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RESUMEN.

Las plantas son organismos que integran diversas sefales ambientales a
través de la sintesis, transporte y sefalizacion de los reguladores de crecimiento,
conocidos comunmente como fitohormonas. El acido jasmonico (JA) es un
compuesto de naturaleza lipidica, que participa en respuestas de estrés, defensa
y desarrollo. Recientemente, se determind la participacion del oxido nitrico (ON)
en la respuesta del AJ en procesos de estrés por herida y en la alteracion de la
arquitectura radicular de Arabidopsis de manera similar al AJ. Por lo tanto, este
trabajo se planted para esclarecer posibles interacciones entre la sefializacion por
AJ y ON. Inicialmente, se evaluo el efecto del AJ en la respuesta de tres mutantes
afectadas en sintesis y sefializacion del ON, Atnoal, nial nia2 y drrl. Las tres
lineas mutantes mostraron la misma sensibilidad que las plantas silvestres en la
inhibicion del crecimiento de la raiz primaria en respuesta al AJ. Sin embargo,
interesantemente las mutantes Atnoal y drrl, fueron resistentes a los efectos
promotores del AJ sobre la formacién de las raices laterales. Estos resultados
sugieren que el ON se encuentra participando como un mediador de las respuesta
del AJ para la formacion de raices laterales en Arabidopsis thaliana. Por el
contrario, las mutantes afectadas en la sefalizacion por AJ jarl, coil-1 y axrl-3
tratadas con el donador de Oxido nitrico nitroprusiato de sodio (SNP), respondieron
de manera similar que su parental silvestre. Mediante microscopia confocal se
observé que el AJ induce un aumento en los niveles de ON, tanto en la raiz de
plantas silvestres como en la mutante Atnoal, mientras que en la mutante
insensible a AJ coil-1 se presento resistencia al incremento de los niveles de ON
en la raiz inducido por AJ. Ademas, se determinaron los niveles de expresion del
marcador de AJ LOX2:GUS en respuesta a SNP y AJ, evidenciando una mayor
expresion del gen reportero de manera dosis dependiente en plantas tratadas con
ambos compuestos. También se movilizo el marcador de respuesta a AJ
LOX2:GUS al fondo mutante Atnoal y drrl observando que en los dos fondos, los
niveles de expresion del marcador se ven disminuidos en condiciones control,

mientras que al ser inducidos con AJ se observé un aumento de la expresién sin
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llegar a los niveles del control. Estos resultados en conjunto sugieren que el ON
actla cascada abajo de la sefalizacion por AJ, participando como un mediador
dependiente del AJ en la regulacién de la arquitectura radicular de Arabidopsis
thaliana. Especificamente los genes AtINOA1 y DRR1 participan como elementos
de sefalizacion en la formacion de raices laterales en respuesta al AJ. Los
resultados en este estudio sugieren que el 6xido nitrico regula la expresion del gen
LOX2 inducible por &acido jasménico a través de la participacion de los genes
AtNOA1 y DRR1 los cuales funcionarian como elementos de sefializacion en la

expresion de dicho gen.
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1. INTRODUCCION.

Las plantas son organismos capaces de adaptarse y responder a diversos
estimulos ambientales para controlar su crecimiento y desarrollo. La regulacion de
estos procesos estd mediada por diferentes compuestos denominados
reguladores del crecimiento o fitohormonas, los cuales tienen un papel central en
la integracion de diversas sefiales ambientales y enddgenas que modulan el
programa genético de la planta (Santner y Estelle, 2009). Los primeros
reguladores del crecimiento descritos fueron las auxinas, el acido abscisico, las
citocininas, las giberelinas y el etileno. Recientemente, otros compuestos se han
identificado entre los que se incluyen a los brasinoesteroides, jasmonatos, acido
salicilico, 6xido nitrico y algunos lipidos (Durbak et al., 2012). La regulacién del
desarrollo en las plantas ocurre por procesos de division, expansion,
diferenciacion y muerte celular dando como resultado cambios morfogenéticos que
conducen a la germinacion de la semilla, la floracion, la maduracion de frutos y la
senescencia (Kepinski, 2006).

Los jasmonatos son fitorreguladores que modulan respuestas de estrés y
del desarrollo, (Li et al., 2004; Buchanan- Wollaston et al., 2005; Glazebrook,
2005; Howe y Jander, 2008; Browse, 2009) mediante una reprogramacion de la
expresion génica a gran escala (Mandaokar et al., 2006). Aunque se ha estudiado
ampliamente la ruta de sefalizacion de los jasmonatos, no se sabe si interactla
con otras moléculas para regular los procesos en los que participa.
Recientemente, se determind la participacion del oOxido nitrico (ON) en la
respuesta del AJ al estrés por herida (Winsche et al., 2011). EI ON es un
mensajero celular involucrado en diferentes procesos celulares y fisiolégicos en
las plantas, incluyendo el cierre de estomas (Neill et al., 2002), la floracion (He et
al., 2004) y la germinacion (Beligni y Lamattina, 2000). Ademéas, el ON modula la
expresion de genes involucrados en las vias de sefalizacion de otras hormonas.
En A. thaliana se ha observado que el ON regula la expresién de genes que
participan en la sintesis y respuesta a jasmonatos (Orozco-Céardenas y Ryan,

2002). Sin embargo, se desconocen las posibles interacciones entre los
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jasmonatos y el ON en otros programas de desarrollo, como el de la raiz, por

ejemplo.
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2. ANTECEDENTES.

2.1. Elmodelo de estudio Arabidopsis thaliana.

Arabidopsis thaliana es una pequefa planta que pertenece a la familia de
las Brasicaceas que ha llegado a ser uno de los modelos mas importantes para el
estudio de la biologia del desarrollo al presentar una serie de ventajas como
modelo de investigacion: |) es una planta pequefia (30 cm) y de facil de
manipulacion en condiciones de laboratorio. 1) Presenta un ciclo de vida corto (6-8
semanas), fecundacion autbgama y produce numerosas semillas que permanecen
viables durante varios afios. lll) su rapido crecimiento permite el andlisis de un
gran numero de individuos. 1V) posee alrededor de 25,000 genes, que en conjunto
integran un genoma muy pequefio comparado con el de otras angiospermas y por
lo tanto representa un sistema ideal para estudios genéticos y moleculares. V) se
han establecido sistemas de transformacion (ej. Agrobacterium tumefaciens) y de
mutagénesis para el andlisis de genes de interés (Mauch-Mani y Slusarenko,
1993).

2.2. Laraiz de Arabidopsis thaliana.

La raiz de Arabidopsis es un modelo relativamente sencillo y apropiado
para realizar investigaciones sobre procesos morfogenéticos. Las ceélulas que
forman los diferentes tejidos se producen a partir de cuatro células madre
localizadas en el apice de la raiz, las cuales generan todos los tipos celulares por
medio de divisiones estereotipicas seguidas de procesos de elongacion y
diferenciacion. El crecimiento de la raiz primaria ocurre en el meristemo apical de
la raiz (RAM, root apical meristem). El RAM produce células en dos direcciones,
las del extremo distal de las raices que dan origen a un tejido denominado cofia, el
cual protege a la punta de la raiz en su paso a través del suelo. En la cofia
también se perciben los estimulos ambientales, como la luz, la gravedad, los
obstaculos, los gradientes de temperatura, la humedad, los nutrientes y otras
sustancias, modulando asi la direccién del crecimiento de dicho 6rgano (Scheres
et al., 2002).
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El RAM ademas, produce células que forman la estructura de la raiz
agrupadas en distintos tejidos: los haces vasculares, el periciclo, la endodermis, el
cortex y la epidermis (Fig. 1). Como se mencioné antes, los distintos tejidos
celulares se forman a partir de cuatro células madre (células iniciales) localizadas
en el apice de la raiz primaria y de las raices laterales (Dolan et al., 1993). En
contacto con las células madre se encuentra un pequefio numero de células
denominado centro quiescente (QC), el cual presenta escasa actividad mitotica,

siendo su funcién principal el mantenimiento de las células iniciales.

25 ym
B Epidermis | USRS
- Cortex - Haz vascular
_ Endodermis ";'f."’ Células centrales {cantro quizscants)
- Periciclo " Cofia lateral

- Protoxilema - Columnelz

Figura 1. Estructura del sistema radicular de Arabidopsis thaliana. En el esquema se observan
los cortes transversal y longitudinal de la raiz primaria donde se indican los diferentes tejidos que la
conforman (Modificado de Ortiz-Castro y Lépez-Bucio, 2010).

Conforme se incrementa el tamafio de la raiz, la zona de division celular o
meristeméatica dara lugar a una region de expansion celular, denominada zona de

elongacion. Una vez que han incrementado su tamafio, las células se diferencian
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alcanzando un tamafio y funcién especifica, lo cual se puede apreciar con la
aparicion de pelos radiculares que son estructuras que emergen a partir de las
células epidérmicas y participan en la absorcibn de agua y nutrientes. Un
componente fundamental de la estructura radicular son las raices laterales (RL),
gue tienen su origen a partir de células del periciclo, estos érganos aumentan la

capacidad de exploracion del suelo y aportan un mejor anclaje a la planta.

2.3. Reguladores del crecimiento.

Los reguladores del crecimiento vegetal o fitohormonas son un grupo de
pequefias moléculas organicas las cuales controlan el desarrollo vegetal desde la
embriogénesis hasta la senescencia. Dicho control es llevado a cabo por la
modulacion de los programas celulares de division, expansion, diferenciacion y
muerte celular. Los primeros reguladores del crecimiento descritos fueron las
auxinas, el &cido abscisico, las citocininas, las giberelinas y el etileno,
recientemente diversos compuestos han sido también reconocidos por su
actividad biolégica, entre los que se incluyen a los brasinoesteroides, jasmonatos,
acido salicilico, 6xido nitrico y algunos lipidos (Durbak et al., 2012). Los
reguladores del crecimiento funcionan como moléculas integradoras de
informacion, cuyas vias de sefalizacion interactian con frecuencia para controlar
la morfogénesis de la planta y su respuesta al medio ambiente (L6épez-Bucio et al.,
2006).

Las fitohormonas integran diversos estimulos ambientales con el programa
genético de la planta y comparten diversas caracteristicas: I) se encuentran en
bajas concentraciones en el interior de los tejidos, Il) su biosintesis, transporte y
percepcion se incrementa en respuesta a factores ambientales, Ill) comparten
modulos de sefializacién, por lo que un regulador puede afectar mdultiples
respuestas en la planta y/o diferentes compuestos pueden incidir sobre un mismo
aspecto del desarrollo (Gray, 2004). Los efectos fisiologicos en la morfogénesis
vegetal con frecuencia dependen de la interaccién de varias rutas hormonales

sobre los tejidos en los cuales inciden.
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2.4. Los jasmonatos.

El acido jasmoénico y sus derivados son reguladores del crecimiento
descritos principalmente por su funcion en respuesta al estrés bibtico y abidtico y
en la regulaciéon de procesos del desarrollo como la reproduccion (Wasternack,
2007). Sin embargo, a pesar de la importancia de los jasmonatos como moléculas
sefalizadoras en la defensa y desarrollo, el conocimiento actual de los
mecanismos moleculares de transduccion de sefiales mediados por jasmonatos es
muy limitado.

Los jasmonatos pertenecen a una familia de oxilipinas, acidos grasos con
uno o mas atomos de oxigeno, derivados de la oxigenacion enzimatica de acidos
grasos tri-insaturados de 16 y 18 carbonos (Acosta y Farmer, 2010). El jasmonato
mas abundante en las plantas es el acido jasmonico (AJ) el cual es clave en
procesos de reproduccion y defensa. El AJ puede ser modificado por metilacién o
conjugacion para formar el metil jasmonato (MeJA) que es un compuesto volatil
que media la comunicacién intracelular y entre diferentes plantas, modulando
respuestas de defensa y que ademas esta implicado en la senescencia. Por otra
parte, el compuesto conjugado jasmonoil-isoleucina (JA-lle) es la forma activa
involucrada en la sefalizacion de los jasmonatos en hojas y posiblemente en las

flores de Arabidopsis (Acosta y Farmer, 2010; Staswick y Tiryaki, 2004).

2.5. Sintesis de jasmonatos.

Las oxilipinas se originan a partir del acido a-linolénico (18:3) liberado de
las membranas de los cloroplastos por accién de enzimas fosfolipasas A;y A, las
cuales hidrolizan en el primer y el segundo enlace éster entre el acilo y el glicerol y
por las enzimas desaturasas, las cuales remueven el oxigeno de los acidos grasos
y crean dobles enlaces carbono-carbono (Narvaez-Vasquez et al., 1999; Ishiguro
et al., 2001). El acido a-linolénico liberado de la membrana de los cloroplastos por
actividad de las lipasas es el sustrato de numerosos componentes oxigenados
denominados colectivamente oxilipinas entre los que se incluyen los jasmonatos,
gue comprenden al AJ, MeJA, JA-lle y otros metabolitos con actividad biolégica
como el (9S, 13S)-12-oxo-acido fitodiendico (OPDA) (Wasternack, 2007). La
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biosintesis de las oxilipinas se activa por accién de las lipoxigenasas (LOXs), las
cuales forman hidroperéxidos a partir del acido graso insaturado, los que a su vez
son sustratos de la enzima aleno 6xido sintasa (AOS) para formar el compuesto
inestable acido 12,13-(S) acido epoxilinolénico, el cual es ciclado por la enzima
aleno oxido ciclasa (AOC). Esta enzima determina la configuracion de OPDA, este
estereoisémero es inducido en alrededor de un 99% en plantas con heridas. La
isoenzima especifica OPDA reductasa, en Arabidopsis thaliana codificada por el
gen OPR3, es requerida para reducir el OPDA a 3-0xo0-2 (cis-2-pentenil)-
ciclopentanona- acido octanoico (OPC-8:0), el cual es convertido a AJ por tres
ciclos de B-oxidacion (Fig. 2) (Browse, 2009). La sintesis de OPDA ocurre en el
cloroplasto, mientras que la produccién final de AJ acontece en el peroxisoma, el
unico lugar conocido de B-oxidacion en las plantas (Ziegler et al., 2000).
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Figura 2. Sintesis del &cido jasmonico. Via de sintesis del AJ a partir del acido a-linolénico. Las
estructuras muestran la configuracion de los intermediarios. Las enzimas principales de la via se

muestran en recuadros amarillos (Modificado de Browse, 2009).

Amira Garnica Vergara

10



1.1.Q.B. U.M.S.N.H

2.6. Metabolitos del &cido jasmonico (AJ).

El AJ es sometido a diferentes transformaciones enzimaticas para generar
varios derivados que difieren en su actividad bioldgica. Entre las principales rutas
del metabolismo del acido jasmonico estan las siguientes: |) metilacion del
carbono-1 (C1) para producir el compuesto volati MeJA, el cual modula la
sefalizacion entre diferentes plantas (Farmer y Ryan, 1990); Il) descarboxilacién
del C1 para formar el compuesto volatil cis- jasmén; 1ll) hidroxilacién del C12 o
C11 para producir el &cido tuberénico y la liberacién de derivados que pueden ser
modificados por sulfuracion o glicosilasion; 1V) reduccién del C6 para formar el
acido curcubico, el cual puede ser esterificado y V) conjugacién del grupo
carboxilo a isoleucina (lle) y otros aminoacidos para producir el JA-lle y el
jasmonoil L-tript6fano, el cual es un inhibidor activo de la sefializacion de auxinas
en la raiz de Arabidopsis (Browse, 2009; Staswick, 2009).

En Arabidopsis, el JA-lle es sintetizado por una enzima codificada por el
gen JAR1 (Staswick et al., 1992). Las mutantes deficientes en el locus jarl son
deficientes en la respuesta a AJ, indicando que el JA-lle es una sefal primaria
importante en la respuesta a AJ. En la mutante jarl, los niveles de JA-lle estan
disminuidos en mas de cinco veces comparado con las plantas silvestres en
condiciones control y bajo estrés por herida, sin embargo, la sintesis de AJ y la
activacion de los genes de respuesta a AJ es similar en ambas. Esto sugiere que
niveles bajos de JA-lle son suficientes para mediar la expresion de genes de
respuesta a AJ. Sin embargo, el fenotipo de la mutante jarl indica niveles bajos de
JA-lle (Staswick y Tiryaki, 2004).

2.7. Sefalizacion de los jasmonatos.

Una vez sintetizados los jasmonatos son probablemente reconocidos y
movilizados por transportadores especificos entre células (Beckers y Spoel, 2006).
Sin embargo, la identidad de estos transportadores y su localizacion permanecen
desconocidas.

Gran parte del conocimiento asociado a la accion de los jasmonatos

proviene de la identificacién de mutantes de Arabidopsis incapaces de sintetizar o
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de responder al AJ. Una de las primeras mutantes identificadas fue coil, aislada
por su resistencia a la fitotoxina coronatina la cual mimetiza molecularmente al JA-
lle (Fig. 3). La principal caracteristica de coil es la esterilidad masculina y la
insensibilidad a los efectos producidos por el MeJA y la toxina coronatina,
producida por Pseudomonas syringae (Feys et al., 1994). El gen COI1 codifica
para una proteina de 66 kDa, que en su region N-terminal presenta un motivo de
tipo F-box y un motivo repetido rico en leucina. Las proteinas tipo F-box son
componentes del complejo multiproteico SCF (Skpl/Culina/E-box) que pertenece
al tipo E3 ubiquitina ligasa que media la ubiquitinacion de proteinas para su

degradacion por el proteosoma 26S (Xie et al., 1998).

Q ]
%m—/\ o HH
H H»

(3] (o]
lasmonoil-lsoleucina Coronatina

Figura 3. Comparacion estructural del jasmonoil-isoleucina y la coronatina. Las estructuras
muestran la semejanza de la forma activa de los jasmonatos JA-lle y de la fitotoxina bacteriana
coronatina (Modificada de Browse, 2009).

Posteriormente, Yan et al, (2009) mediante estudios bioquimicos
demostraron la union directa de JA-lle con COI1, lo que sugiere que éste ultimo
podria participar como receptor en la via de sefializacion de los jasmonatos.
Ademas, se demostr6 que COIl interactuaba con una histona deacetilasa
(proteina involucrada en la represion de la transcripcion) sugiriendo que COI1
podria también desreprimir la activacion de genes regulados por jasmonatos al
marcar a sus represores para su ubiquitinacion y subsecuente degradacion (Fig. 4)
(Devoto et al., 2002). Los represores de la transcripcion de genes de respuesta a
jasmonatos son las proteinas JAZ que poseen un dominio ZIM dependiente del
complejo SCF°°" y un motivo Jas el cual sirve para interactuar con los factores

transcripcionales tipo bHLH (hélice-vuelta-hélice basica) que activan la trascripcion

Amira Garnica Vergara

12



1.1.Q.B. U.M.S.N.H

de genes a través de la percepcion de jasmonatos, entre los que se incluyen a los
genes JAZ y de la sintesis de jasmonatos como LOX2 (Chini et al., 2007; Pauwels
et al., 2008). Una répida transcripcion de genes JAZ inducida por jasmonatos,
sugiere un mecanismo de regulacion negativo.

Baja concentracion intracelular de jasmonatos

Figura 4. El complejo SCF®°" es requerido para la sefializacién de jasmonatos. El complejo
SCF?" esta formado por la proteina de la familia SKP1 ASK1, la proteina de la familia de las
CULINAS CUL1 y la de la caja F COI1. La union de jasmonoil- isoleucina (JA-lle) al receptor
CORONATINE-INSENSITIVEL (COI1) promueve la union de los represores de jasmonatos ZIM-
Domain (JAZ) y su ubiquitinacidn, resultando asi en la liberacion del factor de transcripcion MYC2 y
la transcripcién de genes de respuesta a jasmonatos (Modificado de Santner y Estelle, 2009).
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2.8. Funciones de los jasmonatos.

2.8.1. Inmunidad vegetal.

Los jasmonatos juegan un papel clave en la activacion de genes
involucrados en respuestas de defensa en contra de estrés abidtico, como la
sequia y la radiacién UV y en respuesta a estrés bidtico como la herbivoria y el
atague de patdégenos microbianos (Avanci et al., 2010).

Los jasmonatos son las principales moléculas de defensa en contra de la
herbivoria, se estima que en hojas de Arabidopsis regulan del 67-85% de los
genes de defensa ante el ataque de insectos y otros herbivoros, incluyendo a los
qgue codifican para las proteinas de la sintesis y percepcion de los jasmonatos, asi
como para las implicadas en el flujo de iones y en la adaptacion al estrés en
general (Reymond et al., 2004). La produccién de jasmonatos induce la formacién
de tricomas en las hojas, los cuales confieren proteccion contra los herbivoros a la
lamina foliar (Yoshida et al., 2009). Sin embargo, también regulan negativamente
la expresion de genes que codifican para la sintesis de enzimas y otras proteinas
involucradas en el crecimiento y metabolismo, entre las que se incluyen las de la
fotosintesis, por ejemplo la ferredoxina (Bilgin et al., 2010; Herms y Mattson,
1992).

Un mecanismo usado en plantas para mejorar la inmunidad es la
comunicacién cruzada entre distintas vias de sefializacién de hormonas, que a su
vez esta influenciado por procesos como la adaptacion al estrés biotico y abioético.
Distintos estudios han demostrado que las plantas, después de reconocer a un
patdgeno son capaces de activar vias de sefializacibn mediante la interaccion
sinérgica o antagodnica de estas (Kazan y Manners, 2008). Generalmente, el 4cido
salicilico forma parte de la defensa en contra de algunos insectos y de patdogenos
biétrofos, los cuales causan enfermedades en hojas o raiz. Un ejemplo es la
bacteria Pseudomona syringae, la cual produce la toxina coronatina (COR) que
funciona como un potente factor de virulencia y que mimetiza al JA-lle, activando
la via de sefializacion del &cido jasmonico y suprimiendo la del acido salicilico
(Kunkel y Brooks, 2002).
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El AJ es un mediador importante en contra de patégenos que se alimentan
de tejidos muertos o algunos hongos necroétrofos. Se ha descrito que el AJ actua
sinérgicamente con el etileno durante esta respuesta inmune y que activan la
transcripcion de genes cuyos productos protegen a las plantas de este ataque. Se
ha propuesto al factor de transcripcion de respuesta a etileno ERF1 como el
integrador de las vias del AJ y el etileno en respuesta a necrotrofos (Lorenzo et al.,
2003).

2.8.2. Regulacion del desarrollo.

La adecuada sintesis y sefializacion de jasmonatos es de gran importancia
en el proceso de reproduccion y formacion de érganos sexuales en las flores tanto
de plantas monocotiledéneas como en dicotiledéneas (Avanci et al., 2010). Los
jasmonatos son esenciales para la maduracion del polen, la elongacién de los
filamentos de los estambres y la apertura de los estambres que permite la
liberacion del polen (Delker et al., 2006). Existe una evidencia clara de lo anterior,
sustentada en el fenotipo de las flores en las mutantes de Arabidopsis afectadas
en la sintesis de AJ y en el receptor de jasmonatos COI1, que muestran esterilidad
masculina. La aplicacidbn exégena de AJ puede restaurar la fertilidad en las
mutantes afectadas en la sintesis, mientras que la mutante coil es incapaz de
producir polen viable (von Malek et al., 2002).

Otro proceso importante del desarrollo en la que participan los jasmonatos
es la regulacion de la arquitectura de la raiz. El tratamiento de plantas de A.
thaliana con AJ causa el acortamiento de la raiz primaria y promueve la formacion
de raices laterales. Adicionalmente, se ha observado que las mutantes afectadas
en los componentes de la sintesis y de la transduccion de sefales dependientes
de COI1 presentan una reduccion en el crecimiento de la raiz primaria
(Wasternack 2007). La participacion del MeJA en la formacion de raices laterales,
esta relacionada con la biosintesis de auxinas dependiente del gen
ANTHRANILATE SYNTHASE al (ASA1) y la atenuacion del transporte de auxinas
al disminuir los niveles de expresion de los transportadores de eflujo de auxinas

PIN1 y PIN2 (Sun et al., 2009). Los jasmonatos también inducen la senescencia
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(Schommer et al.,, 2008), lo cual se atribuye a la regulacién de los genes
involucrados en la fotosintesis y los relacionados a la defensa en contra de estrés
biético y abidtico (Wasternack, 2007).

2.9. El 6xido nitrico (ON).

El 6xido nitrico (ON) es un radical libre debido a que contiene un electron
desapareado, de naturaleza gaseosa y que en células animales funciona como
molécula de sefializacion involucrada en numerosos procesos fisiolégicos como la
relajacion del muasculo liso vascular, inhibidor de la agregacion plaquetaria,
neurotransmisor, regulador del consumo de oxigeno en la mitocondria y la defensa
inmunoldgica. EI ON es sintetizado por la accion de la enzima 6xido nitrico sintasa
(NOS), la cual cataliza la oxidacion dependiente de NADPH de L-agrinina a L-
citrulina y ON (Stuehr et al., 2004). Sin embargo, el ON no es exclusivo del reino
animal, en las ultimas dos décadas se ha demostrado la capacidad de las plantas
para acumular y metabolizar el ON. Ademas, diversos estudios indican la sintesis
de ON en plantas a través de reacciones enzimaticas y no enzimaticas que se
revisaran posteriormente. Interesantemente, se ha investigado el papel del ON
como molécula importante en distintos procesos del desarrollo como xilogénesis,
apoptosis, defensa contra patégenos, floracion, cierre de los estomas vy
gravitropismo (Neill et al., 2003).

También se ha reportado que el ON participa en la modulacién de la
expresion de genes que codifican proteinas para la biosintesis de AJ, la
fotosintesis y la apoptosis (Polverari et al., 2003) y para la interaccion con otras
rutas hormonales incluyendo las del acido abscisico, citocininas y etileno (Orozco-
Cardenas y Ryan, 2002; Correa-Aragunde et al., 2006). Esta informacion sugiere
gue en muchos aspectos la sefalizacion del ON es compartida por plantas y

animales (Wendehenne et al., 2001).

2.10. Sintesis de 6xido nitrico.
En las células vegetales se han descrito dos vias enzimaticas de sintesis de

ON: una dependiente de nitrito/nitrato y otra dependiente de L-Arg (Fig. 5) (Neill et
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al., 2008). Ademas, se ha sugerido otra fuente de sintesis de ON a partir de nitrito

a través de una reaccidn no enziméatica en el apoplasto (Bethke et al., 2004).
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Figura 5. Biosintesis de ON en plantas. EIl ON puede ser sintetizado por dos vias, la via
dependiente de nitrito que involucra una ruta enzimatica en la que las nitrato reductasa (NR) y la
reductasa de nitrito a ON (NINOR) catalizan la sintesis del ON y otra ruta no enzimatica que
comprende reacciones quimicas de reduccién. La via alun no caracterizada dependiente de L-
arginina implica la participacion de una enzima similar a la éxido nitrico sintasa (NOS) y otra ruta
que utiliza poliaminas (PAs) como sustrato (Modificada de Besson-Bard et al., 2008).

La via dependiente de nitrito/nitrato implica la participacion de las enzimas
nitrato reductasa (NR) citosélica (Yamasaki y Sakihama, 2000) y la reductasa de
nitrito a ON (Ni-NOR) de la membrana plasmatica especifica de células de la raiz
(Stohr et al., 2001). La NR cataliza la producciéon de ON a partir de nitrito, reaccion
dependiente de la donacion de electrones del NADPH. Esta reaccién se ha
demostrado in vivo con el uso de mutantes de la NR en plantas de haba (Dean y
Harper, 1986) y en condiciones in vitro usando la NR purificada de extractos de
hojas de girasoles y espinacas (Rockel et al., 2002). La produccién de ON por las
NR depende de la fosforilacion, una modificaciéon postraduccional en una serina
dependiente de magnesio y calcio, la cual lleva a la inactivacion de la enzima (Lillo
et al., 2004).

La primera evidencia genética del papel fisioldgico de la generacion de ON

via la NR fue en el cierre de estomas inducido por &cido abscisico (ABA) en
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células guardianas de Arabidopsis. En el genoma de Arabidopsis existen dos
genes que codifican para NR, NIA1 y NIA2, los cuales tienen un alto porcentaje de
identidad (83.5%). El uso de la doble mutante nialnia2 de Arabidopsis confirmé el
papel de la NR sobre el cierre de estomas en células guardianas debido a su
resistencia en respuesta a ABA (Desikan et al., 2004). La biosintesis de ON
mediada por la NR puede ser inducida por factores bibticos y abibticos, como
elicitores, estrés osmotico, transicion floral, formacion de raices laterales inducida
por auxinas e hipoxia (Gupta et al., 2011). Otra enzima involucrada en la sintesis
de ON a partir de nitrito es la Ni-NOR. Esta enzima actla en conjunto con la NR, la
cual abastece de nitrito a la Ni-NOR (Stohr et al., 2001). Esta enzima participa en
procesos fisiolégicos de la raiz, que incluyen la asimilacion de nitrato disponible en
la rizosfera, respuestas a condiciones de hipoxia y en la interaccion con hongos
micorricicos (Moche et al., 2010). También se han reportado otros mecanismos de
sintesis de ON, tales como reduccion quimica de nitrito a ON en pH &acido en el
apoplasto (Bethke et al., 2004) y la reduccion de nitrito a ON ocasionada por la
cadena transportadora de electrones en la mitocondria (Planchet et al., 2005).

La L-arginina es el sustrato para la sintesis de poliaminas, como la
espermina y espermidina. La aplicacion exdgena de poliaminas en la zona de la
raiz y tricomas de hojas de Arabidopsis indujo un incremento en los niveles de ON,
detectado por flurescencia (Tun et al., 2006). Lo que indica que la sintesis de
poliaminas a partir de arginina esta involucrada en la produccién de ON. Sin
embargo, no se conocen los intermediarios de esta via (Yamasaki y Cohen, 2006).
Aunqgue no se ha encontrado ningin homélogo de la NOS animal en el genoma de
Arabidopsis, se ha sugerido que la via dependiente de la L-arg puede involucrar a
una enzima con caracteristicas similares a esta enzima. Sustentando lo anterior,
se han encontrado actividades similares a la NOS en distintos tejidos vegetales
como hojas, tallo y raiz de plantulas de chicharo, asi como en algunos organulos
purificados como mitocondria y peroxisoma (Corpas et al., 2006, Corpas et al.,
2009). La primera evidencia genética de una enzima parecida a la NOS
identificada en Arabidopsis fue la identificacion del gen llamado AtNOS1. La

proteina codificada por este gen mostré secuencias similares con una proteina
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involucrada en la sintesis de ON en el caracol Helix pomatia (Guo et al., 2003). En
la busqueda sobre las funciones de AtNOS1, se aislé la mutante Atnosl, en la cual
se observaron niveles disminuidos de ON en células guardianas de la raiz en
respuesta a ABA. En este y otros estudios, se sugirio que la mutante Atnosl es
deficiente en la sintesis de ON y en su accién (He et al., 2004; Zeidler et al., 2004;
Bright et al., 2006). Aunque la mutante Atnosl presenta niveles disminuidos de
ON, su funcion como NOS ha sido cuestionada debido a que en distintas
investigaciones ha sido imposible reproducir la actividad tipica de la NOS usando
bioensayos de conversion de arginina a citrulina (Zemojtel et al., 2006). Con base
en lo anterior, se ha sugerido que dicha enzima probablemente esta involucrada
en algun paso en la sintesis o sefalizacion de ON y por esta razon AtNOS1 fue
renombrada como AtNOA1l (Arabidopsis thaliana Nitric Oxide Associated 1).
Estudios genéticos y de andlisis estructural revelaron que AtNOAL1 presenta un
dominio conservado de GTPasa y que esta involucrada en la biogénesis ribosomal
de las mitocondrias (Guo y Crawford, 2005; Crawford et al., 2006) y de los
cloroplastos (Flores-Pérez et al., 2008). Debido a que estos sitios son fuentes
importantes de transferencia de electrones y de produccion de especies reactivas
de oxigeno (ERO), se propone gue en la mutante Atnoal existen niveles elevados
de ERO, las cuales pueden reaccionar rapidamente con el ON y asi reducir los
niveles detectables de ON (Moreau et al., 2008). La mutante Atnoal debido a su

fenotipo, es util para elucidar vias de sefalizacion en las que participa el ON.

2.11. Percepcion y transduccion de la sefial del ON en plantas.

Aunque hasta la fecha no se ha identificado ningun receptor de ON, por su
naturaleza, este radical es muy reactivo y puede interactuar con numerosas
proteinas. En células animales, la guanilato ciclasa soluble (GCs) tiene un papel
fundamental en la sefializacion de ON, donde este ultimo se une al dominio hemo
de la GCs estimulando la liberacion del monofostato de guanosina ciclico (GMPc)
que a su vez activa distintos blancos celulares. En las plantas, estudios
farmacoldgicos usando inhibidores del ON como el 2-fenil-4,4,5,5-tetrametil
imidazol-1-oxi-3-6xido (PTIO) o el 2-(4-carboxifenil)-4,4,5,5-tetrametilbimidazol-1-
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oxi-3-0xido (cPTIO) en células guardianas de los estomas, han implicado al GMPc
y a la sefializacion por acido abscisico (ABA) rio abajo del ON (Neill et al., 2003).
El ON induce un incremento de GMPc y activa cascadas de sefializacion que
modulan la expresion génica (Grin et al., 2006). Una molécula esencial rio abajo
del GMPc es la ADP ribosa ciclica (ADPRc). En células animales, la ADPRc
estimula la liberacion de Ca”" intracelular, activando al receptor rianodina
(RYR)(denominado asi por su alta afinidad al alcaloide rianodina) de los canales
de calcio y es posible que un mecanismo de sefializacién similar ocurra en
plantas. En tabaco, el ADPRc eleva la expresion genética de la fenilalanina
amonio liasa (PAL) y la proteina 1 relacionada con patogénesis (PR-1), que es
sensible a los inhibidores del RYR. Los genes de las proteinas antes mencionadas
también son regulados por el ON y los antagonistas de ADPRc reducen la
expresion de PR-1. El ON causa un incremento en los niveles de Ca?" libre, por lo
tanto podria actuar a través del GMPc, ADPRc y Ca** para promover el cierre de
estomas inducido por ABA en células guardianas. La inhibicion por cPTIO durante
este proceso inducido por ABA lleva a la inactivacion de los canales de K*
dependientes de Ca?* y a la activacién de los canales de CI, lo que implicaria
fuertemente al ON y el Ca?* en la cascada de sefializacién por ABA (Neill et al.,
2008). En animales, la S-nitrosilacion es un mecanismo de modificacion post-
traduccional que regula numerosos procesos de sefializacion y vias metabdlicas.
En plantas, se ha reportado que la S-nitrosilacion de proteinas juega un papel
importante en la sefializacion del ON. En extractos de cultivos de células de
Arabidopsis tratados con glutation S-nitrosilado (GSNO), se han aislado proteinas
que contienen grupos S-nitrosilados (S-ON) que estan involucradas con el estrés
oxidativo, la sefalizacion, la estructura celular y el metabolismo (Lindermayr et al.,
2005). También es posible que el ON interactie nitrando residuos de tirosina a
través de especies reactivas de nitrdgeno como el anion peroxinitrito (ONOO-) y el
dioxido de nitrogeno (NO,) que se forman durante el metabolismo del ON en
presencia de especies reactivas de oxigeno y centros de metales de transicion. La
nitracion de tirosina de proteinas enddgenas ha sido demostrada en lineas

antisentido de tabaco para la nitrato reductasa (NiR) donde se observaron
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cantidades incrementadas de ON (Morot-Gaudry-Talarmain et al., 2002) (Fig. 6).
Estudios recientes mostraron la participacion de la proteina cinasa 6 activada por
mitbgenos (MPK®6) en la sefalizacion por ON, donde se encontr6 que la MPK6 y la
nitrato reductasa (NIA2), interactian in vitro e in vivo. En dicha interaccion MPK6
fosforila a NIA2, aumentando la produccion de ON, lo que finalmente condujo a

cambios morfoldgicos en el sistema radicular de Arabidopsis (Wang et al., 2010).

Espacio extracelular
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Caz' cGMP gt = CDPKs, MAPKs
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Figura 6. Sefalizacion del ON en la célula vegetal. El efecto del ON puede ser transducido por
varios procesos. Primero, el ON modula la actividad de ciertas proteinas mediante la S- y/o metal-
nitrosilacién. Algunos ejemplos incluyen la metacaspasa 9, metionina adenosiltransferasa 1,
hemoglobina (Hb), citocromo c-oxidasa y gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa. La Tyr-nitracion
se ha propuesto como un mecanismo adicional, pero ain no se ha demostrado en su totalidad.
Segundo, el ON induce un aumento de la concentracién de Ca®* citosélico ([Ca leyt) activando
canales permeables a ca” mtracelular relacionados a receptores de rianodina. La regulacion de
otros canales permeables a Ca®* como los de la membrana plasmatica, el reticulo endoplasmico, la
vacuola, la mitocondria y cloroplastos, es otra posibilidad de la ruta de sefalizacién del ON. Estos
procesos activan segundos mensajeros como: ADP ribosa ciclico (cCADPR), GMP ciclico (cGMP),
proteinas cinasas (PKs). La elevacion de [Ca*]cyt modula la actividad de proteinas cinasas
dependientes de Ca®" (CDPKSs), proteinas cinasas activadas por mitgeno (MAPKs) y canales
sensibles a Ca*, incluyendo canales iénicos de CI'y K', reportados en células guardianas
(Modificado de Besson-Bard et al., 2008).
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2.12. Interaccion de los jasmonatos con el ON.

Diferentes evidencias han implicado al ON como un modulador de las
respuestas a heridas y/o estrés mecanico (Garces et al., 2001). En jitomate, la
generacion de H,O, inducido por herida inhibi6 la produccion de ON y la expresion
de genes para la sintesis de acido jasmonico. Por otra parte, se ha reportado que
el ON tiene un papel fundamental en la regulacion de la expresion de genes de
defensa inducidos por herida durante la patogénesis (Orozco-Cardenas y Ryan,
2002). Estudios realizados en hojas de Arabidopsis mostraron que en respuesta a
heridas y a tratamientos con AJ, se incrementd la concentracion de ON, lo que
proporcion6é una evidencia del posible entrecruzamiento entre la sefalizacion o
respuestas del AJ y el ON (Huang et al., 2004). Actualmente se sabe que tanto el
AJ como el ON estén involucrados en la modulacion de la arquitectura de la raiz
de Arabidopsis thaliana acortando la longitud de la raiz primaria e incrementando
el numero de raices laterales (Campos-Cuevas et al., 2008; Sun et al., 2009;
Méndez-Bravo et al.,, 2010). El aislamiento y caracterizacibn de la mutante
decanamide resistant rootl (drrl), revel6 posteriormente que el AJ interactlia con
las alcamidas en los procesos de senescencia y desarrollo de la raiz y que esta
mutante es resistente a la inhibicion del crecimiento de la raiz primaria por el ON
(Méndez-Bravo et al., 2010; Morquecho-Contreras et al., 2010), indicando que
este es un posible elemento de interaccion entre la via del AJ y el ON. Sin
embargo, se desconoce a qué nivel estas moléculas de sefializacion interactian

en la regulacion de la arquitectura radicular de Arabidopsis.
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3. JUSTIFICACION.

El 6xido nitrico participa en procesos de estrés asociados a la sefalizacién
por acido jasmoénico y ambas moléculas regulan eventos similares sobre el
desarrollo de la raiz, por lo tanto es importante esclarecer las posibles
interacciones en la respuesta del acido jasmoénico y del éxido nitrico sobre la

arquitectura radicular de Arabidopsis thaliana.

4. HIPOTESIS.

El 6xido nitrico participa como mensajero celular en la arquitectura de la

raiz de Arabidopsis thaliana regulando las respuestas al acido jasmonico.
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5. OBJETIVOS.

5.1. Objetivo general.

Evaluar la participacién del éxido nitrico en la regulacion del desarrollo de la

raiz de Arabidopsis thaliana en respuesta a acido jasmonico.

5.2. Objetivos especificos.

» Caracterizar el efecto del acido jasménico sobre la raiz de plantas silvestres
y mutantes de Arabidopsis afectadas en la sintesis y sefializacion del 6xido
nitrico.

» Estudiar el efecto del acido jasmaonico sobre los niveles de éxido nitrico en
la raiz de plantas silvestres y mutantes afectadas en la sintesis y
sefializacion al 6xido nitrico.

» Determinar los niveles de expresion del gen inducible por acido jasménico
LOX2 en respuesta al 6xido nitrico.

» Estudiar la regulacion del gen LOX2:GUS en los fondos mutantes Atnoal y
drrl.

+ Evaluar la respuesta del 6xido nitrico en las mutantes resistentes al acido

jasmonico.
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6. MATERIALES Y METODOS.

6.1. Material bioldgico.

Se utilizaron semillas de Arabidopsis thaliana de los ecotipos Columbia
(Col-0) y Wassilewskija (Ws), asi como diferentes mutantes con niveles
disminuidos de ON: Atnoal (Guo et al., 2003), nial nia2 (Wilkinson and Crawford,
1993) (fondo genético Col-0) y drrl (Morquecho-Contreras et al., 2010) (fondo
genético Ws) y las mutantes afectadas en sintesis y percepcion de jasmonatos
jarl-1 (Staswick et al., 1992), coil-1 (Feys et al., 1994) y axrl-3 (Tiryaki and
Staswick, 2002) (fondo genético Col-0).

6.2. Compuestos quimicos.

El acido jasmonico, asi como el donador del éxido nitrico, nitroprusiato de
sodio (SNP), fueron adquiridos de Sigma. El AJ fue disuelto en etanol, mientras
que el SNP en dimetil sulféxido (DMSO). En plantulas control se adicion6 el
solvente respectivo en un volumen equivalente a la concentracion mas alta del

compuesto en el bioensayo.

6.3. Preparacion de las semillas.

Para realizar los bioensayos en condiciones axénicas, primeramente las
semillas de las diferentes lineas se sometieron a una desinfeccion superficial,
colocandolas en un tubo Eppendorf; después se agregaron 500 pl de etanol al
96% v/v y se sometieron a agitacion durante 5 min. Transcurrido el tiempo, se
retird el etanol y se adiciond 700 pl de hipoclorito de sodio al 20% v/v, y se agito
por 7 min. Finalmente, se retird el hipoclorito de sodio y se realizaron 5 lavados
con agua destilada estéril. Todo este proceso fue llevado a cabo en una campana
de flujo laminar. Finalmente, las semillas fueron colocadas en oscuridad a 2 °C

durante 48 horas, para estimular y homogenizar la germinacion.
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6.4. Condiciones de crecimiento.

Las semillas desinfectadas fueron sembradas y cultivadas bajo condiciones
de esterilidad en cajas de Petri conteniendo 30 ml de medio de Murashige y Skoog
(MS) 0.2X, el cual contiene todos los nutrientes necesarios para el crecimiento de
las plantas, suplementado con 0.6% de sacarosa y 1% de agar. El pH del medio
se ajusté a 7.0 con KOH 0.1 N. Una vez preparado el medio, éste se somete a
esterilizacion en autoclave (120 °C y 15 Ib de presion durante 20 min.). El medio
MS normal contiene 2.0 mM NH4NO3, 1.9 mM KNO3, 0.3mM CacCl,.2H,0, 0.15 mM
MgS0,.7 H,0O, 5uM H3BO3;, 0.1mM MnSO,4.H,0, 0.3 mM ZnS0O,.7H,0, 0.1 uM
NaMo00O4.2H,0, 0.1uM CuS0,4.5H,0, 0.1 pM CoCl,.6H,0, 0.1 mM FeSO,.7H,0,
0.1 mM NazEDTA.2H,0, inositol (10 mg.L™) y Glicina (0.2mg.L™). Se colocaron en
una camara Percival AR95L para optimizar el crecimiento, la cual contiene
condiciones controladas: 22°C de temperatura, un fotoperiodo de 16 horas de luz y

8 horas de obscuridade y 80% de humedad.

6.5. Analisis de crecimiento.

El sistema radicular de Arabidopsis y la integridad del meristemo de la raiz,
fueron analizados con un microscopio estereoscépico (Leica, MZ6). Las raices
laterales emergidas de la raiz primaria se observaron con el objetivo de 3x y se
cuantificaron para los valores de raices laterales que fueron graficados. Las
imagenes fueron capturadas con una camara digital SAMSUNG SCC 131-A
adaptada al microscopio. La longitud de la raiz primaria se determiné para cada
una de las raices, utilizando una regla. El niumero de raices laterales se obtuvo
contando las raices laterales por plantula, y la densidad de raices laterales,
dividiendo el numero de raices laterales entre la longitud de la raiz primaria, para
cada una de las plantulas. En los ensayos de transferencia, las raices laterales
fueron cuantificadas de la punta de la raiz a la zona de inicio de la transferencia.
Para todos los experimentos con las lineas silvestres y mutantes, los datos fueron
analizados estadisticamente usando el programa Statistic 6.0. Se graficaron las
medias de cada tratamiento con su respectivo error estandar y para analizar la

validez de los resultados encontrados, se realizé un analisis de una sola variante o
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multi-variante seguida por una prueba post-hoc de Tukey. Se utilizaron letras

diferentes para indicar las medias con diferencia significativa (P<0.05).

6.6. Deteccion de 6xido nitrico por microscopia confocal.

Los niveles endbégenos de 6xido nitrico fueron monitoreados incubando las
plantulas de Arabidopsis con 1 uM del fluorocromo DAF-2DA (Kojima et al., 1998)
en Tris-HCI 0.1 M (pH=7.4). Las plantulas crecidas en condiciones control y en
presencia de los diferentes compuestos se incubaron durante 30 minutos en
obscuridad, transcurrido este tiempo se colocaron en un portaobjetos con 100 ml
de amortiguador y se cubrieron con un cubreobjetos para su posterior andlisis. Las
sefales fluorescentes se detectaron usando un microscopio confocal de escaneo
laser (Olympus; modelo BX50) y fueron monitoreadas con un laser de argon con
un rango de excitacion de 488-568 nm y 585-610 de emisién. Las sefiales
fluorescentes se cuantificaron analizando el nimero de pixeles en el canal verde

utilizando el software Image J.

6.7. Andlisis histoquimico.

Para el analisis histoquimico de la actividad de GUS, las plantulas
transgénicas de Arabidopsis LOX2:GUS se sumergieron en amortiguador de
reaccion de GUS (0.5 mg ml* de 5-bromo-4-cloro-3-indol-B-D-gluocurénido en
fosfato de sodio 100 mM, pH=7) donde se incubaron por 14 horas a 37 °C. Las
plantulas asi tefiidas fueron clareadas mediante el método de Malamy y Benfey
(1997). Para cada tratamiento, al menos 10 plantulas fueron analizadas. Una
plantula representativa fue elegida para cada tratamiento y fotografiada utilizando

el microscopio Leica CME.

6.8. Obtencién de cruzas.

Para obtener a las mutantes Atnoal y drrl que portan el marcador
LOX2:GUS, el polen de la linea transgénica se utilizo para fertilizar una de las
flores de la mutante. La silicua de la cruza fue marcada y posteriormente la semilla

de esa silicua fue desinfectada y sembrada en medio MS 0.2X. Se seleccionaron
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las plantas con fenotipo silvestre y fueron crecidas en suelo hasta la obtencién de
semillas, estas ultimas fueron desinfectadas y sembradas en medio MS 0.2X, las
plantas de fenotipo mutante, las cuales tuvieron una segregacion mendeliana 3:1;
fueron crecidas en suelo hasta la obtencién de semillas. Las semillas de cada
planta fueron almacenadas por separado y a cada lote se le realiz6 un analisis
histoquimico de la actividad GUS, aquellos lotes que mostraron las actividad GUS
y fenotipo mutante fueron propagados una vez mas para asegurar que las semillas
fueran homocigotas en la mutacion y en la presencia del transgén (lineas

drriXLox2:gus y AtnoalXLox2:gus).
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7. RESULTADOS.

7.1. El &cido jasmonico inhibe el crecimiento de la raiz primaria e induce la
formacion de raices laterales en A. thaliana.

Si bien se sabe que los jasmonatos participan en la regulacién de la
arquitectura radicular de Arabidopsis (Staswick et al., 1992; Sun et al., 2009) se
desconocen los mecanismos celulares, fisiolégicos y moleculares por lo que esto
ocurre. Para determinar la concentracion minima a la cual el AJ inhibe el
crecimiento de la raiz primaria y promueve la formacion de raices laterales,
plantulas silvestres de Arabidopsis (Col-0) se germinaron y crecieron con
diferentes concentraciones de AJ que van desde 0.25 hasta 16 pM. El AJ
disminuyé la longitud de la raiz primaria de manera dependiente de la
concentracion, alcanzando el maximo efecto represor a partir de 4 uM (Fig. 7A, D).
También se observo que el AJ estimula la formacion de raices laterales (Fig. 7B, C
y D). Con base en estos resultados, se seleccionaron dos concentraciones de AJ
para analisis mas detallados, 1 uM ya que a esta concentracioén se inhibe el 50%
de la longitud de la raiz primaria y aumenta tres veces el numero de raices
laterales comparada con el control y 4 uM debido a que a esta concentracién se

observa el efecto inhibitorio méximo en la longitud de la raiz primaria.

Amira Garnica Vergara

29



1.1.Q.B. U.M.S.N.H

C 44

3.5 4

3 2.5 4

= K 2_
1.5

_ o I|
0.

0 "l i

C 025 05 1 C 02505

Acido jasménico (pM) Acido jasménico (pM)
D

I |Iﬂ|

C 02505 1
Acido jasménico (pM)

>
(23 @
Haw

=

N

Densidad de raices laterales

-

Longitud de raiz primaria (cm)
w

(=] o
|

w
(3% (%) £~ o [=2] ~
1 1 1 1

Namero de raices laterales

-
1

o
!

Figura 7. Efecto del AJ sobre la arquitectura radicular de A. thaliana. Semillas de plantas
silvestres (Col-0) se germinaron y crecieron en medio con el solvente (control) y con
concentraciones crecientes de AJ. Diez dias después de la germinacion se determiné la longitud
de la raiz primaria (A), el nUmero de raices laterales (B) y la densidad de raices laterales (nimero
de raices laterales por cm) (C). (D) Imagenes representativas del efecto del AJ en placa. Los
valores mostrados en A, B y C representan la media de 30 plantas + error estandar. Letras
diferentes se utilizan para denotar las medias que son estadisticamente diferentes (P<0.05),
prueba de Tukey. Las fotografias mostradas en D son representativas de al menos tres placas
analizadas.

7.2. La mutante deficiente en ON, Atnoal, mostré resistencia en la formacion
de raices laterales inducida por AJ, mientras que la doble mutante nial nia2,
se comporta de manera similar que el control.

Actualmente se cuenta con mutantes de Arabidopsis thaliana afectadas en
la sintesis y sefalizacion de ON. Para determinar la participacion de genes

asociados a la via del ON en respuesta al AJ, se analizo el sistema radicular de
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las plantulas silvestres (Col-0), la doble mutante nial nia2 y la mutante sencilla
Atnoal crecidas en medios suplementados con concentraciones de 1y 4 uM de
AJ. El crecimiento de la raiz primaria fue inhibido en las dos lineas de manera
similar a lo observado en las plantulas silvestres (Fig. 8A y C). Sin embargo, en la
induccion de raices laterales, la mutante Atnoal mostro resistencia al efecto del
AJ, aunque se observa un aumento, no se compara con las plantas silvestres. Por
otro lado se observa que la doble mutante nial nia2 se comporté de manera
similar a la silvestre (Fig. 8B y C). Esto indica que el locus AtNOAL1 no participa en
la disminucion de la longitud de la raiz primaria, pero si parcialmente en la

formacion de raices laterales inducida por AJ.
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Figura 8. Efecto del AJ sobre la arquitectura radicular de plantas deficientes en ON. Semillas
de plantas silvestres (Col-0) y las mutantes nial nia2 y Atnoal se germinaron y crecieron en medio
con el solvente (control), con 1y 4 uM de AJ (n=15 plantas). Diez dias después de la germinacion
se determind la longitud de la raiz primaria (A), el nUmero de raices laterales y densidad de raices
laterales (B). Letras diferentes se utilizan para denotar las medias que son estadisticamente
diferentes (P<0.05), prueba de Tukey. (C) Imagenes representativas del efecto del AJ en placa.
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7.3. La mutante resistente a alcamidas drrl, mostré resistencia en la
formacion de raices laterales inducida por AJ.

Debido a los antecedentes que indican que la mutante resistente a
alcamidas drrl, presenta una resistencia parcial a los efectos del 6xido nitrico
sobre el desarrollo de raices laterales, la senescencia y la arquitectura de la raiz
en concentraciones elevadas de AJ (Méndez-Bravo et al., 2010; Morquecho-
Contreras et al., 2010), procedimos a determinar si DRR1 participa en la via de
sefalizacion del AJ para la regulacion de la arquitectura radicular. Para determinar
si la mutante drrl presentaba resistencia al AJ, plantulas silvestres de Arabidopsis
(Ws) y de la mutante drrl, se germinaron y crecieron en medio con el solvente
(control) y en medios suplementados con 1y 4 uM de AJ. El crecimiento de la raiz
primaria fue inhibido tanto en la linea silvestre como en la mutante (Fig. 9A y C).
Sin embargo, en el proceso de formacion de raices laterales inducida por AJ se
observé claramente que la mutante drrl es resistente a los efectos del AJ (Fig. 9B
y C), lo cual indica que el gen DRR1 participa en la respuesta al AJ para la
formacién de raices laterales, no siendo asi para la disminucién de la longitud de
la raiz primaria en A. thaliana. Sin embargo, se destaca que el efecto de
resistencia en la mutante drrl es mayor que en la mutante Atnoal, los
antecedentes senalan a AtNOA1 como una GTPasa involucrada en el ensamble
del ribosoma para la correcta sintesis de proteinas (Moreau et al., 2008), por lo
tanto sugerimos que la mutacién en este gen puede afectar proteinas involucradas
en respuesta al AJ para la formacion de raices laterales, tales como las proteinas
trasportadoras de auxinas PIN1 y PIN2. Aunque hasta la fecha se desconoce la
identidad del gen DRR1, se sabe que participa en diversas vias como en
respuesta a alcamidas, acido jasmaonico y oxido nitrico (Méndez-Bravo et al., 2010;
Morquecho-Contreras et al., 2010), lo que sugiere que puede ser un regulador
para la expresién de genes en distintas vias y en respuesta a ciertos estimulos y
probablemente la mutacion en este gen puede afectar la expresion de AtNOAL y
por lo tanto muestra el fenotipo de mayor resistencia a la formacion de raices

laterales en respuesta a AJ.
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Figura 9. Efecto del AJ sobre la mutante resistente a alcamidas drrl. Semillas de plantas
silvestres (Ws) y las mutantes drrl se germinaron y crecieron en medio con el solvente (control),
con 1y 4 uM de AJ (n=15 plantas). Diez dias después de la germinacion se determind la longitud
de la raiz primaria (A), el nimero de raices laterales y densidad de raices laterales (B). Letras
diferentes se utilizan para denotar las medias que son estadisticamente diferentes (P<0.05),
prueba de Tukey. (C) Imagenes representativas de al menos 15 plantulas analizadas.

7.4. La mutante coronatine insensitive 1 (coil-1), es insensible a los efectos
del AJ en laregulacidon de la arquitectura de la raiz.

La mutante coil-1 fue aislada por su insensibilidad a la toxina bacteriana
coronatina y al efecto de disminucién de la longitud de la raiz primaria mediado por
MeJA (Feys et al., 1994). Estudios recientes sefialan como principal ligando del
receptor a la forma conjugada JA-lle del estereocisdmero especifico (+)-7-iso-JA-L-
lle (Fonseca et al., 2009). Por lo tanto, para determinar si el AJ produce su efecto
sobre la arquitectura radicular de Arabidopsis a través del receptor COI1, semillas
de plantas silvestres (Col-0) se germinaron y crecieron en medio MS 0.2X y

semillas de la mutante coil-1 en medio con 4 uM de AJ para su seleccion. Cuatro
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dias después de la germinacién, las plantulas se transfirieron a medios con el
solvente (control) con 4 uM de AJ. Seis dias después de la transferencia se
analizo la longitud de la raiz primaria, donde se observo que la mutante coil-1 es
insensible a la disminucién provocada por el AJ en las plantas silvestres (Fig. 10A
y C). De igual manera la mutante coil-1 es insensible a la formacion de raices
laterales inducidas por AJ (Fig. 10B y C). Ademas de sugerir que los efectos del
AJ sobre la regulacion de la arquitectura radicular son a traves del receptor COI1,

este ensayo sirvid para seleccionar las plantas mutantes para estudios

adicionales.

A T OCol0 B 6 -

S o a Mcoil-1

5 b - a

® 3 b = T

: 5

o w4

= 2

R K]

AR g3 -

E -

z 15 - C z 5 |

g =

3 1 £

2 os 1 b b b

5 | 9 | .

C 4 uM AJ c 4 uM Al

Figura 10. Efecto del AJ sobre la mutante coil-1. Semillas de plantas silvestres (Col-0) y las
mutantes coil-1 se germinaron y crecieron en medio MS 0.2x y con 4 uM de AJ. Cuatro dias
después de la germinacion las plantas se transfirieron a medio con el solvente (control) y con 1y 4
MM de AJ. Seis dias después de la transferencia se determiné la longitud de la raiz primaria (A), el
namero de raices laterales y densidad de raices laterales (B). Letras diferentes se utilizan para
denotar las medias que son estadisticamente diferentes (P<0.05), prueba de Tukey. (C) Imagenes
representativas de al menos 3 placas analizadas.
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7.5. La mutante coil-1 no es resistente a los efectos del donador de ON, SNP,
sobre el desarrollo de la raiz.

Para determinar una posible participacion del AJ a través del receptor COI1
sobre la regulacion de la arquitectura radicular mediada por ON, plantulas
silvestres (Col-0) germinadas y crecidas en medios MS 0.2x y la mutante coil-1
previamente seleccionadas mediante germinacién y crecimiento en 4 uM de AJ,
fueron transferidas a medios control que contenian el solvente o tratamientos con
el donador de ON, SNP, a las concentraciones de 10, 20 y 30 uM, descritas
previamente por su efecto sobre la arquitectura radicular de A. thaliana (Méndez-
Bravo et al., 2010). Posteriormente, seis dias después de la trasferencia se analiz6
el efecto del SNP sobre la longitud de la raiz primaria (Fig. 11Ay C) y la formacion
de raices laterales (Fig. 11B y C) y se observé que la mutante coil-1 es sensible a
los efectos provocados por el ON de manera similar que su parental silvestre. Lo
anterior indica que COI1 no participa en la regulacién de la arquitectura radicular

en respuesta a ON.
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Figura 11. Efecto del SNP sobre la mutante coil-1. Semillas de plantas silvestres (Col-0) y las
mutante coil-1 se germinaron y crecieron en medio MS 0.2x y con 4 uM de AJ. Cuatro dias
después de la germinacion las plantas fueron transferidas a medio con el solvente (control) o
suplementadas con 10, 20 y 30 uM de SNP y 6 dias después de la transferencia se determiné la
longitud de la raiz primaria (A), el nimero de raices laterales y densidad de raices laterales (B).
Letras diferentes se utilizan para denotar las medias que son estadisticamente diferentes (P<0.05),
prueba de Tukey. (C) Fotografias representativas de al menos 15 plantas analizadas.

7.6. Las mutantes resistentes al AJ, jarl-1y axrl-3, no presentan resistencia
a los efectos producidos por el SNP.

Para investigar si los elementos de sintesis y de percepcion de jasmonatos
JAR1 y AXR1-3 participan en la regulacién de la arquitectura de la raiz en
respuesta a ON, semillas de las plantas silvestres (Col-0) y las mutantes jarl-1y
axrl-3 se germinaron y crecieron en medio adicionado con el solvente (control) y
con tratamientos de 10, 20 y 30 uM del donador de ON SNP. Se observo que
ambas mutantes son sensibles a los efectos de la disminucién de la longitud de la
raiz primaria mediados por SNP (Fig. 12A y C) y ademas, las dos mutantes

aumentan el numero de raices laterales de manera similar a las plantas silvestres
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en respuesta al SNP (Fig. 12B y C), lo que sugiere que los elementos JAR1 y
AXR1-3 no participan en respuesta al ON en la regulacién de la arquitectura
radicular de Arabidopsis.
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Figura 12. Efecto del SNP sobre la arquitectura de la raiz de mutantes afectadas en sintesis y
percepcion de jasmonatos. Semillas de plantas silvestres (Col-0) y las mutantes jarl-1 y axrl-3
se germinaron y crecieron en medios con el solvente (control), o suplementados con 10, 20 y 30
UM de SNP. Diez dias después de la germinacién se determiné la longitud de la raiz primaria (A),
el numero de raices laterales y densidad de raices laterales (B). Letras diferentes se utilizan para
denotar las medias que son estadisticamente diferentes (P<0.05), prueba de Tukey. Las imagenes
mostradas son representativas de al menos 15 plantas analizadas (C).

7.7. El SNP induce un aumento en los niveles de ON en los tejidos de la raiz
de Arabidopsis y promueve procesos de diferenciacion.

El oxido nitrico es una molécula de sefializacion involucrada en diversos
procesos del desarrollo. Estudios recientes determinaron que dicha molécula
participa en la diferenciaciéon de tricoblastos y de pelos radiculares, asi como de
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las células de la cofia (Méndez-Bravo et al., 2010). Para determinar con mayor
precision los tejidos especificos en los cuales el ON incrementa sus niveles en
respuesta al SNP, semillas de plantas silvestres Col-0 se germinaron y crecieron
en medio control y con 10, 20 y 30 uM de SNP. Para detectar los niveles de ON,
se utilizé el fluorocromo DAF-2DA, el cual se difunde libremente a través de la
membrana celular y posteriormente se une de manera especifica al ON, formando
un compuesto fluorescente, donde la intensidad de la fluorescencia sera
directamente proporcional a los niveles de ON (Kojima et al., 1998). Por medio de
microscopia confocal, se observaron imagenes en un plano de corte transversal
en el que claramente se aprecian los tejidos distintivos de la raiz. EI ON se localizé
en células de la cofia (punta de la raiz) (Fig.13A, flecha verde), en una porcion de
células epidérmicas en la zona de elongacion (Fig. 13A, flecha blanca) y en
células diferenciadas que corresponden a tricoblastos y pelos radiculares en la
zona de diferenciacion (Fig. 13A, flecha azul). Interesantemente se detecté un
patron de células en la parte central de la raiz que corresponden a las células
iniciales del cortex y la endodermis (Fig. 13A, flecha roja), que posiblemente estén
involucradas en la diferenciacion (Fernandez-Marcos et al., 2011) (Fig. 13A).
Cuando las plantas fueron tratadas con distintas concentraciones de SNP, se
observé que este induce un incremento en los niveles de ON de manera
dependiente de la concentracion (Fig. 13C) en las zonas de las células de la cofia,
cortex, endodermis y en células epidérmicas, las cuales claramente se muestran
diferenciadas en pelos radiculares. Ademas, se aprecia una clara acumulacién de
ON en la zona citoplasmica de las células en las que se difunde, mientras que en
la pared celular y el nlcleo se observa ausencia de él, lo que sugiere que el ON se
acumula especificamente en algunos tejidos (Fig. 13B). Ademas, la disminucién
de la longitud de la raiz primaria se debe al acortamiento de la zona de elongacién
que da paso a la rapida diferenciacién de células, sugiriendo que el ON participa
como molécula de sefializacion en la activacion del proceso de diferenciacion

celular.

Amira Garnica Vergara

38



1.1.Q.B. U.M.S.N.H

C 10 20 30 uM SNP

C 40
< 35 4
2
g 30
=
b
S 25 4 ab
o
S 20 b
=
S 15
=
[
T 10
wvi
0 +— — - e —
C 10 20 3

SNP (M)

Figura 13. Niveles del ON en respuesta al SNP en la raiz de Arabidopsis. Semillas de plantas
silvestres (Col-0) se germinaron y crecieron en medios con el solvente (control) y con tratamientos
del donador de 6xido nitrico SNP en concentraciones de 10, 20 y 30 uM. Ocho dias después de la
germinacion se realizé un analisis de los niveles enddgenos de ON por microscopia confocal en la
raiz primaria. (A) Imagenes representativas de al menos 10 plantas analizadas. (C) Cuantificacién
de la fluorescencia emitida por el DAF-2T en las puntas de las raices observadas con en el
aumento 10X. La flecha verde indica la zona de la cofia, la blanca, la zona de elongacion, la azul,
zona de diferenciacion y la roja las células iniciales del cértex y la endodermis. La escala de la
grafica esta expresada en unidades arbitrarias. Letras diferentes representan medias
estadisticamente significativas (P<0.05), prueba de Tukey.

7.8. EI AJ induce un incremento en los niveles de ON enddgeno lo que lleva a
la activacion de procesos de diferenciacion.

Para determinar el efecto del AJ sobre la acumulacién del ON, semillas de
plantas silvestres (Col-0) se germinaron y crecieron en medios control y
suplementados con 1, 4 y 8 uM de AJ. Posteriormente, se analizaron los niveles
de ON por microscopia confocal. En la figura 14 se observa que las plantas

tratadas con las distintas concentraciones de AJ muestran un aumento en los
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niveles de ON enddgeno, de manera dependiente de la concentracién. Ademas,
se muestra que el ON se incrementa en zonas especificas de la raiz como la
cofia, filas celulares del cértex y endodermis y en células epidérmicas
diferenciadas, mostrando el mismo patrén que en células tratadas con el donador
de ON, SNP. Asimismo, se muestra que el acortamiento de la longitud de la raiz
primaria se debe a la disminucién de la zona de elongacion, seguido del comienzo
de la zona de diferenciacion evidenciado por la aparicion de los pelos radiculares.
Esto sugiere que el ON es un mediador celular para los procesos de diferenciacion

celular en respuesta al AJ en la raiz de A. thaliana.
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Figura 14. Efecto del AJ sobre los niveles de ON en A. thaliana. Semillas de plantas silvestres
(Col-0) se germinaron y crecieron en medios con el solvente (control) y suplementados con 1,4y 8
de AJ uM. Ocho dias después de la germinacién se realiz6 un andlisis de los niveles endégenos de
ON por microscopia confocal en la punta de la raiz primaria. (A) Imagenes representativas de al
menos 10 plantas analizadas. (B) Cuantificacion de la fluorescencia en las raices. La escala de la
gréfica estad expresada en unidades arbitrarias. Letras diferentes representan medias
estadisticamente significativas (P<0.05), prueba de Tukey.
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7.9. La mutante asociada al ON, Atnoal, es sensible al aumento en los
niveles de ON en respuesta al AJ.

Debido a la resistencia mostrada por la mutante Atnoal en la formacion de
raices laterales inducida por AJ, se determinaron los niveles de ON en respuesta a
AJ en las distintas zonas de la raiz. Las plantas previamente tratadas con distintas
concentraciones de AJ, se analizaron en una imagen en un plano de corte
longitudinal y se observé que en condiciones control, las mutantes Atnoal
presentan niveles similares de ON que las plantas silvestres, o que muestra que
en esta zona especifica de la raiz que se analizo, no hay una deficiencia de ON.
Sin embargo, se aprecia que el comportamiento de las plantas mutantes no es
igual que la silvestre, ya que en zonas como la cofia se observan diferencias en
los niveles de ON, aunque no es significativo. En los tratamientos en respuesta a
AJ, se observé un aumento en los niveles de ON de manera dependiente de la
concentracion (Fig. 15) tanto en la mutante como en las plantas silvestres. Lo que
sugiere que AtNOALl no estd afectada en la sintesis de ON, sino que es un

elemento de sefalizacion en respuesta al AJ.
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Figura 15. Efecto del AJ sobre los niveles de ON de plantas silvestres (Col-0) y la mutante
Atnoal. Semillas de plantas silvestres (Col-0) y de la mutante Atnoal se germinaron y crecieron
en medios con el solvente (control) y suplementados con AJ en concentraciones de 1y 4 uM. Ocho
dias después de la germinacion se realizdé un analisis de los niveles enddgenos de ON por
microscopia confocal en la punta de la raiz primaria. (A) Imagenes representativas de al menos 10
plantas analizadas. (B) Cuantificacion de la fluorescencia en las raices. La escala de la gréfica esta
expresada en unidades arbitrarias. Letras diferentes representan medias estadisticamente
significativas (P<0.05), prueba de Tukey.

7. 10. La mutante insensible coil-1 es resistente al incremento de los niveles
de ON en respuesta al AJ.

Para evaluar si los efectos del AJ sobre los niveles de ON dependen de la
via del receptor de jasmonatos COI1, se determinaron los niveles de ON por
microscopia confocal en plantas silvestres y mutantes coil-1, previamente
seleccionadas con AJ. Se observd que en condiciones control las plantas
silvestres presentan niveles basales de ON, en la zona de formacion de pelos

radiculares, mientras que en tratamiento con 4 uM de AJ, se induce un incremento
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en los niveles de ON en las zonas de la cofia, cértex, endodermis y epidermis.
Interesantemente, en la mutante coil-1, no se incrementaron los niveles
enddgenos de ON (Fig. 16), lo que sugiere que la modulacion de la arquitectura

radicular mediada por ON en respuesta a AJ ocurre via el receptor COI1.
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Figura 16. Efecto del AJ sobre los niveles de ON de plantas silvestres (Col-0) y la mutante
coil-1. Semillas de plantas silvestres (Col-0) y de la mutante coil-1 se germinaron y crecieronen
medios con el solvente (control) y con 4 uM de AJ. Ocho dias después de la germinacién se realizé
un analisis de los niveles enddégenos de ON por microscopia confocal en la punta de la raiz
primaria. (A) Iméagenes representativas de al menos 10 plantas analizadas. (B) Cuantificacion de la
fluorescencia en las raices. La escala de la grafica estd expresada en unidades arbitrarias. Letras
diferentes representan medias estadisticamente significativas (P<0.05), prueba de Tukey.

7.11. El AJ y el SNP inducen la expresién del gen LOX2 de respuesta
temprana a AJ.

Ademas de evaluar a nivel morfolégico los efectos del ON sobre elementos
de la via del AJ y viceversa, también se analiz6 a nivel molecular el patron de
expresion del gen LOX2 inducible por AJ. Este gen codifica para la lipoxigenasa
que participa en la sintesis de jasmonatos en Arabidopsis (Avanci et al., 2010).
Semillas de la linea transgénica LOX2:GUS se crecieron y germinaron en medios
con el solvente (control) y suplementados con AJ y SNP, posteriormente, se
procesaron para determinar la actividad de la enzima B-glucoronidasa. En la figura
17 se observa la expresion que ocurre en las hojas y en los primordios de las

hojas en condiciones control. Conforme las plantas son tratadas con distintas
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concentraciones de AJ, la expresion del gen aumenta de manera dependiente de
la concentracion. Cuando se analizaron los niveles de expresion del marcador en
respuesta al SNP, se observé que este tiene la capacidad de incrementar de
manera dependiente de la concentracion la expresion del gen, aunque en menor
proporcion que el AJ. Lo anterior sugeriria que el ON regula de manera parcial la

expresion del gen LOX2 de respuesta temprana a AJ.
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Figura 17. Efecto comparativo del AJ y SNP sobre la expresion del gen LOX2 de respuesta a
AJ. Semillas de la linea transgénica LOX2:GUS se germinaron y crecieron en medios control y con
tratamientos de AJ y SNP, siete dias después se observd la expresion del marcador mediante un
analisis histoquimico. Las fotografias son representativasde al menos 15 plantulas.

7.12. AtNOA1l y DRR1 regulan de manera positiva la expresién del gen LOX2
inducible por AJ.

Una vez determinado que el ON regula la expresion del gen LOX2 inducible
por AJ, se investigo si los genes AINOAl y DRR1 podrian participar en la
modulacion de la expresion del gen en respuesta al AJ. Se realizaron cruzas entre
la linea transgénica y las mutantes Atnoal y drrl; después de haber obtenido las
plantas homécigas que expresan el marcador, se crecieron en medios con el
solvente (control) y en tratamientos con 4 uM de AJ (concentracion Optima para
observar el aumento en la expresion del marcador). Posteriormente, se
procesaron para evaluar la actividad de GUS. En condiciones control, la cruza
entre la mutante Atnoal/LOX2:GUS mostré una expresion del marcador casi nula,

mientras que la cruza entre la mutante drrl/ LOX2:GUS mostré niveles
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disminuidos de la expresion del gen. Cuando ambas lineas fueron tratadas con AJ,
la mutante Atnoal aumento los niveles de expresion del marcador, sin llegar a los
de la planta control. Por otro lado, la mutante drrl, mostré niveles de expresion
disminuidos comparados con la silvestre y con la otra mutante (Fig. 18). Estos
resultados sugieren que AtNOA1 y DRR1 son elementos de regulacion positiva del
gen de respuesta temprana a AJ, LOX2.

LOX2:GUS

Atnoal/
LOX2:GUS

drrl/
LOX2:GUS

Figura 18. Expresion del gen LOX2 de respuesta a AJ en las mutantes Atnoal y drrl.
Semillas de plantas de la cruzas entre las mutantes y la linea trangénica LOX2:GUS se germinaron
y se crecieron en medios control y con tratamientos de 4 uM de AJ. A los siete dias después de la
germinacién se observé la expresion del marcador mediante un analisis histoquimico. Las
fotografias son representativas de al menos 15 plantulas.
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8. DISCUSION.

La arquitectura de las plantas es un determinante para adaptarse al medio
ambiente. Aunque el desarrollo de la raiz est& dirigido por mecanismos genéticos,
su configuracion final esta dada por factores bidticos y abidticos (Lopez-Bucio et
al., 2003; Gray, 2004). La arquitectura radicular puede ser modificada por los
reguladores del crecimiento, tales como las auxinas, citocininas y etileno (Lopez-
Bucio et al., 2003). Con el reciente reconocimiento de diversas moléculas como
fitohormormonas, el estudio sobre su participacion en la regulacién de la
arquitectura de la raiz ha sido de gran interés. El acido jasmonico es una
fitohormona descrita principalmente por su participacién en respuestas a estrés
biotico y abidtico y en distintos procesos del desarrollo como la reproduccion
(Browse, 2009). Si bien, se sabe que dicha fitohormona regula la arquitectura
radicular (Staswick et al., 1992; Sun et al., 2009), se desconocen los mecanismos
moleculares por los que actla sobre este proceso. El 6xido nitrico es una molécula
sefalizadora que est4 involucrado en procesos fisiolégicos como la muerte celular
programada, la defensa, el cierre de estomas, la regulacién de la expresién de
genes y la regulacion de la arquitectura radicular (Neill et al., 2002; Orozco-
Céardenas y Ryan, 2002, Correa-Aragunde et al., 2006; Campos-Cuevas et al.,
2008). Algunos estudios han determinado que el ON interviene en la respuesta del
AJ al estrés por heridas (Huang et al., 2004). Sin embargo, se desconocen las
posibles interacciones entre el AJ y el ON en la regulacion de la arquitectura de la
raiz.

En este trabajo, se investigo la interaccién entre las vias del AJ y el ON
durante la regulacion de la arquitectura radicular, mediante herramientas genéticas
y el uso del indicador fluorescente DAF-2DA (fluorocromo que se une de manera
especifica al ON), que permite revelar la localizacion y concentracion del ON
(Kojima et al., 1998). Diversos estudios han hecho uso del derivado del AJ, MeJA
para determinar su participacion sobre el desarrollo de la raiz (Staswick et al.,
1992; Sun et al, 2009) sin embargo, no se habian determinado las
concentraciones minimas activas del AJ. En nuestros experimentos, se encontrd

que a partir de concentraciones de 0.25 hasta 16 uM disminuyen la longitud de la
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raiz primaria y aumentan el nimero de raices laterales en plantas silvestres (Fig.
7).

Para estudiar la via de sefializacion del ON dependiente de nitrito se
utilizaron las mutantes afectada en sintesis nial nia2, carente de las dos nitrato
reductasas de Arabidopsis, y la mutante asociada a ON Atnoal, la cual esta
afectada en una cGTPasa que participa en el ensamble del ribosoma en
cloroplastos y mitocondrias para la correcta sintesis de proteinas (Moreau et al.,
2008) y la mutante resistente a alcamidas drrl, la cual se determiné en estudios
previos que participa en procesos relacionados con el ON (Méndez-Bravo et al.,
2010). Debido a la resistencia mostrada de las mutantes Atnoal y drrl en la
formacién de raices laterales inducida por AJ (Fig. 8 y 9), nuestros resultados
sugieren que AtNOAl y DRR1 podrian participar en la formacién de raices
laterales en respuesta a AJ, no siendo asi para la disminucién de la longitud de la
raiz primaria. Segun la funcion de AtNOAL1 sugerimos que la mutacion en este gen
puede afectar proteinas involucradas en respuesta al AJ para la formacion de
raices laterales, tales como las proteinas trasportadoras de auxinas PIN1 y PIN2
(Sun et al., 2009). Aunque hasta la fecha se desconoce la identidad del gen
DRR1, se sabe que participa en diversas vias como en respuesta a alcamidas,
acido jasmonico y oxido nitrico (Méndez-Bravo et al., 2010; Morquecho-Contreras
et al.,, 2010), lo que sugiere que puede ser un regulador para la expresion de
genes en distintas vias y en respuesta a ciertos estimulos y probablemente la
mutacion en este gen puede afectar la expresion de AtNOALl y por lo tanto
muestra el fenotipo de mayor resistencia a la formacion de raices laterales en
respuesta a AJ.

La via se sefalizacion del AJ depende de la percepcidon de los jasmonatos
por el receptor COI1l, el cual provee especificidad a las respuestas de los
jasmonatos (Browse, 2009). Se ha observado que las mutantes afectadas en este
gen son insensibles a los efectos sobre la disminucion de la longitud de la raiz
primaria ocasionados por la toxina bacteriana coronatina y por el MeJA (Feys et
al., 1994). En esta investigacion, en respuesta al AJ, observamos que la mutante

coil-1 es insensible a los efectos ocasionados en la raiz de plantas silvestes (Fig.
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10), lo que sugiere que para regular la arquitectura de la raiz de Arabidopsis el AJ
es percibido via el receptor COI1. Para investigar la participacion de COI1 en la
regulacion de la arquitectura radicular mediada por ON, se trataron plantulas
mutantes con distintas concentraciones del donador de ON, SNP, los resultados
indican que la mutante coil-1 es sensible a los efectos ocasionados por el SNP, lo
que sugiere que la regulacién de la arquitectura radicular mediada por ON no
involucra la participaciéon del receptor nuclear de jasmonatos COI1l (Fig. 11),
también evaluamos otros elementos de la via de sintesis y percepcion de
jasmonatos en respuesta a ON. La mutante jarl-1 afectada en el gen que codifica
para la enzima que convierte el AJ en JA-lle y axrl-3 afectada en el gen que
codifica para una proteina involucrada en el complejo de ubiquitinacion para la
degradacion de represores. Plantulas de dichas mutantes se crecieron en
tratamientos con SNP, en donde se observd que ninguna de ellas mostro
resistencia a los efectos ocasionados por el donador de ON (Fig. 12), lo que
sugiere que el ON no implica la participacién de JAR1 y AXR1-3 en la regulacién
de la arquitectura de la raiz en A. thaliana.

El éxido nitrico es un mediador celular que participa en diversos procesos
del desarrollo. Se ha investigado su participacion en procesos de diferenciacion de
la raiz, lo cual se evidencio por un aumento en los niveles de ON en tricoblastos y
en pelos radiculares, asi como en células de la cofia (Méndez-Bravo et al., 2010).
Para determinar con mayor precision en los tejidos especificos en los cuales el ON
incrementa sus niveles en respuesta al SNP, en este trabajo utilizamos plantas
silvestres (Col-0) tratadas con SNP, en las cuales se analiz6 la localizacion y
concentracion de ON. El ON en condiciones control se localiza en células de la
cofia (punta de la raiz), una porcion de células epidérmicas en la zona de
elongacién y en células diferenciadas que corresponden a tricoblastos y pelos
radiculares en la zona de diferenciacién. Ademas, se observa un patrén de células
en la parte central de la raiz que corresponden a las células iniciales del cortex y la
endodermis, que posiblemente estén involucradas en la diferenciacion (Fig. 13A)
(Fernandez-Marcos et al., 2011; Fernandez-Marcos et al., 2012). En los distintos

tratamientos con SNP se encontré que este compuesto induce un incremento en
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los niveles de ON de manera dependiente de la concentracion (Fig. 13C) en las
zonas de la raiz antes descritas y especialmente en células diferenciadas, las
cuales claramente se diferencian en pelos radiculares. También, se observa que el
ON se concentra en la zona citoplasmica de las células en las que se difunde,
mientras que en la pared celular y el nicleo se aprecia ausencia de él, lo que nos
sugiere que el ON actla en sitios especificos de las células de la raiz y sélo se
incrementa en ciertos tejidos (Fig. 13B). Asimismo, se determiné que la
disminucion de la longitud de la raiz primaria se debe al acortamiento de la zona
de elongacion y al comienzo del proceso de diferenciacion, sugiriendo que el ON
participa como molécula de sefalizacion para la activacibn del proceso de
diferenciacion en células de la raiz de Arabidopsis.

Para establecer el efecto del AJ sobre los niveles del ON, se detecté el ON
endogeno en plantas silvestres tratadas con AJ por medio de microscopia
confocal. Se encontrd que las plantas tratadas con AJ incrementan los niveles de
ON enddgeno, de manera dependiente de la concentracion (Fig. 14). Ademas, se
encontré el mismo patrén de localizacion celular de ON que en plantulas tratadas
con el donador de ON SNP y el acortamiento de la zona de elongacion. Esto
sugiere que el ON es un mediador celular para los procesos de diferenciaciéon
celular en respuesta al AJ en la raiz de A. thaliana. Sin embargo, la mutante
Atnoal mostro niveles de ON similares a las plantas control en respuesta a AJ
(Fig. 15). En los antecedentes se sefala que debido a la localizacion de dicho
elemento en mitocondrias y cloroplastos que son sitios de transferencia de
electrones y pueden llevar a cabo la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ERO), se sugiere que el ensamble defectuoso del ribosoma en la mutante
Atnoal, lleva a un incremento en la produccion de ERO, debido a que el ON es
altamente reactivo, puede reaccionar con el anién superéxido (O,°) y con radicales
lipidicos y de esta manera disminuir los niveles de ON (Moreau et al., 2008). Por lo
tanto, sugerimos que AtNOAL no esta afectada en la sintesis de ON en respuesta
al AJ, si no que es un elemento de sefializacion para la formacién de raices

laterales.
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Se sabe que la sefializacién del AJ implica al receptor COI1, por lo tanto,
para evaluar si los efectos AJ sobre los niveles de ON dependen de la via del
receptor, se determinaron los niveles de ON por microscopia confocal de plantas
silvestres y mutantes coil-1. Interesantemente, la mutante coil-1 tratada con AJ,
no incrementa sus niveles endégenos de ON (Fig. 16), lo que sugiere que la
modulacién de la arquitectura radicular mediada por ON en respuesta a AJ es
llevada a traves del receptor COI1.

El ON se ha implicado como regulador negativo de genes de defensa
inducibles por herida en plantas de tomate, lo que sugiere su participacion como
regulador de la expresion de genes de respuesta a AJ. Para evaluar la
participacion del ON sobre la expresion del gen LOX2 de respuesta temprana a
AJ, el cual codifica para la principal lipoxigenasa descrita en Arabidopsis (Bell y
Mullet, 1993), se utilizd la linea transgénica LOX2:GUS. Se observo que en
plantas tratadas con AJ la expresion del gen aumenta de manera dependiente de
la concentracion. En respuesta a SNP se observo que la expresion del gen
aumenta de manera dependiente de la concentracion, aunque no de la misma
manera que con el AJ (Fig. 17). Los resultados anteriores sugieren que el ON
podria regular de manera parcial la expresion del gen LOX2 de respuesta
temprana a AJ. Ademas, para investigar si los genes AtNOAL1 y DRR1 participan
en la modulacion de la expresion de LOX2, se realizaron cruzas entre la linea
transgénica y cada una de las mutantes y se trataron con AJ. En condiciones
control, la cruza entre la mutante Atnoal mostré una expresion del marcador casi
nula, mientras que la mutante drrl mostré niveles disminuidos de la expresion del
gen. En respuesta a AJ, la mutante Atnoal aumenta los niveles de expresion del
marcador, sin llegar a los niveles de las plantas control, por otro lado, la mutante
drrl, mostré niveles muy disminuidos de expresion comparados con el control y
con la otra mutante (Fig. 18). Lo antes mencionado sugiere que AtNOA1 y DRR1
son elementos de regulacion positiva del gen LOX2 de respuesta temprana a AJ.
Esta evidencia genética y morfolégica podria sugerir que el ON esta participando
como regulador de la formacion de raices laterales mediada por AJ y de la
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y DRR1 también estarian involucrados como elementos que regulan de manera
positiva la expresion de dicho gen (Fig. 19). El modelo propuesto de acuerdo a los
resultados indicaria que el ON actla cascada abajo de la sefializaciéon por AJ
dependiente del receptor COI1 y que participaria en tres procesos fisioldgicos: la
regulacion de la actividad del meristemo apical, la activacion de células del
periciclo y la expresion del gen LOX2 de respuesta a AJ donde AtNOAL1 y DRR1
también participan como elementos de regulacion positiva de la expresion de este
gen. Se sabe que la regulacion de la arquitectura radicular en Arabidopsis es un
complejo sistema de adaptacion, integracion e interaccion de sefiales ambientales
y genéticas. La importancia de las fitohormonas en la regulacién de dicho proceso
se ha investigado bastante, estableciendo a las auxinas y citocininas como las
principales moléculas que participan. Sin embargo, se ha demostrado que otros
reguladores del crecimiento como las giberelinas, el etileno, los brasinoesteroides,
y el &cido abscisico también estan involucrados (Jones y Ljung, 2012). En este
trabajo sugerimos que el ON en respuesta al AJ a través del receptor COI1, esta
involucrado en esta compleja red de sefales que da lugar a un balance entre
division y diferenciacion en el meristemo apical de la raiz y que a su vez modifica
el patréon de divisiones en la células del periciclo para la iniciacion de la formacion
de raices laterales, probablemente mediante la participacién de auxinas, ya que se
sabe que en respuesta al MeJA se promueve la sintesis de auxinas dependiente
del gen ANTHRANILATE SYNTHASE al (ASAl) y la atenuacion en el transporte
de auxinas al disminuir los niveles de expresién de los transportadores de eflujo de
auxinas PIN1y PIN2 (Sun et al., 2009).
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la raiz primaria raices laterales

Figura 19. El 6xido nitrico participa como molécula sefializadora en procesos fisiolégicos
mediados por el 4cido jasmonico. Después de ser sintetizado el AJ es convertido a JA-lle por la
enzima JAR1, el JA-lle es percibido por el receptor COI1, donde participa el elemento AXR1 en el
complejo de ubiquitinacion y degradacion via proteosoma. Una vez activada la ruta, el ON estaria
participando como molécula de sefializacion para tres procesos fisioldgicos: la regulacién de la
actividad en el meristemo apical, evidenciado por la disminucion de la longitud de la raiz primaria;
la activacion de células del periciclo mostrado como la induccion en la formacién de raices laterales
y la expresion del gen de respuesta a acido jasmoénico LOX2, sefialado como un aumento en la
expresion del marcador LOX2:GUS.
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9. CONCLUSION.

El 6xido nitrico actla cascada abajo en la sefalizacion por AJ como un
mediador celular para la regulacién de la arquitectura radicular y la expresion del
gen LOX2 de respuesta temprana a AJ en Arabidopsis thaliana.
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