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RESUMEN 

Las auxinas regulan el crecimiento y desarrollo de las plantas en funsión de su 

propia biosíntesis, conjugación, transporte y degradación en los tejidos vegetales; 

aspectos que están influenciados por factores exógenos y endógenos incluyendo 

otras fitohormonas. En Arabidopsis thaliana, los genes YUCCA codifican para una 

familia de enzimas de tipo flavin monoxigenasas que participan en la síntesis del 

ácido indol-3-acético, la principal auxina natural, cuyos niveles se incrementan 

cuando se sobreexpresan estos genes. En este trabajo se generaron líneas 

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 línea thread generada por activation tagging. Las plantas 

transgénicas mostraron un fenotipo similar al de otras líneas previamente 

reportadas como sobreproductoras de auxinas, así como una respuesta diferencial 

en los transportadores de auxinas, en donde PIN1 mostró una expresión 

disminuida, contrario a lo que ocurre en los genes PIN2, PIN3 y PIN7,  que 

incrementan su expresión.  

Por otra parte, las líneas 35S::YUC4 mostraron una mayor sensibilidad al ácido 

abscísico durante la germinación de las semillas y el crecimiento post-germinativo. 

Mediante análisis histoquímicos, encontramos que la expression del gen reportero 

ABI4::GUS se incrementa en las líneas sobreproductoras de auxinas mientras que 

la pérdida de función de ABI4 disminuye la sensibilidad de 35S::YUC4 al ácido 

abscísico.  Finalmente, la respuesta auxínica, evidenciada por los reporteros de 

auxinas DR5::GUS y BA3::GUS, disminuye de manera dependiente del ácido 

abscísico. Este trabajo aporta nuevas observaciones para los estudios donde se 

sobreexpresan los genes YUCCA, además de proporcionar información valiosa 

sobre la participación de YUCCA4 en la ineracción auxinas-ácido abscísico durante 

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

 

Palabras clave: Arabidopsis thaliana, auxinas, ácido abscísico, YUCCA4, 
germinación. 
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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. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Las plantas son organismos eucariontes, multicelulares, con gran capacidad 

adaptativa y los productores primarios de los ecosistemas terrestres al poder 

llevar a cabo la fotosíntesis. El desarrollo en estos organismos está regulado 

por factores fisiológicos y señales ambientales que influyen en la producción de 

compuestos de diferente identidad química y diversos procesos celulares. Estas 

sustancias son denominadas hormonas vegetales o reguladores del crecimiento 

y ejercen sus funciones mediante programas de señalización intracelular 

específicos que conducen al encendido o apagado de genes. Todos estos 

compuestos son requeridos para la viabilidad celular, participan en procesos 

específicos del desarrollo y como integradores de señales ambientales. Las 

funciones que ejercen cada uno de los reguladores de crecimiento, han sido 

elucidadas mediante su aplicación exógena en diferentes sistemas vegetales o 

manipulando la expresión 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 ácido indol acético (AIA), fueron los primeros descubiertos 

debido a que están implicadas en prácticamente todos los procesos del 

crecimiento y desarrollo vegetal. No obstante que las diferentes especies de 

plantas pueden presentar estrategias únicas y diversificar sus rutas metabólicas, 

es lógico esperar la conservación de modulos proteínicos que determinan la 

biosíntesis y respuesta al AIA, debido a que es una molécula fundamental para su 

ciclo de vida. Sin embargo, la biosíntesis y homeostasis del AIA en angiospermas 

así como sus interacciones con otros reguladores del crecimiento continúa sin 

dilucidarse completamente. 
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2.1. Arabidopsis thaliana como modelo de estudio  

Arabidopsis thaliana es un excelente modelo para el estudio de los procesos 

fisiológicos y moleculares. Es una angiosperma que pertenece a la familia 

Brasicaceae donde se incluyen especies de importancia agronómica como la 

coliflor (Brassica oleracea) y la canola (Brassica napus). A. thaliana es de tamaño 

pequeño (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 fácil de 

manipular en el laboratorio. Esta especie cuenta con un genoma nuclear pequeño, 

secuenciado y publicado, distribuido en 5 cromosomas, con cerca de 25,500 

genes, lo que facilita su manipulación genética, aunado a la existencia de 

métodos de transformación bien establecidos. Todo ello ha derivado en que la 

mayoría de los estudios que abordan los mecanismos genéticos, evolutivos, 

bioquímicos 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 información del ambiente muy eficientemente y responden activamente 

ante los estímulos bióticos y abióticos. Esto es posible por una comunicación 

efectiva entre los diferentes órganos y tejidos, a través de la síntesis de los 

diferentes reguladores del crecimiento vegetal, compuestos producidos por 

diferentes vías metabólicas que ejercen sus funciones mediante programas de 

señalización intracelular específica que conducen, en la mayoría de los casos, a 

la activación o represión de genes. Un solo regulador puede afectar una amplia 

gama de procesos y un solo proceso puede estar controlado al mismo tiempo por 

múltiples reguladores de crecimiento (Gray, 2004), en concentraciones 

nanomolares o micromolares (Weyers y Paterson, 2001).  

Los reguladores clásicos del crecimiento identificados desde la primera mitad del 

siglo XX fueron las auxinas, citocininas, giberelinas, el ácido abscísico y el etileno; 

sin embargo, cada vez más compuestos se han incorporado a esta lista, 

incluyendo a los brasinoesteroides, al ácido salicílico, las estrigolactonas, el óxido 

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



 

5 
 

2009). 

2.3. Las auxinas 

Las auxinas son los reguladores del crecimiento vegetal más estudiados, su 

nombre deriva de la palabra griega “auxein” que significa crecer. Dichas 

fitohormonas están implicadas en la división, elongación y diferenciación celular, 

repercutiendo en cada aspecto del crecimiento y desarrollo. Las auxinas 

participan en la embriogénesis, al regular la polaridad basal-apical en el embrión 

y en el establecimiento de los meristemos de la raíz y el follaje, así como en la 

modulación de las respuestas a la luz y gravedad, la arquitectura general de la 

raíz 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 más antiguos de experimentación 

dentro de la investigación en plantas, los primeros reportes de su función se 

remontan hasta 1872, cuando Theophil Ciesielski postuló la presencia de una 

“influencia transmitida" presente en la punta de las raíces y responsable del 

gravitropismo (Ciesielski, 1872). Más tarde, Charles y Francis Darwin mostraron 

que esta "influencia transmitida” modulaba el alargamiento del brote, lo que le 

permite un crecimiento trófico hacia la luz (Darwin y Darwin, 1881).  

El ácido indol-3-acético (AIA) es la auxina más abundante en la naturaleza, está 

presente en los hongos, algas, animales y principalmente en las plantas 

(Weissbach et al., 1959). Otros compuestos naturales con actividad auxínica 

incluyen al ácido 4-cloroindol-3-acético (4-Cl-IAA), al ácido indol-3-butírico (IBA) y 

al ácido fenilacético (PAA) (Sauer et al., 2013; Ma et al., 2017). Algunos 

compuestos sintéticos con estructura y actividad similares a las auxinas 

endógenas son: el ácido 1-naftaleneacético (NAA), ácido 2-(2,4-diclorofenoxi) 

propiónico (2,4-DP), ácido 2,4,5-triclorofenoxiacético (2,4,5-T), ácido 2,4-

diclorofenoxiacético (2,4-D), dicamba, picloram, quinclorac, etc.  Estos 

compuestos se utilizan ampliamente como herramientas químicas en prácticas 

científicas y agronómicas (Ma et al., 2017). El AIA se ha caracterizado 

ampliamente y el término auxina generalmente se refiere a dicha molécula (Ma et 

al., 2017).  
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2.4. Vía de señalización de las auxinas 

Las auxinas regulan rápidamente la transcripción de cientos de genes a través de 

una ruta de transducción de señales dinámica y regulada por retroalimentación 

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 

señalización 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 proteínas de 

remodelado de cromatina que reprimen la transcripción (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 proteínas como ASK1, 

CUL1, RBX. La función del complejo SCFTIR1/AFBs es transferir varios monómeros 

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 liberación de 

los ARFs, dando como resultado el inicio de la transcripción (Benjamins y 

Scheres, 2008) (Fig. 1). 
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Figura 1. Percepción y señalización de las auxinas. Los genes inducibles por auxinas tienen 

secuencias AREs en sus promotores, los cuales están unidos a proteínas de la familia ARF. La 

expresión génica se evita mediante la unión 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 señalización de las auxinas se indican con diferentes letras: A) 

Cuando la concentración celular de auxinas es baja, las proteínas Aux/IAA reprimen a los factores 

de transcripción ARFs que reguan la expresión los genes de respuesta a auxinas. B) Cuando los 

niveles de auxinas aumentan, estas se unen a los receptores TIR1/AFBs y actúan 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 enzimático E1/E2, provocando la poli-ubiquitinación de los Aux/IAAs resultando en su 

degradación. C) Los factores de transcripción ARFs se liberan de su represión y se expresan los 

genes de respuesta a auxinas. 

Se han descrito 29 genes que codifican para proteínas Aux/IAAs en Arabidopsis; 

sus vidas medias en condiciones normales y bajo la aplicación de auxinas es muy 

variable (Dreher et al., 2006; Paponov et al., 2008). Un determinante importante 

de esta característica es un motivo en su dominio II que induce fácilmente su 
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degradación (Zenser et al., 2001). La vida media de los Aux/IAA también depende 

del receptor con el que interactúan (Moss et al., 2015). Los diferentes TIR1/AFBs-

Aux/IAA tienen afinidades muy diferentes entre sí 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 (Calderón-

Villalobos et al., 2012; Bargmann et al., 2013). Además, 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 vía de señalización auxínica alternativa, independiente del proteosoma, es 

a través del receptor putativo de auxinas AUXIN BINDING PROTEIN 1 ( ABP1), 

que está localizado en el retículo endoplásmico y en la membrana celular, y se 

le involucra en el ablandamiento de la pared, la regulación de la endocitosis y el 

rearreglo del citoesqueleto durante la expansión celular por medio de un 

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

2.5. El transporte de auxinas 

El AIA es un ácido orgánico con un anillo indólico unido a una cadena lateral que 

contiene un ácido carboxílico a una distancia de 0.55 Å (Sauer et al., 2013). El 

grupo carboxilo se protona a pH ácido, 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 varía en diferentes compartimentos celulares, de 

5.0 a 5.5 en el fluido apoplástico 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 específicos 

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 proteínas de influjo, como las AUX/LAX, las cuales son 

importantes para el incremento de los niveles de AIA dentro de las células (Barbez 

et al., 2012). La localización de los acarreadores de eflujo e influjo en la 

membrana celular dirige el transporte del AIA dentro y fuera de la célula (también 

llamado transporte polar de auxinas), para su movilización entre diferentes tejidos 
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(Ljung, 2013) (Fig. 2). Los genes PIN codifican para proteínas con 10 dominios 

transmembranales, con localización asimétrica a través de la membrana 

plasmática, consistente con el papel de controlar la polaridad en el movimiento 

de auxinas; esta función se ve afectada por la acción de los inhibidores del 

transporte de auxinas tales como el ácido triyodobenzoico (TIBA) y el ácido N-

naftiltalámico (NPA) (Thomson et al., 1973). 

 

Figura 2. El transporte de auxinas. (A) Esquema del movimiento de las auxinas que incluye la 

distribución lateral y polar desde sus sitios de síntesis hasta alcanzar el meristemo de la raíz, en 

donde ocurre su recirculación. (B) Modelo de trampa ácida para el transporte polar de auxinas. 

(C) Localización de los transportadores PIN en el meristemo apical de la raíz. 

2.6. Biosíntesis de las auxinas 

Aunque el AIA se sintetiza principalmente en primordios foliares y hojas jóvenes, 

se puede producir en diferentes tejidos del brote y la raíz. Las enzimas para la 

síntesis de AIA generalmente están codificadas por grandes familias de genes, por 

lo que la identificación y caracterización de las rutas individuales ha sido un desafío 

(Leyser, 2018). No obstante, hasta la fecha se han logrado progresos notables en 

la comprensión de la complejidad subyacente de estas vías metabólicas y cómo 

las plantas usan dicha complejidad para modular la producción local de AIA. El 

triptófano (L-Trp) sirve como un precursor común para la síntesis de AIA 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 vía del shikimato (Maeda 
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y Dudareva, 2012). Los diferentes derivados del Trp, incluidos el ácido indol-

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

consideran precursores del AIA para las rutas paralelas de la llamada biosíntesis 

de AIA dependiente de Trp (Fig. 3).  

  

Figura 3. Metabolismo y distribución de las auxinas en células vegetales.  En el cloroplasto se 

lleva a cabo la biosíntesis del precursor principal de del AIA, L-triptófano (L-Trp), y del precursor de 

AIA específico de la familia Brassicaceae, indol acetaldoxima (IAOx). Las vías posteriores de 

biosíntesis, catabolismo y conjugación del AIA comúnmente operan en el citosol. Se cree que la 

biosíntesis y la hidrólisis de los conjugados AIA-aminoácido (IAA-aa) se producen en el retículo 
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endoplásmico. El AIA, sus precursores y metabolitos relacionados se indican en negro. Las 

enzimas que catalizan las reacciones metabólicas están indicadas en púrpura. Las rutas donde se 

conocen las enzimas, los genes o los intermedios se indican mediante flechas continuas, mientras 

que las rutas que aún no están bien definidas se indican mediante flechas punteadas. Las vías 

específicas de las brasicáceas se indican con un cuadro amarillo discontinuo. Los transportadores 

de AIA asociados a membranas están representados por óvalos de colores. Abreviaturas: ANT, 

antranilato; DAO, DIOXYGENASE FOR AUXIN OXIDATION; GH3, GRETCHEN HAGEN3; IAA, 

ácido indol-3-acético; IAM, indol-3 acetamida; IAN, indol-3-acetonitrilo; IAOx, indol-3-acetaldoxima; 

IAR3, IAA ALANINE RESISTANT3; IBA, ácido indol-3-butírico; IGs, indol-glucosinolatos; IGP, indol-

3-glicerol fosfato; ILL, ILR1-LIKE; ILR1, IAA-LEUCINE RESISTANT1; INS, indol sintasa; IPyA, 

ácido indol-3-pirúvico; MeIAA, ácido 1-metil-indol-3-acético; oxIAA, ácido 2-oxindol-3-acético; PILS, 

PIN-likes; PIN, PIN-FORMED; TAA1, TRYPTOPHAN AMINOTRANSFERASE OF 

ARABIDOPSIS1; TARs, TAA1-RELATED; TSA/TSB, triptófano 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 Voß, 2019). 

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

La vía de la IAOx vincula la síntesis del AIA con la producción 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 más susceptibles a 

la infección por patógenos (Nafisi et al., 2007). Solo se han encontrado genes 

IAOx y CYP79B2/3 en especies de la familia Brassicaceae (Sugawara et al., 2009). 

Aún no se comprende completamente cómo IAOx se convierte en IAA. Algunos 

experimentos han demostrado la conversión 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 AIA 

in vitro por nitrilasas (NIT), además, algunos datos recientes apoyan un papel de 

las NIT en la síntesis de AIA (Bartel y Fink, 1994; Lehmann et al., 2017). En las 

raíces de Arabidopsis, los patrones de expresión de CYP79B2/B3 coinciden con 

los máximos de AIA, lo que sugiere la participacón de la vía IAOx en la formación 

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

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

La vía de la IAM está bien descrita en bacterias productoras de AIA y contribuye a 
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la virulencia de éstas. La triptófano-2-monooxigenasa (iaaM) y la indol-3-acetamida 

hidrolasa (iaaH) realizan la conversión de Trp a IAM y de IAM a AIA, 

respectivamente (Patten y Glick, 1996) (Fig. 3). Se ha reportado IAM endógeno en 

angiospermas, incluida Arabidopsis; sin embargo, no se han identificado 

secuencias homólogas a iaaM en los genomas de las plantas, solo se han 

encontrado ortólogos con una significativa similitud de secuencia con la iaaH (Mano 

et al., 2010). Los miembros de la familia AMIDASE1 (AMI1) hidrolizan IAM a AIA in 

vitro y en cultivos de células BY-2 de tabaco (Pollmann et al., 2003; Nemoto et al., 

2009). Aunque aún no se ha descartado por completo, los datos experimentales 

disponibles son insuficientes para determinar la contribución de la vía IAM a la 

biosíntesis de AIA en plantas.  

2.6.3. La ruta del ácido indol-3-pirúvico (IPyA) 

La vía 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 conversión de Trp a IPyA. Posteriormente, 

IPyA se convierte en AIA por la familia YUCCA de monooxigenasas dependientes 

de flavina (Stepanova et al., 2011; Won et al., 2011). En Arabidopsis, las mutantes 

sencillas taa1, tar1 y tar2 muestran solo fenotipos sutiles, mientras que las 

mutantes triples taa1tar1tar2 muestran defectos en el desarrollo más notables: no 

forman raíces primarias y la longitud de sus hipocótilos se reduce drásticamente 

(Won et al., 2011). Del mismo modo, defectos en el crecimiento de la raíz y del 

hipocótilo, así como reducciones severas en los niveles de AIA se observan en 

mutantes afectados en múltiples genes YUCCA (Chen et al., 2014a), lo que 

demuestra el requerimiento de AIA producido a partir de esta vía para el desarrollo 

normal de las plantas. En todo el reino vegetal se pueden encontrar homólogos de 

TAA1/YUC (Mano y Nemoto 2012). A pesar de estar codificadas por una familia de 

genes, la expresión de las enzimas TAA1/YUC están reguladas espacio-

temporalmente, y los factores transcripcionales específicos que coordinan la 

biosíntesis local de AIA están comenzando a dilucidarse (Matthes et al., 2019). Un 

nivel adicional que regula la producción 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 análisis químicos, se han identificado varios inhibidores específicos 

de la vía IPyA: el ácido aminooxinaftilpropiónico (Narukawa-Nara et al., 2016) y la 

L-kinurenina (He et al., 2011) inhiben a las TAA1/TAR. Además, el ácido 4-

fenoxifenilborónico (Kakei et al., 2015) y yucasin (Nishimura et al., 2014) interfieren 

con la función de las enzimas YUCCA. Las plantas tratadas con estos químicos 

muestran un contenido reducido de AIA 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 

síntesis de AIA en una etapa específica del desarrollo. Las consecuencias 

biológicas de la manipulación genética y química de la vía IPyA en diferentes 

organismos vegetales, junto con su meticulosa regulación transcripcional, sugieren 

que esta es una ruta universal para la síntesis de AIA que integra no solo señales 

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 biosíntesis 

de AIA, ya que en mutantes de Arabidopsis y maíz afectadas en la triptófano sintasa 

(TS), se mantiene la síntesis de AIA (Wright et al., 1991; Normanly et al., 1993) 

(Fig. 3). También se demostró la producción de indol por una enzima indol sintetasa 

citosólica (INS), homóloga a la subunidad A de la triptófano sintasa (TSA) del 

cloroplasto y desempeña un papel específico en la biosíntesis de AIA local durante 

el desarrollo embrionario temprano (Zhang et al., 2008; Wang et al., 2015). Sin 

embargo, aún queda por demostrar experimentalmente si el indol citosólico se 

convierte en AIA sin previa formación de Trp. 

2.7. Conjugación e inactivación del AIA 

Los niveles de auxinas en las células vegetales son el resultado de un equilibrio 

entre su transporte, síntesis, almacenamiento e inactivación. La atenuación de la 

señalización de auxinas después de la acumulación local, así como la formación 

regulada de mínimos de auxinas, es de importancia crítica para el desarrollo. De 

hecho, hasta el 25% del AIA está presente como AIA libre en los tejidos vegetales 

(Ludwig-Muller et al., 2011). La mayoría del AIA celular se inactiva por la síntesis 

de sus formas de almacenamiento transitorias o por su degradación catabólica 

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 AIA libre, ajustando así los gradientes de AIA. 

Los aminoácidos (aa), los péptidos y las proteínas pueden conjugarse con el AIA 

por medio de enlaces amida. Aunque la función del AIA-péptido y el AIA-proteína 

queda por esclarecerse, los conjugados IAA-aa se han caracterizado más 

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 II conjugan el AIA con diferentes aminoácidos. Las 

mutantes sencillas gh3 de Arabidopsis son ligeramente más sensibles al AIA, pero 

se comportan como plantas silvestres cuando se cultivan en medios libres de 

hormonas. Solo las mutantes múltiples en gh3 muestran contenidos elevados de 

AIA y fenotipos de sobreproducción de auxinas (Staswick et al., 2005; Porco et al., 

2016). Se sabe que algunas GH3 son enzimas promiscuas que pueden conjugar 

aminoácidos con diferentes hormonas vegetales (Staswick et al., 2005). Por 

ejemplo, GH3.3, GH3.5 y GH3.6 también conjugan Asp, Met y Trp con ácido 

jasmónico, lo que influye positivamente en el desarrollo de raíces adventicias 

(Gutierrez et al., 2012). GH3.5 además conjuga al ácido salicílico con aminoácidos, 

este doble papel puede explicar el requerimiento de auxinas en las respuestas de 

defensa de la planta después de la infección por patógenos y en respuestas al 

estrés abiótico (Westfall et al., 2016; Zhang et al., 2007; Park et al., 2007).  

Las amidohidrolasas de AIA revierten algunos conjugados AIA-aa a AIA 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 AIA-Leu, AIA-Ala, AIA-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 inhibición del crecimiento de las 

raíces comparable a la causada por la aplicación exógena de AIA, lo que indica que 

estos conjugados son formas de almacenamiento que regulan el metabolismo de 

las auxinas (Rampey et al., 2004). Los conjugados AIA-aa más abundantes son 

IAA-Asp e IAA-Glu y no se consideran formas de almacenamiento reversibles a AIA 

sino moléculas para catabolismo (Kowalczyk y Sandberg, 2001). 

Se han detectado conjugados AIA-azúcares unidos por enlaces éster en 
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Arabidopsis, soya, maíz y arroz (Bandurski y 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 AIA-azúcares son una 

fuente importante de auxinas durante el establecimiento temprano de las plántulas 

en algunas especies (Bandurski y Schulze, 1977; Jakubowska y Kowalczyk, 2004). 

En Arabidopsis, AIA-glcucosa es el conjugado de AIA por enlace éster más común 

y el metabolito de AIA más abundante en los tejidos, con niveles particularmente 

altos en las raíces (Porco et al., 2016). Enzimas UDP-glucosiltransferasas 

específicas catalizan la conjugación de UDP-glucosa al AIA y se han identificado 

en maíz y Arabidopsis (Szerszen et al., 1994; Jackson et al., 2001). La 

sobreexpresión de estas enzimas en Arabidopsis provoca la acumulación de IAA-

glucosa y disminuye la sensibilidad al AIA exógeno (Jackson et al., 2002). Aún falta 

por conocer las contribuciones de los conjugados de AIA por enlaces éster al 

metabolismo del AIA y al desarrollo de las plantas. 

El éster metílico del AIA (MeIAA) también se considera una forma relevante, es una 

auxina volátil no polar que se mueve a través de la planta tanto por difusión como 

por transporte activo. La carboxil metiltransferasa (IAMT) de Arabidopsis es una 

enzima capaz de metilar el grupo carboxilo del AIA in vitro (Zubieta et al., 2003). 

Por otro lado, la interrupción del gen IAMT1 de Arabidopsis causa defectos de 

desarrollo, incluyendo enanismo y fertilidad reducida (Qin et al., 2005). La 

aplicación de MeAIA exógeno inhibe el crecimiento de la raíz y el alargamiento de 

hipocótilo en la oscuridad en un grado comparable con la aplicación de AIA, lo que 

indica que el MeIAA regula los niveles endógenos de AIA. El propio MeAIA no es 

reconocido por los co-receptores de auxinas y no interfiere con la percepción del 

AIA (Abbas et al., 2018), apoyando así la teoría de que los efectos del MeIAA en el 

desarrollo de la planta son atribuibles al AIA hidrolizado. 

El ácido indol-3-butírico (IBA) puede convertirse en AIA mediante enzimas 

peroxisomales en un proceso similar a la ß-oxidación de ácidos grasos (Zolman et 

al., 2008; Strader et al., 2010) (Fig. 3). Las mutantes en la vía de la ß-oxidación del 

IBA son insensibles al IBA pero sensibles al AIA, lo que indica que el IBA en sí 

mismo está inactivo y que cualquier respuesta auxínica es completamente 

atribuible a su conversión a AIA (Strader et al., 2010). Se ha demostrado que el 

AIA derivado del IBA desempeña funciones específicas en muchos aspectos 

diferentes del desarrollo de brotes y raíces (Frick y Strader, 2018). Sin embargo, 
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hasta la fecha no está claro si el IBA es una forma inactiva de almacenamiento o 

un precursor de AIA. Se espera que el descubrimiento de las enzimas involucradas 

en la síntesis del IBA aclare su papel en la regulación de los niveles del AIA. 

La atenuación del AIA a través de la oxidación por la formación del ácido 2-oxindol-

3-acético (oxIAA) y su posterior conjugación a glucosa (IAA-glc) se considera la vía 

principal para la inactivación del AIA, ya que estos metabolitos oxidativos se 

encuentran 100 veces más que otros catabolitos del AIA y ambos aumentan 

rápidamente después de la aplicación de AIA (Kai et al., 2007; Pencik et al., 2013). 

La cuantificación de los niveles del oxIAA en las raíces de Arabidopsis demostró 

que su distribución coincide con la del AIA donde la enzima UGT74D1 cataliza la 

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

2.8. Localización celular del AIA 

La localización intracelular del AIA influencia los niveles de AIA activos. El 

descubrimiento de los transportadores de AIA asociados con la membrana del 

retículo endoplásmico (RE), como PIN5, PIN6, 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 señalización nuclear 

(Mravec, et al., 2008; Dal Bosco et al., 2012; Simon et al., 2016) (Fig. 3). Además, 

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 demostró que algunos 

miembros de YUC y TAR también se colocalizan en la membrana del RE en 

Arabidopsis y maíz, aportando una fracción significativa de AIA (Kriechbaumer et 

al., 2016). Por lo tanto, el RE juega un papel importante en la regulación 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 

AIA, ya que se demostró que los transportadores de iones en el tonoplasto afectan 

el transporte de AIA a través de la modulación del pH apoplástico (Cho et al., 2012). 

Además, la participación 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 AIA de la vacuola al citosol. La localización vacuolar del AIA 

parece ser particularmente relevante para el crecimiento en grosor, ya que la 

mutante wat1-1 muestra defectos en la deposición de la pared celular y presenta 

una longitud reducida del tallo (Ranocha et al., 2013). Del mismo modo, la 

disminución de la expresión de COLE1, una proteína accesoria CLIP, un 

transportador vacuolar de AIA, produce una disminución de la longitud del 

entrenudo y la altura de la planta de arroz (Liu et al., 2016). También se han 

detectado algunos precursores del AIA, así 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 línea 

generada por “activation-tagging” que mostraba cambios en su desarrollo 

causados por la sobreproducción de auxinas (Zhao et al., 2001). Dado que la 

mutante tenía las hojas curvadas hacia abajo y un hábito de crecimiento 

semierecto, que se parecía a la planta conocida como yuca (Agave sp.), el gen 

identificado se denominó YUCCA (Zhao et al., 2001). Los genes YUC se han 

identificado en varias especies, incluidos 11 genes en Arabidopsis thaliana (Cheng 

et al., 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 (Tobeña-Santamaria et al., 2002; Expósito-

Rodríguez et al., 2011; Tivendale et al., 2010; Böttcher et al., 2013). Su presencia 

en todas estas especies indica que los genes YUC están conservados en el reino 

vegetal. 

Estudios filogenéticos demuestra que los genes YUC comparten ancestros 

comunes en diversos grupos taxonómicos, incluyendo musgos, 

monocotiledóneas, dicotiledóneas y plantas vasculares. Sin embargo, el origen de 

los genes YUC e incluso de toda la vía 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 especialización de las 

eudicotiledóneas y monocotiledóneas en los últimos 150 millones de años 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 típicas y actividades similares a las FMOs de los mamíferos 

(Cashman et al., 2002). Son óxido-reductasas que catalizan la inserción de 

grupos hidroxilo a sus sustratos y en mamíferos están involucradas en la oxidación 

de compuestos para su eliminación (Krueger y Williams, 2005). Se han identificado 

FMOs en todos los genomas secuenciados de plantas y sus funciones estás 

relacionadas a la biosíntesis de moléculas de señalización, el metabolismo de 

glucosinolatos y la defensa contra patógenos, a diferencia de sus homólogos 

de mamíferos que funcionan en la detoxificación (Schlaich, 2007). Los estudios 

bioinformáticos y bioquímicos han demostrado que las FMOs de plantas 

generalmente albergan motivos (o residuos de aminoácidos) altamente 

conservados en secuencia y posición (Krueger et al., 2005; Schlaich et al., 2007). 

Por ejemplo, el motivo de unión a FAD que se encuentra cerca del extremo N-

terminal y el motivo de unión a NADPH que se ubica en la región media, presentan 

ambos una secuencia GxGxxG altamente conservada (Cashman et al., 1995). Un 

motivo GG (ExxxxxGG) muy cerca del motivo de unión a FAD estabiliza la unión 

al dinucleótido y un motivo ATG1 (DxxxxATG) funciona probablemente para 

conectar los sitios FAD y NADPH (Vallon et al., 2000). El motivo de identificación 

de las FMOs (FxGxxxHxxxY) se encuentra justo antes del dominio de unión a 

NADPH y también contribuye a dicha unión (Fraaije et al., 2002). Finalmente, el 

motivo ATG2 en la parte C-terminal tiene una secuencia de aminoácidos 

característica llamada FATGY (Vallon et al., 2000).  

Por medio de ensayos bioquímicos en proteínas YUCCA recombinantes se 

dilucidó el mecanismo de reacción para la conversión de IPA a AIA: el primer paso 

es la reducción del cofactor FAD a FADH- por NADPH, subsecuentemente, el 

FADH- reacciona con el oxígeno para formar el intermediario flavin-C4a-

(hidro)peroxi, que finalmente oxigena al sustrato electrofílico IPyA dando como 

resultado su conversión a AIA (Dai et al., 2013). 

La biosíntesis local ayuda a establecer un gradiente crítico de auxinas dentro de 
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la raíz, 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 

expresión de los genes YUC afectan los niveles auxinas (Mashiguchi et al., 2011; 

Won et al., 2011). En particular, las mutantes quíntuples yuc3yuc5yuc7yuc8yuc9 

muestran un crecimiento de raíces y gravitropismo perturbados (Chen et al., 

2014a). Además, la expresión antisentido de YUC1 resulta en una raíz defectuosa 

que se asemeja al fenotipo de la raíz de una mutante insensible a auxinas 

(Yamamoto et al., 2007). 

Las auxinas promueven la formación de raíces adventicias. Está demostrado que 

la familia de genes YUC orquesta la biosíntesis de auxinas endógenas necesarias 

para la inducción de raíces adventicias, entre los cuales YUC1 y YUC4 parecen 

desempeñar el papel más importante (Chen et al., 2016; Sang et al., 2016). Varios 

factores ambientales que incluyen a la luz (Suzuki et al., 2016), la disponibilidad 

de azúcar (Sairanen et al. 2012), y los ritmos circadianos (Pan et al., 2019), están 

involucrados en la regulación de la actividad de los genes YUC para el desarrollo 

de novo de raíces adventicias. Los genes YUC también participan en la regulación 

del crecimiento de la raíz primaria y el crecimiento del hipocótilo 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). Además, los genes YUC juegan un 

papel en la regulación del crecimiento la raíz durante las interacciones planta-

microorganismo o planta-planta al regular los niveles de auxinas (Ishida et al., 

2016; Wang et al., 2019). 

La deleción de múltiples genes YUC causa plantas con fenotipos de hojas 

estrechas deficientes en auxinas (Zhao et al., 2001; Cheng et al., 2007), mientras 

que la sobreproducción de auxinas resulta en hojas curveadas (Kim et al., 2007). 

La polaridad adaxial-abaxial de la hoja está mediada por varios genes YUC, ya 

que implica la acumulación local de auxinas en las células del margen de la hoja 

(Wang et al., 2011a). La mutante yuc1yuc2yuc4yuc6 mostó un número 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 formación de haces vasculares y el desarrollo 

de la hoja (Cheng et al., 2006). En los órganos 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 patrón de los gametofitos 
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femeninos depende de una distribución asimétrica y una acumulación local de 

auxinas mediada por genes YUC (Pagnussat et al., 2009). Los genes YUC también 

son necesarios para el control de la biosíntesis 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 expresión de viarios 

genes YUC es alta en tejidos de varias semillas sugiriendo que la biosíntesis de 

auxinas a través de la vía TAA/YUC es fundamental para la reproducción de las 

plantas (Gallavotti et al., 2008; Zheng et al., 2016; Feng et al., 2019; Bai et al., 

2013). 

La biosíntesis de auxinas genera las concentraciones requeridas para reprogramar 

la expresión de los genes involucrados en las respuestas a estímulos o ante 

situaciones de estrés (Bielach, et al., 2017). Se ha resaltado la importancia de la 

síntesis de auxinas mediada por los genes YUC en la regulación del estrés, la 

arquitectura de la raíz, la adaptación a la sequía, la contención de las especies 

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

2.10. Identifcación y generación de la mutante thread/yucca4 

Zhao y col. (2001), analizaron mutantes con ganancia de función generadas por la 

técnica de “activation tagging” (Weigel et al. 2000), y determinaron que las 

inserciones de los potenciadores de la expresión estaban aproximadamente tres 

kilobases río-abajo de la región codificante del primer gen identificado como 

YUCCA, el cual posteriormente se colocó bajo el control del promotor 35S 

completo, y observaron que las plantas imitaban el fenotipo mostrado por la 

mutante de “activation tagging”. Estas últimas mutantes fueron empleadas para 

estudios posteriores (Zhao et al., 2001). Además de los hipocótilos alargados, las 

mutantes denominadas yucca presentaron un fenotipo característico de elevados 

niveles de auxinas durante su desarrollo: en la parte aérea, las plántulas tuvieron 

cotiledones epinásticos y peciolos elongados. Dicho fenotipo fue similar al de las 

mutantes sobreproductoras de auxinas como sur1, sur2, y las plantas 

transgénicas que sobreexpresan el gen bacteriano iaaM de síntesis de AIA (Zhao 

et al., 2001). Las raíces de yucca presentaron un mayor número y longitud de 

pelos radiculares con relación a las plántulas silvestres. Las plántulas crecidas en 

oscuridad desarrollaron hipocótilos más cortos sin el gancho apical. Las hojas 

maduras de yucca fueron más pequeñas, estrechas, epinásticas 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 función que se encuentra en el fondo genético Wassilewskija 

(Ws), generada por la técnica de “activation tagging” usando como vehículo el 

elemento transponible de maíz En-I, y como inductor de la transcripción a cuatro 

potenciadores o “enhancers” provenientes del promotor 35S del CaMV. La 

mutante fue aislada por Marsch-Marínez y colaboradores en el Plant Research 

International, Wageningen, Holanda, y presentaba un fenotipo similar al reportado 

en las mutantes sobreproductoras de auxinas. Se mapeó el gen involucrado y 

se encontró que la inserción del elemento activador ocurrió 828 bp río-arriba del 

codón de inicio del gen YUCCA4 (Marsch-Martínez et al., 2002). Sin embargo, 

los autores antes mencionados no caracterizaron fisiológicamente a la mutante, 

por lo que en el presente trabajo se planteó realizar la transformación de A. 

thaliana con el gen YUCCA4 bajo el control del promotor 35S completo y analizar 

las consecuencias fisiológicas de su sobreexpresión.  
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3. JUSTIFICACIÓN 

La participación de las auxinas en diferentes procesos celulares se debe a la 

diversidad de factores de transcripción y represores que participan en la vía de 

señalización, así como a los genes que codifican enzimas que participan en la 

síntesis 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 caracterización fisiológica y bioquímica de las mutantes 

con sobreexpresión del gen YUCCA4. 

 

4. HIPÓTESIS 

La sobreexpresión del gen YUCCA4 en Arabidopsis thaliana incrementa la 

cantidad de auxinas en la planta alterando su homeostasis e impacta en la 

interacción con otros reguladores del crecimiento vegetal. 
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5. OBJETIVOS 

5.1. Objetivo general 

Caracterizar los efectos fenotípicos de la sobreexpresión del gen YUCCA4 y su 

impacto sobre la producción, distribución, señalización y transporte de auxinas, 

así como la interacción con otros reguladores del crecimiento. 

 

5.2. Objetivos específicos 
 

a) Realizar la sobreexpresión de YUCCA4 y analizar la subsecuente 

sobreproducción de auxinas en Arabidopsis. 

b) Determinar la influencia de la sobreexpresión del gen YUCCA4 sobre el 

crecimiento y desarrollo de las plantas. 

c) Caracterizar el efecto de la sobreproducción de auxinas sobre su 

transporte, distribución y señalización. 

d) Establecer si la sobreproducción de auxinas influye en la interacción con otros 

reguladores del crecimiento vegetal. 
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6. RESULTADOS 

6.1 Artículo de investigación 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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7. DISCUSIÓN GENERAL Y CONCLUSIONES 

Las auxinas son reguladores del crecimiento ubicuos en todo el reino vegetal y 

contribuyen a regular una amplia variedad de procesos fisiológicos, actuando en 

interacción con otras fitohormonas (Vanstraelen y Benková, 2012). En Arabidopsis, 

se propone que la biosíntesis del AIA se realiza principalmente a través de la vía 

Trp-IPyA-AIA donde las enzimas YUC desempeñan un papel clave (Zhao, 2012). 

El mecanismo catalítico de YUC para convertir IPyA en AIA se describió 

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 

expresión revelaron que cada gen YUC tiene un patrón de expresión distinto; sin 

embargo, se observan patrones de expresión superpuestos que sugieren que los 

genes YUCCA tienen funciones redundantes (Chen et al., 2014a; Cheng et al., 

2006, 2007). El análisis de los genes YUCCA indica que YUC1, YUC2 y YUC4 se 

expresan a niveles relativamente altos en hojas jóvenes 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 raíz en Arabidopsis. La expresión 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, YUC10 y 

YUC11 se expresan en los embriones (Kasahara, 2015). La interrupción de un solo 

gen YUC en Arabidopsis no causa un fenotipo aparente, mientras que las 

mutantes triples o cuádruples muestran defectos graves en diversos procesos de 

desarrollo, lo que sugiere que la biosíntesis de auxinas regulada espacial y 

temporalmente por múltiples genes YUC es esencial para el desarrollo de las 

plantas (Cheng et al., 2006, 2007).  

Los análisis funcionales y filogenéticos sugieren que la familia de genes YUC 

se ha expandido tanto en eudicotiledóneas como en monocotiledóneas con una 

amplia diversificación funcional en diferentes especies (Gallavotti et al., 2008). 

Los genes YUCCA han sido ampliamente estudiados, no solo en Arabidopsis 

sino también en varias especies agrícolas y de ornato (Exposito-Rodriguez et al., 

2011; Le et al, 2010; Li et al., 2014; Liu et al., 2014; Pan et al., 2015; Tobeña-

Santamaria et al., 2002; Wang et al., 2016; Yamamoto et al., 2007; Yan et al., 

2016). Hasta ahora, de los 11 homólogos de YUC, la sobreexpresión de 

YUCCA1,3,5,6,7,8,9,10 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 sobreexpresión del gen YUC4 no se ha estudiado hasta la 

fecha, solo hay un informe anterior en el que se genera una línea denominada 

thread generada mediante inserciones de “activation tagging” en Arabidopsis 

utilizando el sistema de transposón En-I de maíz (Marsch-Martínez et al., 2002). 

Se ha demostrado que YUC4 es blanco de varios factores de transcripción, lo 

que resulta en un aumento de la biosíntesis de auxinas. STYLISH1 activa la 

transcripción de YUC4 (Sohlberg et al., 2006; Ståldal et al, 2008) 

presumiblemente cooperando con NGATHA y FUSCA3 (Tang et al., 2017; 

Trigueros et al., 2009). YUC4 también parece ser un objetivo de transcripción 

directa de LEAFY COTYLEDON2 (Stone et al., 2008). 

La expresión 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 enzimática, pero el 

empalme alternativo hace que 72 pb del tercer intrón reemplacen al exón final en 

YUC4.2, introduciendo un dominio transmembranal hidrofóbico C-terminal de 24 

aminoácidos. En consecuencia, YUC4.2 se inserta en ER con la proteína frente al 

citosol, lo que sugiere un papel para la acumulación intracelular de auxinas 

(Kriechbaumer et al., 2012). El cDNA de Arabidopsis se obtuvo y amplificó 

utilizando cebadores específicos para toda la secuencia. El producto se secuenció 

antes de clonarse en un vector bajo la influencia del promotor 35S del virus del 

mosaico de la coliflor (CaMV). Después de la transformación de Arabidopsis, se 

obtuvieron cinco transfomantes, los cinco fueron genotipificadas para la inserción 

de T-ADN y se realizó un Northern Blot que indicó elevados productos de 

transcripción de YUC4. Seleccionamos una línea y la nombramos 35S::YUC4. 

Cuando se determinaron los niveles libres de AIA en 35S::YUC4, detectamos 

alrededor del 25% más que el ecotipo silvestre, cantidad que es ligeramente menor 

a la registrada en otras líneas de sobreexpresión de YUC previamente 

caracterizadas (Hentrich et al., 2013a; Zhao et al., 2001). Estos resultados 

confirmaron que 35S::YUC4 tiene aumentada la transcripción de YUC4, lo que 

conlleva a una posterior sobreproducción de auxinas, de las cuales el AIA puede 

estar siendo convertido a otras formas, almacenado o metabolizado para su 

degradación. El fenotipo observado en 35S::YUC4 es el característico de las 
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mutantes de Arabidopsis sobreproductoras de auxinas, que incluye dominancia 

apical incrementada, pecíolos alargados, hojas caulinares retorcidas, hojas de 

roseta largas y estrechas e hipocótilos alargados (Lee et al., 2012). La línea 

35S::YUC4 mostró márgenes de hojas anormales y hojas menos expandidas 

que Col-0 como se muestra en mutantes que sobreexpresan otros YUCCA. Se ha 

descrito que los márgenes de las hojas de estas mutantes contienen menos 

hidátodos y un mayor número de parches celulares, además los patrones de 

las células epidérmicas se parecen a los de los hidátodos (Wang et al., 2011a). 

Las mutantes con sobreexpresión de genes YUC en Arabidopsis exhiben 

fenotipos similares, pero no idénticos (Kim et al., 2007). Se propuso que los 

fenotipos específicos observados en diferentes líneas que sobreexpresan YUC 

son causados por la activación relativa e inespecífica conducida por el promotor 

35S, lo que resulta en diferentes niveles de auxinas endógenas en órganos, 

tejidos o incluso células específicas. Es posible que pequeñas diferencias en la 

expresión del gen YUC en tejidos o células específicas podrían afectar 

dramáticamente los fenotipos (Kim et al., 2007). En Arabidopsis, los trabajos 

donde los genes YUC están sobreexpresados no informan un efecto obvio en la 

arquitectura de la raíz cuando se cultivan en medios MS (Chen et al., 2014a; Kim et 

al., 2007). Sin embargo, el crecimiento de las raíces laterales se promovió 

significativamente en las mutantes sobreexpresoras de YUC7 cuando se 

cultivaron en condiciones de sequía (Lee et al., 2012). En el caso de 35S::YUC4, 

se observa un ligero aumento tanto en el número de raíces laterales como en la 

longitud de la raíz; además, detectamos que las raíces primarias de 35S::YUC4 

tienen un diámetro más pequeño en comparación con el tipo silvestre, indicando 

que aumentar el contenido de auxinas endógenas puede modificar ligeramente 

la arquitectura raíz de Arabidopsis. 

El gradiente de auxinas a menudo se visualiza usando los reporteros de auxinas 

con el promotor sintético DR5 controlado la expresión de la proteína fluorescente 

verde (GFP) o de la β-glucoronidasa (GUS). La inactivación de los genes YUC en 

Arabidopsis conduce a la reducción de la tinción en DR5::GUS (Cheng et al., 2006). 

Por el contrario, en la línea sobreproductora de auxinas yucca6-1D, se usó el 

reportero DR5::GUS para indicar un aumento de los niveles endógenos 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 plántula, DR5::GFP se 
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expresa altamente en el centro quiescente, las células de columnela adyacentes 

y en la cubierta de la raíz (Sabatini et al., 1999). Encontramos que 35S::YUC4 

mostró un aumento de la fluorescencia en las zonas mencionadas anteriormente 

del meristemo de la raíz en comparación con las plántulas de tipo silvestre.  

La señalización de las auxinas involucra un número de genes que codifican 

proteínas AUX/IAA que retroalimentan negativamente su propia regulación. En 

presencia de auxinas, las proteínas represoras AUX/IAA se degradan por una vía 

mediada por el proteasoma 26S, liberando así factores de transcripción. Usando 

el reportero HS::AXR3NT-GUS (Gray et al., 2001), encontramos que la línea de 

superproducción de auxinas 35S::YUC4 muestra una mayor degradación de la 

proteína represora AXR3. El gen AXR3 codifica para uno de los represores 

AUX/IAA en la vía de transducción de señales de auxinas cuya degradación 

por el proteasoma aumenta con la aplicación de auxinas. En conjunto, estos 

resultados sugieren que la sobreproducción de auxinas en 35S::YUC4 conduce a 

un aumento de la respuesta de auxinas con una posterior degradación 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 

difusión y el transporte activo. Los transportadores de eflujo de auxinas 

pertenecientes a la familia PIN son reguladores clave para la distribución de 

auxinas (Adamowski y Friml, 2015). Se reportó que las auxinas pueden regular 

los niveles de PIN y su localización, dicha retroalimentación puede contribuir a 

las propiedades compensatorias de la red de distribución de auxinas (Vieten et al., 

2005). Se describió previamente una dependencia entre la dosis de auxinas 

exógenas y los cambios en el nivel de expresión de PIN1. Se observaron 

diferencias entre PIN1::PIN1-GFP y PIN1::GUS en respuesta a las auxinas, 

concluyendo que las auxinas activan la expresión 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 expresión disminuida de 

PIN1::PIN1-GFP que indica que la sobreproducción de auxinas está 

disminuyendo la regulación de PIN1 post-transcripcionalmente. La degradación de 

las proteínas PIN dependiente del proteasoma es una regulación post-

transcripcional regulada por auxinas (Ruiz Rosquete et al, 2012). Además, 

encontramos que PIN2, PIN3 y PIN7 están incrementados en 35S::YUC4, se ha 
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reportado que las plantas transgénicas PIN1,2,3,4,6,7::GUS responden al 

tratamiento con auxinas mediante el aumento de su expresión tejido-específica 

(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). Además, se 

sugirió un doble papel para las auxinas en la regulación de la transcripción y 

degradación del PIN, y a  q u e  la aplicación de altas concentraciones de auxinas 

disminuye la intensidad de la señal de PIN7-GFP y PIN2-GFP, mientras que, a 

bajas concentraciones, las cantidades de proteínas PIN2 y PIN7 aumentaron 

(Vieten et al., 2005). Según estos informes, las cantidades endógenas de auxina en 

las raíces 35S::YUC4 son lo suficientemente altas como para regular de manera 

diferencial a las proteínas PIN. Aún no está claro si los otros transportadores 

están regulados para compensar la disminución de PIN1 o si esta regulación ocurre 

de manera independiente de PIN1. 

Los hipocótilos largos en plantas sobreproductoras de auxinas se asocian a un 

aumento de la elongación celular en lugar de a un mayor número de células en la 

epidermis como el córtex (Lee et al., 2012; Woodward et al., 2005). Las auxinas se 

sintetizan principalmente en el ápice de los brotes y luego se transportan hacia la 

raíz a través de los hipocótilos, donde pueden regular la expansión celular de 

manera diferencial durante los tropismos (Spalding, 2013). La capacidad de las 

auxinas para inducir el alargamiento del hipocótilo se ha explicado por la 

reducción del pH apoplástico, promoviendo así la extensión de la pared celular 

(Takahashi et al, 2012). Si bien, las plantas que producen una cantidad excesiva 

de auxinas tienen hipocótilos largos, este efecto de elongación no puede simularse 

mediante la aplicación exógena de AIA o análogos sintéticos. La elongación del 

hipocótilo en la planta intacta se promueve cuando las auxinas se suministran 

exógenamente en forma de proauxinas permeables a la membrana (Savaldi-

Goldstein et al., 2008) o cuando se aplican diariamente altas concentraciones de 

AIA en condiciones específicas de luz y del desarrollo (Covington y Harmer, 

2007). Sin embargo, algunas condiciones que aumentan los niveles de auxinas 

endógenas también promueven el alargamiento del hipocótilo, 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 producción rápida de auxinas en los cotiledones por la vía 

TAA/YUC, y las auxinas recién producidas se transportan al hipocótilo para 
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inducir su alargamiento (Zhao, 2018). Debido a que el aumento del transporte de 

auxinas podría ser el responsable del alargamiento del hipocótilo en 35S::YUC4, 

probamos el inhibidor de transporte de auxinas NPA encontrando que el  bloqueo 

del  transporte conduce a la reducción de la longitud del hipocótilo de una manera 

dependiente de la dosis hasta alcanzar una longitud similar del ecotipo silvestre 

no tratado. El aumento de la producción de auxinas podría provocar un aumento 

en su transporte y el alargamiento de los hipocótilos en 35S::YUC4. Se reportó 

que el NPA puede inhibir completamente el alargamiento del hipocótilo inducido 

por la sombra en Arabidopsis, presumiblemente porque se evita que el AIA libre 

en los cotiledones se transporte a los hipocótilos (Zhao, 2018). 

Para averiguar cómo se distribuyen las auxinas antes y después de la aplicación de 

NPA en 35S::YUC4, utilizamos los reporteros DR5::GUS y BA3::GUS para la 

localización de auxinas. Los informes anteriores que utilizan NPA indican que la 

actividad de DR5::GUS fue más fuerte en los cotiledones y meristemos, lo que 

indica que el NPA bloqueó el transporte de auxinas causando su acumulación en 

estos tejidos (Casimiro et al., 2001; Himanen et al., 2002; Nishimura et al., 2012). 

En nuestros experimentos, observamos una acumulación de auxinas en las 

puntas y los márgenes de las hojas, así como en los meristemos de la raíz de 

una manera dependiente de la concentración de NPA. Los informes indican que 

el NPA provoca la acumulación de auxinas en y cerca de las fuentes de auxina, 

lo que aumenta el número de venas secundarias, así como su tamaño (Huang et 

al., 2017a). Sin embargo, la tinción DR5::GUS fue más 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. Además, en el meristemo 

de la raíz podemos observar un ensanchamiento característico causado por 

NPA, mientras que el aumento del máximo de auxinas en esta zona es más 

dramático para 35S::YUC4. El engrosamiento del meristemo de la raíz causado 

por la acumulación atípica de auxinas endógenas es presumiblemente causado 

por una nueva especificación del tipo de celular (Casimiro et al., 2001; Sabatini 

et al., 1999). La línea reportera BA3::GUS también se usa para la localización 

de auxinas y normalmente se expresa en pecíolos, hipocótilo y discretamente en 

tejidos vasculares, cuando BA3::GUS se movilizó al fondo 35S::YUC4, la 

expresión 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 raíz de una manera dependiente de la dosis. Es importante 

destacar que a concentraciones aumentadas de NPA, la expresión de BA3::GUS 

en los hipocótilos de 35S::YUC4 desaparece, lo que indica que NPA impide que 

las auxinas alcancen esta zona normalizando la longitud del hipocótilo. 

Ambos reporteros, DR5::GUS y BA3::GUS se usan ampliamente para mostrar 

los niveles de auxina in situ, sin embargo, muestran patrones de expresión 

diferentes en condiciones control y cuando se movilizan a 35S::YUC4, este 

comportamiento podría explicarse debido al origen de la construcción 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 construyó 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::YUC4 tienen niveles aumentados de 

auxinas que causan su fenotipo característico y en base a la intensidad y el 

patrón de expresión mostrado por ambos genes en el fondo 35S::YUC4, podemos 

sugerir que las auxinas podrían estar presentes en otras formas, además del AIA, 

como resultado de su propia homeostasis. En la mayoría de los tejidos, las 

respuestas a auxinas dependen de la concentración y diferentes tejidos 

responden de manera distinta a cantidades variables de auxinas exógenas 

(Thimann, 1937). Las concentraciones más altas de auxinas pueden ser 

inhibitorias, por lo tanto, el nivel endógeno óptimo debe ser fuertemente 

controlado. Durante la regulación de la homeostasis de las auxinas, se emplean 

diversos mecanismos, como la biosíntesis, la degradación, el transporte y la 

formación de conjugados (Ludwig-Muller, 2011). 

Las auxinas y el ABA interactúan para modular varios aspectos del crecimiento y 

desarrollo de las plantas, así como las respuestas al estrés biótico y abiótico 

(Verslues y Zhu, 2007). El ABA se acumula en el embrión y regula el desarrollo, 

maduración y la latencia de las semillas, además de inhibir la germinación 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 más pequeñas (Xiong y Zhu, 

2003). Se han identificado loci insensibles a ABA: ABI3, ABI4 y ABI5, que 
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codifican factores de transcripción que desempeñan funciones críticas que regulan 

numerosos genes específicos en las semillas y afectan numerosos procesos 

después de la germinación (Finkelstein, 2013). ABI4 codifica un factor de 

transcripción AP2/ERF, que se expresa en ventanas de desarrollo discretas 

principalmente durante la maduración de las semillas y en las plántulas después de 

la germinación durante el establecimiento del crecimiento autótrofo (Arroyo et al., 

2003; Finkelstein et al., 1998; Shkolnik-Inbar & Bar-Zvi, 2010; Soderman et al., 

2000). Además, ABI4 se expresa en niveles bajos, aunque detectables, durante 

las etapas posteriores del desarrollo, que probablemente participan en diversas 

vías de señalización (Arroyo et al., 2003; Soderman et al., 2000). Por ejemplo, 

ABI4 está involucrado en las respuestas a carbohidratos (Arenas-Huertero et al., 

2000; Arroyo et al., 2003; Huijser et al., 2000; Laby et al, 2000; Ramon et al., 2007), 

movilización de lípidos en el embrión (Penfield et al., 2006) y señalización 

retrógrada de plástido a núcleo (Koussevitzky et al., 2007). ABI4 puede reconocer 

los elementos cis CE1 (motivo CACCG y CCAC) en genes blanco para controlar su 

propia transcripción actuando como activador o represor (Koussevitzky et al., 2007; 

Shu et al., 2013; Wind et al, 2013). En consecuencia, ABI4 regula directamente 

su propia expresión, así como la de ABI5 y SBE2.2 para mediar en la 

señalización en respuesta a azúcares (Bossi et al., 2009). ABI4 puede regular la 

latencia de la semilla al reprimir a CYP707A1 y CYP707A2 aumentando la 

biosíntesis de ABA y promoviendo la degradación del ácido giberélico al activar a 

GA2ox7, además de reprimir los elementos de señalización de citocininas ARR6, 

7 y 15 (Huang et al, 2017b; Shu et al., 2016; Shu et al., 2013). Al disminuir la 

expresión 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 patrón de expresión del reportero GUS en ABI4::GUS se 

correlaciona con el perfil de expresión del transcrito de ABI4 y con los datos 

públicos de microarreglos disponibles sobre la expresión de ABI4 (Arroyo et al., 

2003; Bossi et al., 2009 ). Trabajos anteriores indican la dinámica de expresión de 

ABI4::GUS, donde ABI4 se limita al embrión y se detecta en todos los tejidos 

visibles durante la germinación (Bossi et al., 2009; Penfield et al., 2006). Los 

autores indican que en el día 1 después de la germinación, se observa una 

expresión elevada de ABI4::GUS en los cotiledones incluso antes de que 

emergieran de la cubierta de la semilla. En el día 2, hay una fuerte tinción de 
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GUS en los cotiledones y el hipocótilo. Los niveles de GUS se reducen el día 3 y 

la punta de la raíz se tiñe. Los picos de expresión de ABI4 alrededor del día 6 se 

restringen a los cotiledones, hipocótilos y la punta de la raíz y se reducen 

lentamente con el desarrollo de las plántulas. Finalmente, en plántulas de 10 o 

más días, la actividad GUS es indetectable (Arroyo et al., 2003; Bossi et al., 2009; 

Shkolnik-Inbar & Bar-Zvi, 2011). La descripción de la expresión de ABI4::GUS 

corresponde a lo observado en nuestras condiciones experimentales para las 

plántulas silvestres, sin embargo, encontramos un aumento en la expresión de 

ABI4::GUS en plántulas 35S::YUC4 durante todos los estadios mencionados 

anteriormente. Sin embargo, los reportes indican que las auxinas afectan la 

expresión de ABI4, se describió que su expresión es reprimida por las auxinas en 

las raíces, mientras que ABA y las citocininas la inducen (Bossi et al., 2009; 

Shkolnik-Inbar & Bar-Zvi, 2010). Además, el tratamiento con AIA produce una 

disminución del 75% en el nivel de transcrito de ABI4 en las raíces, mientras que 

la aplicación del inhibidor del transporte de auxinas ácido 2,3,5-triyodobenzóico 

(TIBA) produjo un aumento de los niveles de transcripción 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 expresión de ABI4 bajo el efecto de altas concentraciones de 

auxinas endógenas. 

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 exógeno, el desarrollo de las raíces 

laterales se inhibe y el crecimiento general se retrasa (Harris, 2015). Además, 

el tratamiento con ABA parece reducir la biosíntesis de auxinas o su 

señalización, evidenciada por la disminución de IAA2::GUS y DR5::GUS, 

señalando la importancia en la inhibición del crecimiento radicular inducida por ABA 

(He et al., 2012; Wang et al., 2011b). Observamos que las altas concentraciones 

de ABA disminuyen drásticamente a DR5::GUS y BA3::GUS en plántulas 

silvestres hasta que casi desaparece la expresión de ambos marcadores en el 

brote y la raíz, en 35S::YUC4 también se observa esta reducción, sin embargo, la 

expresión todavía es claramente detectable, especialmente en los brotes. Este 

resultado refuerza la teoría de que el ABA disminuye la señal o la biosíntesis 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 adaptación a las condiciones ambientales en constante cambio. Las 

hormonas vegetales son reguladores importantes que influyen en el desarrollo de 

la raíz. Además de regular muchos otros aspectos del crecimiento y desarrollo de 

las plantas, se sabe que el ABA regula el alargamiento de la raíz a través de las 

auxinas y el etileno en Arabidopsis (Rowe et al., 2016; Thole et al., 2014). Las 

plántulas de Arabidopsis muestran una respuesta diferente a ABA dependiendo 

de la etapa de desarrollo. La etapa de germinación de las semillas y el crecimiento 

posterior a la germinación son más sensibles al ABA que aquellas en otros 

estadios, más de 3 µM ABA bloquea la germinación y el crecimiento post-

germinativo (Belin et al., 2009; Meyer et al., 1994; Wang et al., 2011b). Además de 

su participación en la elongación de la raíz primaria, se ha descubierto que el ABA 

desempeña un papel clave en la formación de las raíces laterales (De Smet et 

al., 2003; De Smet et al., 2006). Un elemento de la señalización de ABA 

involucrado en la regulación de la arquitectura de la raíz es ABI4 ya que las 

mutantes abi4 desarrollan un mayor número de raíces laterales mientras que las 

plantas que sobreexpresan ABI4 tienen un número reducido. ABI4 se expresa en 

células del floema, y su expresión regula el nivel del transportador de eflujo de 

auxinas PIN1 lo que afecta la distribución y los niveles de auxinas en las raíces 

(Shkolnik-Inbar & Bar-Zvi, 2010). Cuando las plantas fueron crecidas en 

concentraciones altas de ABA, el crecimiento de Col-0 se retrasó de manera 

dependiente de la dosis, además, se observó una fuerte hipersensibilidad al ABA 

en en la línea 35S::YUC4, lo que indica que un mayor contenido de auxina 

endógena actúa en una manera sinérgica con el ABA para reprimir el 

crecimiento radicular. Por otro lado, abi4 mostró resistencia al efecto inhibidor 

de ABA. Se seleccionó la mutante abi4 debido a la relación observada entre la 

sobreproducción de auxinas y la expresión de ABI4::GUS. Cabe destacar que la 

cruza abi4/35S::YUC4 mostró una elongación de la raíz similar a Col-0. Así, la 

hipersensibilidad de 35S::YUC4 al ABA en el crecimiento post-germinativo 

requiere elementos de señalización de ABA como el factor de transcripción ABI4. 

Estudios previos han demostrado que las auxinas regulan la germinación de las 

semillas, pero aún no está claro cómo interactúan las auxinas con las vías de 
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biosíntesis/señalización de ABA y GA (Shuai et al., 2017). En soya y tabaco, 

tratamientos con AIA regulan negativamente la germinación 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 vía de señalización del ABA. La acción de las auxinas en 

la latencia de las semillas requiere la vía de señalización 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 inhibición de la germinación 

por ABA, así como del desarrollo de las plántulas (Tognetti et al., 2010). Además, 

otro grupo de investigación demostró que las semillas de las mutantes abi4 y abi5 

de Arabidopsis son insensibles al tratamiento con auxinas durante la germinación, 

lo que indica que ABI4 y ABI5 son reguladores importantes de la inhibición de la 

germinación de semillas mediada por auxinas (Chen et al., 2014b; Chen et al., 

2014c). Las mutantes de señalización del ABA; abi3, abi4 y abi5 exhibieron un 

fenotipo de germinación más rápido en comparación con la línea silvestre, 

mientras que las mutantes que sobreexpresan ABA2 o ABI4 exhibieron un fenotipo 

de germinación retardada (Shuai et al., 2017). El aumento de ABI4::GUS en 

35S:YUC4 podría ser un factor importante para la germinación retardada en la 

línea de sobreproductora de auxinas. Para probar esto, realizamos ensayos de 

germinación con concentraciones crecientes de ABA, en las condiciones control 

observamos que 35S::YUC4 germinó 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 germinación retardada 

(Li et al., 2014). Cuando aumentaron las concentraciones de ABA, la germinación 

retardada fue más notoria en 35S::YUC4, de forma contraria, abi4 mostró 

resistencia al ABA en la germinación. Anteriormente, se demostró que abi4 es 

insensible a las auxinas y resistente a su combinación con ABA durante la 

germinación (Chen et al., 2014b). Curiosamente, abi4/35S::YUC4 mostró tiempos 

de germinación similares a los de la línea silvestre, lo que indica que ABI4 es un 

factor requerido para la hipersensibilidad de 35S::YUC4 al ABA durante la 

germinación, siendo un elemento de convergencia en el control de la germinación 

mediado por ABA y auxinas. ABI3 también es un elemento importante para esta 

respuesta, un informe anterior indicó que la hipersensibilidad al ABA de la 
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línea iaaM-OX también se vio comprometida en la doble mutante iaaM-OX/abi3 

(Liu et al., 2013). En este trabajo, apoyamos que las auxinas endógenas inhiben 

la germinación de semillas de una manera dependiente de ABA, lo que indica que 

las auxinas y el ABA actúan de manera sinérgica para inhibir la germinación de 

semillas. 

Las auxinas son fitohormonas cruciales ampliamente distribuidas en todo el reino 

vegetal y contribuyen a la regulación de varios procesos del desarrollo durante el 

ciclo de vida de las plantas, actuando como integradoras de las actividades 

de múltiples hormonas vegetales para controlar el crecimiento de la planta en 

respuesta al ambiente. Aquí estudiamos la interacción auxinas-ABA centrada en 

las líneas sobreproductoras de auxinas, herramientas útiles para dilucidar los 

mecanismos del ciclo de vida de la planta. Nuestros datos refuerzan la noción de 

la importancia de las auxinas endógenas en la regulación de la latencia de las 

semillas, la germinación y el crecimiento posgerminativo. Los niveles 

incrementados de auxinas mejoran el efecto inhibitorio del ABA sobre la 

germinación y el desarrollo de las plántulas en Arabidopsis y proporcionamos 

evidencia adicional de que ABI4 está involucrado en esta inhibición controlada por 

ABA y auxinas. La generación y gestión del conocimiento sobre la biosíntesis 

de las fitohormonas, su homeostasis e interacciones podrían permitir desarrollar 

nuevas herramientas para controlar las respuestas de las plantas para mejorar 

finalmente ciertas características agronómicas. 
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9. PRODUCTOS ADICIONALES. 

9.1. Artículo de investigación indizado: Chromium differentially affects 
hydrogen peroxide distribution in primary and adventitious roots of 
Arabidopsis thaliana L. 
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9.2. Capítulo de libro. Vías de señalización de las hormonas vegetales. 
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9.3. Artículo de divulgación.  Fitohormonas: su función en las semillas. 
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