jasmanato, un compuesto volad gue se difinde
porcontacto o con ayuda del aire a otras partes de
la planta o a plantas cercanas para alertar sobre
una amenaza. Otros metaholitos del JA son los
conjugados, siendo el jasmonoil-isoleucina (Ja-Ile)
¢l principal jasmonato que es percibido por su
receptor (Fonseca &l af,, 2009).

Las auxinas y el JA ticnen una ewta de
sefializacién nolablemente  sirnilar, donde el
AlA ¥y el JA actian come un “pegamento
molecular” entre tas proteinas receptoras v fos co-
receptores que acutan ademés como represores
transcripeionates (lan o af, 2007; Sheard o af,
2010) {Fig. 2). En Ambiudapsis se han reportado
seis receplores para las auxinas localizados cn
cl nicleo: TIR1 (TRANSPORT INHIBITOR

1

RESPONSE 1) y las ATBL1/2/3/4/75 (AUKIN
SIGNALLING 1-BOX PROTEIN 1, 2, 3, 4 ¥
5}, micntras que para ks jasmonatos sélo cxiste
¢l receptor nuclear COIL (CORONATINE
INSENSITIVE 1}, los cuales son proteinas -box
gue [orman paric de los complejos SCEFTR/ARS
y SCFY [os represores transcripcionales en
la schalizacion de las auxinas estin codificados
por la familia de genes conocidas como Aux/Ld4
(AUXINAINDOLE-3-ACETIC ACID PROTEINS),
micniras que los represores del JA son miembros
de Ja familia fAZ (JASMONATE M DOMAIN
{Gray ef al, 200@; Thines ef #l, 2007} Las
proteinas Aux/IAA regulan negativamente la
actividad de los faciores de transcripeién ARF
(AUXIN RESPONSE FACTORS), mieniras que
las JAZ reprimen entre ouros, a los factores hHLH
(BASIG  HELIX-LOOP-HELIX)  (Ulmasov
et al, 1997; Lorenzo ¢ al, 2004). En Ambidopsis
exisien 23 ARF, algunos de ellos se clasifican
como aclivadores transcripeionales, micouras que
otros funcionan como represores en la ruta de
sefializacion las auxinas (Guilfoyle y Hagen, 2007),
Los blancos de las protcinas JAZ de Awbidopsis
son los facieres de wranscripeion: MYC2/3/4
(MYELOCYTOMATOSIS PROTEIN 2, 3y 4),
MYB21/24 (MYELOBLASTOSIS PROTEIN
21 v 24), TT8 [TRANSPARENT TESTA 8,
GLABRAI (GL1), GL3 y EGL3 {(ENHANCER
OF GLABRA3J) cntre otros, que mteraceian
con JAZ y rcgulan las respucsias al JA (Pérez y
Goossens, 2013).
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En ausencia de la senal hormonal, las proteinas
Aux/IAA y JAZ reprimen la transeripeion con
la asistencia  del  co-represor  transeripeional
TOPLESS (TPL) (Long et al, 2006). Las Aux/
IAAs v algunas JAZ pueden reclutar directamente
al co-represor TPL, mientras que otros JAZ
requicren interactuar con otras proteinas como
NINJA (NOVEL INTERACTOR OF JAZ)
(Pauwels ef al.,, 2010). Los represores Aux/1AA y
JAZ no se unen a sus litohormonas respectivas,
sino que interactian con los receptores TIR1 y
COI1 a través de un dominio especifico. Cuando
los niveles de auxinas y JA aumentan en la célula,
estas moléculas se unen al complejo receptor,
estabilizando de esta manera la unién de los
complejos SCFMRAME y SCFCOM con las proteinas
Aux/IAAs vy JAZ  respectivamente, lo  que
permite la poliubiquitinacion de los represores
y su posterior degradacion por el proteosoma,

Aux/AAs

Capitulo 1. Vias de senalizacion de las hormonas vegetales

liberando asi a las factores de transeripeion que
regulan la expresion de los genes de respuesta a
auxinas v JA (Dos Santos Maraschin ¢ al., 2009)

(Fig. 2).

1.3.Seiializacién del acido giberélico (GA)
y las estrigolactonas (SL)

La principal giberelina es el GA o giberelina A3,
que estructuralmente es un dcido  diterpénico
tetraciclico idendficado originalmente como una
toxina [ingica de Gibberella_fijikurot causante del
alargamicnto inusual de los brotes del arroz. EI GA
se sintetiza en el meristemo apical y se transporta
a la raiz a través del floema; este fitorregulador
promueve la germinacion de la semilla, la division
y elongacion celular, el alargamiento del tallo,
la iniciacion foral asi como el establecimiento y
desarrollo del fruto (Yamaguchi, 2008). Por owa
parte, las SL son lactonas terpenoides derivadas de

Figura 2. Vias de senalizacion (A) de las auxinas y (B) de los jasmonatos. Ambas rutas presentan
receptores que forman parte del complejo SCE el cual dirige la degradacion de los represores transeripeionales

yara asi liberar a los factores de transernpeion que regulan la expresion de genes de respuesta para cada hormona.
= :
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los carotenoides, que se identificaron por primera
vez en exudados de la raiz de diferentes especies
que promueven la germinacion de las plantas
parasitarias del género Stiga. Se ha reportado
que estas htohormonas también  esumulan la
ramilicacion de las hifas en hongos micorrizicos
arbusculares  permitiendo  la  simbiosis  con
micorrizas (Al-Babili y Bouwmeester, 2013),
Mientras que los receptores de auxinas y JA son
proteinas F-Box que forman parte de un complejo
proteico, los receptores y las proteinas F-Box en
la senalizacion del GA vy de las SL. se encuentran
separados (Fig. 3). Las vias de senalizacion de
estos dos fitorreguladores implican interacciones
proteina-proteina  adicionales, especialmente a

DELLAs

SMAX1
SMXLs

través de proteinas adaptadoras que conducen a
la ripida degradacion de las proteinas blanco a
ravés del complejo SCE Como la mayor parte de
las investigaciones sobre la sefalizacion del GA 'y
de las SL se realizaron en arroz, los genes v su
[uncion fueron primeramente reportados en este
cultivo, aunque los genes homologos ya se han
descrito en drbidopsis. EI GA es percibido por ¢l
receptor soluble localizado en el nicleo, GIDI
(GIBBERELLIN INSENSITIVE  DWARFI),
mientras que D14 (DWARFI4) es el hnico
receptor de las SL. hasta ahora identificado. En
Arabidopsis existen wes genes GIDI homologos
(GID1a, GIDIb y GIDI¢) y al menos un homologo
del receptor de las SL. también denominado

Figura 3. Rutas de senalizacion (A) de las giberelinas y (B) las estrigolactonas. Sus receptores no
forman parie de un complejo SCFE, pero al unirse con la hormona son capaces de interactuar con el complejo de

ubiquitinacion y los represores transeripeionales para facilitar su degradacion, Los nombres de las proteinas son los

reportados en Arabidopsis thaliana.
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DHWARFi4  (Ueguchi-Tanaka & al, 2003;
Nakamura et al, 2013). Sc ha demasteada que
el acoplamicnio del GA con GID1 promuesve un
cambio conformacional que permite la interaccién
directa de GII] con la proteina DELLA (D-E-
L-I-A  DOMAIN) denominada  SLENDER
RICE 1 (SL.R1} que funciona como un represor
en la via de senalizacion del GA (Sasaki of al,
2003). El complejo GIDI-GA-SLR) interactia
con la proteina F-Box GID2 (GIRBERELLIN
INSENSITIVE DWARF 2}, desencadenando la
ubiquitinacion de SLR] por SCF™™ v su posterior
degradacion via proteosoma (Fig, 3A) Después
de la degradacion de los represores DELLA,
varios efectores de la sefializaciom del GA, romo
los PIF {PHYTOCHROME-INTFRACTING
FACTORS} se unen al DNA para modular la
expresion de los genes de respuesta al GA (Feng
et af.,, 2008). n este aspecto, la expresion geénica
inducida por ¢l GA cs similar a la de auxinas y
del JA, debido a que wdas cllas degradan a sus
respectivos represores transcripcionales a wavés
de Ja via ubiquitina-proteosoma. Por otra parte,
aungue todavia existe una gran cantidad de
eventos por dilucidar en ls sefalizacion de las SI,
la union de estus Gtoreguladores al receptor 114,
permite al compleio S1-1D14 hweractuar con Ja
ligasa D3 {DWARY} y con el represor nuclear D53
{DWARES3), ol cual cstd unide al co-represor
TPR (TOPLESS-RELATED PROTEIN). Esia
interaccidn induce la poliubiquitinaciém de D53
por ¢l complejo SCF™ v su degradacion por el
prateosoma, {o que conduce a la activacidon de
factores de transcrpoon (FI5) que controlan
los genes de respuesta a las SL (Fig. 3B). En
Arabidopsis se ha descrito un gen homdologo para
D3 MAX? (MORE AXHIARY BRANCHES
2), ¥ ocho homdlogos para D33 conocidos
coma: SMAKX? (SUPPRESSOR OF MAX? 1)
y SMXL2/8/4/5/6/7/8 (SALAX! LIKE 2,
3, 4, 3, 6, 7y 8 (Jiang et al., 2013} Ademas, es
imporiante sefalar que las kardikinas {KAR) que
300 compuestos guimicos encontradoes en el humo
generado por la combustidén de materia vegetal,
promueven la germinacidn de las semillas en
varnas ¢specics, lncrementan la respuesta de las
plamulas de Arabidopsis 2 1a Juz y mejoran el vigor
de los cultives. El receplor patativo de las KAR,|
KAI? (KARRIKIN INSENSITIVE2), cs una
hidrolasa cercanamente relacionada al receplor
D14 de las SL, e inleresantemente la sefial de
armbas hormonas depende de la actividad de
MAX2, por lo que es clave establecer los demds
clementos blanco de MAXZ2, para dilucidar las

Capivte 1 Vis ele sefinlizacion de L hormosss vegetabes

diferencias en los mecanismos de senahzacion
enire las SL vy las KAR (Soundappan f al,, 2015).

1.4, Senalizacion del acido abscisico (ABA)
El ABA e una molécula derivada de los
carotenoides, y desempeiia un papel iniporéante en
la abscision de Grganos, la germinacian, el control
de lu dormancia de las semillas, el crecimicnto de
los hrotes, la emergencia de las raices laterales, la
apertura de los estomas v la respuesta 2 cstreses
bidticos y abidticos, sobre wodo cn zcquia (De
Smut et &l 2008). Cuando las raices pereiben una
disminucien de la humedad del suelo, se mduce
la hicsintesis de ABA ¢n el menstemo de laraiz y
su transporte a las hojas donde estimuta su sintesis
en los wjidos vasculares, Las concenuaciones
elevadas de ABA en las hojas inducen ¢ cierre
de los estamas (Cutler ef af., 2010}, mientras que
los niveles basales de ABA son necesarios para
mantener ¢} crecimiente normal de las caices, sin
cmbargo, a concentraciones altas actda como un
inhihidor det erecimiento (De Smet o af., 2006).

La percepcion y seializacién del ABA es
compleja, debido 4 que utiliza varios receptores,
algunos unidos a la membrana plasmética mientras
que otros se localizan en el citosol o e wacleo
{Fig, 4}. Actwalmente, la via de percepeion del
ABA mejor caracterizada involucra a una [amilia
de  receprores  solubles  nucleo/ citoplasmaticos
conacidos como PYR/PYL/RCARs
(PYRABACTIN RESISTANCE/PYRABACTIN
RESISTANCE-LIKE/REGULATORY
COMPONENT OF ABA RECEPTOR) {Cuder
el al., 2010}, Cuando lus niveles de ABA son bajos,
la fosfatasa PP2C (FROTEIN PHOSPHATASES
TYPE 2C) mantene a la cnase SnRK (SNF1-
RELATED KINASLES) desfosforilada e mactiva
{(Rodriguez & of, 1998}, mientras que cuando
los niveles aumentan, la hormona se une a Jos
PYR/PYL/RCARs, con lo cual reprime la
sefiatizacion negadva de PP2C. La inactivacion
de PP2C conduce a la acumulacidn de la ShRK
foslosifada, que a su vex activa a los faclores de
transcripeion bZIP (BASIC LEUCINE ZIPER),
los cuales regnlan Ja expresidn de genes en
respucsla al ABA que incluyc entre otros a: ABRE
{ABA-RESPONSIVE PROMOTER ELEMENTS),
ABEF {ABA BINDING FACTORS), AREB (ABA
RESPONSE ELEMENT BINDING), SLACH (SLOW
ANION CHANNEL-ASSOCIATED 1y v KATT
(POTASSILM CHANNEL IN Armabidopsis theliana 1)
(Fuji et al., 2009).

El ABA ambién puede unirse al recepior
ABAR/CHLH (ABA RECEPTOR/H

»
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SUBUNIT OF THE CHLOROPLAST Mg
CHELATASE) localizado en el cloroplasto (Shen
el al., 2006) y a los receptores GTG1 y GTG2
(GPCR TYPE G PROTEIN I y2) de lamembrana
plasmatica (Pandey el al, 2009). La union de
ABA a ABAR/CHLH recluta en el nicleo a las
proteinas WRKY 40, WRKY18 vy WRKY60 que
pertenecen a la familia W-R-K-Y DOMAIN,
reguladores negativos de la senalizacion del ABA,
lo que ocasiona la activacion de los factores de
transcripeion de respuesta al ABA, entre los que
se encuentran: ABIS (ABA INSENSITIVE 5),
ABI4 v ABF4 (Shang ef al., 2010), Los receptores
de membrana GTGl y GTG2  presentan

actividad GTPasa y su unién con el ABA se
ve potenciada por GDP, la proteina GPAI
(G PROTEIN ALPHA SUBUNIT 1), la cual
interactiia con dichos receptores, reprimiendo
su actividad GTPasa pero no la union del ABA
(Pandey ef al., 2016). Se ha sugerido que GTGI
y GTG2 regulan la respuesta a ABA mediante
la modulacion de la actividad de canales ionicos,
sin embargo, los componentes de senalizacion rio
abajo de esta via no se han identificado (Geiger ¢
al., 2009}, Ademads, se ha implicado a la proteina
AIP2 (ABI3 INTERACTING PROTEINZ), en la
senalizacion del ABA, en la degradacion mediada
por ¢l proteosoma. También se ha reportado

‘1

Figura 4. Ruta de senalizacion del acido abscisico. Ista via comprende receptores nicleo/citoplasmiticos y
receptores localizados en la membrana citoplasmatica v del cloroplasto, lo que contribuye a las diferentes respuestas
celulares a esta hormona, La senalizacion del dcido abscisico ademiis involuera la regulacion de los factores de

transcripeion a través de los complejos SCE
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que GPAL vy KEG (KEEP ON GOING) regulan
respectivamente la abundancia de los factores
transcripcionales ABI3 v ABIS. El ABA mejora
la ubiquitinacion y la degradacion de ABI3
mediada por AIP2 y también protege a ABI5 de la
ubiquitinacion mediada por KEG. Sin embargo,
no se conocen los eventos intermedios entre la
percepeion del ABA v la actividad de estas ligasas
E3 (Santner y Estelle, 2010) (Fig. 4).

1.5.Senalizacion del acido salicilico (SA)

El SA es un dcido monohidroxibenzoico llamado
asi por el sauce (género Saliv) cuyas hojas y corteza
ricas en SA, antiguamente se masticaban para
aliviarla ficbre, eldolor y lainflamacion. In 1897 ¢l
farmacéutico aleman Hollman obtuvo el derivado
sintético del SA, la aspirina o acido acetilsalicilico.
in las plantas, el SA se sintetiza en los cloroplastos
a partr del corismato, o de la fenilalanina en ¢l
citoplasma a través de diferentes vias, EISA regula
el erecimiento celular, la respiracion, la apertura
de los estomas, la senescencia, el rendimiento del
fruto, la germinacion de las semillas, ¢l desarrollo
de las plintulas y estid implicado en las respuestas
al estrés abiotico inducido por enfriamiento, calor,
toxicidad de los metales pesados, sequia, estrés
osmotico o salinidad (Boatwright y Pajerowska-
Mukhtar; 2013). No obstante, el papel central
del SA radica en las respuestas de defensa de las
plantas: por ¢jemplo, las mutantes de Adrabidopsis
deficientes en la sintesis de SA son mas susceptibles

Ciapitulo 1. Vias de senalizacion de las hormonas vegetales

a los patogenos (Ding ef al., 2014),

Aunque, recientemente  se  han  hecho
importantes avances en la comprension de la
senalizacion del SA, la via de wansduccion de
sefiales para este fitorregulador no ha podido
ser dilucidada. En dos estudios, se demoswrd
en Arabidopsis que tres proteinas relacionadas,
NPR1, NPR3 NPR4 (NON-EXPRESSOR
OF PATHOGENESIS-RELATED GENES 1,
3y 4 son los receptores del SA (Fu et al., 2012;
Wu et al.,, 2012}, En ¢l primer trabajo se reporto
que las proteinas NPR3 y NPR4 se unen al SA
con diferente afinidad y controlan los niveles de
NPRI1 en el nicleo reclutando a dicha proteina a
la ligasa E3 de ubiquitina CUL3 (CULLIN3S) para
ser ubiquitinada (Fu e al., 2012). En ¢l segundo
estudio se observo que la union de la NPR 1 al SA,
permite la union del NPR 1 al ADN y con ello la
regulacion de la expresion génica (Wu et al., 2012).
Dependiendo de su concentracion, el SA estimula
o disminuye la degradacion de NPR1: i) a niveles
bajos, NPRI interactia con NPR4 aumentando
el reclutamiento del primero a CULS y por lo
tanto su degradacion, i1} las concentraciones
clevadas de SA promueven la degradacion del
NPRI1 mediada por NPR3, v iii] cuando los
niveles de SA son intermedios, NPR1 tiende a
acumularse, lo que generalmente ocurre cuando
existe una infeccion por patégenos, generando la
reprogramacion transcripcional mediada por SA
(Seyfterth y Tsuda, 2014) (Fig. 5).

o 1 Py

ST

Figura 5. Ruta de senalizacion del acido salicilico. Ll dcido salicilico puede unirse a dilerentes receptores
dependienda de su concentracion y mediar asi distinias respuestas a esta hormona.
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2. Citocininas (CK), brasinoesteroides
(BR) y etileno (ET): seiializacion a través
de receptores transmembranales

Los receptores de las CK y los BR perteneeen a
dos clases diferentes de receptores tipo cinasas.
Las histidinas cinasas controlan la senalizacion
de las CK, mientras que las cinasas de serina/
treonina modulan la senalizacion de los BR.
Ambas [fitohormonas activan  una  cascada
reversible de fosforilaciones desde la membrana,
va sea la del reticulo endoplismico (RE) o la
membrana plasmitica. La cascada finaliza en el
niicleo, donde los efectores de cada via regulan
la expresion de los genes blanco. El etileno tiene
una ruta de senalizacion compleja de varios pasos,
que se basa tanto en la fosforilacion como en la
degradacion controlada y mediada por proteinas
I-Box de proteinas especificas semejante a la de
las auxinas, el JA, el GA, las SL, el ABA y ¢l SA
(Larrieu y Vernoux, 2015).

2.1.Senalizacién de las citocininas (CK)

Las CK son derivados de adenina sintetizados
en raices, brotes y semillas inmaduras; estin
implicados en ¢l control de varios aspectos del
crecimiento y desarrollo de las plantas como: la
actividad de los meristemos, la diferenciacion
vascular; la  biogénesis de cloroplastos y  las
respuestas a estreses bidticos y abidticos. Junto
con las auxinas, las CK controlan el ciclo celular,
ademis de determinar la arquitectura de una
planta, debido a que en el desarrollo de las
vemas laterales del tallo, las auxinas [uncionan
como represores v las CK como promotores y
participan de manera inversa en la formacion
de las raices laterales. Las CK predominantes
en plantas superiores son la  trans-zeatina,
isopenteniladenina y la dihidrozeatina (Perilli ¢
al., 2010). En Arabidopsis, las CK son percibidas
por los receptores de histidina cinasa AHK2/5/4
(ARABIDOPSIS HISTIDINE KINASES 2, 3 y
4) que se localizan principalmente en el RE, pero
también se pueden encontrar en la membrana

Figura 6. Senalizacion de las citocininas. Esta via involucra receptores de dos componentes histidina cinasa,
acoplados a la membrana del reticulo endoplismico o del citoplasma. Despudés de la union de la hormona, dichos
recepiores se autofosforilan y trasmiten la senal hasta activar reguladores positivos y/o negativos de la via,
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plasmatica (Hwang y Sheen, 2001) (Fig, 6). Los
receptores AHK estan formados por un dominio
extra membranal de union a CK llamado CHASE
(CYCLASE/HIS KINASE-ASSOCIATED
SENSING EXTRACELLULAR), un dominio
HK (HISTIDINE KINASE) y otro citoplasmatico
(To y Kieber, 2008). Tras la union de las CK,
el receptor AHK autofosforila los  residuos
conservados de histidina en su dominio HK,
subsecuentemente el grupo fosfato es transferido
a un residuo aspartato conservado en ¢l dominio
citoplasmatico y posteriormente es transferido
a un residuo de histidina conservado en las
proteinas  AHP1/2/3/4/5  (ARABIDOPSIS
HISTIDINE PHOSPHOTRANSFERASE 1, 2,
3, 4y 5) localizadas en el citoplasma (Hutchison
et al., 2006). Las AHP actian como reguladores
positivos de la senalizacion de las CKs, existe
ademds la AHPG que funciona como un
regulador negativo de la senalizacion (Mihénen
et al., 2006). Las AHPs [osforiladas se transportan
del citoplasma al nicleo donde fosforilan a los
factores de transcripeion ARRs (ARABIDOPSIS
RESPONSE REGULATORS) tipo B. Una
vez fosforilados, los ARRs tipo B controlan la

Figura 7. Sefializacion de los brasinoesteroides. st

Clapitulo 1. Vias de serializacion de las hormonas vegetales

expresion de genes de respuesta a las CK que
incluyen a los CRF (CYTOKININ RESPONSE
FACTORS) y a los ARRs tipo A, Estos tltimos
también pueden ser fosforilados por las AHPs
funcionando como reguladores negativos de la
via, proporcionando asi una retroalimentacion
negativa sobre la senalizacion de las CK (To e al.,

2007) (Fig. 6).

2.2.Seiializacion de brasinoesteroides
(BR)

La brasinolida es el BR mas activo aislado de
la canola (Brassica napus) y ¢l primero en ser
descubierto, desde entonces se han identficado
mas de 50 andlogos naturales en varias especies de
plantas. Los brasinosteroides son triterpenoides
polihidroxilados esenciales para el crecimiento de
las plantas, participan en la elongacién celular, la
germinacion de lassemillas, la fertilidad masculina,
el desarrollo vascular, la maduracion de los frutos,
el tempo de Moracion, la senescencia y en las
respuestas de la planta a la luz, temperatura, sal
y patdgenos (Wang, 2012). La transduccion de la
sefial de los BR implica una cascada compleja de
fosforilacion/desfosforilacion, que inicia enando

f‘ ciil

BRI 1 BAK1
BRL1 | BKK1
BRL3 JSERK1

1 viainicia con la union de la hormona al r(‘{‘1'|)t()1‘('i!1;l.~i'r1

de la membrana y el reclutamiento de un co-receptor para activar una cascada de fostorilacion/ desfosforilacion que

culmina en la activacion de factores de transeripeion.
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son percibidos por el receptor de membrana
tpo cinasa BRIl (BRASSINOSTEROID
INSENSITIVE 1). BRII es el principal receptor
de BRs en Awabidopsis, cuya unién permite la
activacion de la cinasa y el reclutamiento del
co-receptor — BAKD  (BRII  ASSOCIATED
RECEPTOR KINASEL) o sus  homodlogos
BKKI (BAKI LIKE 1) y SERKI (SOMATIC
EMBRYOGENESIS RECEPTOR KINASE 1),
Como ¢l caso de las auxinas y el JA, los BR actiian
como un “pegamento molecular” que une a BRI1
con BAK| (Wang ef al., 2001; Li ¢f al., 2002). La
activacion de BRI estimula la translosforilacion
entre los dominios cinasa de BRI y del co-
receptor BAKI, lo que permite la fosforilacion y
¢l desprendimiento del regulador negativo BKII
(BRI1 KINASE INHIBITORI) (Kim y Wang,
2010). Estos cambios estimulan que BRI fosforile
y libere a dos cinasas citoplasmaticas ancladas

a la membrana: BKIl (BR SIGNALLING
KINASE 1) y CDGl (CONSTITUTIVE
DIFFERENTIAL GROWTH 1). Entonces, las
BKIs y CDGs fosforiladas se unen vy fosforilan
y activan a la fosfaasa citoplasmatica BSUI
(BRI1 SUPPRESSOR 1) (Mora-Garcia ef al.,
2004), BSU1 a su vez, inactiva deslosforilando a
la cinasa soluble BIN2 (BRASSINOSTEROID
INSENSITIVE 2). En ausencia o niveles
bajos de BR, la BIN2 activa fosforila a los
factores de transcripeion  homologos: BZRI1
(BRASSINAZOLE  RESISTANT) y BZR2
también conocido como BESI (BRII-EMS-
SUPPRESSORI). La [fosforilacion de  estos
factores causa su retencion en el citoplasma v
posterior degradacion via proteosoma. Cuando
los niveles de BR son altos, BIN2 es desfosforilado
por BSU1 v degradado por el proteosoma, lo que
permite que los BZR sean desfosforilados por la

Figura 8. Ruta de senalizacion del etileno. La senalizacion del etileno involuera receptores de dos componentes
histidina cinasa, localizados en la membrana del reticulo endoplasmico y que funcionan como reguladores negativos

de la senalizacion. Ademas la via presenta una regulacion de elementos de la sefializacion a través de los complejos

SCF y del proteosoma,
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fostatasa PP2A y de csia mancra sc desplazan al
niicleo, donde se unen a los promolores de sus
gencs blanco para activar la vanscripeion (Zhu «f

al., 2013 (Fig. 7).

2.3.5eializacion de etileno (ET)

Kl KT es un compounente del gas emitido por
las lamparas del alumbrado, cuya actividad fue
identificada por primera vez en 1901 &l observar
que causaba senescencia prematura, shseision y
maduracion en las plantas. El ET se produce en
todos Jos tejidos aunque sus niveles se incrementan
en tejides en maduracion o en los que sufven
estrés lisico o quimico, El etileno estd implicado
en la germinacion de las semillas, la iniciacion
y ¢l almgamicuw de la rale, el credmicao de
pelos radiculares, la elongacion del hipocaotilo, la
epinastia, el deswrollo floral, la determinacion
del sexo, la abscision, Ja maduracion del fruto y
la senescencia (Stepanova y Alonso, 2009). Ta
pereepeitm del ctileno ocurre a través de receptures
de membrana localizados en ol RIE; en Arabidopsis
existen cinca receproves de etilenot KITRI v
ETR2 (I"THYLENE RESPONSE 1y 2), ERSI]
y ESR2 (ETHYLENE RESPONSE SENSOR
1y 2) y EING (ETHYLENE INSENSITIVE 4)
que al igual que los receprores de CK, son del tipo
histidina cinasa. Existen estudios que indican que
a diferencia de los receptores de otras hormonas
vegelales que  funcionan como  reguladores
positvos, los del etileno son reguladores negativos
de Ia sedalizacion {Qu e af, 2007). Dichos
receptores en ausencia de etileno, activan a una
cinasa de serina/treonma denominada C'UR]
{CONSTITIUTIVE TRIPLE RESPONSE 1),
que a su vez fosforila al extremo C-terminal de
EIN2 {Chao & al, 2012). En respuesta a una
sefial de edleno, GTRI se libera del receptor
¥ s¢ inactiva reduciendo asi la fosforilacién de
EIN2, esto provoca que el dominie C-terminal
de EIN2 se traslade al nacleo, donde participa
en la esiabilizacion de los principales lactores
de transcripcién en la schalizacion del etileno,
EILI, EIL? y EIL3 (EIN3 v EIN3LIKE | a 3)
que a su vez achivan la expresidon de genes de
respuesta a ctileno (Ju sl af,, 200 2; Wen et al,, 2012)
{Fig. 8). S¢ ban seportado niveles adicionales
en la regulacién de la sedalizacibn de etileno;
prmero, la csiabilidad de la proteina EIN2 se
regula por dos proteinas F-Box, ETPl y ETP2
{EIN2 TARGETING PROTEIN | y 2 las cuales
provocan en ausencia de eiileno, la degradacion
de EIN2 via protecsoma (Qiao o o, 2009).
Segundo, los niveles de las proteinas EIN3 y EILI

Capinte 1 Vias e sefindizacion de T hormoniss vegetales

tamhién estin regulados por dos proteinay EBF1 y
EBF2(F-Box, EIN3 BINDING F-BOX 1y 2, que
igualmente desencadenan la degradacion de EING
v EIL1 enavsencia de ctileno (Guo y Ecker, 2003).
Por otra patte, los trapscritos de los genes EB#T
v FBF2 son degradados por 1a exoribonucleasa
EIN5 (ETHYLENLF  INSENSITIVLE  5)
{Gregory e af., 2008), EIN3 y EIL) actvan
ademiis a onos factores de transcripeion como
ERF! (ETHYLUNE RESPONSE FACTOR
1Y v EDF1/2/3/4 (ETHYLENE RESPONSE
DNA BINDING FACTOR), quc regulan
adicionalmente la cxpresion de genes de respuesta
al enteno (Kendnck y Chang 2008) (Fig, 8). la
complejidad que subyace en estas interacciones
sigue siendo en gran medida desconocida, uo
obstante, 1al complejidad permite la integracion
de maliples sefales para ajustar finamente las
respuestas de etileno.

Conclusiones

Durante las (dtimas décadas, se han realizado
grandes progresos en ¢l descubrimiento de
los  mecanismos  moleculares que  subyacen
en las rvespuestas hormonales. Han  sido
bien caracterizados algunos receplores vy sus
mecanismos e percepcion, asi como detalles de
la via de transduccidn de sefiales. Sin embargo,
dehido a que ademds de su sefializacdén, también
estdn implicados el transporte, la biosimesis y el
metabolismo de rada fitohormona ain quedan
por dilucidar varios procesos para poder obiener
una mejor comprension del control hormenal.
Aunque cada hormoena vegetal tiene un papel
especifico ¢ indispensable en la regulacion de los
procesos {isiologicos de las plantas, cada respuesta
suele estar modulada por la accién de mas de un
firorvegulador. La comunicacion cruzada entre
las hormonas determina la activacién de genes
esenciales para las respuestus de las plantas,
sin embargo, apenas se estdn csiableciendo los
mecanismos de esta comunicacion entre las redes
de sefializacion hormonales, asi como con otras
vias de sefalizacién ambientales y del desarrolio,
La combinacion de Ja genética, blogquimica.
protomica, gendmica, biologia colular y otros
enfoques avanzados serdn muy importanics en la
discceidn de cada rutz hormonal v sn inlegracidn
en reces de sefializacién que permitan criender
la eoordinacian en la regulacion del erecimicnto v
desarrollo de las plantas.
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9.3. Articulo de divulgacién. Fitohormonas: su funcién en las semillas.
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Fitohormonas:
su funcion en las semillas

Aaron Giovanni Munguia Rodriguez

vida en un mismo sitio, donde obtienen lo que

necesitan para vivir como la luz proveniente
del sol y los nutrientes y agua a partir del suelo; con
eso es suficiente para que ellas realicen diversos
procesos como la fotosintesis o el transporte del
agua y los diferentes elementos organicos y mine-
rales, esenciales para elaborar otros compuestos
utiles para su crecimiento y desarrollo.

Todos los drganos de una planta como las rai-
ces, los tallos, las hojas, las flores y los frutos, son
importantes para su desarrollo y crecimiento, pero
las semillas en particular son las que ademas de ser-
vir como una estructura para perpetuar la especie,
son indispensables para aumentar su poblacion y

I as plantas son organismos que pasan toda su
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son las unidades de dispersidn que les permite es-
tablecerse en otros lugares gue presenten condicio-
nes adecuadas para su supervivencia.

Las semillas, unidad reproductiva en plantas

Las plantas con flores o conos (angiospermas
y gimnospermas, respectivamente), forman las se-
millas por reproduccidn sexual, un procesc Com-
plejo y de gran coordinacidn en el gue {os granos
de polen, que contienen los garmetos masculines
se transpartan directa o indirectamente desde el
drgane masculing de |a flor (el estambre} hasta ef
femenine (el pistilo). Cuanda el polen llega al estig-
ma, se activa el dasarrallo un tubo polinico que cre-
ce hasta el evario, donde se depositan los gametos
masculings para fecundar a los dvulos dando lugar
a ia formacian del embribn.

Generalmente, las semillas estén constituidas
por el embrién, una planta er miniatura, redeado
por tejides nutritives (endospermo) y envuelto en
una capa protectora {testa). Podermnos encontrar
semillas desde un microgramo en alqunas orqui-
deas hasta mds de 2¢ kg como el coco de ciertas
palmeras. En funcion de su viabilidad, las sermillas
se pueden clasificar en ortodoxas o recalcitrantes:
las semillas ortadoxas son capaces de sobrevivir a
largos periodos de desecacidn o congelacion, como
el case una semilla ortodoxa de palma que logrd
germinar después de 2000 afios. Por otro lado, {as
semillas recalcitrantes son sensibles a los efectos
prolongados de la sequedad o bajas temperaturas;
por tanto, su almacenamiento no es habitual ya que
requieren condiciones muy especificas. Dependien-
do del tipo de semilla, para que el embrién reanude

ion Cientifica
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sy cracimiento y se establezca una planta autosu-
ficiente, las sarmillas almacensn compuestos gue
le proporcionan energia (carbohidratos y lipides),
asl como otros necesarios para su funcionamiento
{preteinas y mineralas).

jHay algo més! Las fitohormonas

Para que una plamta desemnpefie sus fun-
ciones adecuadamente, necesita ademds otros
compuestos que se encarguen de coordinar su de-
sarrollo, entre los cuales se encuentran las fitohor-
monas, también conocidas como fitorreguladores,
hormonas vegetales o reguladores del crecimiente
vegetal.

Estas fitohormonas controlan cads aspecto
del crecimients y desarrollo de las plantas, inclu-
vendo las respuestas a sefiales internas y ambien-
tales; se definen come moléculas que son produci-
das ep un tejido especifico dentro de un organismo
y que pueden vigjar para ejercer su funcion en otre
sitio, donde son percibidas por otras molécutas (re-
ceptoras) capaces de transmitir esa sefal en varios
pasos {rutas de sefializacién), que generalmente fi-
nalizan en |a expresidn de genes especifices dande
como resyltado una respuesta fisiologica.

Despuds de que oficialmente se propusierala
existencia de hormonas en las plantas a mediados
del siglo X, la identidad y mecanismo de accidn
de cada hormena vegetal se ha estudiado extensi-
vamente. Recientemente, por el empleo de plantas
modelo como Arabidopsis thaliana, que facilitan el
manejo de técnicas moleculares y bioquimicas, se
han esclarecido varios misterios que subyacen en la
actividad de las fitohormonas.

Se han identificado varias moléculas o grupo
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de moléculas 5°C diciones opti-
que actban mas para su
como fito- 0225, *@ germinacion,
hormonas L debido a que
entre las que Agua Oxigeno Temperatura Luz/Oscuridad tienen su
tenemos al germinacion
acido absci- bloqueada
sico, el aci- como resul-
do salicilico, tado de un fe-
las auxinas DOI‘mancia Germil’la(:!én nomeno co-
como el Elileno Erio Karrikinas nocido como
acido indol g Oxido nitrico dormancia o
aceético, los Ci?::;:i:lsas dormicion R
brasinoste- Brasinoesteroides germinaran

roides, las

citocininas

como la zeatina, las estrigolactonas, el etileno, las
giberelinas, los jasmonatos, las karrikinas, el oxido
nitrico, las poliaminas y algunos péptidos. Estas
moléculas son sintetizadas como derivados del
metabolismo intermediario de las plantas, su bio-
sintesis, transporte y lugar de accion varia segun la
fitohormona. Cuando finalmente han ejercido su
funcién son degradadas o almacenadas en sitios
determinados para su posterior empleo, como es el
caso de las semillas.

Accidn de las fitohormonas en las semillas

El desarrollo de las semillas en la planta va
acompanado de cambios en los niveles de las prin-
cipales hormonas vegetales. En la mayoria de las
semillas, los niveles de citocininas son mas altos
durante la formacion del embrion, ya que esta hor-
mona favorece la division celular; posteriormente,
los niveles de citocininas disminuyen para dar paso
a un aumento en los niveles de auxinas y gibereli-
nas que son responsables del crecimiento y dife-
renciacion de las células. En las dltimas etapas del
desarrollo del embrion, los niveles de giberelinas y
auxinas disminuyen y los niveles de acido abscisico
aumentan hasta que el embrion alcanza su tamafio
maximo y se terminan de acumular las reservas, El
acido abscisico previene la germinacion precoz de
las semillas, también regula el crecimiento vegeta-
tivo y las respuestas al estrés.

Fitohormonas y Germinacion

La germinacion es la reanudacién del creci-
miento embrionario dentro de la semilla, y para que
sea exitosa requiere de una serie de factores: agua
suficiente para rehidratar los tejidos y aumentar el
volumen del embrién, disponibilidad de oxigeno
para promover la respiracion, un rango de tempe-
ratura 6ptima que para la mayoria de las semillas es
de 25 a 45 °Cy la presencia o ausencia de luz.

Las semillas de muchas especies no germi-
nan a pesar de ser viables y estar expuestas a con-

hasta que se

cumplan con-
diciones especiales, lo que provee tiempo adicional
ala semilla para su dispersion o para evitar que ger-
mine en circunstancias desfavorables.

La germinacion se considera completa cuan-
do la radicula emerge de la cubierta de la testa lo
que permite establecer un contacto directo con el
agua y los nutrientes requeridos para mantener el
crecimiento de las plantulas.

Las fitohormonas estan involucradas en la re-
gulacion de la germinacion y la dormancia. Se sabe
que el acido abscisico tiene efectos inhibitorios so-
bre la germinacion y las giberelinas la estimulan. Sin
embargo, el acido abscisico y las giberelinas no son
las Unicas hormonas que regulan este proceso de
la semilla: el etileno, la hormona gaseosa respon-
sable de la maduracion de los frutos y la abscision
(caida de hojas y frutos), interfiere con la habilidad
del acido abscisico de inhibir la germinacion; el aci-
do abscisico inhibe a su vez la sintesis de etileno,
mientras que las citocininas, los brasinoesteroides
vy las auxinas la promueven.

La exposicion de algunas semillas al frio dis-
minuye |as cantidades de acido abscisico y ayuda a
romper la dormancia, es por ello que las plantas lo
emplean como mecanismo regulatorio para garan-
tizar que las semillas no germinen durante el invier-
no y lo hagan en un clima mas favorable.

La cubierta de la semilla también puede in-
fluir en la dormancia: en plantas de regiones tro-
picales himedas actia impidiendo la entrada de
agua, mientras que las semillas tipicas de climas
aridos generalmente contienen substancias inhibi-
doras de la germinacién solubles en agua, que se
eliminan luego de una lluvia intensa. La dormancia
impuesta por la cubierta de |a semilla puede supri-
mirse mediante la escarificacion, que consiste en
la eliminacion mecanica o quimica de esta estruc-
tura. Las formas naturales de escarificacion inclu-
yen: la abrasian por arena, la accion microbiana o
el paso de la semilla a través del tracto digestivo
de un animal. La ruptura de la cubierta por calor
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es una estrategia en muchas especies que asegura
la repoblacién de un ambiente con menos compe-
tencia después de un incendio. Conjuntamente, el
humo también estimula la germinacion al portar las
fitohormonas karrikinas que al igual que el dxido
nitrico, otra hormona gaseosa presente en plantas
y animales, son capaces de romper la dormancia
disminuyendo la cantidad de acido abscisico o afec-
tando su sefializacion y aumentando la sintesis o
sefializacion de las giberelinas.

Por otro lado, existen plantas viviparas, cuyas
semillas germinan estando aun en la planta madre,
esto se observa en los mangles de manera natural o
en plantas que han sido modificadas genéticamen-
te para ser deficientes en acido abscisico; en otros
casos, los frutes principalmente en descomposicion
llegan a emular las condiciones del suelo provocan-
do la germinacion de sus semillas,

¥y M. Ta-
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Importancia de la manipulacién de las semillas

Debido a que las semillas proveen mas del
50% de la ingesta calorica mundial humana y ani-
mal, la germinacion y la dormancia son procesos
importantes a considerar en la produccion de los
cultivos ante la creciente demanda mundial.

Las hormonas vegetales afectan la germina-
cion de la semilla de manera individual o interac-
tuando entre si, por lo que conociendo los princi-
pios que rigen el comportamiento de la semilla se
pueden ajustar los niveles hormonales de manera
enddgena por modificaciones genéticas o aplican-
do sustancias exdgenamente. Esto, con el objetivo
de acelerar o retrasar la germinacion para aumen-
tar la productividad o el tiempo de almacenamien-
to de las semillas en especies de interés agricola,
forestal, cientifico, medicinal u ornamental.
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