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La interaccion ABA-etileno regula el desarrollo de la raiz de Arabidopsis en respuesta a C10-HL

RESUMEN

El crecimiento vy el desarrollo vegetal estdn modulados por moléculas conocidas
como reguladores del crecimiento o fitohormonas. Anteriormente se planteaba un
esquema general, en el que las auxinas, citocininas y brasinoesteroides eran los
reguladores maestros del crecimiento, mientras que el acido abscisico (ABA) y las
giberelinas participaban en la germinacion de la semilla y que las respuestas de defensa
de la planta eran reguladas por el etileno, el acido salicilico y el acido jasmonico. Hoy en
dia se sabe que cada una de las fitohormonas antes mencionadas participa en multiples
procesos, ademas de que interactlan entre si. Especificamente la interaccion entre el
ABA y el etileno parece ser un proceso antagdnico, en donde el ABA promueve y el
etileno reprime el desarrollo, un ejemplo de tal accidon se observa en el proceso de
germinacién. Recientemente, se han descrito nuevos compuestos bioactivos, como las
N-acil-etanolaminas (NAEs), las alcamidas y las N-acil-L-homoserina lactonas (AHLs),
gue se encuentran estructural y funcionalmente relacionadas. Tanto las NAEs como las
alcamidas son compuestos producidos por las plantas, mientras que las AHLs son
sintetizadas por bacterias Gram negativas que colonizan la rizésfera, empleandolas
para la comunicacion célula-célula mediante un mecanismo de sefnalizacion conocido
como quorum-sensing. En un reporte reciente se mostroé la participacion de elementos
de la via de sefializacién del ABA en la respuesta de la raiz de Arabidopsis thaliana a las
NAEs, abriéndose asi la posibilidad de que moléculas estructuralmente relacionadas
como las AHLs, modulen también la arquitectura de la raiz de A. thaliana a través de la
interaccion del ABA y el etileno.

En este trabajo utilizamos una estrategia genética para investigar la interaccion
entre el ABA, el etileno y el compuesto bacteriano N-decanoil-L-homoserina lactona
(C10-HL). El ABA tiene la capacidad de inducir el crecimiento de la raiz primaria y las
raices laterales en concentraciones inferiores a 0.25 pM en tanto que a
concentraciones altas como 0.5 o 1 uM reprime el crecimiento de plantulas silvestres

de Arabidopsis. Los andlisis con la mutante drrl (resistente a C10-HL) en repuesta al
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La interaccion ABA-etileno regula el desarrollo de la raiz de Arabidopsis en respuesta a C10-HL

ABA mostraron que dicha mutante no presenta respuesta a la induccién del
crecimiento radicular promovido por concentraciones bajas del ABA, ademas se
observé una mayor sensibilidad a los efectos represores de crecimiento radicular
cuando se comparo con la plantula silvestre. Los efectos fisiologicos del ABA en la raiz
estan relacionados con la expresion del marcador de respuesta al ABA, Abi4:qus, el
cual se incrementa de manera dependiente de la concentracidon. En la raiz de la
mutante drrl existe una mayor expresion del marcador en concentraciones altas de
ABA respecto a la plantula silvestre. El acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC;
precursor inmediato del etileno en su biosintesis en plantas) es ampliamente usado
para estudiar los efectos del etileno en las plantas que crecen in vitro en condiciones de
laboratorio. El ACC es capaz de acortar la raiz primaria e inducir la formacién de raices
laterales en concentraciones no mayores a 0.4 uM en la plantula silvestre. En la
mutante drrl se observo una resistencia a la formacion de raices laterales inducida por
el ACC, lo que sugiere que el gen DRR1 podria regular negativamente la sefializacién del
ABA reprimiendo la expresidon del gen AB/4, ademas de ser necesario para la formacién
de raices laterales inducidas por el etileno.

Cuando se evalué la respuesta de tres mutantes insensibles a etileno etr1, ein2 y
ein3 a los efectos del ABA, se observd que etrl y ein2 son mas sensibles a los efectos
represores del crecimiento radicular, respecto a las plantulas silvestres; en tanto que la
mutante ein3 no mostro diferencias significativas. El hecho de que ein2 mostrara mayor
respuesta al ABA, fue el motivo para analizar las respuestas de dicha mutante sobre la
morfogénesis inducida por la C10-HL. En la plantula silvestre la C10-HL es capaz de
acortar la raiz primaria e inducir la formacion de raices laterales. La mutante ein2 fue
parcialmente resistente al efecto represor del crecimiento de la raiz primaria y
promotor de la formacion de las raices laterales. Estos resultados sugieren que los
genes ETR1 y EIN2 son reguladores negativos de la sefalizacion del ABA ademas de que
EIN2 parece ser necesario para la percepcion de la C10-HL por las plantas.

Finalmente, analizamos si el precursor de etileno ACC o la C10-HL eran capaces

de modificar la expresion del marcador Abid:gus en las plantulas silvestres, los
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resultados obtenidos mostraron que las plantulas tratadas con ambos compuestos,
presentaron solo diferencias discretas en su expresidn respecto a las plantulas crecidas
en condiciones control. A la fecha, existen varias mutantes descritas como insensibles
al ABA en germinacion, debido a que este ultimo es un proceso distinto al del
crecimiento radicular, se decidid caracterizar cuales de estas mutantes eran resistentes
a los efectos del ABA en la raiz; por lo que se evalud el crecimiento de las mutantes
abil, abi2, abi3 y abi5 en presencia del ABA, observando que solo abi5 mostré
resistencia a los efectos represores del crecimiento radicular del ABA en
concentraciones superiores a 0.5 pM. Aunque abi5 manifestd resistencia al ABA en el
crecimiento radicular, no se observaron diferencias significativas respecto a su control
en los tratamientos con ACC o C10-HL. Estos resultados proponen que ni el ACC ni la
C10-HL son capaces de modificar la expresion del gen ABI4, ademds de que ABI5 parece
ser necesario para que el ABA lleve a cabo su efecto en la raiz y posiblemente no esté
implicado en los efectos del etileno y la C10-HL.

En conjunto, los resultados obtenidos en el presente estudio indican que la C10-
HL regula el crecimiento de la raiz de Arabidopsis thaliana a través de los genes DRR1y
EIN2, los cuales son reguladores positivos de la via de sefializaciéon del etileno y
negativos de la ruta del ABA, donde DRR1 reprime la expresion de ABI/4 en este ultimo

proceso.
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1. INTRODUCCION

La raiz es importante en las plantas para una amplia variedad de procesos, que
incluyen la captacion de agua y nutrientes, anclaje y soporte mecanico, funciones de
almacén de distintos metabolitos y para la interaccién con varios factores bidticos y
abidticos. Entender el desarrollo y los factores que afectan la arquitectura de la raiz
tiene un enorme potencial para la explotacion de los recursos del suelo, incluyendo el
agua y los nutrimentos minerales (Smith y De Smet, 2012). La capacidad de las plantas
para responder apropiadamente a la disponibilidad de nutrientes es fundamental para
su adaptacion al ambiente. Nutrimentos como los nitratos, fosfatos, sulfatos y el hierro
actian como senales que pueden ser percibidas por la raiz, activando rutas de
sefnalizacion que modifican los procesos de division, elongacién y diferenciacion celular,
los cuales tienen un impacto profundo en la morfogénesis. Procesos importantes del
desarrollo, tales como la formacién de pelos radiculares, el crecimiento de la raiz
primaria y la formacion de raices laterales, son particularmente sensibles a cambios en
las concentraciones internas y externas de nutrientes. La respuesta del sistema
radicular a la disponibilidad de nutrientes, puede modificarse por reguladores del
crecimiento vegetal como las auxinas, las citocininas, los brasinoesteroides (BRs), el
etileno, el acido abscisico (ABA), el acido giberélico (GA), el acido salicilico (SA) y el
acido jasmonico (JA) (Fig. 1). Lo anterior sugiere que el control nutricional sobre el
desarrollo de la raiz puede estar mediado por cambios en la sensibilidad, transporte o
sintesis de fitohormonas (Lopez-Bucio et al., 2003).

En general las fitohormonas estan presentes en bajas concentraciones en los
tejidos de las plantas y actuan localmente, cerca del sitio de sintesis o en tejidos
distantes. Colectivamente, estos compuestos regulan cada aspecto de la vida vegetal,
desde el patrén de formacion durante el desarrollo embrionario hasta respuestas a
estrés bidtico y abidtico (Santner et al., 2009). Una fitohormona puede regular un

conjunto amplio de procesos celulares y morfogenéticos, mientras que al mismo
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tiempo multiples fitohormonas pueden influir en un mismo proceso (Gray, 2004;

Suarez-Lépez, 2005).
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Figura 1. Los reguladores del crecimiento vegetal o fitohormonas. Estructura de las fitohormonas mas
ampliamente estudiadas.

La accién de las fitohormonas implica la activacién de vias de transduccion de
sefales, que comprenden desde la sintesis de la molécula senal (ligando),
transporte, la unidon de dicho ligando con su receptor, la activacion de segundos
mensajeros, la modulacién de la transcripcion, la induccion de respuestas celulares y la
remocion/degradacion de la molécula sefial. Los receptores pueden estar presentes en
la membrana de las células o en el citosol. Usualmente, cuando una molécula sefial se
une a su receptor, la reaccién celular inicial involucra la produccién de un segundo
mensajero o un mediador de sefalizacidn, el cual consecuentemente afecta una serie
de procesos celulares. Las sustancias que actlian como segundos mensajero pueden
variar en su composicion quimica, incluyendo lipidos, azucares, iones, nucleétidos, o

gases, por ejemplo: Ca®", cAMP, 1,2-diacilglicerol (DAG), 1,4,5-fosfatidil-inositol (IP3),
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oxido nitrico, etc., los cuales pueden actuar sobre diversas clases de proteinas
intracelulares (los mediadores de sefializacion) como cinasas, fosfatasas, fosfolipasas,
fosfodiesterasas, etc. Notablemente, algunas de esas moléculas de sefializacidon
intracelular son compartidas entre diferentes rutas de sefnalizacion y pueden funcionar
como puntos de interaccién (interferencia) en la comunicacion de las redes de
sefnalizacion dentro de la célula (Wang e Irving, 2011).

Desde hace algun tiempo, los fisidlogos vegetales observaron interacciones
aparentemente antagodnicas entre algunas de las fitohormonas, como la que ocurre
entre las auxinas y las citocininas en la regulacion de la diferenciacién raiz-brote y entre
el acido giberélico (GA) y el acido abscisico (ABA) en la germinacion. Un ejemplo
adicional de la interferencia de senales, se ha reportado entre el ABA y el etileno.
Estudios genéticos han demostrado que estos dos compuestos presentan funciones
antagonicas en el control del crecimiento y el desarrollo vegetal, incluyendo la
germinacioén y el desarrollo temprano de las plantulas (Beaudoin et al., 2000; Wang et
al., 2007; Cheng et al., 2009; Subbiah y Reddy, 2010). Varios resultados recientes han
comenzado a elucidar los detalles moleculares de algunos de estos eventos (Gray,
2004).

En nuestro grupo de trabajo se ha caracterizado un grupo novedoso de
moléculas sefial entre las que se incluye a las N-aciletanolaminas (NAEs) y las
alcamidas, dichos compuestos modulan diferentes procesos celulares en los mamiferos
mediante su unién a receptores de canabinoides. Las NAEs y las alcamidas parecen
participar en diversos procesos morfogenéticos, incluyendo la germinacion de la
semilla, la alteracién de la arquitectura de la raiz y follaje y la respuesta al ataque por
patégenos (Morguecho-Contreras y Lépez-Bucio, 2007). Por otra parte, la busqueda de
compuestos estructuralmente relacionados con las alcamidas en las bacterias, condujo
a la identificacion de las N-acil-homoserina lactonas (AHLs), también conocidos como
autoinductores, que son importantes para la comunicacion célula a célula. Las AHLs
afectan el crecimiento de la raiz primaria, la formacién de raices laterales y el

desarrollo de pelos radiculares. En particular, la N-decanoil-homoserina lactona (C10-
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HL) se tipificd como la AHL mas activa por sus efectos sobre la arquitectura del sistema
radicular (Ortiz-Castro et al., 2008).

Teaster y col. (2007) presentaron evidencia genética de que una ruta de
sefalizacion intacta del ABA es requerida para la accion de las NAEs. Por esta razdn, es
de interés particular en el presente estudio evaluar si otras moléculas con similitud
estructural a las NAEs como lo son las AHLs de bacterias modifican la arquitectura
radicular de forma dependiente de la ruta de sefializacion del ABA y en consecuencia

con la via de sefializacidon del etileno en la planta modelo Arabidopsis thaliana.
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2. ANTECEDENTES

2.1. La raiz de Arabidopsis thaliana

La raiz de Arabidopsis tiene una estructura simple que consta de varias filas de
células que forman a los diferentes tejidos. Dichas filas se originan a partir de cuatro
células madre o células iniciales localizadas en el apice de la raiz (Fig. 2a) (Dolan et al.,
1993). Las células iniciales se encuentran rodeando a un nimero pequefio de células
centrales que son mitdticamente inactivas y forman el centro quiescente (QC), el cual
participa en la organizacion de la proliferacion celular en torno a las células iniciales
para formar i) la epidermis, el tejido mas externo de la raiz; la cofia lateral, ii) la
columela, junto con la cofia lateral forman el tejido protector del meristemo localizado
en la parte mas distal de la raiz primaria y de las raices laterales, iii) la corteza y la
endodermis, los tejidos de soporte internos, iv) el periciclo, a partir del cual surgen las
raices laterales; los haces vasculares: xilema y floema que participan en el transporte
de agua y fotosintatos, respectivamente (Fig. 2a) (Dolan et al., 1993).

La division de las células iniciales puede ser solamente anticlinal (perpendicular
al eje de crecimiento) resultando en una sola fila de células o primero anticlinal y
después periclinal (paralelo al eje de crecimiento) resultando en dos o mas capas
celulares. Las células iniciales de la columela generalmente se dividen solo
anticlinalmente y su progenie experimenta una expansion celular rapida vy
posteriormente ocurren eventos de diferenciacion produciendo los amiloplastos,
estructuras que contienen almiddn y participan en el gravitropismo. Los otros tres tipos
de células iniciales experimentan divisiones anticlinales y periclinales, resultando en
columnas de células que forman las capas de la raiz (Fig. 2a) (Schiefelbein et al., 1997,
Scheres et al., 2002). El sitio en donde las células se encuentran en divisidon celular es
conocido como zona meristematica o meristemo de la raiz. La regién proxima al
meristemo se conoce como zona de elongacién, debido a que las células en esta region

experimentan una expansion altamente orientada hacia el eje de crecimiento.
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Finalmente, las células alcanzan su Ultima etapa de desarrollo en la zona de

diferenciacién (Fig. 2b) (Dolan et al., 1993; Scheres et al., 2002).

Endodermis
Estela Coitna
Centro quiescénte —— Epidermis
Cofia lateral -1 Columela
//
7
7
7
7’
7
7
7
7
7
7 -
// -
4
7
e
7’
7’
7
7
s Zonade
. diferenciacion
gt o Zonade
- elongacion
——————————————— Meristemo
de la raiz 0

Figura 2. La raiz de Arabidopsis thaliana. (a) Tejidos que forman la raiz. (b) Las tres regiones en las que
se divide la raiz primaria. Modificado de Scheres et al., 2002.

La ramificacion de la raiz es un determinante principal de la arquitectura
radicular, ya que provee un mayor anclaje y facilita la captacion de agua y nutrientes
del suelo. La ramificacion de la raiz ocurre post-embrionariamente mediante la
formacion de las raices laterales (RLs) a partir del periciclo (Dubrovsky et al., 2000;
Dubrovsky et al., 2008). Un primordio de raiz lateral surge a partir de dos células
fundadoras del periciclo que se dividen asimétricamente para formar dos células
iniciales cortas flanqueadas por dos células mas largas que contindan proliferando
anticlinalmente. Los primordios se desarrollan y eventualmente emergen de la raiz
parental a través de las capas adyacentes de la endodermis, corteza y epidermis. La
figura 3 resume las diferentes etapas durante el desarrollo del primordio de la raiz

lateral (denominadas etapas I-VIl) que finalmente conducen a la emergencia (etapa VIlI)
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de una estructura nueva y funcional (Casimiro et al., 2003). Por ultimo, el meristemo de
la raiz lateral se activa para producir las células requeridas para el crecimiento de una
raiz lateral madura que puede producir a su vez nuevas raices laterales (Malamy y
Benfey 1997; Dubrovsky et al., 2006; Swarup et al., 2008). Aspectos clave para la
organogénesis de las raices laterales son la correcta distribucion de auxinas formando
un gradiente que impacta al periciclo y un mecanismo dependiente de la ruta de
sefalizacion de auxinas que coordina los procesos de division y diferenciacion celular
durante el desarrollo del primordio y la maduracion de las raices laterales (De Smet et

al., 2008; De Smet et al., 2010; Marin et al., 2010).

1 I 1] v \J Vi Vi Vil

W EC~—1 E 3 3

EP,

Cl
—

-

Figura 3. Etapas del desarrollo durante la formacidon de las raices laterales (RL) en Arabidopsis.
Secciones longitudinales de primordios de la raiz lateral (RL) en etapas especificas de desarrollo. El
primordio de la RL en etapa | contiene un par de células cortas del periciclo tendidas de extremo a
extremo y flanqueadas por dos células mas largas. En la Il, las células experimentan divisiones anticlinales
asimétricas formando una capa interna (Cl) y una capa externa (CE). En el primordio de la RL de la etapa
Ill, ocurren divisiones periclinales para crear un primordio de tres capas. En la IV, el primordio de la RL
consiste de cuatro capas. En la etapa V, el primordio de la RL se situa entre la corteza parental y la
epidermis, hasta que finalmente emerge en la etapa VIIl. Abreviaciones: Cl, capa interna; CE, capa
externa; C, corteza; E, endodermis; EP, epidermis. Modificado de Casimiro et al., 2003.

Otro mecanismo por el cual la raiz incrementa su superficie de absorcion vy
adquiere un mayor anclaje al suelo es mediante la formacion de los pelos radiculares.
Cada pelo radicular es una extension tubular de una célula epidérmica de la raiz
llamada tricoblasto localizada en la regidn de diferenciacién de la raiz primaria (Dolan
et al., 1994; Grierson y Schiefelbein, 2002). El desarrollo de los pelos radiculares puede

ser dividido en tres fases: la especificacion celular, la iniciacién y la elongacion. La
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especificacion celular se refiere a la determinacion del destino de las células
epidérmicas en células que se transformaran en un pelo radicular y aquellas que no lo
haran; esto depende de la posicion: solo las células epidérmicas sobre dos células
corticales se diferencian en pelos radiculares. La iniciacién se refiere a la formacién de
un bulto o protuberancia en el sitio de extension del pelo. La elongacién implica un
proceso de crecimiento sostenido, orquestado desde la punta del pelo radicular (Cho y
Cosgrove, 2002). En la formacion de los pelos radiculares participan varios genes como
ROOT HAIRLESS1 (RHL1), RHL2, RHL3 y CAPRICE (CPC), los cuales definen la identidad
de las células que se convierten en pelos radiculares (Schneider et al., 1997; Wada et
al., 1997). Ademads, genes como TRANSPARENT TESTA GLABROUS (TTG) y GLABRA2
(GL2) son necesarios para promover la especificaciéon de las células que no se
transforman en pelos radiculares, denominadas atricoblastos (Galway et al., 1994;
Massuci et al.,, 1996). Cabe mencionar que resultados de numerosos experimentos
genéticos y farmacoldgicos indican que el etileno y las auxinas ayudan a promover la
diferenciacién celular de pelos radiculares y la sefializacién de estas hormonas ocurre
corriente abajo de TTG y GL2 (Masucci y Schiefelbein, 1996; Schiefelbein, 2000;
Grierson y Schiefelbein, 2002).

2.2. Moléculas seiial: Los reguladores del crecimiento vegetal

Las fitohormonas son moléculas pequenas derivadas de diferentes rutas
metabodlicas. Estos compuestos son reguladores importantes del crecimiento vegetal y
median las respuestas a estrés bidtico y abidtico (Santner et al., 2009). Entre los
reguladores del crecimiento vegetal mas ampliamente estudiados se encuentran las
auxinas, que regulan la division celular, la expansion celular, el flujo idnico, la
ramificacion de la raiz, el fototropismo, el gravitropismo, la dominancia apical, el
desarrollo de los frutos, la partenocarpia y la abscisidn. Las funciones principales de las
citocininas incluyen la regulacién de la divisidn celular, la induccion de la diferenciacion

de los 6rganos, el control del movimiento de estomas, el retraso de la degradacién de
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la clorofila y la atenuacién del envejecimiento de la hoja. Los brasinoesteroides afectan
la division y la expansion celular, la diferenciacion de tejidos, el desarrollo reproductivo
y la resistencia al estrés. Las giberelinas estimulan la elongacién celular, promueven la
floracién y liberan la latencia de la semilla. EIl ABA causa el cierre de estomas
previniendo la perdida de agua por transpiracion, promueve el almacenamiento de
compuestos, la deshidratacion en las ultimas etapas de la embriogénesis, asi como la
maduracién y latencia de la semilla. El etileno activa la maduracién de los frutos,
estimula la germinacion, acelera el envejecimiento, modula respuestas de defensa,
promueve la elongacion de los pelos radiculares, la formacién de raices adventicias y la
muerte celular programada en respuesta a patogenos. El acido jasmonico inhibe la
germinacién, modula el desarrollo de los d6vulos en las flores, participa en las
respuestas de defensa por herida y al atague por herbivoros y patégenos. El acido
salicilico promueve la floracion y es un elemento critico en la inmunidad innata de la
planta (Gray, 2004; Santner et al., 2009; Wang e Irving, 2011; Vanstraeten y Benkov3,
2012). Como se puede apreciar de esta informacién, multiples fitohormonas pueden
regular un mismo proceso en la planta interactuando entre si. La actividad de cada
hormona vegetal estd determinada por su biosintesis, transporte y metabolismo, asi
como la eficiencia de los diferentes tejidos para su percepcion y transduccién de la
senal hormonal. La modulacion de alguno de estos procesos puede tener un impacto
directo sobre la respuesta transcripcional corriente abajo, activando a los genes blanco
o modulando la actividad de las proteinas blanco. De acuerdo al nivel en el que las
rutas hormonales interactian, los mecanismos de interaccion (interferencia) fueron
clasificados en tres tipos designados como interferencia directa (primaria), indirecta
(secundaria) y por co-regulacion (terciaria) (Chandler, 2009; Kuppusamy et al., 2009).
Durante la interferencia directa, las rutas hormonales convergen sobre el mismo blanco
y en conjunto controlan la expresion de un gen comun o modulan la actividad de la
misma proteina. Cuando una hormona o uno de los componentes de la ruta de
senalizacion modula la percepcidn, sensibilidad o la disponibilidad de otra hormona, la

interferencia es indirecta. La co-regulacion describe interacciones en las cuales las
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hormonas participan en la regulacién del mismo proceso pero su contribucidén es
mediada a través de rutas independientes (Chandler, 2009; Kuppusamy et al., 2009).
Como resultado de estas interacciones, la actividad de una hormona en
particular puede ser aumentada o suprimida. Si la potencia de salida hormonal es
equivalente o excede la suma de las de entrada individuales, la interaccion es
considerada aditiva o sinergistica respectivamente. En contraste, cuando ocurre una
interaccion antagonica, la potencia de salida hormonal final es atenuada (Chandler,
2009). Asi, las interacciones hormonales generan un nivel adicional de complejidad en
la regulacion de los procesos del desarrollo y proveen una red para los mecanismos de
retroalimentacion balanceando atributos clave de los sistemas de desarrollo, su
robustez y estabilidad por un lado y su dinamismo y flexibilidad por el otro
(Vanstraeten y Benkova, 2012). De nuestro particular interés es la interaccion que
ocurre entre las vias de sefializacidon de las fitohormonas ABA y etileno, entender dicha
interaccion requiere en primer lugar el conocimiento particular sobre cada una de las
vias, el cual se describird a continuacion y posteriormente se abordara el tema de su

interaccion.

2.2.1. Ruta de seializacion del ABA

Hasta el ano 2009, todavia no se tenian definidas las proteinas que participan
como receptores del ABA. Park y colaboradores (2009), examinaron minuciosamente
bibliotecas quimicas y observaron que la “pirabactina” funcionaba como un agonista
selectivo del ABA. Después de un escrutinio genético utilizando la pirabactina como
agente selectivo, se identifico al gen PYRABACTIN RESISTANCE1 (PYR1). Otro grupo de
investigadores en un escrutinio de doble hibrido de levadura aislaron una proteina que
interactuaba con ABI1, a la cual denominaron REGULATORY COMPONENT ABA
RECEPTOR1 (RCAR1) (Ma et al., 2009). Posteriormente, en el genoma de Arabidopsis se
identificd que las PYR y RCAR corresponden a la misma familia de genes formada por 14

miembros, los cuales se conocen como PYRI1 y parecidos a PYR1 (PYL) 1-13 o RCARI1-
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RCAR14 (Umezawa et al., 2010). También se reportd que las proteinas PYR-PYL/RCAR
podian unirse al ABA e interactuar con las fosfatasas de la familia 2C (PP2C) del grupo
A, inhibiendo asi la actividad de las PP2C. Los resultados antes mencionados,
permitieron sugerir que las PYR-PYLs/RCARs funcionan como una subunidad reguladora
negativa de las PP2C (Ma et al., 2009; Park et al., 2009). Debido a que las fosfatasas
PP2C modulan negativamente la senalizacion de ABA, se propuso que la unién de la
PYR-PYL/RCAR al ABA activaria su via de sefalizacidon. La funcion de las distintas PYR-
PYLs/RCARs se confirmd por la insensibilidad al ABA de la mutante cuadruple pyr1 pyl1
pyl2 pyl3 (Park et al., 2009) y en forma contrastante, cuando se sobre-expresaron las
proteinas RCAR1/PYL9, RCAR3/PYL8 o RCARS8/PYL5 en Arabidopsis se produjo una
hipersensibilidad al ABA y elevada tolerancia a la sequia (Ma et al., 2009; Santiago et
al., 2009; Saavedra et al., 2010).

Por estudios anteriores (a mediados de los 90s), en un escrutinio genético para
aislar mutantes de Arabidopsis insensibles al ABA, se identificaron dos genes: ABA-
INSENSITIVE1 (ABI1) y ABI2, que codifican para fosfatasas PP2C. Se observd que las
mutantes abil-1 y abi2-1 eran insensibles al ABA en varios tejidos y en diferentes
etapas de desarrollo, sugiriendo con ello, que las fosfatasas PP2C actuan como
reguladores globales de la sefializacion del ABA (Koornneef et al., 1984; Finkelstein y
Somerville, 1990; Leung et al., 1994; Meyer et al., 1994; Leung et al., 1997; Rodriguez
et al., 1998). Recientemente, se determind que la fosfatasa abil-1 es incapaz de
interactuar con los receptores PYR-PYLs/RCARs, lo que ocasiona que dichos receptores
no puedan inactivar a las fosfatasas que mantienen la via apagada (Ma et al., 2009;
Park et al.,, 2009). La identificacion y caracterizacion de las fosfatasas PP2C ha
demostrado la importancia de los eventos de fosforilacién en la senalizacion del ABA,
donde varias cinasas han sido aisladas y caracterizadas como componentes de esta via
(Hirayama y Shinozaki, 2007). Entre ellas, existen diez cinasas SnRK2, designadas en
Arabidopsis como SnRK2.1-SnRK2.10 (Hrabak et al., 2003) o SRK2A-SRK2J (Yoshida et
al., 2002). Las cinasas SnRK2s/SRK2s son desfosforiladas eficientemente por las

fosfatasas PP2C, por ejemplo ABI1, inactivandolas (Umezawa et al., 2009; Vlad et al.,
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2009). En este tépico, Vlad y colaboradores (2009) identificaron a la Serina 175 en la
cinasa SRK2E/OST1, como el sitio blanco de las fosfatasas, lo cual proporcioné una
evidencia fuerte de que dichas enzimas inactivan a las cinasas SRK2. Finalmente, al
reconstituir in vitro los componentes de la via, se demostré que los receptores PYR-
PYLs/RCARs se unen e inactivan a las PP2C impidiendo la desfosforilacion de las cinasas
SRK2s de una forma dependiente del ABA (Umezawa et al., 2009).

Con relacion a las cinasas SnRK2/SRK2, se ha reportado que éstas activan e
inactivan canales iénicos de la membrana plasmatica, o bien activan factores de
transcripcién en el nucleo. Por ejemplo, OST1/SRK2E actiia como regulador positivo del
cierre de estomas (Mustilli et al., 2002) activando los canales anidnicos SLAC1 e
inhibiendo a los catidnicos KAT1 (Geiger et al., 2009; Lee et al., 2009). Ambos canales
son regulados por la ruta de sefializacion del ABA y Ca®" (Siegel et al., 2009). Se ha
sugerido que la regulacién dependiente de Ca?* probablemente se debe a la
estimulacion de SLAC1 por la cinasa CPK23 (Fig. 4a) (Geiger et al., 2010).

Los reguladores transcripcionales clave en la expresion de genes dependientes
de ABA son los ABFs (factores de union a elementos de respuesta a ABA -ABRE-), del
tipo cierre de leucina de region basica (bZIP) con ABI5 como un representante tipico
(Choi et al., 2005; Finkelstein et al., 2005). La fosforilacion de este ultimo por las SnRKs
conduce a su activacién, mientras que la sumoilacidon (marcaje de ABI5 con ubiquitina
por una SUMO E3 ligasa para su degradacion en el proteosoma 26S) antagoniza la
accion de ABI5 (Miura et al., 2009). ABI5 y otros ABFs son también fosforilados por las
cinasas CPK4 y CPK11 dependientes de Ca®" (Zhu et al., 2007). Otros factores de
transcripcién que contribuyen a la especificidad del ABA, como el ABI3 (reguladores
tipo B3), se unen a ABI5 e incrementan su actividad. Ademas, ABI4 (factor
transcripcional tipo AP2) y factores adicionales que incluyen a las proteinas MYC/MYB
actuan también como reguladores positivos de respuesta al ABA (Yamaguchi-Shinozaki
y Shinozaki, 2006). Mutaciones que inducen la perdida de la funcion de los factores de
transcripcién ABI3, ABI4 y ABI5 provocan insensibilidad al ABA durante la germinacién

(Koornneef et al., 1984; Finkelstein y Somerville, 1990; Finkelstein, 1994). La

Barrera-Ortiz Salvador 15



La interaccion ABA-etileno regula el desarrollo de la raiz de Arabidopsis en respuesta a C10-HL

heterodimerizacion de ABI3 con ABI5 y su interaccion con la caja ABRE, ademas de la
union de ABI4 con los elementos ricos en G-C en los promotores de los genes de
respuesta a ABA permiten la transcripcion Optima de estos genes (Fig. 4b)

(Raghavendra et al., 2010).

(@) (b)

Citosol

|_ca2o

KAT1 SLAC1

Aniones Rico en GC c/tACGTgge
Apoplasto

Figura 4. Ruta de sefalizacion citosdlica y nuclear del ABA. El receptor de ABA esta formado por el
complejo heteromérico de una PP2C como ABI1 y un miembro RCAR de unidn al ABA. El complejo que
forma al receptor controla la sefializacién de ABA y se encuentra presente tanto en el citosol (a) como en
el nucleo (b). La actividad fosfatasa de las PP2C inhibe la accién de las cinasas OST1 y las SnRKs
relacionadas y posiblemente de CPKs dependientes de Ca** como CPK23. En presencia de ABA, la
actividad fosfatasa del receptor es bloqueada y las cinasas son liberadas y regulan a los blancos clave de
la ruta de sefializacidon de ABA. (a) En las células guarda, los blancos son canales idnicos SLAC1 y KAT1
activados e inhibidos respectivamente por la acciéon de OST1. (b) En el nucleo los blancos son factores de
transcripcion tipo cierre de leucina basico ABI5 y ABFs, los cuales al ser fosforilados se unen a los
elementos cis de respuesta a ABA (ABRE) y en conjunto con otros factores inducen la expresion de genes
de respuesta a ABA. ABI3 se une a ABI5 y aumenta su accidén, mientras que ABI4 y factores de
transcripcion tipo AP2 tienen como objetivo un elemento acoplado rico en G-C (CE) para la regulacién
optima de la expresion de genes dependientes de ABA. Adaptado de Raghavendra et al., 2010.

2.2.2. Via de sefializacion del etileno

Para elucidar la via de transduccién de senal del etileno se requirié del

aislamiento de mutantes de los intermediarios que la integran. Cabe mencionar que la
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obtencion de dichas mutantes en Arabidopsis, ha dependido casi exclusivamente del
fenotipo en la respuesta triple que se presenta cuando las plantulas mutantes crecen
en la oscuridad (Knight et al., 1910). Dicho fenotipo se caracteriza por la presencia de
hipocotilos cortos y gruesos, la inhibicidn del crecimiento radicular y la formacion de un
gancho apical (Guzman y Ecker, 1990) que contrasta con el fenotipo etiolado que se
caracteriza por un crecimiento preferencial del hipocotilo en la oscuridad, observado

en las plantulas silvestres expuestas al aire (Fig. 5).

etr1-1 ein2 ctr1-2 WT etr1-1 ein2 ctr1-2

Figura 5. Mutantes de la ruta de transduccion de sefial del etileno. El efecto del etileno sobre la
induccion de la respuesta triple en la oscuridad de la plantula silvestre (Wt) y las mutantes insensibles a
etileno etrl-1 y ein2, y la mutante de respuesta constitutiva a etileno ctr1-2. Tomado de Schaller y
Kieber, 2002.

Las mutaciones aisladas a través del fenotipo alterado en la respuesta al etileno
fueron de dos clases: I) insensibles y Il) de respuesta constitutiva al etileno. Un ejemplo
de las primeras fue la mutante etri-1, que presenta ganancia de la funcién en un
receptor (Bleecker et al., 1988; Chang et al., 1993) y ein2, con pérdida de la funcién en
un elemento de la via de sefalizacion (Guzman y Ecker, 1990; Alonso et al., 1999). Las
mutantes de respuesta constitutiva a etileno mostraron el fenotipo de triple respuesta
cuando crecian en aire o en presencia de etileno, un ejemplo de ellas fueron las

mutantes eto3 (ethylene overproducer3) con una sobreproduccién de etileno (Guzman
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y Ecker, 1990). Alternativamente, también existen mutaciones en la ruta de
transduccion de sefiales como la ctrl que da como resultado la pérdida de la funcidn
del regulador negativo de la via de sefializacion manteniendo constitutivamente
encendida esta via (Fig. 5) (Kieber et al., 1993).

La cascada de sefalizacion de etileno descrita hasta la fecha consta de cuatro
componentes clave: el receptor ETR1, el regulador negativo de la ruta CTR1, el
intermediario EIN2 y el factor de transcripcion EIN3. Existen otras proteinas que
pueden realizar la misma funcion debido a su alta homologia con los componentes de
la ruta de etileno, tal es el caso de ETR2, ERS1, ERS2 y EIN4 que también funcionan
como receptores, o EIL1, EIL2, EIL3, EIL4 y EIL5 como factores de transcripcion (Fig. 6)
(Guo y Ecker, 2004).

ETR1 es una proteina de 738 aminodacidos del reticulo endoplasmico que
presenta tres dominios transmembranales, que comprenden el sitio de unidén a etileno
donde al parecer, la unidad funcional de percepcion de etileno es un dimero (Schaller
et al., 1995). En la activacién de dicho receptor se ha comprobado quimicamente la
actividad histidina cinasa, que implica la autofosforilacion de la proteina en un residuo
conservado de histidina, con la posterior transferencia de ese grupo fosfato a un
residuo de acido aspartico dentro de un dominio receptor (Gamble et al., 1998). Dicha
actividad es tipica de sistemas bacterianos de dos componentes, lo que sugiere que
podria haberse heredado cuando se llevé a cabo la simbiosis que dio origen a los
cloroplastos (Parkinson, 1993). La unién de alta afinidad del etileno estd mediada por
un cofactor de cobre coordinado por dos aminoacidos conservados (Cis65 e His69)
(Schaller y Bleecker, 1995; Rodriguez et al., 1999). La union del etileno al receptor ETR1
lo inactiva impidiéndole la interaccion y activacion de la proteina CTR1 (Fig. 6) (Clark et
al., 1998).

El gen CTR1 codifica una proteina de 821 aminoacidos, donde la mitad de la
region carboxilo terminal presenta un dominio similar al de las proteinas de la familia
Raf de las cinasas serina/treonina que funcionan en las cascadas de las proteinas

cinasas activadas por mitégenos (MAPKs) en animales (Kieber et al., 1993). Las
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cascadas MAPK constan de tres tipos de proteinas: la MAPK cinasa cinasa (MAPKKK)
que fosforila y activa a la MAPK cinasa (MAPKK), la cual a su vez activa por fosforilacion
a la MAPK para transmitir la sefial fosforilando a su proteina blanco (Ichimura et al.,
2000). Se ha sugerido en Arabidopsis que CTR1 podria funcionar como una MAPKKK en
forma andloga a las Raf, e iniciar la sefializacién a través de la cascada MAPK lo que
culminaria con la inactivacion de EIN2 (Novikova et al., 2000; Ouaked et al., 2003). De
cualquier modo, no ha sido posible probar la participacion de alguna MAPKK o MAPK
corriente abajo de CTR1, sino que en lugar de eso, se encontrd que la cascada MAPK
induce la acumulacion de etileno via la fosforilacion de la ACS2 y la ACS6 (dos isoformas
de la ACC sintasa) implicadas en la biosintesis de etileno (Liu y Zhang, 2004).
Recientemente, Qiao y col. (2012) mostraron que la inactivacién de EIN2 mediante una
fosforilacién en la Serina 645 requiere de CTR1. También en ese mismo afio, otro grupo
de investigadores demostrd que CTR1 fosforila directamente a EIN2 y que dicha
fosforilacién puede ocurrir en las serinas 645 y 924, donde esta uUltima juega un papel
mas prominente reprimiendo la funciéon de EIN2 (Fig. 6) (Ju et al., 2012). Las
mutaciones en CTRI que afectan su actividad provocan un fenotipo de respuesta
constitutiva a etileno, comprobando con ello su papel de regulador negativo de la via
(Kieber et al., 1993).

EIN2 codifica una proteina integral de membrana de 1294 aminoacidos que
contiene 12 dominios transmembranales y en la regidon amino terminal presenta una
alta similitud con la familia de trasportadores de cationes Nramp (Alonso et al., 1999).
La region amino terminal es transmembranal y representa el dominio de entrada,
interactuando con factores de sefializacidon corriente arriba (CTR1), en tanto que la
porcion carboxilo terminal es soluble y citosdlica y representa un dominio de salida.
Este ultimo dominio, por la accion de una proteasa aun desconocida, es removido de la
membrana del reticulo cuando EIN2 no es fosforilada por CTR1. Dicho fragmento de la
region carboxilo terminal de EIN2 es transportado al nidcleo donde interacciona con los
factores de sefializacién corriente abajo (Qiao et al., 2012; Ju et al., 2012). Las mutantes

ein2 exhiben el fenotipo insensible a etileno mas fuerte que el resto de las mutantes
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insensibles a etileno aisladas en Arabidopsis, lo que corrobora su papel critico en la
senalizacion (Schaller y Kieber, 2002). Aunque EIN2 presenta una alta similitud con la
familia de trasportadores de cationes Nramp, los experimentos para demostrar la
posible actividad de trasportador de metales de EIN2 de plantas en sistemas
heterdlogos, mostraron que EIN2 de Arabidopsis fue incapaz de complementar cepas
de levaduras deficientes en canales de metales, descartando dicha actividad (Thomine
et al., 2000). La acumulacion de EIN2 esta regulada por el mecanismo de degradacion

ETP1/2 marca a EIN2 con

de proteinas mediado por ubiquitinacién, donde el complejo SCF
ubiquitina para su degradacién en el proteosoma 26S (Qiao et al., 2009).

Corriente abajo de EIN2, se ha reportado a la proteina de 628 aminoacidos EIN3
con caracteristicas de factor de trascripcién (Chao et al., 1997). EIN3 se encuentra en el
nucleo y presenta dominios acidos ricos en prolina y glutamina y es miembro de una
familia que contiene al menos otros cinco factores de transcripcion parecidos a EIN3
(EIN3-like -ElLs-) (Chao et al., 1997; Guo y Ecker, 2004), los cuales se unen como
homodimeros para promover la transcripcion de genes de respuesta a etileno (Solano
et al., 1998). Uno de los genes blanco de EIN3 y los ElLs es ERF1 (Solano et al., 1998).
Los ERFs codifican para factores de trascripcion que inducen la expresion de genes
relacionados a la patogénesis como la B-1-3-glucanasa, la quitinasa basica y defensinas

(Ohme-Takagi y Shinshi, 1995; Solano et al., 1998). De manera similar a lo que ocurre

EBF1/2
/, el

con EIN2, la abundancia de EIN3 y los ElLs esta regulada por un complejo SCF
cual promueve la degradacion de estos factores de transcripcion en el proteosoma 26S
(Guo y Ecker, 2003; Potuschak et al., 2003; Gagne et al., 2004). An y col. (2010)
mostraron que en las plantas silvestres los niveles de las proteinas EBF1 y EBF2 que
forman parte del complejo SCF disminuyen en presencia de etileno con la consecuente
acumulacién de EIN3 y EIL1, lo cual no ocurre en las mutantes ein2, sugiriendo que
EIN2 actia reprimiendo la degradacion proteosomal de EIN3 y EIL1 (Fig. 6). Las
mutaciones con pérdida de la funcién para EIN3 presentan un fenotipo insensible a
etileno, estableciéndolo como un regulador positivo de la transduccion de sefiales del

etileno (Chao et al., 1997).
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Figura 6. Modelo para la transduccion de seial del etileno. En aire, los receptores de etileno mantienen
a CTR1 en estado inactivo reprimiendo las respuestas a etileno, mientras que en etileno, la represién es
liberada. La union del etileno inactiva los receptores y por lo tanto a CTR1. Como resultado EIN2 es
activado y enciende la cascada que involucra a los factores de transcripcién EIN3/EILs que participan en
la regulacion de las respuestas a etileno, ya que por un mecanismo aun desconocido (indicado por una
linea punteada) bloquea la accién del complejo SCFH/2 que promueve la degradacion de los factores de
transcripcion al marcarlos con ubiquitina para su degradacion por el proteosoma 26S. La abundancia de
EIN2 es también regulada por un complejo SCF™2. Modificado de Zhao y Guo, (2011).

2.2.3. Interaccién entre el ABA y el etileno en la regulaciéon de diversos procesos

vegetales

Es bien conocido que el ABA es un inhibidor de la germinacién al promover la

latencia de las semillas ademas de retardar el crecimiento y el desarrollo vegetal, en
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tanto que el etileno induce la germinacion y el envejecimiento en la planta. El fenotipo
inverso de estas dos hormonas en las plantas ha sido caracterizado a distintos niveles.
Por ejemplo, existe un reporte donde se muestra que las mutantes flacca y notabillis
deficientes de ABA en tomate, contienen mas del doble de etileno que las plantas
silvestres (Sharp et al., 2000). Ademas, el fenotipo de las plantas flacca y notabillis es
de tamafio pequefo, biomasa reducida, tallo corto, hojas pequefias y formacion de
raices adventicias, comparadas con las plantas normales, dichas caracteristicas son
tipicas de una repuesta aumentada al etileno. También se observd que el tratamiento
de dichas mutantes con tiosulfato de plata (inhibidor de la accion del etileno) restaura
parcialmente el crecimiento del follaje. Los datos antes mencionados, sugieren que el
efecto causado por la deficiencia de ABA en el follaje puede ser parcialmente atribuido
a una sobreproduccion de etileno, indicando que ademas de ser necesario para ejercer
sus efectos en la planta de tomate, el ABA es requerido para regular el contenido de
etileno (Sharp et al.,, 2000). Curiosamente, se ha observado que la aplicacién del
precursor de etileno (el acido 1-amino-1-ciclopropano [ACC]) no promueve por si solo
la germinacion, pero si reduce el efecto represor del ABA sobre la germinacion en
Arabidopsis, sugiriendo que el papel del etileno en la germinacién es el de bloquear el
efecto del ABA y regular asi el proceso (Ghassemian et al., 2000). Otra evidencia que
refuerza la idea del etileno como un bloqueador del ABA, es lo que ocurre en las
plantulas mutantes eto3 que aumentan la producciéon de etileno y presentan
sensibilidad reducida a ABA durante la germinacion (Subbiah y Reddy, 2010).

Andlisis bioquimicos y moleculares identificaron a una mutante de A. thaliana
designada como enhancer response to ABA3 (era3), en la cual se incrementd la
sensibilidad a ABA en las semillas y se acumuld ABA, sugiriendo que este gen es un
regulador negativo de la biosintesis de ABA (Ghassemian et al.,, 2000). Analisis
genéticos subsecuentes por el mismo grupo mostraron que ERA3 representa un nuevo
alelo en el locus ETHYLENE INSENSITIVE2 (EIN2). Posterior a esto, se observd que las
mutaciones con pérdida de la funcién del gen EIN2 incrementan la produccion del ABA

(Wang et al. 2007; Cheng et al., 2009). Ademas, las mutantes ein2 son hipersensibles a
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los efectos represores del crecimiento del ABA (Fig. 7) (Wang et al. 2007). De esta
manera, EIN2 parece intervenir en el mecanismo mediante el cual ocurre el bloqueo
del etileno en la sintesis del ABA y consecuentemente en los efectos de este uUltimo en

la planta.

MS 0.5uM ABA
Col-0 ein2-5 Col-0 ein2-5

Figura 7. Sensibilidad incrementada al ABA en el crecimiento de la mutante ein2. Plantulas silvestres y
mutantes ein2 de diez dias de edad en medios control (derecha) y suplementados con 0.5 uM de ABA
(izquierda). Adaptado de Wang et al. (2007).

Respecto al efecto de la alteracion en ambas vias de sefalizacion, se ha
observado que las mutaciones en CTR1 (inducen una respuesta constitutiva a etileno) y
en EIN2 (provocan insensibilidad a etileno) aumentan o suprimen respectivamente el
fenotipo de resistencia a la germinacion de la mutante de Arabidopsis abil cuando se
suplementa con ABA de manera exdgena (Beaudoin et al., 2000). Sin embargo, la
mutacién en EIN2 no mostrd un efecto supresor significativo en las mutantes abi3 bajo

las mismas condiciones (Beaudoin et al., 2000). Lo anterior indica que la cascada de
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senalizacion del etileno, definida por CTR1 y EIN2, inhibe la sefializacion de ABA,
probablemente cascada arriba del factor transcripcional ABI3 en la semilla.

En vista de que mutaciones en la sintesis de ABA alteran las respuestas a etileno
y mutaciones en la via del etileno afectan el contenido de ABA, un andlisis de la
expresion global de genes por microarreglos mostré que la mutacién en ABA2 (el cual
codifica para una enzima implicada en la biosintesis del ABA) regula positivamente la
expresion de los genes que codifican para la enzima de biosintesis del etileno ACO (ACC
oxidasa) y un factor de transcripcion de respuesta a etileno ERFO53. Mientras que el
gen 9-CIS-EPOXICAROTENOID DIOXIGENASE 3 (NCED3; codifica para una enzima de la
biosintesis de ABA) fue regulado negativamente en la mutante ein2. Ademas, también
se observd que la mutacion en el gen ETR1 disminuye la expresion de los genes
ABSCISIC ACID INSENSITIVE1 (ABI1) y CYP70742, este ultimo implicado en el
catabolismo del ABA (Cheng et al., 2009). Los datos antes mencionados sugieren que el
ABA vy el etileno pueden controlar la biosintesis, el catabolismo y la sefializacidon
hormonal entre ellos, aumentando asi sus efectos antagdnicos en las plantas. En el
presente trabajo, es de nuestro interés determinar el mecanismo de interacciéon entre
el ABA y el etileno en la raiz, debido a la importancia de esta ultima en el crecimiento y
el desarrollo de la planta y particularmente dilucidar la interaccion que ocurre entre

ambas vias de sefializacion.

2.3. Nuevos reguladores del crecimiento vegetal: las amidas N-sustituidas

Ademas de los reguladores del crecimiento antes mencionados (Fig. 1), de los
cuales se conocen sus receptores asi como varios elementos en sus vias de
sefializacion, recientemente se han descrito nuevos compuestos. Aunque se desconoce
el mecanismo mediante el cual dichos compuestos llevan a cabo su sefalizacion, se
sabe que son capaces de modificar el crecimiento vegetal y como ocurre con los
reguladores clasicos, posiblemente existan elementos de distintas vias de sefializacion

qgue les permitan su interaccion. Las amidas N-sustituidas como las alcamidas y las N-
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aciletanolaminas son moléculas de estructura sencilla producidas por las plantas y
afectan su desarrollo de manera dependiente de la concentracion (Fig. 8) (Morquecho-

Contreras y Lépez-Bucio, 2007).
O
H

O
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Figura 8. Las amidas N-sustituidas. Estructura quimica general de (a) las alcamidas, (b) las N-
aciletanolaminas y (c) las N-acil-L-homoserina lactonas, todas presentan una cadena hidrocarbonada de
10 carbonos. Modificado de Ortiz-Castro et al. (2008).

2.3.1. Las alcamidas

Las alcamidas son amidas N-substituidas con un grupo isobutilo cuya
variabilidad radica en la longitud de su cadena hidrocarbonada (Fig. 8a) y comprenden
mas de 200 compuestos ampliamente distribuidos en al menos 10 familias de
angiospermas que las acumulan en sus tejidos: Aristolochiaceae, Asteraceae,
Brasicaceae, Convolvulaceae, Euphorbiaceae, Menispermaceae, Piperaceae, Poaceae,
Rutaceae y Solanaceae (Ramirez-Chavez et al., 2004).

El interés en las alcamidas comenzd debido a sus propiedades medicinales,
diferentes civilizaciones empleaban especies de plantas que contenian estos
compuestos en la medicina tradicional. Los extractos de plantas como Echinacea
angustifolia, Euchinacea purpurea y Heliopsis longipes son aun utilizados hoy en dia en
el tratamiento del resfriado comun asi como en infecciones cutaneas y de las vias

respiratorias (Ramirez-Chavez et al., 2004; Raduner et al., 2006). Los efectos
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fungitdxicos y bacteriostaticos de la afinina (la principal alcamida producida por la raiz
de Heliopsis longipes, hasta el 1% del peso seco total) y la actividad bacteriostatica de
otras dos alcamidas obtenidas por reduccion catalitica de la afinina, la N-isobutil-2E-
decanamida y la N-isobutil-decanamida han confirmado algunas de sus propiedades
terapéuticas (Molina-Torres et al., 2004).

Los efectos moduladores de las alcamidas sobre el desarrollo han sido
reportados en mas de una ocasién, por ejemplo, se ha observado que la amidenina,
una alcamida no sustituida aislada del actinomiceto Amycolatopsis sp., estimula la
produccién de biomasa en plantulas de arroz (Oryza sativa) (Kanbe et al., 1993). En
plantulas de A. thaliana, la afinina incrementa el crecimiento de la raiz primaria y la
formacion de raices laterales; y sus dos derivados la N-isobutil-2E-decanamida y la N-
isobutil-decanamida promueven la elongacion de los pelos radiculares a
concentraciones bajas, ademas del efecto inverso a concentraciones altas (Ramirez-
Chavez et al., 2004). Un trabajo posterior indica que la longitud de la cadena
hidrocarbonada y la N-sustitucion en la alcamida juegan un papel crucial en la actividad
biolégica de la molécula modificando la arquitectura radicular, siendo la N-isobutil
decanamida el compuesto que mostré mayor actividad en el estudio (Lopez-Bucio et
al., 2007). La alta actividad celular proliferativa de la N-isobutil decanamida
correlaciond con la formacion de estructuras parecidas a callos en la raiz primaria,
hojas ectdpicas a lo largo de los peciolos de las hojas de la roseta y tejido tumoral
desorganizado que se origina en la lamina de las hojas. Esta formacion ectdpica de
organos por el compuesto pone de manifiesto una divisién celular activa que coincidio
con la activacién de la ruta de sefializacion de las citocininas, ademas de requerir de los
receptores de citocininas para llevarse a cabo (Lépez-Bucio et al., 2007).

Para tratar de entender el mecanismo por el cual las alcamidas alteran el
crecimiento y el desarrollo vegetal, se llevd a cabo un escrutinio para identificar
mutantes de insercién de T-ADN de Arabidopsis incapaces de acortar su raiz primaria
en respuesta a una concentracion alta de N-isobutil decanamida (Fig. 9a). Una mutante

recesiva resistente a N-isobutil decanamida denominada drr1 (por sus siglas en inglés
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decanamide resistant root), fue aislada debido al crecimiento continuo de su raiz
primaria y formacién de raices laterales reducida en respuesta al compuesto (Fig. 9b-e)
(Morquecho-Contreras et al., 2010). Toda la informacién anterior indica que las
alcamidas son compuestos con actividad bioldgica tanto en microrganismos como en
plantas y que dicha actividad estd ligada a la estructura de la molécula, siendo

necesario en la planta el locus DRR1 para que estas moléculas puedan ejercer su

efecto.
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Figura 9. Escrutinio genético y caracterizacion fenotipica de la mutante drrl. (a) Aislamiento de la
mutante drrl (sefialada con una flecha) por su resistencia a la inhibicién del crecimiento de la raiz
primaria en medios suplementados con decanamida. (b) Crecimiento de plantas silvestres (derecha) y
drrl (izquierda) en medio control y suplementados con concentraciones crecientes de decanamida (c-e).
(f-h) Andlisis de la arquitectura radicular de la mutante drrl en respuesta a N-decanoil-homoserina
lactona. Adaptada de Morquecho-Contreras et al. (2010).
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2.3.2. Las N-acil-etanolaminas

Las N-aciletanolaminas (NAEs) son metabolitos derivados de la hidrdlisis de la N-
acilfosfatidiletanolamina (NAPE), que es un fosfolipido de la membrana de células
animales y vegetales. La enzima que cataliza esta reaccion es una fosfolipasa D (PLD)
selectiva para NAPEs, la cual presenta baja afinidad para otros fosfolipidos de
membrana (De Petrocellis et al., 2004). Al igual que las alcamidas, las NAEs también son
amidas N-sustituidas las cuales pueden variar en la longitud de su cadena
hidrocarbonada, pero a diferencia de las primeras, la N-sustitucidon presenta un grupo
etanol conservado y su cadena hidrocarbonada puede contener insaturaciones (Fig. 8b)
(Teaster et al., 2007). El metabolismo de las NAEs esta conservado entre los
organismos eucariontes, sin embargo, las funciones fisioldgicas de estos lipidos han
sido investigadas principalmente en vertebrados. En los sistemas animales, las NAEs
participan como reguladores de procesos fisioldgicos importantes como el desarrollo
embrionario, la proliferacién celular, la respuesta inmune y la apoptosis (Cotter et al.,
2011).

En las plantas, las NAEs se encuentran en varios tejidos, donde las moléculas
presentan una longitud de la cadena hidrocarbonada que va de los 12 a los 18 atomos
de carbono y con cero a tres dobles enlaces. Se ha reportado una alta concentracion de
NAEs en semillas secas, la cual disminuye una vez que estas germinan (Chapman,
2000). Estudios en Arabidopsis mostraron que la N-lauriletanolamina (NAE12:0) tiene la
capacidad de inhibir la elongacion de la raiz (Fig. 10a-c), incrementar el grosor de la
punta de la raiz y reducir el nUmero de pelos radiculares de una forma dependiente de
la concentracion (Fig. 10d-e), actividad que no presentd el acido laurico (LA), el cual
carece del grupo etanolamina presente en todas las NAEs. Los resultados antes
mencionados sugieren que la actividad de la NAE12:0 depende de la estructura del
compuesto, la cual puede tener un sitio de unidn especifico en la planta (Blancaflor et

al., 2003).
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50 uM NAE 12:0 _ 50 uM NAE 12:0

Figura 10. Efectos morfoldgicos generales de la NAE12:0 sobre la raiz de la plantula silvestre de
Arabidopsis thaliana. (a) Plantulas de 9 dias de edad crecidas en medio control. (b-c) dosis bajas de
NAE12:0 (20 uM) incrementan la longitud de las raices laterales (resaltado con flechas en a y b) e inhiben
ligeramente el crecimiento de la raiz primaria, en tanto que concentraciones altas (50 uM) reprimen el
crecimiento radicular (c). (d) crecimiento en un medio control de la raiz primaria de una plantula de 3
dias de edad presentando pelos radiculares en la zona de diferenciacion y (e) otra crecida en un medio
con 50 uM de NAE12:0, la cual carece de pelos radiculares, ademas de tener una menor longitud y un
engrosamiento radial de la raiz primaria. Adaptada de Blancaflor et al. (2003).

En vertebrados, las NAEs son degradadas por la hidrolasa de amida del acido
graso (Fatty Acid Amide Hydrolase [FAAH]), la cual hidroliza las NAEs a etanolaminas y
sus correspondientes acidos grasos libres. Enfoques bioinformaticos condujeron a la
identificacion del homdlogo de FAAH en plantas capaz de hidrolizar NAEs in vitro.
Mutantes de insercion de T-ADN de A. thaliana, Atfaah, muestran niveles elevados de
NAEs enddgenas y una hipersensibilidad a la inhibiciéon del crecimiento inducido por
NAE aplicada exdégenamente. Por otra parte, lineas transgénicas sobreexpresoras de
FAAH (OE), mostraron un contenido de NAE bajo, menor sensibilidad a NAE aplicada
exogenamente y mayor tamafio. La informacion anterior indica que la AtFAAH modula

los niveles enddgenos de NAEs en las plantas y que la disminucidn en la concentracion
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de NAEs probablemente es importante en la regulaciéon del crecimiento vegetal (Wang
etal., 2006).

Como se menciond anteriormente, las NAEs se encuentran en grandes
cantidades en las semillas y sus niveles disminuyen drasticamente cuando estas
germinan, ademds de inhibir el crecimiento de plantulas silvestres de Arabidopsis.
Debido a que el ABA actua de manera similar en las plantas, se implementdé una
estrategia genética para determinar si el mecanismo por el cual las NAEs impactan el
crecimiento vegetal requeria de la via de sefializacion del ABA. Como se puede
observar en la figura 11, la aplicacion combinada de concentraciones micromolares de
NAE y ABA producen una reduccion dramatica del crecimiento de la raiz, que no se
presenta cuando se utilizan ambos compuestos por separado. Dicha inhibicién del
crecimiento se reduce notablemente en las mutantes de la ruta del ABA abil, abi2,
abi3 y abi5, indicando que la accion de las NAEs requiere de una ruta de sefializacion

del ABA intacta (Teaster et al., 2007).
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Figura 11. Sinergismo entre los efectos de la NAE12:0 y el ABA en el crecimiento de la raiz primaria de
Arabidopsis. Las mutantes insensibles al ABA (abil-1, abi2-1, abi3-1y abi5-1) no exhiben la inhibicidn del
crecimiento de la raiz por los tratamientos, indicando que la accién de la NAE requiere de una ruta de
sefializacidn del ABA intacta. Modificado de Teaster et al. (2007).
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2.4. Las N-acil-homoserina lactonas en la interaccidn planta-microorganismo

La rizosfera es la zona del suelo influenciada por la raiz, en este sitio se
encuentra una gran cantidad de microorganismos los cuales interaccionan con las
plantas. La interaccion puede ser negativa cuando los microorganismos infectan a la
planta causando enfermedad y positiva cuando protegen a la planta y/o promueven su
crecimiento (Sharma et al., 2003; Bais et al., 2006). La protecciéon microbiana puede
ocurrir por la formacion de biopeliculas en torno a la raiz, la produccion de antibidticos
gue controlan a especies antagdnicas o por la degradacion de compuestos toxicos que
son producidos por microbios u otras plantas. La estimulacién del crecimiento por
microorganismos ocurre cuando estos proporcionan nutrientes que son esenciales para
la planta (por ejemplo, la fijacién de nitrégeno atmosférico por diferentes tipos de
proteobacterias) o por la produccion de sustancias que inducen el crecimiento en la
planta debido a que impactan en las vias de sefalizacion de los reguladores del
crecimiento vegetal. Los compuestos microbianos que inducen el crecimiento vegetal
pueden ser los mismos que producen las plantas, por ejemplo las auxinas o citocininas,
o moléculas que mimetizan a estos y otros reguladores del crecimiento vegetal debido
a que son estructuralmente similares a ellos (Bais et al., 2006; Ortiz-Castro et al.,
2009). Un ejemplo de moléculas que mimetizan a los reguladores del crecimiento son
las N-acil-homoserina lactonas (AHLs) (Fig. 8c) (Sharma et al., 2003; Bauer et al., 2005;
Waters y Bassler, 2005).

Las bacterias producen y liberan moléculas sefial llamadas autoinductores cuya
concentracion externa aumenta en funcion del incremento de la densidad poblacional.
Las bacterias detectan la acumulacién de una concentracién umbral minima
estimulatoria de esos autoinductores alterando la expresién de sus genes y por lo tanto
su comportamiento. Usando este sistema de senal-respuesta, las bacterias sincronizan
comportamientos particulares en una escala poblacional y asi funcionan como
organismos multicelulares, a este proceso se le conoce como quorum-sensing (QS). Las

AHLs son un tipo de autoinductores (Waters y Bassler, 2005). En bacterias del género
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Pseudomonas como Pseudomonas aeruginosa, del 5 al 20% de sus genes y proteinas
estan regulados directa o indirectamente por QS (Bauer et al., 2005). El hecho de que
mutantes de la bacteria Rhizobium etli afectadas en sintesis o respuesta a AHLs fueran
incapaces de nodular plantas de frijol (Phaseolus vulgaris) y debido a que la nodulacion
promueve el crecimiento de la planta ya que estas bacterias son capaces de fijar
nitrégeno, mostré que el QS participa en interacciones planta-microorganismo
benéficas de una manera indirecta (Rosemeyer et al., 1998). Posteriormente, se
demostré que raices de plantas de Medicago truncatula expuestas a AHLs modifican la
produccién de proteinas de la raiz implicadas en la regulacién transcripcional,
respuestas a hormonas vegetales y del metabolismo primario y secundario, lo cual
establecié un papel directo de las AHLs en la interaccion planta-microorganismo
(Mathesius et al., 2003).

En nuestro grupo, Ortiz-Castro y col. (2008) reportaron que las AHLs tienen la
capacidad de alterar el crecimiento y desarrollo de la raiz de Arabidopsis y que estas
plantas poseen la maquinaria enzimatica para metabolizar estos compuestos. La
habilidad de inhibir el crecimiento de la raiz primaria e inducir la formacion de pelos
radiculares esta estrechamente relacionada con la longitud de la cadena
hidrocarbonada de las AHLs y es dependiente de su concentracién, siendo la N-
decanoil-homoserina lactona (C10-HL) el compuesto que presenta la mayor actividad
modificando la raiz de A. thaliana (Fig. 12a). La similitud estructural y funcional de la
C10-HL con la N-isobutil-decanamida de plantas permite hipotetizar que las AHLs son
moléculas bacterianas que mimetizan reguladores del crecimiento vegetal ejerciendo
su efecto en el crecimiento y el desarrollo.

La similitud funcional de la C10-HL y la N-isobutil-decanamida fue evidente en la
mutante drrl, la cual mostré una respuesta disminuida para percibir el compuesto
bacteriano C10-HL, de manera similar a como ocurrié con la alcamida (Fig. 9f-h)
(Morquecho-Contreras et al., 2010). Asi que, drr1 puede ser una herramienta util para
dilucidar el mecanismo por el cual actian las AHLs en plantas. Cabe mencionar, que la

similitud estructural de las AHLs también es compartida con las otras amidas N-
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sustituidas, las NAEs, las cuales parecen tener efectos opuestos a las AHLs en el
crecimiento vegetal, como ocurre en la formacién de pelos radiculares (Figs. 10d-e y
12b). Debido a que las NAEs requieren de la via de sefalizacién del ABA para ejercer su
efecto en la planta, es posible que las AHLs interactuen también con esta ruta de

sefializacion hormonal.
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Figura 12. Efecto de las N-acil-homoserina lactonas (AHLs) sobre el crecimiento y el desarrollo de la raiz
de Arabidopsis thaliana. (a) Porcentaje de inhibicion de la raiz primaria (%) de plantulas silvestres
tratadas con concentraciones crecientes de N-acil-homoserina lactonas (AHLs). (b) Induccién de la
formacion de pelos radiculares por la AHL mas activa, la N-decanoil-L-homoserina lactona (C10-HL) en la
raiz primaria de plantulas silvestres. Adaptado de Ortiz-Castro et al. (2008).
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3. JUSTIFICACION

El acido abscisico (ABA) y el etileno son fitohormonas que interactian en el
control del desarrollo de la raiz a través de mecanismos escasamente estudiados. El
efecto de las NAEs sobre la sefializacion del acido abscisico abre la posibilidad de que
moléculas estructuralmente relacionadas como las AHLs modulen la arquitectura de la

raiz de Arabidopsis a través de la interacciéon ABA-etileno.

4. HIPOTESIS

Las AHLs regulan la arquitectura de la raiz de Arabidopsis thaliana a través de su

interaccion con algun (os) componente (s) de las cascadas de transduccion de sefiales

del etileno y del acido abscisico.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Caracterizar la participacidon de las rutas de sefializacion del acido abscisico y del
etileno en las respuestas de la raiz de Arabidopsis thaliana a la N-decanoil-homoserina

lactona (C10-HL).

5.2. Objetivos particulares

1. Evaluar el papel del locus DRR1 necesario para la percepcion de la C10-HL en las
respuestas al ABA y el etileno.

2. Determinar la participacion de elementos de la via de sefializacion del etileno
en las respuestas al ABA y la C10-HL.

3. Caracterizar la intervencién de la via de sefializacion del ABA en las respuestas

al etileno y la C10-HL.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Material biolégico y compuestos bioactivos

En este trabajo se utilizaron semillas silvestres de Arabidopsis thaliana de los
ecotipos Columbia (Col-0), Landsberg erecta (Ler) y Wassilewskija (Ws) y las mutantes
drrl de fondo genético Ws (Morquecho-Contreras et al., 2010); etr1 (Bleecker et al.,
1988), ein2 (Guzman y Ecker, 1990) y ein3 (Chao et al., 1997) de fondo genético Col-0;
abil, abi2 y abi3 con un fondo genético Ler (Koornneef et al., 1984) y la mutante abi5
fondo genético Ws (Finkelstein, 1994); también se utilizé la linea transgénica Abid:gus
con fondo Col-0, la cual porta un marcador de respuesta ABA (S6derman et al., 2000).

Los compuestos con actividad bioldgica utilizados en este estudio son la N-
decanoil-L.-homoserina lactona (C10-HL); el acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico
(ACC), precursor inmediato del etileno; y el S-(+)-acido abscisico (ABA), la forma activa

de la fitohormona ABA. Los tres compuestos fueron adquiridos en la casa Sigma.

6.2. Condiciones de crecimiento y analisis de la arquitectura radicular

Las semillas fueron desinfectadas con etanol al 95% (v/v) por 5 minutos y cloro
al 20% (v/v) por 7 minutos en agitacion constante a 1400 rpm. Después de cinco
lavados con agua desionizada estéril, el material bioldgico se incubd por 48 horas a 5
°C. Posteriormente, las semillas fueron germinadas y crecidas en cajas de Petri con un
medio de cultivo empleado en nuestro laboratorio para el crecimiento de Arabidopsis
thaliana el cual es una version modificada del medio Murashige y Skoog disefiado para
el crecimiento y analisis de cultivos de tejido de tabaco (Murashige y Skoog, 1962). El
medio contiene sacarosa al 0.6% siendo la concentracién de azucar que permite un
crecimiento éptimo; sales MS al 20% (Sales basales MS, compradas en la casa Sigma) de
la concentracién sugerida (4.3 g/l) del medio MS original (Murashige y Skoog, 1962),

por lo que nos referimos a este medio como MS0.2X (también lo nombramos medio
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basal o control); después de un ajuste a pH 7 se agrego fitagar al 1% (Fitagar grado
micropropagacion, adquirido en la casa Phytechnology) en lugar de Bacto-agar (Difco)
para una consistencia sélida. Los compuestos con actividad bioldgica, el ACC y el ABA
fueron disueltos en dimetil sulféxido (DMSO, adquirido en la casa Sigma) y la C10-HL en
metanol (Metanol anhidro, comprado en la casa Sigma) agregdndose al medio en
estado liquido (alrededor de 50 °C) a la concentracion deseada. Una vez que el medio
solidificd, las semillas se sembraron en la superficie del mismo y las placas se colocaron
en una camara de crecimiento para plantas (Percival Scientific AR-95-L) con un
fotoperiodo de 16 horas luz, 8 horas oscuridad, una intensidad de luz de 100 pmol m?s
1y una temperatura de 22 °C. Entre los siete y diez dias después de la germinacién, la
raiz primaria de las plantulas se midié con una regla (LRP, longitud de la raiz primaria);
el nimero de raices laterales (NRL) presentes en la raiz primaria desde el apice hasta la
zona de transicidon entre la raiz y el tallo se registré con ayuda de un estereoscopio
(Leica MZ6) a un aumento de 20X; y la densidad de raices laterales (DRL) se calculd
dividiendo el NRL entre la LRP. Las diferencias entre los datos obtenidos de una misma
respuesta (LRP, NRL o DRL) fueron analizadas con el programa Statistica Six Sigma 8.0,
mediante pruebas de varianza y significancia Tukey. En las diferentes gréficas, se indica

con letras si las medias de los distintos datos difieren significativamente (p< 0.05).

6.3. Anadlisis histoquimico de la actividad de GUS

Las plantulas transgénicas Abi4:gus de tres a cinco dias de edad fueron
incubadas en cajas para microtitulo con X-Gluc al 0.1% (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
glucoronido) en un amortiguador de fosfatos (NaH,PO4; y Na,HPO4 al 0.1 M y un pH de
7) con K4Fe(CN)g y KsFe(CN)g al 2 mM, durante 12 horas a 37 °C (Jefferson et al., 1987).
Una vez retirada la solucion de X-Gluc se clareé el tejido con la solucion 1 (HCL0.24 Ny
metanol al 20% [v/v]) durante 60 minutos a 62 °C, al remover la solucién 1 se agregé la
solucion 2 (NaOH al 7% [m/v] y etanol al 60% [v/v]) durante 20 minutos a temperatura

ambiente. Posteriormente, se desechd la solucién 2 y el tejido se fijé con tratamientos
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de etanol al 40, 20 y 10% (v/v) sucesivamente durante 20 minutos cada uno,
desechando el tratamiento anterior y sustituyéndolo por el siguiente. El etanol al 10%
se retird para agregar glicerol al 50% (v/v) (Malamy y Benfey, 1997). Las plantulas en la
soluciéon de glicerol fueron observadas al estereoscopio (Leica MZ6) capturando
imagenes a un aumento de 20X para el follaje y de 40X para la punta de la raiz. La
coloracién azul en los tejidos se debe a la actividad de la enzima B-glucoronidasa, cuya

expresion esta regulada por el promotor del gen AB/4.

6.4. Obtencion de cruzas

Para movilizar el marcador Abi4:gus a la mutante drrl, se utilizo el polen de la
planta transgénica para fertilizar el gineceo de una de las flores de la planta mutante.
La silicua de la cruza fue marcada y posteriormente las semillas de esa silicua fueron
desinfectadas y sembradas en un medio de seleccion (MS0.2X 30 uM de C10-HL),
aquellas plantulas que no presentaron una resistencia a la C10-HL (fenotipo silvestre)
fueron crecidas en suelo hasta la obtencion de semillas. Estas ultimas fueron
desinfectadas y sembradas en un segundo medio de seleccién (MS0.2X 30 uM de C10-
HL) y las plantulas resistentes a la C10-HL (fenotipo mutante) fueron crecidas en suelo
hasta la obtencion de semillas. Las semillas de cada planta fueron almacenadas por
separado y a cada lote se le realizé un analisis histoquimico de la actividad de GUS,
aquellos lotes que mostraron la actividad de GUS fueron propagados una vez mas para
asegurar que las semillas fueran homocigotas en la mutacién y en la expresion del
transgén (lineas drr1XAbi4:qgus). Las plantulas que en el primer medio de seleccién
mostraron un fenotipo silvestre fueron aquellas donde la cruza se realizé exitosamente,
ya que la mutacidén es recesiva y solo confiere resistencia a la C10-HL cuando se
encuentra en su forma homocigota. En la segunda seleccion, las plantulas presentaron
una segregacion mendeliana aproximada de tres plantulas con fenotipo silvestres por
una plantula con fenotipo mutante (3.11:0.88), lo cual comprueba que la cruza se llevd

a cabo correctamente.

Barrera-Ortiz Salvador 38



La interaccion ABA-etileno regula el desarrollo de la raiz de Arabidopsis en respuesta a C10-HL

7. RESULTADOS

7.1. Determinacion de los rangos de concentracion de los tres reguladores

Es bien conocido que el ABA es capaz de inhibir la germinacién de las semillas
en Arabidopsis a una concentraciéon de 3 pM suplementado de manera exogena
(Finkelstein y Rock, 2002). Para observar sus efectos sobre la arquitectura radicular,
decidimos evaluar concentraciones inferiores a 3 uM. Al realizar un barrido de
concentraciones de ABA que van desde 0.1 hasta 1 uM (en intervalos de 0.1 uM),
observamos que bajas concentraciones (inferiores a 0.2 uM) promueven ligeramente el
crecimiento radicular y que las concentraciones altas presentan una actividad
represora (datos no mostrados). A continuacion evaluamos un nuevo rango de
concentraciones (siendo 1 uM el tratamiento mas alto como lo fue en el barrido inicial)
gue tuvo menos tratamientos y que incluyd las concentraciones bajas y altas, la
concentracion mas baja fue de 0.06 uM y concentraciones sucesivas que eran del doble
de la anterior hasta llegar a 1 uM (0.12, 0.25, 0.5 y 1 uM). Los tres ecotipos evaluados
(Col-0, Ws y Ler), mostraron diferencias en el crecimiento de la raiz primaria y la
formacion de raices laterales en respuesta al ABA, aunque la respuesta al compuesto
de los ecotipos Col-0 y Ws parecen ser la mas similar respondiendo al compuesto,
donde concentraciones inferiores a 0.25 puM de ABA inducen ligeramente el
crecimiento de la raiz primaria y por encima de esta se observa una inhibicion en dicho
crecimiento (Fig. 13a). En el caso de la formacidn de raices laterales ocurre algo similar
en ambos ecotipos, la densidad de estas estructuras incrementa ligeramente en
concentraciones inferiores a 0.5 UM pero es abatida por encima de esta (Fig. 13b-c). El
ecotipo Ler no mostré una induccion en la formacién de raices laterales a
concentraciones bajas y solo presentd sensibilidad al compuesto a la concentracién de
1 uM (Fig. 13b-c). Respecto al crecimiento de la raiz primaria, este fue inhibido de
manera dependiente del incremento de la concentracidn de ABA, sin observar el efecto

inductor en este ecotipo (Fig. 13a).
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Figura 13. Efecto del ABA en la arquitectura de la raiz de plantulas silvestres de Arabidopsis thaliana.
Analisis del crecimiento de la raiz primaria (a), la formacidn de raices laterales (b) y la densidad de las
raices laterales por centimetro de raiz primaria (c) en los ecotipos Columbia (Col-0), Landsberg erecta
(Ler) y Wassilewskija (Ws) de A. thaliana a los siete dias después de la germinacion. El material bioldgico
se crecid en placas de Petri sobre medios MS0.2X en condiciones control y suplementados con S-(+)-
acido abscisico (ABA). Los datos indican la media * la desviacidon estdndar (n=30). Las letras distintas
indican una diferencia estadistica de un analisis Tukey con un valor de p<0.05. El experimento fue
repetido tres veces obteniendo resultados similares.
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El andlisis de la densidad de las raices laterales es un dato mas adecuado para
evaluar las raices laterales de una plantula, debido a que este parametro no se ve
influenciado por la longitud de la raiz primaria, la cual puede incrementar o disminuir,
por lo que en los anadlisis posteriores se empleara solamente esta evaluacidon para
mostrar el efecto de los compuestos en la formacién de las raices laterales.

Para analizar el efecto del etileno sobre el crecimiento y desarrollo radicular
empleamos a su precursor, el acido 1-amino-ciclopropano-1-carboxilico (ACC), el cual
ha sido ampliamente utilizado para evaluar la funcion del etileno en varios procesos
vegetales. Dicho compuesto ha mostrado que incrementa la acumulacion de la
fitohormona cuando es suplementado de manera exdgena en plantulas silvestres y
mutantes de A. thaliana (Guzman y Ecker, 1990). La estrategia utilizada para
determinar el rango de concentraciéon del ACC, requirié del uso de una mutante
insensible a etileno para saber hasta que concentracién la mutante era afectada por el
compuesto en los parametros que decidimos evaluar y como responde la plantula
silvestre a los mismos tratamientos. Un barrido de concentraciones del ACC del orden
de 0.1 a 0.5 uM, mostré que la plantula silvestre acortan su raiz primaria de una
manera dosis dependiente. En la concentracion de 0.3 pM se observd una inhibicion
maxima de alrededor del 60% del crecimiento de la raiz primaria, en tanto que los
tratamientos superiores a este no muestran una diferencia estadistica significativa (Fig.
14a). Respecto a la formacion de raices laterales, la densidad de estas estructuras
incrementa de manera dependiente de la concentracién llegando a ser alrededor del
doble en la concentracion de 0.3 pM, manteniendo una densidad similar las
concentraciones siguientes (Fig. 14b). La mutante empleada en este andlisis fue etrl la
cual estd afectada en uno de los 5 receptores a etileno y es insensible a esta
fitohormona (Bleecker et al., 1988). La mutante fue evaluada bajo el mismo rango de
concentraciones de ACC que la plantula silvestre, creciendo lado a lado en la misma
caja. Se observo que la mutante etrl no mostré diferencias en el crecimiento de la raiz
primaria respecto al control cuando crece en los medios suplementados con ACC hasta

la concentracion de 0.4 uM y solo la concentracion de 0.5 uM del compuesto inhibio
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ligeramente el crecimiento de la raiz primaria, en tanto que la densidad de las raices

laterales no se afecta en alguna de las concentraciones utilizadas (Fig. 14).
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Figura 14. Efecto del precursor de etileno (el ACC) sobre la arquitectura de la raiz de la plantula
silvestre y la mutante etr1 de A. thaliana. Crecimiento de la raiz primaria (a) y la formacién de raices
laterales (b) del ecotipo Col-0 y la mutante insensible a etileno etrl a los diez dias después de la
germinacion. El material bioldgico se crecié en placas de Petri sobre medios MS0.2X en condiciones
control y suplementados con 4cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC). (c-h) imagenes
representativas del experimento. Las flechas en (d-h) indican el incremento en la formacién de pelos
radiculares (observado como un engrosamiento de la raiz) en las plantulas silvestres de manera dosis
dependiente de la concentracién de ACC. Los datos indican la media # la desviacidn estandar (n=15). Las
letras distintas indican una diferencia estadistica de un analisis Tukey con un valor de p<0.05. El
experimento fue repetido dos veces obteniendo resultados similares.
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Con base en los resultados anteriores decidimos utilizar en los experimentos
posteriores un rango de concentraciones de ACC de 0.1 hasta 0.4 uM, ya que bajo estas
concentraciones la arquitectura radicular de la plantulas silvestres se altera
drasticamente en tanto que la de plantulas insensibles a etileno como etrl no
muestran cambios significativos. En las imagenes de la figura 14 se puede apreciar que
no solo se modifica el crecimiento de la raiz primaria y la formacion de raices laterales
en las plantulas silvestres, sino que también el crecimiento y formacion de pelos
radiculares (observado como un engrosamiento de la raiz) se estimula de manera
dependiente de la concentracién, una respuesta que es tipicamente inducida por
etileno, la cual no ocurre en la mutantes etr1.

Para el caso del compuesto bacteriano C10-HL, en el trabajo de Morquecho-
Contreras y col. (2010) reportaron que la concentracién de 30 uM de C10-HL acorta
drasticamente la raiz primaria e induce en gran medida la formacion de raices laterales
en la planta silvestre (Fig. 9f-h), por lo que tomamos esta concentracion como la
maxima y disminuimos el intervalo de concentraciéon de 10 a 5 uM para realizar un

analisis mas fino del efecto del compuesto sobre la arquitectura de la raiz.

7.2. Papel del locus DRR1 necesario para la percepcion de la C10-HL en las respuestas

al ABAy al etileno

7.2.1. La mutante drrl es mas sensible al ABA que la plantula silvestre

Para determinar la participacion del locus DRR1 (necesario para la percepcion
de la C10-HL) en respuesta al ABA, crecimos a la mutante drr1 en condiciones control y
bajo el rango de concentraciones de ABA previamente descrito, lado a lado con su
fondo genético (Ws). En la figura 15a se muestra que la mutante no presenta un
crecimiento de la raiz primaria distinto al de las condiciones control en las
concentracion bajas de ABA y a partir de 0.25 uM muestra una inhibicién de dicho

crecimiento y concentraciones mas altas lo arrestan drasticamente cuando se compara
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con la planta silvestre. La mutante también pierde la capacidad de formar raices
laterales desde la concentracidon de 0.12 uM en tanto que la plantula silvestre lo hace

hasta la concentracién de 1 uM (Fig. 15b).
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Figura 15. Respuesta de la mutante drr1 al ABA. Crecimiento de la raiz primaria (a) y la formacién de
raices laterales (b) de la mutante drrl y la plantula control del ecotipo Wassilewskija (Ws) a los siete dias
después de la germinacion. El material bioldgico se crecié en placas de Petri sobre medios MS0.2X en
condiciones control y suplementados con S-(+)-acido abscisico (ABA). Las imagenes son representativas
de las condiciones control (c) y dos de las concentraciones donde se observan los efectos mas
contrastante del crecimiento de las plantulas silvestres y las mutantes en respuesta al ABA (d-e). Los
datos indican la media * la desviacion estandar (n=15). Las letras distintas indican una diferencia
estadistica de un andlisis Tukey con un valor de p<0.05. El experimento fue repetido dos veces
obteniendo resultados similares.

Barrera-Ortiz Salvador 44



La interaccion ABA-etileno regula el desarrollo de la raiz de Arabidopsis en respuesta a C10-HL

7.2.2. La expresion de Abi4:gus es mayor en la mutante drrl en respuesta al ABA que

en la plantula silvestre

Debido a que la mutante drrl presentd una mayor sensibilidad al ABA que la
plantula silvestre, evaluamos si esta respuesta estaba relacionada con una mayor
expresion de un marcador de respuesta al ABA utilizando la linea transgénica Abi4:gus
(formada por la region promotora del gen ABI/4 fusionada a la secuencia que codifica
para la enzima B-glucoronidasa). El incremento en la intensidad de la coloracion azul en
los tejidos vegetales es una medida indirecta de la expresion del gen ABI4, debido a
gue la expresiéon de la enzima responsable de la formacion del compuesto colorido esta
gobernada con el promotor de este gen (S6derman et al., 2000).

En la plantula silvestre, el marcador se expresa en los sitios de division celular y
las nervaduras de los cotiledones en el follaje (Figura 16a), en tanto que en la raiz se
expresa en la punta, en el centro quiescente y la columela (Figura 16g). Cuando las
plantulas se crecieron en medios suplementados con ABA, se observd una mayor
expresion del marcador, la cual se extendid en los tejidos del follaje y la raiz de manera
gradual conforme incrementd la concentracién del compuesto (Fig. 16b-f; Fig. 16h-I).
También se pudo observar una inhibicion del crecimiento del follaje y la raiz primaria
ademas de un engrosamiento de esta uUltima (como ocurre en presencia de NAE12:0
[Fig. 10d-e]) de manera dependiente de la concentracion de ABA (Fig. 16a-1). Por otra
parte, en drrl (esta mutante fue obtenida mediante una cruza con la linea transgénica
Abi4:qus y es denominada drrixAbid:gus) se observd el mismo patréon de expresion de
la plantula silvestre en las condiciones control (Fig. 16m,s) pero los tratamientos con
ABA estimulan mas la expresion del marcador ademas de que se induce una mayor
inhibicion del crecimiento del follaje y la raiz primaria con un mayor incremento radial
de esta ultima, lo cual es dependiente de la concentracion de la fitohormona (Fig. 16n-
r,t-x). En las concentraciones de 0.5 y 1 uM se observaron los efectos mas evidentes
(Fig. 169g-r,w-x), que ademas correlacionan con el fenotipo de mayor sensibilidad de la

mutante a la inhibicion del crecimiento radicular por el ABA (Fig. 15a).
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Figura 16. Expresion del marcador Abi4:gus en la mutante drrl en respuesta al ABA. Plantulas Abid:gus
(a-1) y drri1xAbi4:gus (m-x) a los 5 dias después de la germinacidn crecidas en cajas de Petri con medios
MSO0.2X en condiciones control y suplementados con las concentraciones de S-(+)-acido abscisico (ABA)
indicadas. El material bioldgico fue tratado bajo el protocolo de Jefferson et al. (1987) para inducir la
actividad B-glucoronidasa y el de Malamy y Benfey (1997) para aclarar el tejido. La coloracion azul es
indicativo de la expresién del marcador de respuesta al ABA. Las imagenes son representativas de una
muestra de 10 plantulas sometidas al mismo tratamiento. El experimento fue repetido dos veces
obteniendo resultados similares.
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7.2.3. La formacion de las raices laterales inducida por el ACC se encuentra afectada

en la mutante drri

La participacion del locus DRR1 en respuesta al etileno fue determinada
creciendo la mutante drrl bajo el rango de concentraciones del precursor de etileno
ACC, que va desde 0.1 hasta 0.4 uM. En dicho analisis se observd que de manera similar
a como ocurre en la plantula silvestre, la mutante acorta su raiz primaria de manera
dosis dependiente de ACC cuando se compara con las condiciones control (Fig. 17a).
Para el caso de la formacion de raices laterales en drrl, la densidad de estas estructuras
no se incrementd como en la plantula silvestre en los tratamientos de ACC empleados,
sino que se mantuvo de una manera similar al de la plantula mutante crecida en el
medio MS control (Fig. 17b). Si bien la mutante drrl1 responde normalmente al ACC en
el crecimiento de la raiz primaria, es incapaz de producir raices laterales inducidas por

el compuesto.
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Figura 17. Respuesta de la mutante drrl al precursor del etileno (el ACC). Crecimiento de la raiz
primaria (a) y la formacidn de raices laterales (b) de la mutante drrl1 y su fondo genético Wassilewskija
(Ws) a los siete dias después de la germinacion. El material biolégico se crecid en placas de Petri sobre
medios MS0.2X en condiciones control y suplementados con acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico
(ACC). Los datos indican la media * la desviacién estandar (n=15). Las letras distintas indican una
diferencia estadistica de un andlisis Tukey con un valor de p<0.05. El experimento fue repetido dos veces
obteniendo resultados similares.

7.3. Participacion de elementos de la via de senalizacion del etileno en las respuestas

al ABAvyala C10-HL

7.3.1. La mutante etrl es mas sensible al ABA que la plantula silvestre

La via de senalizacion de etileno en plantas comienza cuando el gas se une a
uno de sus cinco receptores y lo inactiva, mutaciones que impiden la union del etileno
con su receptor provocan un fenotipo insensible a los efectos del etileno, como ocurre
en la mutante etrl (Chang et al., 1993) y se puede evidenciar de manera indirecta
cuando se crece a la mutante con el precursor de etileno, el ACC (Fig. 14). Cuando se
crecié a la mutante etrl en medios suplementados con ABA se observa un crecimiento
de la raiz primaria y la densidad de raices laterales similar al de la plantula silvestre en
concentraciones inferiores a 0.25 uM. En los tratamientos de 0.5 y 1 uM la mutante
etrl mostré un menor crecimiento de la raiz primaria (Fig. 18a) y la densidad de raices

laterales (Fig. 18b) en comparacién a la plantula silvestre. Esta mayor sensibilidad al
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efecto inhibitorio del crecimiento radicular inducido por el ABA en la mutante ocurre
de manera dependiente de la concentracion y parece también afectar el crecimiento

del follaje, como se puede observar en las imagenes de la figura 18.
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Figura 18. Crecimiento de la mutante etrl en respuesta al ABA. Crecimiento de la raiz primaria (a) y la
formacion de raices laterales (b) de la mutante etrl y su fondo genético Columbia (Col-0) a los diez dias
después de la germinacion. El material bioldgico se crecié en placas de Petri sobre medios MS0.2X en
condiciones control y suplementados con S-(+)-acido abscisico (ABA). Las imagenes son representativas
de las condiciones control (c) y las concentraciones donde se observé la mayor sensibilidad de etr1 a los
efectos del ABA (d-e). Los datos indican la media * la desviacion estandar (n=15). Las letras distintas
indican una diferencia estadistica de un analisis Tukey con un valor de p<0.05. El experimento fue
repetido dos veces obteniendo resultados similares.
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7.3.2. La mutante insensible a etileno ein2 es hipersensible al ABA

EIN2 es el tercer elemento en la sefializacion del etileno (Ju et al.,, 2012), y
debido a que no se ha podido encontrar en las plantas otra proteina que realice una
funcion redundante de EIN2 en la ruta de sefalizacion del etileno, se cree que este
elemento es Unico en la ruta y por ello las mutaciones que provocan perdida de funcion
en EIN2 muestra el fenotipo mas insensible al etileno (Alonso et al., 1999; Schaller y
Kieber, 2002; Zhao et al., 2011). Debido a que EIN2 es un intermediario importante en
la via de senalizacion del etileno, decidimos evaluar a la mutante ein2 (la cual tiene una
mutaciéon que provoca perdida de la funcion en EIN2) (Guzman y Ecker, 1990) en
respuesta al ABA.

En condiciones control, ein2 muestra una longitud de raiz primaria ligeramente
mayor a la de la plantula silvestre, asi como una mayor densidad de raices laterales,
ambos parametros disminuyen drasticamente cuando la mutante crece en medios
suplementados con la concentracion mas baja de la curva de ABA empleada (0.06 uM),
las concentraciones sucesivas disminuyen gradualmente la longitud de la raiz primaria
hasta que en 1 UM no se observa crecimiento (Fig. 19a). En tanto que, las raices
laterales dejan de formarse desde el tratamiento de 0.12 uM (Fig. 19b). En las
imagenes de la figura 19 se puede observar que no solo el crecimiento radicular se
inhibe en respuesta al ABA en la mutante ein2, sino que el crecimiento global de la

plantula se suprime desde la concentraciéon mas baja de ABA.
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Figura 19. Crecimiento de la mutante ein2 en respuesta al ABA. Crecimiento de la raiz primaria (a) y la
formacion de raices laterales (b) de la mutante ein2 y su fondo genético Columbia (Col-0) a los siete dias
después de la germinacion. El material bioldgico se crecid en placas de Petri sobre medios MS0.2X en
condiciones control y suplementados con S-(+)-acido abscisico (ABA). Las imagenes son representativas
de las condiciones control (c) y cada una de las concentraciones de ABA empleadas (d-h). Los datos
indican la media % la desviacion estandar (n=15). Las letras distintas indican una diferencia estadistica de
un andlisis Tukey con un valor de p<0.05. El experimento fue repetido dos veces obteniendo resultados
similares.

7.3.3. Las raiz de la mutante ein3 muestra una respuesta al ABA similar a la de la

plantula silvestre

La ruta de sefializacion de etileno culmina cuando los factores de transcripcion

corriente abajo de EIN2 promueven la transcripcion de genes de respuesta al etileno
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(Zhao et al., 2011), mutaciones que causan perdida de la funcién de alguno de los
factores de transcripcidn provocan fenotipos insensibles a etileno, como ocurre en la
mutante ein3 (Chao et al., 1997). La mutante ein3 no muestra un fenotipo muy
diferente al de la plantula silvestre en la arquitectura radicular cuando se crece en
medios basales, en respuesta al ABA, la raiz primaria de ein3 crece de manera similar a
como ocurre en la planta silvestre (Fig. 20a), de igual manera la densidad de raices
laterales de la mutante es muy similar a la de la plantula silvestre en cada uno de los

tratamientos de ABA (Fig. 20b).
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Figura 20. Crecimiento de la mutante ein3 en respuesta al ABA. Crecimiento de la raiz primaria (a) y la
formacion de raices laterales (b) de la mutante ein3 y su fondo genético Columbia (Col-0) a los siete dias
después de la germinacion. El material bioldgico se crecié en placas de Petri sobre medios MS0.2X en
condiciones control y suplementados con S-(+)-acido abscisico (ABA). Los datos indican la media * la
desviacion estandar (n=15). Las letras distintas indican una diferencia estadistica de un analisis Tukey con
un valor de p<0.05. El experimento fue repetido dos veces obteniendo resultados similares.

7.3.4. Resistencia parcial de ein2 a la modificacion de la arquitectura radicular

inducido por la C10-HL

Como ein2 es hipersensible al ABA en la inhibicién del crecimiento radicular (Fig.
19), ademas de ser la mutante mas insensible a etileno (Alonso et al., 1999; Schaller y
Kieber, 2002; Zhao et al., 2011), decidimos evaluar cual seria la respuesta de la

mutante al compuesto bacteriano C10-HL. Para realizar tal evaluacién crecimos a las

Barrera-Ortiz Salvador 51



La interaccion ABA-etileno regula el desarrollo de la raiz de Arabidopsis en respuesta a C10-HL

mutantes ein2 lado a lado con las plantulas silvestres (Col-0) a las diferentes
concentraciones establecidas en el apartado 7.1. Como puede observarse en la figura
213, esta linea mutante presentd una resistencia parcial a la inhibicién del crecimiento
de la raiz primaria en los tratamientos de C10-HL cuando se compara con el ecotipo
silvestre, aunque la mutante mostré una inhibicidn del crecimiento gradual conforme
se incrementa la concentracion del compuesto, la longitud de la raiz de la plantula
mutante no llegd a ser igual que aquella de la plantula silvestre en el mismo

tratamiento.
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Figura 21. Crecimiento de la mutante ein2 en respuesta a la C10-HL. Crecimiento de la raiz primaria (a) y
la formacion de raices laterales (b) de la mutante ein2 y su fondo genético Columbia (Col-0) a los diez
dias después de la germinacién. El material bioldgico se crecio en placas de Petri sobre medios MS0.2X
en condiciones control y suplementados con N-decanoil-L-homoserina lactona (C10-HL). Las imagenes
son representativas de las condiciones control (c) y algunas de las concentraciones de C10-HL empleadas
(d-f). La flecha en (f) indica un incremento en la formacién de pelos radiculares en las plantas silvestres
(observado como un engrosamiento de la raiz). Los datos indican la media + la desviacién estandar
(n=15). Las letras distintas indican una diferencia estadistica de un analisis Tukey con un valor de p<0.05.
El experimento fue repetido dos veces obteniendo resultados similares.
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Para el caso de las raices laterales, a pesar de que ein2 tiende a presentar una
mayor densidad que el tipo silvestre en condiciones control, en los tratamientos de 20,
25 y 30 uM de C10-HL la mutante mostré una menor densidad de estas estructuras. En
la plantula silvestre existe un incremento dosis dependiente en la densidad de raices
laterales, lo cual no ocurre en la plantula mutante en las concentraciones mas bajas y
aungue en las concentraciones mas altas se observa un incremento evidente en la
densidad de raices laterales, este no llega a ser igual al de la plantula silvestre (Fig.
21b). Cabe mencionar que en la figura 21 (panel f) se puede observar que solamente la
plantula silvestre presentan un incremento en la formacion de pelos radiculares
(observado como un engrosamiento de la raiz) de manera similar a como ocurre en

respuesta al ACC (Fig. 14d-h).

7.4. Intervencidn de la via de sefializacion del ABA en las respuestas al etileno y a la

C10-HL

7.4.1. La expresion de Abi4:gus no se modifica en respuesta al ACCy ala C10-HL en la

plantula silvestre

Debido a que el ABA parece tener un efecto opuesto al de la C10-HL y el ACC en
la formacion de raices laterales, ademas de que la ausencia de EIN2 en la planta puede
provocar hipersensibilidad al ABA e insensibilidad al ACC y resistencia a la C10-HL (lo
gue ocurre en las mutante ein2), decidimos evaluar si el ACC y la C10-HL eran capaces
de modificar la expresion del marcador de respuesta al ABA Abid:gus. En las lineas
Abi4:qus crecidas en medios suplementados con ACC (capaz de modificar la
arquitectura radicular en plantulas silvestres a concentraciones de 0.1 a 0.4 uM), no se
observa un cambio significativo en la expresién del marcador en el follaje (Fig. 22a-e) y
la raiz (Fig. 22f-j) bajo los tratamientos, aunque si se puede observar el efecto del ACC
induciendo la formacion y el crecimiento de pelos radiculares hacia la punta de la raiz

(Fig. 22g-j). Lo mismo se observd cuando la linea marcadora se crecié a diferentes
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concentraciones de la C10-HL, donde no se observaron cambios significativos en la

expresion del marcador Abi4:gus (Fig. 22k-x).
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Figura 22. Expresion del marcador Abi4:gus en la plantula silvestre de Arabidopsis en respuesta al ACC
y a la C10-HL. Plantulas Abid:gus a los 3 dias después de la germinacidn crecidas en cajas de Petri con
medios MS0.2X en condiciones control y suplementados con las concentraciones del acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) y la N-decanoil-L-homoserina lactona (C10-HL) indicadas. El
material biolégico fue tratado bajo el protocolo de Jefferson et al. (1987) para inducir la actividad B-
glucoronidasa y el de Malamy y Benfey (1997) para aclarar el tejido. La coloracién azul es indicativo de la
expresidon del marcador de respuesta al ABA. Las imagenes son representativas de una muestra de 10
plantulas sometidas al mismo tratamiento. El experimento fue repetido dos veces obteniendo resultados
similares.
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7.4.2. La mutante abi5 es resistente al ABA pero no muestra diferencias a la plantula

silvestre en las respuestas al ACCy a la C10-HL en la raiz

Las mutantes abil, abi2, abi3 y abi5 (abil-3,5) fueron identificadas por su
insensibilidad a los efectos del ABA reprimiendo la germinacion (Koornneef et al., 1984;
Finkelstein, 1994). En vista de que la germinacién y el crecimiento radicular son dos
procesos distintos, analizamos si estas mutantes insensibles al ABA en la germinacién
también lo eran en el crecimiento radicular o al menos mostraban una resistencia a los
efectos del compuesto. La figura 23a muestra el crecimiento de la raiz primaria de las

mutantes abil-3,5 en condiciones control y en una concentracién inhibitoria del
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crecimiento de la raiz primaria de ABA, en donde se observé que las mutantes abil,
abi2 y abi3 no mostraron resistencia a los efectos represores del crecimiento del ABA
cuando se compararon con la plantula silvestre (Ler), en tanto que la mutante abi5
presentd una clara resistencia al efecto inhibitorio del crecimiento del ABA cuando se

compard con su ecotipo Ws.
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Figura 23. Analisis de la resistencia al efecto del ABA en el crecimiento radicular de las mutantes abil,
abi2, abi3 y abi5. (a) Crecimiento de la raiz primaria de las mutantes insensibles al acido abscisico en la
germinacion abil, abi2, abi3, y abi5 asi como de sus fondos genéticos (Ler para las primeras tres y Ws
para la altima). (b) Crecimiento de la raiz primaria de la mutante abi5. El material bioldgico se crecid
siete dias después de la germinacién en placas de Petri sobre medios MS0.2X en condiciones control y
suplementados con S-(+)-acido abscisico (ABA). Las imagenes son representativas de las condiciones
control (c) y los tratamientos donde abi5 mostré la resistencia al efecto represor del crecimiento
radicular del ABA (d-e). Los datos indican la media + la desviacion estandar (n=15). Las letras distintas
indican una diferencia estadistica de un analisis Tukey con un valor de p<0.05. El experimento fue
repetido dos veces obteniendo resultados similares.
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La mutante abi5 crecida bajo el rango de concentraciones de ABA que va de
0.06 a 1 uM, no mostré cambios en su crecimiento de la raiz primaria en los
tratamientos inferiores a 0.25 puM, en tanto que en los tratamientos que inhiben el
crecimiento (0.5 y 1 uM) se observé una resistencia en la mutante (Fig. 23b). Un
analisis completo bajo el rango de concentraciones de ABA se llevd a cabo para cada
una de las mutantes; y en ningun tratamiento las mutantes abil, abi2 y abi3 mostraron
una resistencia al compuesto, la grafica de la figura 23a resume esta informacién.

Si bien la mutante abi5 es resistente a los efectos del ABA inhibiendo el
crecimiento radicular, el analisis del crecimiento de la raiz primaria de esta mutante en
respuesta al ACC y la C10-HL no mostré diferencias con el ecotipo silvestre a las
distintas concentraciones de ambos compuestos, el acortamiento de la raiz primaria
ocurrié de manera dependiente de la concentracion del ACC (Fig. 24a) y la C10-HL (Fig.

24b) en la mutante abi5 y su fondo genético el ecotipo Ws.
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Figura 24. Efectos del ACC y la C10-HL sobre el crecimiento radicular de la mutante abi5. Crecimiento
de la raiz primaria de la mutante abi5 y su fondo genético Ws en medios controles y suplementados con
el ACC (a) y la C10-HL (b). EI material bioldgico se crecio siete dias después de la germinacién en placas
de Petri sobre medios MS0.2X en condiciones control y suplementados con el acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) y la N-decanoil-L-homoserina lactona (C10-HL). Los datos indican
la media * la desviacidn estandar (n=15). Las letras distintas indican una diferencia estadistica de un
analisis Tukey con un valor de p<0.05. El experimento fue repetido dos veces obteniendo resultados
similares.
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8. DISCUSION

De manera similar a como ocurre en la germinacién de las semillas, el ABA
inhibe el crecimiento y el desarrollo radicular de las plantulas silvestres de Arabidopsis,
siendo este efecto dependiente de la concentracion. La figura 13 muestra que la
inhibicion del crecimiento y el desarrollo radicular en distintos ecotipos de Arabidopsis
thaliana es diferencial. El ecotipo Columbia parece ser el mas resistente al ABA de los
tres analizados en este estudio, seguido por Ws, en tanto que el ecotipo Ler mostro la
mayor sensibilidad. Estas diferencias en respuesta al ABA pueden ser debido a que en
cada ecotipo se producen cantidades distintas de ABA de manera natural o bien porque
la via de sefializacion de esta fitohormona es mas activa en un ecotipo con respecto a
otro. Cantidades pequefias de ABA (por ej. 0.06 y 0.12 uM) muestran un efecto
ligeramente promotor en Col-0 y Ws, lo que evidencia la importancia de esta hormona
para el crecimiento y desarrollo de las plantulas; y aunque Ler parece ser el ecotipo
mas diferente a los otros dos, concentraciones superiores a 0.5 UM presentan un
efecto represor global en las tres lineas silvestres (Fig. 13a). Para el caso del ACC, si bien
el compuesto tiene la capacidad de inhibir el crecimiento de la raiz primaria, el
incremento de la densidad de las raices laterales y la formacién de pelos radiculares via
la sefializacion de etileno, aumentan considerablemente la superficie de absorcion de
la raiz en las plantulas. Dichas modificaciones en la arquitectura radicular via etileno
parecen contraponerse al efecto represor del ABA en la raiz, al igual que ocurre en la
germinacioén. Caso similar al del ACC ocurre también en respuesta a la C10-HL (Fig. 9f-h
y 12b).Todos estos datos en conjunto permiten concluir que el ACC y la C10-HL se
contraponen a los efectos del ABA en la raiz de A. thaliana.

La interrupcion del locus DRR1 con la consecuente pérdida de la funcion de la
proteina putativa provoca una mayor sensibilidad a los efectos represores sobre el
crecimiento de la raiz primaria y el desarrollo de estructuras nuevas como las raices
laterales en respuesta al ABA, lo cual indica que una posible funcidn de este locus seria

la de bloquear la actividad represora del ABA (Fig. 15). La capacidad blogueadora de
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DRR1 correlaciona bien con la mayor expresion del marcador de respuesta al ABA
Abi4:qgus en las mutantes drrl (Fig. 16). La mayor expresion de Abid:qus en drrl
significa que DRR1 es capaz de regular negativamente los efectos del ABA a través de la
represion de la expresién de ABI4, este ultimo codifica para un factor de transcripcion
involucrado en la ruta de sefializacion del ABA (Raghavendra et al., 2010). El factor de
transcripciéon ABI4 ademas de promover la expresion de genes de respuesta al ABA
también promueve la expresion de ABI3 y ABI5 (Soderman et al., 2000), por lo que una
mayor expresion de Abi4:gus indirectamente indicaria una mayor expresion de los tres
genes que codifican para los tres factores de transcripcién que participan en la ruta de
sefalizacion nuclear del ABA; y posiblemente una mayor actividad de la via. Estos
resultados nos permiten proponer que DRRI1 regula negativamente la sefializacion
nuclear del ABA a través de la represion del gen que codifica para el factor de
transcripcién ABI4 e indirectamente de los genes que codifican para ABI3 y ABI5 (Fig.
25). Cuando la via de senalizacion de etileno es estimulada con el ACC, la mutante drr1
solo muestra resistencia a la formacion de raices laterales en tanto que el crecimiento
de la raiz primaria se acorta como en la plantula silvestre (Fig. 17), lo antes mencionado
sugeriria que el proceso del desarrollo en la raiz via etileno requiere la participacion de
DRR1. La ausencia de una resistencia en el acortamiento de la raiz primaria de la
mutante drrl y el ligero incremento en la formacién de raices laterales en el
tratamiento mas alto de ACC, indicaria que la funcién de DRR1 en la sefializacion de
etileno es discreta, ya sea porque el mecanismo por el cual participa en la via es
indirecto o bien porque su funcidén en ella puede ser suplida por uno o mas genes
redundantes. Estos resultados y el antecedente de Morquecho-Contreras y Col. (2010)
permiten sugerir que DRR1 es necesario para la percepcién del compuesto bacteriano
C10-HL y para la senalizacion de etileno ademas de regular negativamente la
sefalizacion del ABA en la raiz (Fig. 25).

Respecto a la via de sefializacion de etileno, el analisis se realizé a tres niveles:
de un receptor, un intermediario y un factor de transcripcion. En relacion al receptor, la

mutante etrl afectada en la activacion de uno de los cinco receptores de etileno
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evidencia que la pérdida de la funcién de ETR1 confiere una mayor sensibilidad al ABA
en el crecimiento y el desarrollo radicular (Fig. 18). Lo anterior indicaria que el papel de
ETR1 en las raices de plantulas silvestres es el de regulador negativo de los efectos de
ABA (Fig. 25). Cascada abajo de ETR1 se encuentra EIN2, el cual recibe la sefial de los
cinco receptores de etileno a través de la cinasa CTR1 (Ju et al.,, 2012). Como
observamos en la figura 19 la pérdida de la actividad de EIN2, en la mutante ein2,
provoca una hipersensibilidad al ABA, la cual es evidente aln en concentraciones bajas
del compuesto. Los resultados anteriores sugieren que EIN2 participa como regulador
negativo de la via de sefializacion del ABA (Fig. 25). La hipersensibilidad en ein2 puede
ser atribuida a que EIN2 regula negativamente la actividad de un elemento importante
en la ruta de sefializacién del ABA o bien porque actla a varios niveles en la ruta. Sin
embargo, el antecedente de que ein2 no rescata el fenotipo de insensibilidad al ABA en
la germinacién de la mutante abi3 (Beaudoin et al., 2000), indicaria que EIN2 puede
estar arriba de los factores transcripcionales de la ruta del ABA. Analisis en mutantes
dobles como ein2xabi3 o ein2xabi5 junto con registros de la expresion de Abi4:gus en
ein2, serian Utiles para establecer el papel de EIN2 corriente arriba de los factores de
transcripcidn en la ruta del ABA. Al final de la via del etileno, a nivel de los factores de
transcripcién, mutaciones que confieren pérdida de la funcién de uno de estos
elementos (siendo el caso de la mutante ein3), provocan una insensibilidad al etileno
(Chao et al., 1997). En nuestro estudio se mostré que EIN3 no parece estar implicado
en la interaccion con la via de sefializacidén del ABA, ya que la inactivacion de este gen
no alterd la respuesta de la raiz al ABA ni en el crecimiento ni en el desarrollo (Fig. 20).
La respuesta de sensibilidad parcial al ABA en la mutante etrl puede ser
atribuida a que en Arabidopsis se conocen al menos cinco tipos de receptores de
etileno (Zhao et al., 2011) y cuando se muta uno de los cinco genes que codifican para
los receptores, los otros cuatro podrian suplir su funcion. Para el caso de la
hipersensibilidad al ABA observada en ein2, la posible explicaciéon es que al parecer no
existe otro gen que codifique para una proteina con actividad redundante a EIN2 en la

planta, por lo que la ausencia de la funcién de EIN2 en la mutante ein2 no es suplida
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por otra proteina (Zhao et al., 2011). Probablemente se podria observar una
hipersensibilidad similar a la de ein2 a nivel de receptor si se mutaran los cinco genes
qgue codifican para receptores en A. thaliana (ERS1, ERS2, EIN4, ETR1 y ETR2).
Finalmente, hay tres posibles explicaciones para el comportamiento similar a la
plantula silvestre en ein3: (I) que el mecanismo por el cual interactia EIN2 con la ruta
de sefializacién del ABA no implica a EIN3 sino a otro factor de transcripcion; (1) que los
otros cinco factores de transcripcion (EIL1, 2, 3, 4 y 5; Guo y Ecker, 2004) suplan la
ausencia de la funcion de EIN3 como posiblemente ocurre cuando se muta uno de los
receptores, o bien (lll) que simplemente los factores de transcripcion de etileno no

participan en la interaccidn con el ABA.
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Figura 25. Modelo de la interaccion entre la C10-HL, el ABA y el etileno en el crecimiento y el desarrollo
radicular de Arabidopsis thaliana. Las lineas gruesas indican procesos previamente demostrados en
tanto que las delgadas sefialan la interaccidén propuesta en este estudio. La punta de flecha indica la
inducciéon de un proceso en tanto que la linea perpendicular sefala la represién del mismo.

La participacion de la ruta de sefializacion del etileno en la interaccion con la
C10-HL parece ser a través de EIN2, ya que la mutante ein2 muestra una resistencia
parcial al acortamiento de la raiz primaria y la formacion de raices laterales (Fig. 21). Lo
anterior propone que EIN2 es un elemento necesario para la percepcién del compuesto
bacteriano por la raiz (Fig. 25). Es posible que una mutante doble de ein2xdrr1 muestre
una insensibilidad a la C10-HL en lugar de solo resistencia como ocurre cuando se tiene

las mutaciones por separado, lo cual demostraria que EIN2 y DRR1 actuan por
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mecanismos diferentes para que la planta pueda percibir la C10-HL, lo cual es posible
debido a que existen diferencias fenotipicas entre drr1 y ein2 en condiciones control.
Aunque el ACC vy la C10-HL se contraponen a los efectos del ABA, el mecanismo
por el cual realizan esto parece no implicar la inhibicion de la expresion de ABl4, no
obstante que el ABA requiere una mayor expresion de este gen para ejercer su
actividad en la raiz. Como se muestra en la figura 22, donde la expresion de Abi4:gus no
se modifica por los tratamientos con el ACC y la C10-HL. Lo anterior indicaria que el
mecanismo por el cual el ACC y la C10-HL antagonizan al ABA ocurriria por la inhibicion
de la expresidn de otro gen de la ruta del ABA o por modificaciones postraduccionales
de las proteinas de la ruta del ABA que conduzcan a una inactivacidn o una
degradacion. Esto ultimo es probable que ocurra en la via del etileno, ya que EIN2
regula la degradacion de proteinas (los factores de transcripcion EIN3, EIL1 y
probablemente los otros ElLs) en el proteosoma 26S (An et al., 2010); y la abundancia
del factor de transcripcion ABI5 es regulada por su degradacion en el proteosoma 26S
(Miura et al., 2009). La razén por la que la mutante abi5 no muestra diferencias en el
crecimiento con respecto de la plantula silvestre en respuesta al ACC (Fig. 24a), podria
deberse a que la interaccion entre las vias de sefializacién del ABA y el etileno solo se
presenta de manera unilateral en la via del etileno a nivel de EIN2, la cual regularia la
abundancia de ABI5 de la via del ABA. Asi que, el que ABI5 no se encuentre en la
mutante abi5 si afectaria la sefializacion del ABA (causando resistencia al ABA en la
mutante) cuando se estimula la via con el ABA suplementado de manera exdgena (Fig.
23b). Sin embargo, cuando se aplica ACC y se estimula la via del etileno, no hay
respuesta en la mutante abi5 porque el etileno posiblemente actia promoviendo la
degradacion de la proteina que no se encuentra en esa mutante. Para apoyar la
hipotesis anterior, es necesaria una doble mutante ein2xabi5 donde la mutacién en
abi5 rescatara el fenotipo de hipersensibilidad al ABA, en tanto que en respuesta al
etileno, esta doble mutante se comportara como la mutante sencilla ein2. Para el caso
de la interaccion de la C10-HL y el ABA, aunque se desconoce si DRR1 regula la

degradacion via proteosomal, es posible asumir que la interaccion solo ocurre de DRR1
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hacia la via del ABA y no de manera inversa; porque de manera similar a ein2, la
mutante drrl es mas sensible al ABA que la plantula silvestre pero la mutante abi5 no
responde en forma diferente a la plantula silvestre con los tratamientos con la C10-HL
(Fig. 24b). La mutante digénica drrixabi5, también seria necesaria para respaldar lo
anterior, si la mutacion en abi5 rescatara el fenotipo de mayor sensibilidad al ABA en
tanto que en respuesta a la C10-HL esta doble mutante se comportard como la
mutante sencilla drrl. De manera similar se pueden probar mutantes digénicas
drrixabil y drrixabi3, ya que para el caso de DRR1, no se ha establecido a que nivel
exacto en la via del ABA es donde interactia. Aqui solamente mostramos que DRR1
aparentemente se encuentra rio arriba de AB/4, el cual se localiza al final de la via y es
posible que DRR1 afecte también a otros elementos corriente arriba (AB/1) o al mismo

nivel (ABI3) de AB/4.
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9. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que el locus DRR1 es necesario
para la percepcion del compuesto bacteriano C10-HL y la regulacion negativa de los
efectos del ABA inhibiendo el crecimiento y el desarrollo radicular a través de la
represion de la expresion de ABI/4, el cual codifica para un factor de transcripcion de la
via de sefializacién del ABA. Ademdas DRR1 es requerido en el desarrollo de la raiz de
Arabidopsis thaliana inducido por el etileno. Los genes ETR1y EIN2 que codifican para
elementos de la ruta de sefializacion del etileno regulan negativamente los efectos del
ABA, inhibiendo el crecimiento vy el desarrollo radicular. EIN2 parece ser el nodo de una
red de sefializacion que reprime la via del ABA (por un mecanismo distinto de EIN3) y
activa la del etileno en la raiz. Este nodo también es necesario para la percepcién del
compuesto bacteriano C10-HL por la raiz de Arabidopsis. Finalmente, debido a que la
C10-HL v el etileno fueron incapaces de modificar la expresién del gen ABI4 y que el
gen ABI5 es esencial para los efectos del ABA pero no para los de la C10-HL y el etileno,
se sugiere que estos genes no estan implicados ni en la percepcion de la C10-HL ni en la
sefializacion del etileno en la raiz. En conjunto, lo antes mencionado indicaria que la
interaccion parece ocurrir entre la C10-HL y el etileno hacia el ABA, pero no de manera

inversa en la raiz de A. thaliana.
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Resumen

Los reguladores del crecimiento son moléculas fundamentales en la modulacién de
diversos procesos del desarrollo de las plantas, incluyendo la germinacién, la senes-
cencia, la arquitectura de laraiz y del follaje y las respuestas a factores bioticos y abio-
ticos. Evidencia reciente indica que el acido abscisico (ABA) y el etileno interactian
antagonicamente en varios de estos procesos mediante la participacion de proteinas
involucradas tanto en la biosintesis como en la sefalizacion de cada regulador. En tal
interaccion, juegan un papel relevante algunas enzimas como la ACC sintasay ACC
oxidasa que participan en la biosintesis de etileno, asi como las proteinas ETR1 y
EIN2 de su ruta de senalizacion. Por otra parte, las proteinas NCED y ABA2 son im-
portantes en las respuestas celulares al acido abscisico. Los mecanismos molecula-
res implicados en las interacciones de ambas hormonas se desconocen, no obstante,
la caracterizacion a nivel genético o mediante técnicas de quimica analitica, farmaco-
I6gicas y moleculares ha empezado a aportar informacion valiosa para entender su
funcionalidad en los diferentes tejidos. En este trabajo se discuten los avances re-
cientes en las vias de sefializacién del ABAYy del etileno, con énfasis especial en la in-
teraccion entre ambas fitohormonas y su efecto sobre los procesos de organo-
geénesis.

Palabras clave: Acido abscisico, etileno, desarrollo vegetal, Arabidopsis thaliana.
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Abstract

Plant growth regulating substances are fundamental in modulating diverse develop-
mental processes in plants, including germination, senescence, root and shoot archi-
tecture and responses to biotic and abiotic factors. Recent evidence indicates that
abscisic acid (ABA) and ethylene interact antagonistically in various of these proces-
ses through the participation of proteins involved in the biosynthesis and/or response
to each regulator. In such interaction, the enzymes ACC synthase and ACC oxidase
that participate in ethylene biosynthesis, as well as the ETR1 and EIN2 proteins belon-
ging to the ethylene signaling pathway, play essential roles. On the other hand, the
NCED and ABAZ2 proteins are important for cellular responses to ABA. Little is known
about the mechanisms of ethylene-ABA interactions. However, genetic characteriza-
tion of each pathway, analytic chemistry, pharmacology and molecular analysis, have
started to provide information towards understanding their functional relevance in
plant tissues. In this work, recent advances in ABA and ethylene signaling are discus-
sed, with special emphasis on the interaction between both phytohormones and its ef-
fect on organogenesis processes.

Key words: Abscisic acid, ethylene, plant development, Arabidopsis thaliana.

Introduccion

Las fitohormonas, también conocidas como reguladores del crecimiento vegetal, mo-
dulan el crecimiento y el desarrollo de las plantas. Entre ellas, las auxinas, citocininas, gibe-
relinas, etileno, acido abscisico, acido jasmonico, acido salicilico y brasinoesteroides han
sido ampliamente estudiadas.

El acido abscisico (ABA), ademas de regular la maduracion y latencia de las semillas
juega un papel critico en la respuesta a sequia y salinidad, acumulandose en las células ve-
getales bajo estrés hidrico donde promueve el cierre estomatico y regula la expresioén de una
gran cantidad de genes (Hirayama y Shinozaki 2007; Umezawa et al., 2010). Diversas in-
vestigaciones sobre el ABAllevaron a proponer un modelo complejo de sefializaciéon, donde
se sugeria como sus posibles receptores a proteinas enlazadas a las proteinas G (GCR2,
GTG1/2) y no explicaba de qué forma estas ultimas podrian regular las respuestas al ABAen
plantas (Pandey etal., 2009). En afios recientes, se ha podido establecer la ruta involucrada
al descubrir un nuevo tipo de receptor de ABA, formado por las proteinas PYR/PYL/RCAR
(Ma et al., 2009; Park et al., 2009), que se unen al complejo proteico fosfatasa-cinasa
(PP2C-SnRK?2). En presencia del ABA, la actividad de la fosfatasa se bloquea, quedando
asi las cinasas SnRK2 activas (Umezawa et al., 2009; Vlad et al., 2009).

Por otra parte, la participacion del etileno como regulador del envejecimiento, la ma-
duracion de los frutos y la respuesta a patdgenos es bien conocida. El etileno fue una de las
fitohormonas descubiertas a finales del siglo XX, periodo en el que se documentd que el gas
producido de emanaciones durante la extraccion de la hulla causaba envejecimiento prema-
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turo y abscision de las hojas de las plantas (Abeles et al., 1992). Neljubov en 1901 identifico
al etileno como el componente “activo” de dichas emanaciones y posteriormente se demos-
tr6é que las plantas lo producen de manera natural, estableciéndose de esta manera que el
etileno es un regulador endégeno del crecimiento y desarrollo vegetal (Schaller y Kieber,
2002). Las investigaciones con Arabidopsis thaliana han permitido identificar diversos com-
ponentes de la ruta de transduccion de sefales del etileno, incluyendo cuatro receptores
membranales, intermediarios de la via y dos familias de factores de transcripcion.

Por su caracter antagénico en el desarrollo vegetal, donde el etileno promueve la se-
nescenciay el ABAinduce la germinacion, se ha propuesto que estas dos fitohormonas inte-
ractian en la modulacion de procesos fisiolégicos de crecimiento y desarrollo de las plantas.
Este articulo resume los avances recientes sobre los componentes de las vias de sefializa-
cion del ABAYy del etileno, asi como la relacion antagénica entre ambos fitorreguladores y su
efecto sobre la fisiologia vegetal.

Ruta de senalizacion del ABA

Hasta hace unos pocos afios no se tenia definido el mecanismo de respuesta al ABA
en plantas. Park y colaboradores (2009), examinaron minuciosamente bibliotecas quimicas
y observaron que la “pirabactina” funciona como un agonista selectivo del ABA. Después de
un escrutinio genético contra la pirabactina, se identificé al gen PYRABACTIN
RESISTANCE1 (PYRT). Otro grupo de investigadores, en un escrutinio de doble hibrido de
levadura aislaron una proteina que interactua con ABI1, a la cual denominaron
REGULATORY COMPONENT ABA RECEPTOR1 (RCAR1) (Ma et al., 2009). Posterior-
mente, en el genoma de Arabidopsis se identificd que PYRy RCAR corresponden a la mis-
ma familia de genes formada por 14 miembros, los cuales se conocen como PYRTy
parecidos a PYR1 (PYL) 1-13 0 RCAR1-RCAR14 (Umezawa et al., 2010). También se re-
porté que las proteinas PYR/PYL/RCAR podian unirse al ABA e interactuar con las fosfata-
sas de la familia 2C (PP2C) del grupo A, inhibiendo asi la actividad de las PP2C. Los
resultados antes mencionados permitieron sugerir que las PYR/PYL/RCARs funcionan
como una subunidad reguladora negativa de las PP2C (Ma et al., 2009; Park et al., 2009).
Debido a que las fosfatasas PP2C modulan negativamente la sefializacion de ABA, se pro-
puso que la union de PYR/PYL/RCAR al ABA activa su via de sefalizacion. La funcion de las
distintas PYR/PYL/RCARSs se confirmé por la insensibilidad al ABA de la mutante cuadruple
pyr1 pyl1 pyl2 pyl3 (Park et al., 2009) y, en forma contrastante, cuando se sobre-expresaron
las proteinas RCAR1/PYL9, RCAR3/PYL8 0 RCARS8/PYL5 en Arabidopsis se produjo hiper-
sensibilidad al ABAy elevada tolerancia a la sequia (Ma et al., 2009; Santiago et al., 2009;
Saavedra et al., 2010).

En complemento, en un escrutinio genético para aislar mutantes de Arabidopsis in-
sensibles al ABA, se identificaron dos genes: ABA-INSENSITIVE1 (ABI1)y ABI2, que codifi-
can las fosfatasas PP2C (Leung et al., 1994; Meyer et al., 1994; Leung et al., 1997;
Rodriguez etal., 1998). Se observé que las mutantes abi1-1y abi2-1eran insensibles al ABA

Ciencia Nicolaita No. 56 22 Agosto de 2012



Bases moleculares de la senalizacion del acido abscisico...

en varios tejidos y en diferentes etapas de desarrollo, sugiriendo con ello que las fosfatasas
PP2C actuan como reguladores globales de la sefializacion del ABA. Recientemente, se de-
termind que la mutante de la fosfatasa PP2C, abi1-1 es incapaz de interactuar con los recep-
tores PYR/PYL/RCAR, lo que causa que dichos receptores no puedan inactivar a las
fosfatasas que mantienen la via apagada (Ma et al., 2009; Park et al., 2009).

Laidentificacion y caracterizacion de las fosfatasas PP2C ha mostrado la importancia
de los eventos de fosforilacion en la sefializacién del ABA, donde varias cinasas han sido
aisladas vy tipificadas como componentes de esta via (Hirayama y Shinozaki, 2007). Entre
ellas, existen 10 cinasas SnRK2, designadas en Arabidopsis como SnRK2.1-SnRK2.10
(Hrabak et al., 2003) o SRK2A-SRK2J (Yoshida et al., 2002). Las cinasas SnRK2/SRK2 son
desfosforiladas eficientemente por las fosfatasas tipo ABI1, inactivandolas (Umezawa et al.,

Citosol (a)

Aniones

Apoplasto

Figura 1. La senalizacion de ABA. El receptor de ABA esta formado por el complejo heteromérico de una PP2C como
ABI1 y una proteina de unién al ABA, RCAR (ambas en color rosa). El complejo receptor controla la seializacion del
ABA tanto en el citosol (a) como en el nticleo (b). La actividad fosfatasa de las PP2C inhibe la accion de la cinasa citosoli-
ca, OST1, y la nuclear, SnRKs (presentadas en verde) y posiblemente de las CPKs dependientes de Ca>* como la CPK23.
En presencia de ABA, la actividad fosfatasa del receptor es bloqueada. Como consecuencia, las cinasas son liberadas de la
inhibicion y quedan activas para regular a los blancos clave de la ruta de sefializacion de ABA. En las células guarda, las
proteinas blanco son los canales ionicos SLAC1 y KAT1, los cuales son activados e inhibidos, respectivamente, por la ac-
cion de OSTL. En el nucleo, los blancos son ABI5 y ABFs, factores de transcripeion tipo cierre de leucina basico. Las
ABFs fosforiladas y unidas como dimeros se enlazan a los elementos cis de respuesta a ABA (ABRE), promoviendo la ex-
presion de los genes de respuesta a ABA y, en forma concertada con otros factores transcripcionales como ABI3, ABI4 y
AP2s, inducen la expresion de genes de respuesta a ABA (los componentes son presentados en azul acero). ABI3 se une a
ABIS y aumenta su actividad, mientras que ABI4 y factores de transcripcion tipo AP2 se unen al elemento CE rico en G-C
para regular en forma Optima la expresion de genes dependientes de ABA (Modificado de Raghavendra et al., 2010).
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2009; Vlad et al., 2009). En este topico, Vlad y colaboradores (2009) identificaron a la serina
175 en la cinasa SRK2E/OST1 como el sitio blanco de las fosfatasas, lo cual proporcioné
una evidencia fuerte de que dichas enzimas inactivan a las cinasas SnRK2. Finalmente, al
reconstituir in vitro los componentes de la via, se demostré que los receptores
PYR/PYL/RCAR se unen e inactivan a las PP2C, impidiendo la desfosforilacion de las cina-
sas SnRK2 de una forma dependiente del ABA (Umezawa et al., 2009).

Conrelacion alas cinasas SnRK2/SRK2, se ha reportado que pueden activar o inacti-
van canales iénicos de la membrana plasmatica, o bien pueden afectar factores de trans-
cripcion en el nucleo. Por ejemplo, OST1/SRK2E actua como regulador positivo del cierre de
estomas (Mustilli et al., 2002), activando los canales anidnicos SLAC1 e inhibiendo a los ca-
nales cationicos KAT1 (Fig. 1a) (Geiger et al., 2009; Lee et al., 2009). Ambos canales son re-
gulados por la ruta de sefializacion del ABAy Ca?* (Siegel etal., 2009). Se ha sugerido que la
regulacion dependiente de Ca®* probablemente se debe a la estimulacion de SLAC1 por la
cinasa CPK23 (Fig. 1a) (Geiger et al., 2010).

Los reguladores transcripcionales clave en la expresion de genes dependientes de
ABA son los factores de union a elementos de respuesta a ABA -ABRE- (ABFs), del tipo cie-
rre de leucina de region basica (bZIP) con ABI5 como un representante tipico (Choi et al.,
2005; Finkelstein et al., 2005). La fosforilacion de este ultimo por las SnRKs conduce a su
activacion, mientras que la sumoilacion a través del marcaje de ABI5 con ubiquitina por una
SUMO E3 ligasa para su degradacion en el proteosoma, antagoniza la accion de ABI5 (Miu-
ra etal., 2009). ABI5 y otros ABFs son también fosforilados por las cinasas CPK4 y CPK11
dependientes de Ca** (Zhu et al., 2007). Otros factores de transcripcidn que contribuyen a la
especificidad del ABA, como el ABI3 (reguladores tipo B3), se unen a ABI5 e incrementan su
actividad. Ademas, ABI4 (factor transcripcional tipo AP2) y factores adicionales que inclu-
yen a las MYC/MYB actuan también como reguladores positivos de respuesta al ABA (Ya-
maguchi-Shinozaki y Shinozaki, 2006). La heterodimerizacion de ABI3 con ABI5 y su
interaccion con la caja ABRE, ademas de la unién de ABI4 con los elementos ricos en G-C
en los promotores de los genes de respuesta a ABA, permiten la transcripcion inducible de
estos genes (Fig. 1b) (Raghavendra et al., 2010).

Via de senalizacion del etileno

Para dilucidar la via de transduccion de sefiales del etileno se requirié del aislamiento
de mutantes afectadas de los intermediarios que la integran. Cabe mencionar que la obten-
cion de dichas mutantes en Arabidopsis ha dependido casi exclusivamente del fenotipo en la
respuesta triple que se presenta cuando las plantulas mutantes crecen en la oscuridad
(Knight et al., 1910). Dicho fenotipo se caracteriza por la presencia de hipocotilos cortos y
gruesos, la inhibicién de la elongacion de los hipocotilos y la formacion de un gancho apical
(Guzmany Ecker, 1990) que contrasta con el fenotipo etiolado: crecimiento preferencial del
hipocotilo en la oscuridad, observado en las plantulas silvestres (Wt) expuestas al aire (Fig.
2). Las mutaciones aisladas a través del fenotipo alterado en la respuesta al etileno pertene-
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cen a dos grupos: i) insensibles y ii) de respuesta constitutiva al etileno. Un ejemplo de las
primeras es la mutante etr71-1, que presenta ganancia de la funcién en un receptor (Bleecker
etal., 1988; Chang etal., 1993) y ein2, con pérdida de la funcién en un elemento de la via de
sefalizacion (Alonso et al., 1999). Mientras que las mutantes de respuesta constitutiva a eti-
leno mostraron el fenotipo de hipersensibilidad a etileno, tanto cuando crecen en aire como
en etileno; un ejemplo de ellas son las eto3 (ethylene overproducer3) con una sobreproduc-
cion de etileno (Guzman y Ecker, 1990). Alternativamente, también existen mutaciones en
la ruta de transduccion de sefales como la ctr1 que da como resultado la pérdida de la fun-
cion del regulador negativo de la via de sefializacion manteniendo constitutivamente activa-
da la respuesta celular a etileno (Fig. 2) (Kieber et al., 1993).

WT etr1-1 ein2 ctr1-2 WT etr1-1 ein2 ctr1-2

Etileno

Figura 2. Mutantes de la ruta de transduccion de senales del etileno. El efecto del etileno sobre la induccion de la respuesta
triple en plantulas que crecen en la oscuridad para el tipo silvestre (Wt) y las mutantes insensibles a etileno etr/-1y ein2 'y
de respuesta constitutiva al etileno ctr/-2 (Modificado de Schaller y Kieber, 2002).

La cascada de senalizacién de etileno descrita hasta la fecha consta de cuatro com-
ponentes clave: el receptor ETR1, el regulador negativo de la ruta CTR1, el intermediario
EIN2 y el factor de transcripcion EIN3. Existen otras proteinas que pueden realizar la misma
funcion debido a su alta similitud con los componentes de la ruta de etileno; tal es el caso de
ETR2, ERS1, ERS2 y EIN4 que también funcionan como receptores, o EIL1, EIL2, EIL3 y
ERFs, que lo hacen como factores de transcripcion (Fig. 3).

ETR1 es una proteina de 738 aminoacidos del reticulo endoplasmico que presenta
tres dominios transmembranales, que comprenden el sitio de unién a etileno donde, al pare-
cer, la unidad funcional de percepcién de etileno es un dimero (Schaller et al., 1995). En la
activacion de dicho receptor se ha comprobado quimicamente la actividad histidina cinasa,
que implica la autofosforilacion de la proteina en un residuo conservado de histidina, con la
posterior transferencia de ese grupo fosfato a un residuo de acido aspartico dentro de un do-
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minio receptor (Gamble et al., 1998). Dicha
actividad es tipica de sistemas bacterianos
de dos componentes, lo que sugiere que po-
dria haberse heredado cuando se llevo a
cabo la simbiosis que condujo al origen de
los cloroplastos (Parkinson, 1993). La union
de alta afinidad del etileno esta mediada por
un cofactor de cobre coordinado por dos
aminoacidos conservados (Cis65 e His69)
(Schallery Bleecker, 1995; Rodriguez et al.,
1999). La union del etileno al receptor ETR1
lo activa y le permite la interaccion y activa-
cionde laproteina CTR1 (Clark etal., 1998).

El gen CTR1 codifica una proteina de
821 aminoacidos, donde la mitad carboxilo
terminal presenta un dominio similar al de la
familia Raf de las cinasas serina/treonina.
Estas ultimas participan en la cascada de las
proteinas cinasas activadas por mitogenos
(MAPK) en animales, la cual consta de va-
rias MAPK cinasa cinasa (MAPKKK) que
fosforilan y activan a las MAPK cinasas
(MAPKK), las cuales a su vez activan a las
MAPK que transmitiran la sefial fosforilando
a sus blancos (Ichimura et al., 2000). Se ha
sugerido que CTR1 podria funcionar como
una MAPKKK en forma analoga a las protei-
nas Raf, e iniciar la sefializacion a través de
la cascada MAPK en Arabidopsis, lo que cul-
minaria con la inactivacion de EIN2 (Noviko-
vaetal., 2000; Ouaked et al., 2003). Asi, las
mutaciones en CTR1 que afectan su activi-
dad provocan un fenotipo de respuesta
constitutiva a etileno (Kieber et al., 1993).
EINZ2 codifica una proteina integral de mem-
brana de 1294 aminoéacidos que contiene 12
dominios transmembranales y en la regién
amino terminal presenta una alta similitud
con la familia de transportadores de catio-
nes Nramp (Alonso et al., 1999). La region
amino terminal es transmembranal. Las mu-
tantes ein2 exhiben el fenotipo insensible a
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Figura 3. Modelo para la transduccion de senales del etile-
no. En aire, los receptores del etileno mantienen a la cinasa
CTRI en estado inactivo, reprimiendo las respuestas a etile-
no, mientras que en etileno, la represion es liberada. La
union del etileno inactiva los receptores y por lo tanto a
CTR1. Como resultado, EIN2 se activa encendiendo asi la
cascada que involucra a los factores de transcripcion
EIN3/EILs y ERFs,los cuales participan en la regulacion de
las respuestas al etileno. Los dominios solubles de las protei-
nas se muestran como circulos y las estructuras transmem-
branales predichas para los receptores de etileno y EIN2 se
presentan como lineas que atraviesan la membrana (Modifi-
cado de Schaller y Kieber, 2002).
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etileno mas fuerte que el resto de las mutantes resistentes a etileno aisladas en Arabidopsis,
lo que corrobora su papel critico en la sefalizacion. Los experimentos para demostrar la po-
sible actividad de transportador de metales de EIN2 de plantas en sistemas heterdlogos,
mostraron que EIN2 de Arabidopsis no complementa cepas de levaduras deficientes en ca-
nales de metales (Thomine et al., 2000).

Por otra parte, corriente abajo de EIN2 se ha reportado una proteina blanco de 628
aminoacidos, conocida como EIN3,con caracteristicas de factor de trascripcion (Chao et al.,
1997). EIN3 se encuentra en el nucleo y presenta dominios acidicos ricos en prolina y gluta-
mina. Las mutaciones con pérdida de funcién para EIN3 presentan un fenotipo insensible a
etileno, lo que sugiere que funciona como un regulador positivo de la transduccion de sefia-
les del etileno. EIN3 es miembro de una familia que contiene al menos otras tres proteinas
parecidas a EIN3 (ElILs -EIN3-like) (Chao et al., 1997), las cuales se unen como homodime-
ros a un elemento promotor en el gen ERF1 promoviendo su transcripcion (Solano et al.,
1998). Los ERFs son también factores de transcripcion que inducen la expresion de genes
relacionados a la patogénesis, como la B-1-3-glucanasa, la quitinasa basica y la defensina
(Ohme-Takagiy Shinshi, 1995; Solano et al., 1998). De esta manera, EIN3 y los ElLs estimu-
lan la transcripcién de genes de respuesta a etileno y de otros factores de transcripcion
como los ERFs; estos ultimos a su vez también promueven la transcripcion de miembros de
su misma familia, sugiriendo la existencia de una compleja red de regulacion transcripcional
en la ruta de senalizacién del etileno (Solano et al., 1998).

Relacion antagonica entre el ABA y el etileno

La interaccién entre ABAYy etileno en las plantas se ha caracterizado a distintos nive-
les. Por ejemplo, existe un reporte que muestra que las mutantes deficientes de ABA, flacca
y notabillis de tomate, contienen mas del doble de etileno que las plantas silvestres (Sharp et
al., 2000). Las mutantes flacca y notabillis presentan tamafo pequefio, biomasa reducida,
tallo corto, hojas pequenas y formacion de raices adventicias comparadas con plantas nor-
males, las cuales son caracteristicas tipicas de una repuesta aumentada al etileno. También
se observo que el tratamiento de dichas mutantes con tiosulfato de plata, un inhibidor de la
accion del etileno, restaura parcialmente el crecimiento del follaje en las mutantes mencio-
nadas. Esta informacion sugiere que el efecto causado por la deficiencia de ABA en el follaje
puede ser atribuido a una sobreproduccion de etileno (Sharp et al., 2000). Respecto al efec-
to de la alteracion en la sefializacion del etileno, se ha reportado que las mutaciones con pér-
dida de la funcion en el gen EIN2 muestran un incremento en la produccién de ABA en
Arabidopsis (Ghassemian et al., 2000; Wang et al. 2007; Cheng et al., 2009). Ademas, se ha
observado que las mutaciones en CTR1, que inducen una respuesta constitutiva a etileno, y
la EIN2, que provoca insensibilidad a etileno, aumentan o suprimen respectivamente el fe-
notipo de resistencia a la germinacién de la mutante de Arabidopsis abi1 cuando se suple-
menta con ABA de manera exdgena (Beaudoin et al., 2000). Sin embargo, la mutacion en
EIN2 no mostré un efecto supresor significativo en las mutantes abi3 bajo las mismas condi-
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Figura 4. La interaccion ABA-etileno implica a la via de biosintesis y sefializacion de ambas fitohormonas. Los compo-
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delimitados por hexdgonos muestran respuestas celulares. Las lineas continuas seflalan procesos establecidos en tanto que
las discontinuas indican los procesos para la interaccion propuestos. La punta de flecha al final de las lineas indica la acti-
vacion o promocion en tanto que la linea perpendicular sefiala la inactivacion.

ciones (Beaudoin et al., 2000). Lo anterior indica que la cascada de sefalizacién del etileno
definida por ETR1, CTR1y EIN2 inhibe la sefalizacién de ABA probablemente cascada arri-
ba del factor transcripcional ABI3 durante la germinacién de la semilla. Otras evidencias de
la interaccién etileno y ABA provienen del anadlisis de las mutaciones que aumentan la pro-
duccion de etileno en las mutantes efo3 que presentan sensibilidad reducida a ABA durante
la germinacion (Subbiah y Reddy, 2010). Ademas, se ha observado que la aplicacion del
precursor de etileno acido 1-amino-1-ciclopropano (ACC) reduce el efecto inhibitorio sobre
la germinacion en plantas silvestres de Arabidopsis; los analisis bioquimicos y moleculares
identificaron a una mutante designada como enhancer response to ABA3 (era3), la cual in-
crementd la sensibilidad a ABA en las semillas y acumulé ABA, sugiriendo que este gen es
un regulador negativo de la biosintesis de ABA (Ghassemian et al., 2000). Analisis genéti-
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cos posteriores realizados por este mismo grupo, mostraron que ERA3 representa un nuevo
alelo en el locus ETHYLENE INSENSITIVEZ2 (EIN2). Debido a que mutaciones que afectan
la sefializacion de etileno modifican también los niveles de ABA y que mutaciones en la sin-
tesis de ABA alteran la cantidad de etileno, un analisis de la expresion global de genes por
microarreglos mostrd que la mutacién en ABA2, gen que codifica una enzimaimplicada en la
biosintesis del ABA, regula positivamente la expresién de los genes de biosintesis del etile-
no ACO (ACC oxidasa) y el factor de transcripcion de respuesta a etileno ERF053, mientras
que el gen 9-CIS-EPOXICAROTENOID DIOXYGENASE 3 (NCED3) que codifica una enzi-
ma de la biosintesis de ABA fue regulada negativamente en la mutante ein2. Ademas, tam-
bién se observo que la mutacion en el gen ETR1 disminuye la expresion de los genes
ABSCISIC ACID INSENSITIVE1 (ABI1)y CYP70742, este ultimo implicado en el catabolis-
mo de ABA (Cheng et al., 2009). Los datos antes mencionados sugieren que el ABA Yy el eti-
leno pueden controlar la biosintesis, el catabolismo y la sefializacion hormonal, aumentando
asi sus efectos antagonicos en las plantas (Fig. 4).

Cabe mencionar que también se han reportado efectos distintos a una interaccion ne-
tamente antagénica, por ejemplo, Zhang y col. (2009) observaron que en frutos de tomate el
ABAinduce la biosintesis de etileno cuando se aplica de manera exégena a través del incre-
mento en la expresion los genes que codifican para la ACC sintasa y la ACC oxidasa. Por
otra parte, se ha observado que la aplicaciéon exdégena de auxinas incrementa la biosintesis
de etileno y la produccién de ABA culminando con la inhibicion del crecimiento en Galiuma-
parine (Hansen y Grossmann, 2000). Finalmente, existen datos donde la adicién de la citoci-
nina N-6-benzil-adenina (BA) revirtié la sensibilidad incrementada de resistencia a la
germinacién de las mutantes insensibles a etileno tratadas con ABA (Subbiah y Reddy,
2010). Estos ultimos reportes sugieren la participacion de otras hormonas en la regulacién
de procesos que implican la interaccion ABA-etileno.

Conclusiones

La interaccién del ABA-etileno modula el crecimiento y desarrollo de las plantas de
una manera antagonica, donde cada una de estas fitohormonas puede regular la concentra-
cion de la otra. De esta forma, cuando una de las dos hormonas pierde o incrementa la capa-
cidad de ejercer su efecto en la planta, el cambio fenotipico observado es el resultado de la
alteracion de la sefal de ambas hormonas, ya que éstas se regulan entre si. La mayoria de
las evidencias de la interaccion ABA-etileno presentadas en esta revision muestran que la
regulacién principal se efectua a través de la via de biosintesis de ambas hormonas, en la
que el gen EIN2 juega un papel fundamental. Ademas de la modulacion transcripcional re-
portada, el hecho de que ambas rutas de sefalizacion utilizan cascadas de fosforilacion
para transmitir la sefial abre la posibilidad de una regulacion post-transcripcional entre ellas.
Como se menciond anteriormente, existen reportes en los cuales la interaccion entre el ABA
y el etileno no es netamente antagénica; cabe destacar que dichos resultados provienen de
analisis realizados en 6rganos especificos, lo cual no representaria un mecanismo de ac-
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cion general sobre la planta. Ademas, la participacion de otras hormonas, como las auxinas
o citocininas, incrementa el numero de variables ocasionando una interaccién aun mas
compleja. La participacién de las auxinas o las citocininas en la interaccion ABA-etileno su-
giere la existencia de redes de sefnalizacidon que interactuan constantemente para lograr un
crecimiento y desarrollo adecuado en los organismos vegetales.

En nuestro grupo de trabajo estamos caracterizando las respuestas que modifican la
arquitectura radicular por efecto del suplemento exdgeno de ABAYy etileno a mutantes de A.
thaliana sencillas y dobles en los componentes de las rutas de sefalizacion del ABAYy etileno
para identificar a nivel genético los nodos de interaccion entre ambas vias. Asimismo, la de-
terminacion de la actividad histoquimica en mutantes de la ruta de sefalizacion del etileno
llevando la linea transgénica con la secuencia que codifica la -glucuronidasa fusionada a la
region promotora del gen ABI4 de la via de sefalizacién del ABA, permitiran la identificacion
de un posible mecanismo a través del cual las dos rutas de sefalizacion interaccionan. Tam-
bién, la cuantificacién del ABA en mutantes de la via de sefializacion del etileno permitira
identificar los elementos de esta ruta que modifican la produccién de ABA.
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a tierra
es un
planeta
increible
m e nt e
hermoso.  Su
gran variedad de
paisajes lo hace
Unico en el universo,
pero igual de
sorprendente son los
seres vivos que lo
habitan. Las plantas vy
animales de “gran tamafio”
nos asombran con sus
capacidades para sobrevivir en
los méas recoénditos lugares, por
ejemplo ¢ Quién no ha visto una hermosa postal de
un oso polar confundiéndose con la espesa nieve
blanca?, ;O una planta cactacea en un ambiente
desértico? Ambos climas nos parecen extremos
para sobrevivir, sin embargo en cada rincon del
planeta, o al menos donde se ha buscado, se ha
encontrado vida. Quizas no encontremos un pez
viviendo en agua hirviendo a mas de 100°C,
tampoco un ser humano que viva sin oxigeno, pero
si hay microorganismos que pueden hacerlo y se
les conoce como extremofilos.

Existen microorganismos como las bacterias que
pueden sobrevivir en las mas extremas condiciones
de vida que puedas imaginar y habitar cada rincén
del planeta, por muy lejano, frio, acido o caliente
que te parezca. Las bacterias son un tipo de
microorganismos invisibles para el ojo humano vy
solo con la ayuda de un microscopio se pueden
observar. Pero hay una bacteria que es
tan grande que se puede ver a
simple vista pues, jmide casi un
centimetro! Su nombre
cientifico es
Thiomargarita

namibiensis, que
A significa Perla
Sulfurosa de
Namibia. Como su
nombre lo indica, se
encontr6 en las
costas del pais
africano de Namibia y

La bacteria mas resislenle a la radiacion,;
Deinococcus radiodurans.

mlcroorgcmlsmos viviendo al limite

Gustavo Santoyo Pizano

parece una perla blanca, de ahi su nombre. Pero
también existe otro tipo de bacterias o células muy
pequeiitas, incluso, son millones de veces mas
pequenas que Thiomargarita namibiensis. De
hecho, no se sabe exactamente si son bacterias
verdaderas o un tipo de célula mucho mas antigua,
conocida como “arquea”, sélo se les conoce como
células ARMAN (del inglés que significa
Nanoorganismo Acidofilico ARqueal) y se
encontraron en una mina en California, EU.

A los humanos nos gusta disfrutar de un bafio con
agua tibia, ¢ Verdad? Pero, ;Qué tal si te bafiaras
con agua hirviendo? Mejor ni imaginarlo. Pues hay
microorganismos como la arquea de nombre
Pyrolobus fumarii que le encanta el agua hirviendo,
de hecho su temperatura 6ptima para crecer es
106°C. Aunque en su medio ambiente sobrevive a
temperaturas que varian entre 90 y 113°C. Pero
cuidado con que la temperatura baje menos de
90°C jPues no creceral Su nombre fumarii
proviene de la palabra latina fumarii que significa
chimenea y realmente vive en chimeneas, pero
chimeneas submarinas en el océano Atlantico. A los
microorganismos como Pyrolobus, se les conoce
como termofilos. En el otro extremo de las
temperaturas viven organismos psicrofilos, es decir,
que les gustan las temperaturas frias. Un ejemplo
es la bacteria psicréfila Psychromonas ingrahamii,
la cual crece a temperaturas de -12 0 -20°C. Aunque
es dificil de imaginar, esta bacteria disfruta vivir por
debajo del punto de congelacion del agua, ya que
fue aislada de las aguas heladas del océano Artico.

wLa bactena UER grande de! mundo:
Thfomarganta nanub;evsrs comparada
~con e! ramano de, g‘ma abe;a




Las bacterias pueden vivir en condiciones extremas
como las que mencionamos anteriormente, pero
hay otros tipos de condiciones que no son nada
faciles de sobrevivir; tales como las altas
concentraciones de sales, ya que pueden ser
dafiinas para muchos organismos. A las bacterias
que les gusta la sal se les conoce como haléfilos.
Una bacteria haldfila es Salinibacter ruber, que fue
descubierta en Espafia en un estanque empleado
para la produccion de sal, por lo que practicamente
Salinibacter puede vivir y alimentarse en granos de
sal. No es de extrafiarse que el hombre durante
milenios haya desarrollado métodos de
preservacion de alimentos con sales, porque al no
haber muchos microorganismos que toleren estas
circunstancias, es una buena opcién para
almacenarlos y que se conserven por largos
periodos de tiempo.

Otro tipo de microorganismos son los acidéfilos, es
decir, aquellos que viven en condiciones de acidez
extrema. Lo &cido y lo alcalino se miden en pH
(potencial de hidrégeno), en una escala que va del 1
al 14; siendo 1 lo mas acido y 14 lo mas alcalino.
Algunas arqueobacterias como Picrophilus oshimae
y Picrophilus torridus pueden vivir a un pH menor a
1. Tan bajo como -0.06, incluso su pH 6ptimo para
crecer es 0.7. El estémago de un ser humano es
muy acido, alrededor de 1, necesario para digerir los
alimentos, pero si llegara a ser menor de 1, seguro
necesitarias mas que un sal de uvas.

Hasta el momento hemos visto que no hay otros
organismos mas extremos que los
microorganismos, y aln hay méas que parecen
disfrutar de vivir al limite. Existen bacterias como
Deinococcus radiodurans, que es el organismo que
mas radiacion resiste, incluyendo los rayos
ultravioleta o radiacién gamma, que emite el sol. Las
cantidades de radiacion que resiste Deinococcus,
facilmente matarian a cualquier humano. Se dice
que sihubiera una tercera guerra mundial donde se

Yrolobus fumarii,
el microbio que disfruta del-
agua hirviendo.
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usen bombas atémicas los Unicos organismos
sobrevivientes serian las cucarachas.
Probablemente sea cierto que sobrevivan las
cucarachas, pero seguramente también lo harian
las bacterias como Deinococcus. Otro tipo de
bacterias que son muy “fuertes”, incluso mas que
cualquier elefante, son aquellas que se conocen
como bardfilas o hyperbardfilas, que resisten altas
presiones. Algunas especies como Shewanella y
Moritella se han encontrado a una profundidad de
casi 11,000 metros bajo el nivel del mar, lo que
significaria resistir el peso de millones de toneladas
encima.

Los anteriores microorganismos son soélo algunos
ejemplos que sorprenden por sus récords para
poder vivir en ambientes tan extremos. Pero este
articulo seria demasiado largo para describirlos
todos, ya que hay otras bacterias que pueden o no
vivir donde hay oxigeno, u otras que pueden
Gnicamente respirar azufre o alimentarse de
metales pesados, entre otros muchos. Ademas hay
muchas otras que pueden ser muy amigables con el
medio ambiente y limpiar o biorremediar lugares
contaminados con petroleo, por ser su alimento
favorito. Por lo tanto, cada vez que viajes a lugares
desérticos, a los bosques o a la playa, siempre
habra microorganismos conviviendo contigo.
Tambien, si algtin dia viajas al espacio o algtin otro
planeta como Marte, que tampoco te sorprenda
encontrarte con alguna bacteria en el camino.
iSeguramente es un extremdfilal,
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