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RESUMEN

Las plantas son organismos que integran diversos estimulos
ambientales para controlar su crecimiento y desarrollo, dichos procesos estan
bajo el control de diferentes sustancias conocidas como fitohormonas o
reguladores del crecimiento vegetal cuyos mecanismos de accidon se han
definido gracias al empleo de Arabidopsis thaliana como modelo biolégico. Las
hormonas vegetales mas estudiadas son las auxinas, representadas
principalmente por el acido indol-3-acético (AlA), el cual esta implicado en
practicamente todos los procesos de regulacién del crecimiento y desarrollo
vegetal. La biosintesis del AIA puede ser a través de dos vias: la triptéfano
(Trp)-independiente y la Trp-dependiente. En la biosintesis del AIA Trp-
dependiente, se ha postulado la existencia de cuatro rutas distintas, siendo la
mas importante la que involucra al acido indol-3-piravico (IPA) donde las
monooxigensas dependientes de flavina codificadas por los genes YUCCA
convierten al IPA en el AIA. Se ha descrito que existen 11 genes YUCCA en el
genoma de Arabidopsis, mutaciones con pérdida de funciéon en uno o varios de
estos genes ponen de manifiesto su importancia en la biosintesis del AlA y la
existencia de redundancia funcional. Otra estrategia para estudiar este tipo de
genes es a través de métodos de sobreexpresion que producen niveles
incrementados de transcrito y/o proteina dando como resultado fenotipos de
ganancia de funcién asociados con dicho cambio. En el presente trabajo se
investigo la participacion del gen YUCCA4 en la regulacion del crecimiento y
desarrollo de Arabidopsis utilizando una mutante generada por una insercién
de T-DNA que porta activadores transcripcionales (activation tagging) y lineas
transgénicas de sobrexpresion. Inicialmente, se caracterizO la mutante
thread/yuc4 generada mediante la técnica de “activation tagging”, la cual tiene
un programa de elongacion celular alterado relacionado con una mayor
respuesta y/o acumulacion de auxinas, lo cual fue evidenciado por una mayor
expresion del gen reportero inducible por auxinas BA3::GUS vy por la actividad
constante del sistema ubiquitina-proteosoma que conduce a la degradacion del

represor transcripcional AXR3/IAA17. Ademas, se descubri6 que el acido N-
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naftiltalamico (NPA) bloquea el transporte de auxinas en el hipocotilo
provocando su acortamiento en las plantulas thread/yuc4 hasta alcanzar una
longitud similar a las silvestres, lo que demuestra un transporte incrementado
de auxinas en el tallo de la mutante. La posible sobreproduccion del AIA no
parece repercutir en la respuesta a citocininas al no observarse un cambio en

la expresion del gen reportero ARR5::GUS.

Por otra parte, para confirmar la participacion de YUCCA4 en el fenotipo
de thread/yuc4, se generaron plantas 35S:YUCCA4 que expresan la secuencia
gendmica de este gen bajo el control del promotor fuerte y constitutivo 35S del
virus del mosaico de la coliflor, obteniéndose dos lineas homocigotas con
fenotipo in vitro idéntico al observado en la linea thread/yuc4. En conjunto, los
resultados obtenidos indican que la sobreexpresion de YUCCA4 afecta el
crecimiento y desarrollo de Arabidopsis alterando la respuesta a auxinas y
posiblemente los niveles de esta hormona. Las perspectivas de este trabajo,
mediante el andlisis detallado de los programas de morfogénesis, biosintesis
de auxinas y expresion de genes inducibles por auxinas en las lineas
sobreexpresantes nos permitird obtener informaciéon importante sobre la
participacion de YUCCA4 en la homeostasis del AIA y su impacto en el

crecimiento y desarrollo de Arabidopsis.

Palabras clave: Arabidopsis, auxinas, YUCCAA4.



ABSTRACT

Plants integrate diverse environmental stimuli to control their growth and
development. These processes are under the control of substances known as
phytohormones or plant growth regulators whose action mechanisms have
been investigated using Arabidopsis thaliana as a biological model. The most
studied plant hormones are the auxins, represented by indole-3-acetic acid
(IAA), which is involved in most plant growth and developmental processes. IAA
biosynthesis can occur via two pathways: tryptophan (Trp)-independent and
Trp-dependent. The existence of four different pathways in the IAA Trp-
dependent pathway has been postulated, and among them, the most important
is the indole-3-pyruvic acid (IPA) pathway where flavin-dependent
monooxygenases encoded by YUCCA genes convert IPA into AIA. The
existence of 11 YUCCA genes has been reported in the Arabidopsis genome,
loss of function mutations affecting one or more YUCCA genes reveal its
importance on IAA biosynthesis and functional redundancy. However, this
redundancy limits our understanding of the precise function of these proteins in
planta. Another strategy for studying redundant genes is through gain of
function studies using plants that express gene constructs aimed at increasing
the expression of endogenous genes such as activation tagging or by
expressing selected genes under control of strong and constitutive promoters.
In this research, the participation of YUCCA4 gene in regulating growth and
development of Arabidopsis thaliana was investigated using thread/yuc4, an
activation tagging mutant likely overexpressing YUCCA4 and transgenic lines
that overexpress this gene. It was found that thread/yuc4 mutant generated by
activation tagging shows an altered cell elongation program associated with an
increased auxin response or biosynthesis, evidenced by higher expression of
the auxin-inducible BA3::GUS reporter gene and the constant activity of
ubiquitin-proteasome system activated by auxins that induce degradation of the
transcriptional repressor AXR3/IAA17. It was further discovered that
naphthylthalamic acid (NPA) blocks auxin transport in hypocotyls causing cell
shortening in thread/yuc4 and reaching a similar length to that of wild-type
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plants without NPA, demonstrating an increased auxin transport in the stem of
thread/yuc4 plants. Moreover, the possible overproduction of IAA does not
seem to affect the response to cytokinins as no change in expression of
ARRS5::GUS reporter gene was evidenced in the mutant as compared to WT

plants.

To confirm the YUCCA4 role on the thread/yuc4 phenotype, plants
expressing 35S:YUCCA4 construct were generated. Two homozygous
transgenic lines showed a phenotype similar to thread/yuc4 plants when grown
in vitro. Taken together, our results indicate that overexpression of YUCCA4
affects growth and development of Arabidopsis thaliana by altering auxin
biosynthesis and/or response. A further analysis of developmental alterations,
auxin biosynthesis and auxin-inducible gene expression in the transgenic lines
obtained will provide more reliable information about the importance of
YUCCAA4 in Arabidopsis growth and development, which are perspectives of

this work.

Key words: Arabidopsis, auxins, YUCCAA4.



1. INTRODUCCION

Las plantas son organismos eucariontes, multicelulares, con gran
capacidad adaptativa y los productores primarios de los ecosistemas terrestres
al poder llevar a cabo la fotosintesis. El desarrollo de las plantas esta regulado
por factores fisiologicos y sefales ambientales que desencadenan la
produccion de compuestos de diferente identidad quimica para regular un gran
namero de funciones celulares. Estas sustancias son denominadas hormonas
vegetales o reguladores del crecimiento y ejercen sus funciones mediante
programas de sefializacion intracelular especificos que conducen al encendido
0 apagado de genes. Todos estos compuestos son requeridos para la
viabilidad celular, participan en procesos especificos del desarrollo y como
integradores de sefiales ambientales. Las funciones que ejercen cada uno de
los reguladores de crecimiento han sido elucidadas mediante su aplicacion
exdgena en diferentes sistemas vegetales o manipulando la expresion de
genes que participan en la respuesta a los diferentes fitoreguladores en plantas

mutantes y/o transgénicas (Weyers y Paterson, 2001).

Los reguladores del crecimiento vegetal denominados auxinas,
representados principalmente por el AIA, fueron los primeros descubiertos
debido a que estan implicadas en practicamente todos los procesos del
crecimiento y desarrollo vegetal. Para la biosintesis del AIA en plantas se han
propuesto dos vias: la via triptofano (Trp)-independiente y la Trp-dependiente.
Para la biosintesis del AIA dependiente de Trp se ha postulado la existencia de
cuatro rutas distintas. A pesar de que diferentes especies de plantas pueden
presentar estrategias Unicas y realizar modificaciones para optimizar sus rutas
metabdlicas, se esperaria que las plantas compartiesen mecanismos centrales
conservados evolutivamente en la biosintesis del AlA, debido a que es una
molécula fundamental para su ciclo de vida. No obstante su importancia, la
biosintesis y homeostasis del AIA en angiospermas continda sin dilucidarse

completamente.



2. ANTECEDENTES

2.1. Arabidopsis thaliana como modelo de estudio

Arabidopsis thaliana es un excelente modelo para el estudio de los
procesos fisioldgicos y moleculares de las plantas, ya que es una angiosperma
que pertenece a la familia Brasicaceae donde se incluyen plantas de
importancia agronémica como la coliflor (Brassica oleracea) y la canola
(Brassica napus). A. thaliana es una planta de tamafo pequefio (30 cm) y un
ciclo corto de vida (6-8 semanas), produce gran cantidad de semilla, se puede
cultivar en un espacio reducido y es facil de manipular en el laboratorio (Fig. 1).
Cuenta con un genoma nuclear pequefio secuenciado y publicado distribuido
en 5 cromosomas con cerca de 25 500 genes, lo que facilita su manipulacion
genética, aunado a la existencia de métodos de transformacion bien
establecidos. Todo ello ha derivado en que la mayoria de los estudios que
involucran los mecanismos genéticos, evolutivos, bioquimicos y moleculares
qgue controlan el desarrollo de las plantas, se hayan realizado utilizando a A.
thaliana (Meyerowits y Pruitt, 1985; Meinke et al., 1998).

2.2. Los reguladores del crecimiento vegetal

Debido a su estilo de vida sésil, las plantas fueron capaces de
desarrollar un sistema sofisticado para integrar informacion del ambiente y
responder activamente a los estimulos biéticos y abioticos, asi como generar
mecanismos de comunicacién entre los diferentes 6rganos y tejidos, todo esto
a través de la sintesis de los diferentes reguladores del crecimiento vegetal.
Estos ultimos compuestos son producidos por diferentes vias metabdlicas y
ejercen sus funciones mediante programas de sefalizacion intracelular
especificas que conducen, en la mayoria de los casos, a la activacion o
represion de genes. Un solo regulador puede afectar una amplia gama de
procesos, y por otro lado, un solo proceso puede estar controlado al mismo
tiempo por mdultiples reguladores de crecimiento (Gray, 2004) a

concentraciones nanomolares o micromolares (Weyers y Paterson, 2001). Los



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

el 6xido nitrico y los jasmonatos (Santner y Estelle, 2009).
2.3. Las auxinas

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

El estudio de las auxinas es uno de los campos mas antiguos de
experimentacion dentro de la investigacion en plantas: los primeros reportes de
su funcion se remontan hasta 1872, cuando Theophil Ciesielski postuld la
presencia de una “influencia transmitida" presente en la punta de las raices de
plantas y responsable del gravitropismo (Ciesielski, 1872). Mas tarde, Charles y
Francis Darwin mostraron que esta "influencia transmitida” modulaba el
alargamiento del brote de la planta que le permite un crecimiento tréfico hacia
la luz (Darwin y Darwin, 1881). El término auxina se le otorgd al investigar
sobre sustancias moduladoras del crecimiento vegetal en la orina humana,
denominandolas auxinas A y B (Kdgl y Smit, 1931). Posteriormente, un
compuesto aislado de hongos, estructuralmente distinto pero con actividad
auxinica fue llamado heteroauxina, mas tarde se determindé su naturaleza
quimica, la cual correspondio al AlA. El AlA es la principal auxina encontrada

en la naturaleza, presente ademas de los hongos, en algas, animales y
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principalmente en las plantas (Weissbach et al., 1959). Se han descrito varias
moléculas con actividad auxinica en plantas y algunas otras han sido

sintetizadas artificialmente (Fig. 1).

Auxinas Auxinas
naturales sintéticas
& 0
OH
OH
> 10
N
H
Acido indol-3-acético Acido naftalenacético

N\ O /@[O\)J\OH
N cl Cl

H o . . .
dicl &
Acido indol-3-butirico Acido 2,4 dic cgofenoxuac tico
0 Cl N
OH Z
Acido fenilacético Cl Cl
0 NH,
Cl Acido 4-amino-3,5,6-
Ox tricloropiridin-2-carboxilico
\ Cl O
N OH
H
Acido 4-cloro-indol-3-acético
OCH,
Cl
Arabidopsis thaliana Acido 2-metoxi-3,6-
diclorobenzoico

Figura 1. Arabidopsis thaliana y estructura quimica de las auxinas. Esquema de
morfologia general de Arabidopsis thaliana y estructura quimica de las principales moléculas

con actividad auxinica de origen natural y sintético (Modificado de Bowman, 1994).



2.4. Via de sefializacién de las auxinas

Un adelanto importante en el entendimiento de la sefalizacion por
auxinas, fue el descubrimiento de la familia de receptores de auxinas
TIR1/AFB, las cuales son proteinas F-box que junto con otras como ASK1,
CUL1, RBX forman el complejo de ubiquitina ligasa SCF™™. El AIA se une a
TIR1I/AFB y a las proteinas AUX/IAA, estas Uultimas son represores
transcripcionales que regulan negativamente la sefializacion de las auxinas. A
niveles bajos de AlA, las proteinas AUX/IAA junto con el co-represor TPL se
encuentran unidas a los factores de respuesta a auxinas (ARFs), un grupo de
factores transcripcionales que regulan los genes de respuesta temprana a las
auxinas (Szemenyei et al., 2008). Los ARFs se unen a elementos de respuesta
a auxinas (AREs) localizados en los promotores de los genes de respuesta
primaria, para activar su transcripcion (Guilfoyle y Hagen, 2007). Cuando
existen niveles intracelulares elevados de AIA, ésta se une al receptor y
funciona como un “pegamento molecular’ entre los represores Aux/IAA y el

complejo SCF™™*

, el cual cataliza entonces la ubiquitinacion de los Aux/IAA
para ser reconocidos y degradados por el proteosoma 26S (Mockaitis y Estelle,
2008). Este ultimo proceso permite la liberacién de los ARFs, dando como
resultado la trascripcion de genes que regulan el desarrollo de la planta en
respuesta a auxinas (Benjamins y Scheres, 2008). El gran nimero de Aux/IAAs
y ARFs (29 y 23 en A. thaliana respectivamente) indica que la respuesta a
auxinas es muy compleja y depende de los niveles enddgenos y la
especificidad de union entre las interacciones TIR1-Aux/IAA y Aux/IAA-ARF

(Calderon-Villalobos et al., 2012) (Fig. 2).

Una via de sefalizacion auxinica alternativa, independiente del
proteosoma, es a través del receptor putativo de auxinas (AUXIN BINDING
PROTEIN 1) ABP1, que esta localizado en el reticulo endoplasmico y en la
membrana celular; se ha sugerido que juega un papel importante durante la
division y elongacion celular ya que se le involucra en el ablandamiento de la

pared, la regulacion de la endocitosis y el rearreglo del citoesqueleto durante la
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expansion celular por medio de un mecanismo independiente a la transcripcion
(Sauer y Kleine-Vehn, 2011) (Fig. 2).

Citosol

Nucleo

Poliubiquitina
Aux/IAAs

Niveles altos
de auxinas:

Degradacwn de

Niveles bajos Complejo SCFTR!

Genes de respuesta Genes de respuesta
a auxinas a auxinas

Espacio extracelular / M
Regulacién de la endocitosis y rearreglo del citoesqueleto
Ablandamiento de la pared celular

Figura 2. Componentes principales en la percepcién y sefializacion de las auxinas. La
union del AIA al receptor TIR1/AFBs se lleva a cabo en el nicleo. Cuando los niveles de AIA
son bajos (fondo azul méas oscuro), los Aux/IAAs forman heterodimeros con los ARFs
reprimiendo la transcripcidn. Sin embargo, a niveles altos de AIA (fondo azul mas claro), la
unién del AIA al receptor provoca su marcaje y degradaciéon por el proteosoma 26S, liberando
los ARFs y permitiendo asi la expresion de genes de respuesta a auxinas. Las proteinas
ABP1, localizadas en el reticulo endoplasmico (RE) o en la membrana celular, funcionan
también como receptores de AlA, mediando respuestas rapidas a auxinas como la regulaciéon
de la endocitosis, el re-arreglo del citoesqueleto y el ablandamiento de la membrana que

permite la expansioén celular (Modificado de Ljung, 2013).
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2.5. El transporte de auxinas

El AIA es un &cido organico débil cuya estructura consiste en un anillo
inddlico unido a una cadena lateral que contiene un grupo carboxilo terminal
(Fig. 1). El grupo carboxilo es protonado a pH bajo, haciendo a la molécula
menos polar (AIA" + H" = AIA-H), forma en la que puede difundir a través de la
membrana celular, mientras que la molécula no protonada cargada
negativamente (AIA”) es muy polar y no puede difundir. EI pH varia en
diferentes compartimentos celulares, de 5.0 a 5.5 en el fluido apoplastico de la
pared celular y vacuolas y alrededor de 7.0 en el citosol. EI AIA-H en el
apoplasto y las vacuolas puede difundir a través de las membranas cercanas,
mientras que el AIA™ permanece atrapado dentro de la célula y no puede salir
del citosol sin la ayuda de transportadores especificos conocidos como

acarreadores de eflujo (Ljung, 2013).

Dos familias proteicas de acarreadores de eflujo para auxinas han sido
identificadas en Arabidopsis: las PIN y ABCB. También existen proteinas
acarreadoras de influjo, como las AUX/LAX, las cuales son importantes para el
incremento de los niveles de AlIA dentro de células especificas. Recientemente,
un nuevo grupo de proteinas transportadoras llamadas PIN-LIKES (PILS) fue
identificado, su funcién se postul6 como transportador del AlA entre el citosol y
el reticulo endoplasmico (Barbez et al., 2012). La localizacion de los
acarreadores de eflujo e influjo en la membrana celular dirige el transporte del
AlA dentro y fuera de la célula (también llamado transporte polar de auxinas),
permitiendo a la planta contar con un transporte de esta importante hormona
entre diferentes células y tejidos (Ljung, 2013). Los genes PIN codifican para
proteinas con 10 dominios transmembranales que muestran una localizacion
asimétrica a través de la membrana plasméatica consistente con el papel de
controlar la polaridad en el movimiento de auxinas, funcion que se ve afectada
por la accion de los inhibidores del transporte de auxinas tales como el acido
triyodobenzoico (TIBA) y el acido N-naftiltalamico (NPA) (Thomson et al.,
1973).
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2.6. Biosintesis del AIA

Las plantulas de A. thaliana pueden llevar a cabo la biosintesis del AIA
principalmente en hojas, cotiledones y raices; siendo las hojas jovenes las que
poseen la mayor capacidad de biosintesis (Ljung et al., 2001). Se cree que el
AlA es sintetizado principalmente a partir de precursores generados en la ruta
del acido shikimico (Fig. 3). Esta via localizada en los plastidos produce
precursores para la biosintesis de diferentes compuestos indolicos,
aminoacidos arométicos (L-Trp, fenilalanina y tirosina), ademas de alcaloides,
ligninas y flavonoides. El precursor del AIA es el L-Trp que principalmente es
utilizado en la biosintesis de proteinas, debido a ello la cantidad de Trp en el
citosol es mayor comparada con la de AlA, sugiriendo una regulacion estricta
de los pasos intermedios en la biosintesis del AIA para evitar su

sobreproduccion (Sairanen et al., 2012).

Se sabe que las rutas de biosintesis del AIA dependientes de L-Trp son
las principales fuentes de auxinas libres, asi como de sus precursores y
conjugados en plantas. Sin embargo, existen evidencias de la existencia de
una ruta de biosintesis independiente de Trp proveniente del precursor indol-3-
glicerol fosfato (IGP) (Ouyang et al., 2000) (Fig. 3). Los genes y enzimas
involucrados en la ruta independiente de Trp alin no se conocen por completo y
el conocimiento sobre la existencia de esta ruta se basa principalmente en el
uso de precursores radiomarcados y mutantes en la biosintesis de L-Trp.
Estudios de este tipo, realizados en una gran variedad de especies de plantas,
han demostrado la utilizacién diferencial de las vias de sintesis Trp-
dependiente y Trp-independiente en momentos criticos del desarrollo de la
planta incluyendo la embriogénesis (Ribnicky et al., 2002), la maduracion del
fruto (Epstein et al. 2002), en respuestas a cambios de temperatura (Rapparini
et al., 2002), durante la germinacién y el crecimiento temprano de las plantulas
(Ljung et al., 2001) y posteriormente en respuesta a heridas (Sztein et al.,
2002).
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Las vias de biosintesis del AIA propuestas en plantas no han sido
completamente dilucidadas, escasamente se conocen las bases genéticas de
las enzimas clave involucradas y aun no esta claro si las vias se encuentran en
todas las especies vegetales (Ljung, 2013). También existe una redundancia
funcional considerable en varios de los genes de las familias involucradas en la
biosintesis del AlA, lo que requiere mayor investigacion para entender la
funcién de cada uno de los genes. Sin embargo, se han realizado avances
considerables en cuanto a la identificacion de las rutas de biosintesis del AIA
en plantas y los genes involucrados en ellas. Ejemplo de ello, son las rutas de
biosintesis L-Trp dependientes que operan en angiospermas que fueron
nombradas de acuerdo al primer metabolito formado a partir del L-Trp (Ljung,
2013) (Fig.3).
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Figura 3. Metabolismo del AIA en plantas superiores. (A) La biosintesis de los precursores
del AIA como el IGP y el L-Trp se lleva a cabo en los plastidos, el L-Trp, principal precursor del
AIA es generado por la via del shikimato. (B) Las subsecuentes rutas de biosintesis del AIA
dependiente de Trp se llevan a cabo en el citosol. Se muestran las cuatro vias putativas de
biosintesis del AIA en plantas superiores: IAOX, IAM, IPA y TAM. Las enzimas cuya funcion se
conoce se muestran en azul. (C) Rutas de degradacién y conjugacion del AlA. El AIA puede ser
conjugado a aminoacidos y azlcares o catabolizado para formar oxAlA. Las flechas continuas
indican rutas donde las enzimas, genes o intermediaros son conocidos y las discontinuas
indican rutas menos definidas. IGP, indol-3-glicerol fosfato; L-Trp, L-triptéfano; 1AOX, indol-3-
acetaldoxima; IAM, indol-3-acetamida; IPA, acido indol-3-pirtvico; TAM, triptamina; IGs, indol
glucosinolatos; IAN, indol acetonitrilo; CAM, camalexina; IAAld, indol acetaldehido; Ser,
serotonina; IBA, 4cido indol-3-butirico; oxAlA, acido 2-oxoindol-3-acético; oxAlA-Glc, &cido 2-
oxoindol-3-acético conjugado a glucosa; AlA-Ala, AlA-Leu, AlA-Asp, AIA-Glu, acido indol-3-
acético conjugado a alanina, leucina, aspartato y glutamato, respectivamente (Modificado de
Ljung, 2013).
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2.6.1. Laruta de laindol-3-acetamida (IAM).

Esta ruta ha sido bien estudiada en bacterias, debido a que mas del 80%
de las bacterias aisladas de la rizosfera son capaces de sintetizar AIA
(Spaepen y Vanderleyden, 2010). En procariotas, el Trp es convertido a la IAM
por accion de la triptopfano-2-monooxygenasa (iaaM), para ser
subsecuentemente hidrolizada a AlA por la IAM hidrolasa (iaaH). De manera
similar, en plantas se reporta la existencia de enzimas tipo iaaM, las AMI1 que
son capaces de transformar la IAM en el AlA (Fig. 3). La IAM se ha identificado
como un compuesto enddégeno en Arabidopsis, arroz, maiz, tabaco y se cree
que esté bien distribuida en el reino vegetal (Lehmann et al., 2010). Los genes
iaaM/iaaH de Agrobacterium tumefaciens se han utilizado para generar plantas
transgénicas que sobreproduzcan AIA en diferentes especies (Sugawara et al.,
2009).

2.6.2. Laruta de laindol-3-acetaldoxima (IAOXx).

La IAOx se sintetiza a partir del Trp por la accion de dos enzimas
homologas al citocromo P450 CYP79B2 y CYP79B3. Analisis filogenéticos
muestran gue la familia de proteinas CYP79B se limita solo a las especies del
orden de las Brassicales indicando que la ruta de biosintesis del AIA
dependiente de la IAOx no es comun en las plantas (de Vos et al., 2008). Por
otra parte, la IAOx es conocida por ser un intermedio en la sintesis de
metabolitos secundarios de las plantas, tales como indol glucosinolatos (IGs),
camalexina (CAM) e indol-3-acetonitrilo (IAN) en especies del orden

Brassicales incluyendo Arabidopsis (Mikkelsen et al., 2009) (Fig. 3).

El IAN ha sido propuesto como un intermedio en la biosintesis del AlIA. Se ha
demostrado que las plantas convierten el IAN a AIA por medio de nitrilasas
(NITs) (Nafisi et al., 2007), sin embargo, en Arabidopsis estas enzimas tienen
mayor afinidad por otras moléculas nitriladas (Vorwerk et al., 2001), ademas, la

hidrdlisis del IAN por estas enzimas in vitro es ineficiente, por lo tanto los
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mecanismos exactos por los cuales se convierte IAOx en AlA contindan sin

esclarecerse por completo.

2.6.3. Larutade la triptamina (TAM)

Las triptofano descarboxilasas (TDCs) son enzimas citosolicas
ampliamente distribuidas en el reino vegetal (Mano y Nemoto, 2012), que
convierten el Trp en TAM, el cual se ha reportado como compuesto endégeno
en tomate, arroz, trigo, chicharo y Arabidopsis (Tivendale et al., 2013).
Originalmente se presumia que la TAM era convertida a N-hidroxitriptamina
(NHT) por accion de los genes YUCCA, pero esto ha sido motivo de
controversia ultimamente (Tivendale et al., 2010; Ross et al., 2011). Es posible
que la TAM funcione como precursor del AIA por medio del indol-3-
acetaldehido (IAAld), ademas de alcaloides inddlicos (Di Fiore et al., 2002) y
serotonina (5-hidroxitriptamina) un neurotransmisor en mamiferos y molécula
ampliamente distribuida en diferentes especies de plantas que probablemente

actua como inhibidor natural de las auxinas (Pelagio-Flores et al., 2011).

2.6.4 La ruta del acido indol-3-piravico (IPA).

En esta ruta, la triptofano amino transferasa TAAl y sus homdlogos
cercanos TAR1 y TAR2 convierten al L-Trp al IPA (Stepanova et al., 2011;
Zhou et al., 2011) y las enzimas YUCCA (YUC) subsecuentemente sintetizan el
AIA a partir del IPA (Stepanova et al.,, 2011; Won et al., 2011). Hasta hace
pocos afos se pensaba que las familias de genes TAALl/TAR y YUCCA
operaban en vias distintas (Zhao, 2010), pero evidencias recientes han
mostrado que funcionan en conjunto. Por ejemplo, la determinacion directa de
los niveles de IPA en mutantes yuc y taa revela que las mutantes yuc acumulan
IPA, mientras que las mutantes taa son deficientes en IPA, sugiriendo que las
enzimas TAA participan en la produccion y los YUC estan involucrados en el
metabolismo del IPA (Mashiguchi et al., 2011). Finalmente, ensayos in vitro han

demostrado que las enzimas TAA pueden convertir el Trp en IPA y que las
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YUC producen AIA usando el IPA como sustrato (Mashiguchi et al., 2011; Won
et al., 2011). Los datos genéticos y bioquimicos demostraron que las enzimas
TAA y YUC catalizan dos reacciones consecutivas que convierten el L-Trp a
IPA y este en AIA y ademas que esta es la ruta principal de biosintesis del AIA
en plantas (Mashiguchi et al., 2011) (Fig. 3).

2.7. Conjugacion e inactivacion del AlA.

La biosintesis de novo no es la Unica fuente de AIA libre, las plantas
superiores pueden almacenarlo en forma de conjugados y de acido indol-3-
butirico (IBA), que pueden proporcionar AlA libre por hidrélisis o B-oxidacion,
respectivamente (Tam et al., 2000). El AIA puede unirse por enlaces éster a
azlcares 0 a aminoacidos y péptidos a través de enlaces amida de forma
reversible o irreversible (Fig. 3). Las funciones propuestas para estos
conjugados incluyen el almacenamiento, transporte, compartimentacion,
desintoxicacion del exceso de AIA y la proteccidon contra la degradacion
peroxidativa (Cohen y Bandurski, 1982). Las diferentes especies de plantas
tienen distintos perfiles de AIA conjugado, pero en ocasiones entre distintas
especies pueden aparecer perfiles similares, lo que sugiere funciones
ancestrales para los conjugados de AIA dentro de las plantas (Sztein et al.,
1999). Experimentos utilizando hidrélisis alcalina para liberar AIA de
conjugados indican que A. thaliana mantiene aproximadamente el 90% del AIA
unido a aminoacidos y péptidos por medio de enlaces amida, un 9% como

conjugados por enlaces éster y cerca del 1% como AlA libre (Tam et al., 2000).

Los conjugados de AIA tienen diferentes actividades in planta: AlA-Ala y
el AlA-Leu inhiben la elongacion de la raiz primaria, se ha descrito que estan
presentes en las semillas para ser hidrolizados durante la germinacion y
proporcionar AlA libre necesario en el desarrollo del embrion e incluso en esa
forma pueden presentar actividad auxinica (Leclere et al., 2002; Rampey et al.,

2004). El AlA-Ala se encuentra en niveles mas altos en los brotes, mientras que
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AlA-Leu se acumula en las raices (Kowalczyk y Sandberg, 2001), pero ninguno
de estos conjugado se forma a niveles detectables después de la aplicacion de
AIA a las plantulas o las hojas (Ostin et al., 1998). Estos resultados sugieren
qgue los conjugados AlA-Ala y AlA-Leu funcionan en el suministro de AlA libre.
En contraste, los conjugados AIA-Asp y AIA-Glu no son apreciablemente
hidrolizados y parecen ser biologicamente inactivos. Los tejidos como las hojas
en crecimiento y las raices contienen niveles mas altos de AlA libre, AIA-Asp y
AIA-Glu, lo que sugiere un papel catabodlico para estos conjugados (Kowalczyk
y Sandberg, 2001). Las enzimas que conjugan AlA a los aminoacidos son
codificadas por los miembros de la familia de genes GH3 de respuesta
temprana a auxinas, in vitro estas enzimas sintetizan las formas inactivas (AlA-
Asp y AIA-Glu) por encima de los conjugados hidrolizables (AlA-Ala y AlA-Leu)
(Staswick et al., 2005). Ademas de los conjugados con aminoacidos, también
se encuentran los conjugados esterificados con azlcares (Jackson et al., 2001)
y las formas metiladas que aumentan la volatilidad del AIA aunque su funcion
aun no es clara, se sabe que se trata de una forma inactiva de la hormona
(Yang et al., 2008).

Los genes involucrados en el catabolismo del AIA no han sido bien
identificados a la fecha pero se sabe que en A. thaliana permanentemente se
inactiva el AIA exdgeno a través de la oxidacion del anillo inddlico formando el
acido 2-oxoindol-3-acético (0xAlA), el cual posteriormente puede ser conjugado
a glucosa (oxAIA-Glc) (Ostin et al., 1998) (Fig. 3). OxAIA y oxAIA-Glc se
encuentran en altas concentraciones después del tratamiento con AIA

exdgeno, asi como en lineas sobreproductoras de AIA (Novak et al., 2012).

2.8. Los genes YUCCA

Las enzimas codificadas por los genes YUCCA pertenecen a las
monooxigenasas dependientes de flavina (FMOs), son oOxido-reductasas que
catalizan la insercion de grupos hidroxilo a sus sustratos y en mamiferos estan

involucradas en la oxidacion de compuestos que son eliminados (Krueger y

18



Williams, 2005). Aunque se han identificado monooxigenasas dependientes de
flavina en todos los genomas secuenciados de plantas, a diferencia de sus
homologos de mamiferos que principalmente funcionan en la detoxificacion,
estan involucradas en la biosintesis de moléculas de sefalizacion, el
metabolismo de glucosinolatos y la defensa contra patégenos (Schlaich, 2007).
A nivel de secuencia primaria, todas las FMOs tienen varios motivos y residuos
de aminoacidos altamente conservados, por ejemplo, los motivos GXGXXG
forman parte en la uniébn a cofactores como FAD y NADPH. Las FMOs
presentan dos de ellos: el motivo GXGXXG cercano a la porcion amino terminal
se cree que se une al cofactor FAD y el otro localizado en la parte media, sitio
putativo de unién a NADPH (Krueger y Williams, 2005; Schlaich, 2007). Por
medio de ensayos bioquimicos en proteinas YUCCA recombinantes se dilucido
el mecanismo de reaccion en la conversion del IPA al AlA. El primer paso es la
reduccion del cofactor FAD a FADH™ por NADPH, subsecuentemente, el FADH’
reacciona con el oxigeno para formar el intermediario flavin-C4a-(hidro)peroxi
qgue finalmente oxigena al sustrato electrofilico IPA dando como resultado su
conversion a AlA (Dai et al., 2013).

Estudios filogenéticos muestran que las proteinas YUCCA de
Arabidopsis pertenecen a un clado que incluye a 11 miembros (YUC1-YUC11)
que se expresan en todos los tejidos de la planta pero principalmente en
meristemos, primordios, tejidos vasculares y organos reproductivos (Zhao et
al., 2001; Cheng et al., 2006, 2007). Genes ortélogos YUC se han encontrado
en otras plantas incluyendo petunia (FZY) (Tobefa-Santamaria et al., 2002),
arroz (OsYUCCA1-OsYUCCA7) (Yamamoto et al, 2007), maiz (SPI1)
(Gallavotti et al., 2008), chicharo (PsYUC) (Tivendale et al., 2010), tomate
(ToFZY) (Expésito-Rodriguez et al., 2011), fresa (FaYUC1-2) (Liu et al., 2013) y
uva (VvYUC1-3) (Bottcher et al., 2013). Por lo tanto, se sugiere que los genes
YUC estan altamente conservados en todo el reino vegetal.

Las mutantes con pérdida de funcién en los genes YUCCA fueron de las

primeras identificadas en Arabidopsis con deficiencia de auxinas, la
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interrupcion de un solo gen YUCCA no presentd defectos obvios en el
desarrollo debido a su funcibn redundante. Sin embargo, algunas
combinaciones de dos 0 mas mutaciones en estos genes provocaron defectos
dramaticos en el desarrollo. Por ejemplo, las mutantes dobles y triples yucl
yucd y yucl yuc2 yuc6, respectivamente, presentaron concentraciones
reducidas de AIA, flores anormales sin o6rganos masculinos y femeninos
funcionales y afectaciones en la vasculatura de hojas y flores. La mutante
cuadruple yucl yuc4 yuclO yucll mostro alteraciones en la formacion de la
parte basal del embridn, fenotipo observado en la mutante cuadruple tirl afbl
afb2 afb3 afectada en la percepcién de auxinas (Cheng et al., 2007). Los
fenotipos de las mutantes yuc fueron rescatados por la expresion del gen
bacteriano de biosintesis de auxinas iaaM bajo el control del promotor del gen
YUC1 pero no por la aplicacibn exdégena de auxinas (Cheng et al., 2006).
Andlisis de diferentes combinaciones de mutantes yuc mostraron claramente
qgue la regulacién de la biosintesis de auxinas por dichos genes es esencial
para la embriogénesis, la formacion de tejidos vasculares, elongacion celular y

el desarrollo de 6rganos como las flores y hojas (Zhao, 2010).

La caracterizacion de los genes YUCCA comenz6 con la investigacion
de Zhao y col. (2001), utilizando dos mutantes con ganancia de funcién
generadas por la técnica de “activation tagging” (Weigel et al. 2000). Dichas
mutantes presentaron hipocétilos alargados y su caracterizacibn genética
mostré que las inserciones de los “enhancers” estaban aproximadamente tres
kilobases rio-abajo de la region codificante del mismo gen. El gen fue
identificado como YUCCA, el cual posteriormente se coloc6 bajo el control del
promotor 35S completo rescatando el fenotipo mostrado por la mutante de
“activation tagging”. Estas ultimas mutantes fueron empleadas para estudios

posteriores (Zhao et al., 2001).

Ademas de los hipocdtilos alargados, las mutantes yucca presentaron un
fenotipo caracteristico de elevados niveles de auxinas durante su desarrollo: en

la parte aérea, las plantulas presentan cotiledones epinasticos y peciolos
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elongados (Fig. 4A). Dicho fenotipo fue similar al de las mutantes
sobreproductoras de auxinas como surl, sur2 y las plantas transgénicas que
sobreexpresan el gen bacteriano iaaM (Zhao et al., 2001). Las raices de yucca
presentaron con mayor numero Yy longitud de pelos radiculares que las
plantulas silvestres (Fig. 4B). Las plantulas crecidas en oscuridad desarrollan
hipocétilos mas cortos sin el gancho apical (Fig. 4C). Las hojas maduras de
yucca fueron mas pequefas, estrechas, epinasticas y con peciolos alargados
(Fig. 4D y E). Las plantas yucca adultas mostraron dominancia apical
incrementada y crecieron de manera semi-erecta como lo hacen las plantas del
género Yucca, razon por la cual se le di6 ese nombre a la mutante (Fig. 4F)
(Zhao et al., 2001).

yuccal

yuccat

Figura 4. Identificacion de la mutante yuccal. (A) Plantulas de silvestres (WT) y yuccal
crecidas en medio MS 0.5X. (B) Raices de plantulas WT y yuccal crecidas verticalmente en
placa. (C) Plantulas de silvestres y yuccal crecidas en la oscuridad. (D) Plantas maduras de
yuccal y silvestres crecidas en suelo en invernadero. (E) Crecimiento retardado de la mutante

yuccal. (F) Dominancia apical de yuccal (Modificado de Zhao, 2001).
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La mutante Thread posteriormente renombrada yucca4 (yuc4) es una
mutante de ganancia de funcién que se encuentra en el fondo genético
Wassilewskija (Ws), generada por la técnica de “activation tagging” usando
como vehiculo el elemento transponible de maiz En-l y como inductor de la
transcripcion, cuatro potenciadores o enhancers provenientes del promotor 35S
del CaMV. La mutante fue aislada por la Dra. Marsch en el Plant Research
International, Wageningen, Holanda, debido a que presentaba un fenotipo
similar al reportado en las mutantes sobreproductoras de auxinas. Se mapeo el
gen involucrado y se encontré que la insercion del elemento activante ocurrié
828 bp rio-arriba del codon de inicio del gen YUCCA4 (Marsch-Martinez et al.,
2002). Sin embargo, los autores antes mencionados no caracterizaron
fisiolégicamente a la mutante. Por lo que en el presente trabajo se planted
realizar el analisis morfolégico de la mutante yuc4 y las consecuencias de la

sobreexpresion del gen YUCCA4 en plantas transgénicas de A. thaliana.
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3. JUSTIFICACION

Debido a que la mayoria de los estudios realizados sobre el gen
YUCCAA4 se han enfocado al desarrollo del follaje con mutantes con pérdida de
funcion y como no se ha reportado la caracterizacion fisiolégica y bioquimica de
las mutantes con sobreexpresién de este gen, el presente trabajo tiene como
objetivo esclarecer su importancia en procesos de morfogénesis y respuesta a
auxinas mediante el uso de lineas de activacion y transgénicas de Arabidopsis

thaliana.

4. HIPOTESIS

La sobreexpresion del gen YUCCA4 afecta el crecimiento y desarrollo de

A. thaliana alterando la respuesta a auxinas.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Estudiar a nivel fisiologico y molecular el efecto de la ganancia de

funcién en el gen YUCCA4 sobre el desarrollo y la respuesta a auxinas en

Arabidopsis thaliana.

5.2. Objetivos especificos

Caracterizar el crecimiento y desarrollo de una linea con ganancia de
funcién en el gen YUCCA4 de A. thaliana en condiciones in vitro y en
suelo.

Estudiar el impacto de la activacion de YUCCA4 en el transporte y la
respuesta auxinica mediante el uso de genes reporteros.

Generar plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana que
sobreexpresen el gen YUCCA4 bajo el control del promotor 35S del

virus del mosaico de la coliflor.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Material bioldgico

En los diferentes experimentos se utilizaron semillas de Arabidopsis
thaliana del ecotipo Wassilewskija (Ws), asi como la linea mutante yucca4
generada por “activation tagging” y las transgénicas de respuesta a auxinas
BA3::GUS (Oono et al., 1998) y HS::AXR3NT-GUS (Gray et al., 2001), ademas
de la linea reportera de respuesta a citocininas ARR5::GUS (D’Agostino et al.,
2000). Para la transformacion se utilizaron plantas de Arabidopsis thaliana del
ecotipo Ws y células competentes de Agrobacterium tumefaciens (cepa
pGV2260) y Escherichia coli (cepas Top 10y DH5a).

6.2. Compuestos quimicos

El AIA 'y NPA fueron adquiridos de SIGMA-ALDRICH, ambos fueron
disueltos en dimetil sulfoxido (DMSO). En plantulas crecidas en condiciones
control se adiciond el solvente al medio en un volumen equivalente a la
concentracion mas alta del compuesto utilizado en el bioensayo. Los
antibiéticos sulfato de kanamicina, ampicilina sal sédica y rifampicina sal sodica
fueron adquiridas de SIGMA-ALDRICH vy disueltos en agua ultrapura estéril y
metanol en el caso de la rifampicina. Los antibiéticos se esterilizaron por

filtracion.

6.3. Preparacion de la semilla

Para garantizar condiciones axénicas en los bioensayos, primeramente
las semillas de las diferentes lineas se sometieron a una desinfeccion
superficial, colocandolas en tubos eppendorf, donde se les agregd 500 pul de
etanol al 96% v/v para su agitacion durante 5 min. Transcurrido este tiempo, se
retird el etanol y se adicion6 700 pl de hipoclorito de sodio al 20% v/v, agitando
por 7 min. Posteriormente, se retird el hipoclorito de sodio y se realizaron 3
lavados con agua destilada estéril. Este proceso se llevé a cabo en una

campana de flujo laminar. Finalmente, las semillas fueron colocadas en
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oscuridad a 4 °C durante 48 horas con el objetivo de estimular y homogeneizar

la germinacién.
6.4. Condiciones de crecimiento

Las semillas desinfectadas fueron sembradas y cultivadas bajo
condiciones de esterilidad en cajas de Petri conteniendo 30 ml de medio de
Murashige y Skoog (MS) 0.2x, el cual contiene todos los nutrientes necesarios
para el crecimiento de las plantas (Murashige y Skoog, 1962), suplementado
con 0.6% de sacarosa y 1% de agar. El pH del medio se ajusté a 7.0 con KOH
0.1 N. Una vez preparado el medio, éste se somete a esterilizacién en
autoclave (120 °C y 15 Ib de presion durante 20 min). Al medio estéril tibio, se
afiade el solvente, o compuestos quimicos. El medio suplementado con los
diferentes compuestos, se depositod en cajas de Petri de 100 x 15 mm y se dejo
solidificar para posteriormente ser rotulado y utilizado para la siembra.

Una vez preparadas las cajas de Petri con medio de cultivo en la
concentracion deseada de los diferentes compuestos, se procedio a la siembra
de la semilla de las diferentes lineas utilizando micro-pipeta de 10 uL. Se
sembraron 10 semillas por caja en la parte superior de la caja en una fila, para
permitir al crecimiento libre de la raiz sobre el medio. Las cajas ya sembradas
se rotularon con los datos de la semilla utilizada, el tratamiento que contiene el
medio y la fecha de siembra. Finalmente, las cajas se sellaron con plastico para

evitar contaminacion por microorganismaos.

Después de su siembra, las cajas se colocaron en una camara de
crecimiento Percival AR95L, con un fotoperiodo de 16 h luz/8 h oscuridad, 22
°C y una humedad del 80%. Las cajas de Petri se colocaron en posicion
vertical, con un angulo de 65° de inclinacion, para permitir el crecimiento del

sistema radicular, asi como del sistema aéreo de las plantulas.
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6.5. Variables de crecimiento y analisis de datos

Las imagenes del sistema radicular e hipocotilos de las plantulas fueron
capturadas con una camara digital SAMSUNG SCC 131-A adaptada a un
microscopio estereoscopico Leica, MZ6/L2. Las fotografias de las placas y
plantas en suelo se obtuvieron con una camara réflex digital Nikon D5000. Las
células epidérmicas de los hipocétilos se analizaron utilizando un microscopio
de Nomarsky (Leica DM5000B) en el aumento 40X. La longitud de los
hipocétilos y de las células epidérmicas se determind con ayuda del programa
ImageJ 1.44. Para todos los experimentos con lineas silvestres y mutantes, los
datos fueron evaluados estadisticamente usando el programa STATISTICA 8.0
mediante un andlisis por univarianza, seguida por una prueba post-hoc de
Tukey. Se utilizaron letras diferentes para indicar las medias con diferencia
significativa (P<0.05).

6.6. Cruzas con las lineas reporteras

Se escogieron flores abiertas como donadoras de polen de plantas de A
thaliana con el gen reportero de interés (BA3::GUS. HS: AXR3NT-GUS vy
ARR5::GUS) y como flores receptoras se eligieron botones donde se
observaba la parte superior del estigma de las plantas mutantes (yuc4), se les
removié los sépalos, pétalos y estambres quedando Unicamente el carpelo. Los
estambres de la flor donadora de polen se frotaron en la parte superior del
carpelo para depositar el polen. Finalmente se marc6 la cruza realizada
colocando un hilo en el pedunculo. Se dejé madurar y secar la silicua para
luego colectar las semillas colocandola en tubos eppendorf perfectamente
rotulados y se dejaron secar a temperatura ambiente durante dos semanas.
Las semillas colectadas se desinfectaron y sembraron para comprobar el
fenotipo mutante y la presencia del gen reportero, se seleccionaron las plantas
gue presentaron ambas caracteristicas, las cuales se volvieron a sembrar para

obtener las semillas homocigotas.
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6.7. Andlisis de expresion del gen de la B-glucoronidasa (GUS)

Para el andlisis histoquimico de la actividad de la B-glucoronidasa,
plantulas transgénicas de A. thaliana que expresa los genes marcadores fueron
sumergidas en el amortiguador de reaccién (0.5 mg ml™ de 5-bromo-4-cloro-3-
indol-B-b-gluocurénido en fosfato de sodio 100 mM, pH=7) para posteriormente
incubarse 14 horas a 37 °C. Para cada ensayo al menos diez plantulas fueron
analizadas y se eligid una representativa para ser fotografiada utilizando el

microscopio Leica CME.

6.8. Clarificacion de tejidos

Las plantulas tefiidas fueron clareadas mediante el método descrito por
Malamy y Benfey en 1997. Primeramente se elimind el buffer de tincion, se
agregd 1 ml de la solucién | (HCI 0.24N y metanol 20%), se incub6 a 62°C
durante 60 min. Se retird la solucion | y se agregdé 1 ml de solucion Il (NaOH
7% y etanol 60%), se incub6 a temperatura ambiente durante 20 min. Se retird
la solucién Il, y se adicion6 1 ml de etanol 40% y se incub6é a temperatura
ambiente durante 20 min. Se retir6 el etanol 40%, para agregar 1 ml de etanol
20% y se incubd a temperatura ambiente durante 20 min. Se retir6 el etanol
20%, para adicionar 1 ml de etanol 10% y se incub6 a temperatura ambiente
durante 20 min. Se retir0 el etanol y se agreg6 1 ml de glicerol 50%. Finalmente
el tejido fue montado en portaobjetos de cristal con glicerol al 50% y se observo

al microscopio.

6.9. Extraccion de ADN gendmico de Arabidopsis

El tejido foliar y radicular de A. thaliana fue macerado perfectamente con
ayuda de nitrégeno liquido, se colocaron de 50 a 100 mg en un tubo eppendorf
de 1.5 ml estéril y se homogeniz6 con 500 uL del buffer de extraccion (200 mM
Tris-HCI, pH 7.5, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, SDS al 0.5%). La muestra se

agité durante 5 seg para luego ser centrifugadas a 12 000 rpm durante 5 min;
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se recupero el sobrenadante en un tubo nuevo, el cual se mezclé por inmersion
con un volumen igual de una mezcla compuesta por fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (25:24:1). Se centrifugd a 12,000 rpm durante 10 min y se recupero
el sobrenadante en un tubo nuevo. Para precipitar el ADN, el sobrenadante se
mezcld con 2/3 (v/v) de isopropanol frio y se dejo reposar durante 10 min para
luego ser centrifugado a 12 000 rpm durante 10 min. Se decanto el
sobrenadante, se lavo la pastilla dos veces con etanol al 70% y se dej6
evaporar colocando el tubo abierto e invertido sobre papel absorbente.
Finalmente, se resuspendio la pastilla en 100 yL de buffer TE (10 mM Tris-HClI,
1 mM EDTA, pH 8) o agua desionizada estéril.

6.10. Amplificacion y clonacion del gen YUCCA4

El ADN genomico del ecotipo Ws de A. thaliana se utiliz6 como molde
para la amplificacion del gen YUCCA4 por PCR utilizando los siguientes
reactivos: 4 pl de buffer 5X Phusion HF, 0.4 pl de dNTPs 10uM, 1 pl del
oligonucledtido directo 10mM (5°- CAC CAT GGG CAC TTG TAG AGAA-3'),1
ul del oligonucledtido reverso 10mM (5- TCA CAT ATA CAT ATA CAC ATT
GAC -3), 0.2ul de ADN polimerasa Phusion® Hot Star, 1l de ADN y 12.4 pl de
agua desionizada estéril. La reaccion se colocé en un termociclador bajo el
siguiente programa: desnaturalizacién inicial a 98°C por 30 seg; 30 ciclos de
98°C por 10 s, 54 °C por 30 seg y 72 °C por 45 seg, y una extension final a 72
°C por 5 min. El producto de PCR (1933 pb) fue visualizado por medio de
electroforesis en gel de agarosa y finalmente fue clonado en el vector
pENTR™/D-TOPOQO®, para lo cual se colocaron 0.5 pL del plasmido, 0.5 pL de
solucion salina y 2 pL del producto de PCR y se incubé la mezcla de reaccién
durante una hora a temperatura ambiente. Con el plasmido clonado se

transformaron células competentes de la cepa Top 10 de E. coli.

6.11. Transformacion de Escherichia coli por choque térmico

Las células competentes de Escherichia coli, se descongelaron y

colocaron en hielo. Se agreg6é 2 pL del material genético, y se incubaron en

29



hielo por 30 min para posteriormente someter las células a un choque térmico
de 30 seg a 42 °C en un bafio maria sin agitacion. Una vez transcurrido este
tiempo, rapidamente se enfriaron en hielo durante 2 min para luego afiadir 1 ml
de medio de cultivo liquido, donde se incubaron 1 hora a 37°C en agitacion. Se
sembraron 100 pL del cultivo y 50 pL del paquete celular del mismo cultivo
obtenido por centrifugacion en placas con medio Luria-Bertani (LB) solido
suplementadas con el antibiético de seleccion (kanamicina 50 pg/ml), donde se

incubaron toda la noche a 37°C.

6.12. PCR de colonia

Para rastrear rapidamente la presencia de plasmidos que contengan el
inserto del gen en bacterias transformadas, se realizé un PCR de colonia. La
reaccion se llevé a cabo en un volumen aproximado de 25 pL con: 2.5 pL de
buffer 10x, 0.5 pL de dNTPs 10 mM, 0.5 pL de MgCl, 50 mM, 2 uL del par de
oligonucledtidos para el inserto a 10 mM, 0.5 uL de Tag DNA Polimerasa, 19
UL de agua libre de DNAsas y RNAsas y como templado se afiadié una
pequefia porcion de cada colonia seleccionada con la ayuda de un palillo de
madera previamente esterilizado. El programa de amplificacion utilizado fue: 1
ciclo de 5 min a 95°C para la lisis celular y desnaturalizacién del DNA, 30 ciclos
de 1 min a 95°C, 2 min a 54°C, y 1 min a 72°C cada uno, y una extension final
de 5 min a 72°C. La amplificacion fue visualizada por medio de electroforesis

en gel de agarosa.

6.13. Electroforesis de ADN en gel de agarosa

Los productos del PCR y los andlisis de restriccion de los plasmidos se
resolvieron en geles de agarosa al 0.8 %. Cada gel se preparé fundiendo 0.8 g
de agarosa en 100 ml de buffer TBE 0.5 X. A 30 ml de esta disolucion se le
adicionaron 0.2 pl de colorante para DNA (Gel Red® Nucleic Acid Gel Stains,
Biotium) para facilitar la visualizacion de los acidos nucleicos en luz ultravioleta

(UV). Una vez agregado el colorante, la disolucion se vacio en el molde de la
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camara de electroforesis, a la que se le coloc6 un peine y se dejé solidificar.
Las muestras se mezclaron con 2 pl de buffer de carga 6X Orange (6X Loading
Dye Solution, Fermentas) y se cargaron en los pozos del gel. En un extremo
del gel se coloc6 un marcador de peso molecular (1 KB Plus DNA Ladder - Life
Technologies). La electroforesis se llevd a cabo en buffer TBE 0.5X a 120
voltios durante una hora aproximadamente. Al finalizar la corrida, los geles se
observaron en un transiluminador y se tomé la foto correspondiente para su

analisis posterior.

6.14. Extraccién de ADN plasmidico

El DNA plasmidico se recuperé por medio del protocolo modificado de
Birnboim y Doly, 1979. Se obtuvieron los paquetes celulares de la bacteria, por
centrifugacion de un cultivo crecido durante toda la noche con el plasmido a
purificar y se resuspenderon en 150 yL de solucién | BD (25 mM Tris-HCI pH
8.0, 10 mM EDTA, 50 mM Glucosa, 0.1 mg/mL RNAasa). Posteriormente, se
agregaron 300 pL de la solucién Il BD (0.2 N NaOH, 1% SDS) y se homogenizé
por 1 min usando un agitador orbital, se dej6é reposar 5 min en hielo. Se
agregaron 300 pL de la solucién lll BD (1.75 M acetato de potasio, 6.7% acido
acético glacial), se mezclé perfectamente por inversion y se dejo reposar en
hielo por 10 min. Se procedié con una centrifugacién por 10 min a 4°C y se
transfirio el sobrenadante a un tubo para microcentrifuga nuevo y estéril. Se
afiadieron 700 pL de isopropanol, se mezcld por inversion y se dejé reposar 10
min en hielo, se continué con una centrifugacion por 15 min a 4°C y se descarto
el sobrenadante. Para eliminar el exceso de sales, se agregd 1 ml de etanol al
70%, se resuspendid con un agitador orbital por 30 seg y se centrifugo
nuevamente 5 min, se elimino el sobrenadante. La pastilla se seco con el tubo
destapado e invertido sobre papel absorbente el tiempo necesario y finalmente

se resuspendio en 40 pL de agua bidestilada estéril.
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6.15. Andlisis de restriccion de plasmidos

Este analisis se realizdé primeramente in silico con ayuda del programa
Serial Cloner 2.6.1., se introdujo la secuencia del plasmido, se seleccionaron
la(s) enzima(s) de restriccion para linearizarlo o escindirlo en los sitios de
interés y el programa nos mostré el tamafio de bandas esperado en cada
andlisis. El protocolo general in vitro consiste en preparar una mezcla de los
siguientes componentes: 1-2 uL de plasmido, 0.5 pL de la enzima, 2 uL del
buffer especificado para la enzima y 14.5-15.5 pL de agua desionizada estéril,
la mezcla se incub6 a 37°C por una hora, seguido de una electroforesis.

6.16. Secuenciacioén

Se obtuvo el ADN plasmidico de células transformadas con el vector
pENTR"/D-TOPO® conteniendo el inserto del gen YUCCA4, 100 ng
aproximadamente, se enviaron secuenciar al departamento de Servicios
Genodmicos del LANGEBIO, CINVESTAV-Campus Irapuato con los oligos,
directo y reverso del gen YUCCA4 (YUC4f 5°- CAC CAT GGG CAC TTG TAG
AGA A -3" y YUC4r 5- TCA CAT ATA CAT ATA CAC ATT GAC -3") y dos
oligos para el plasmido (T7 5°- AAT ACG ACT CAC TAT AG-3" y UNIVERSAL
5- TGT AAA ACG ACG GCC AGT-3'). A partir de cada oligo se obtuvo una
secuencia, las cuatro se acoplaron para formar una secuencia final usando el
programa Serial Cloner 2.6.1. y se realizé la comparacién in silico con la

secuencia del gen reportada en internet.

6.17. Recombinacion

En un tubo para microcentrifuga se coloco 1-7 pL del vector de entrada
(PENTR"/D-TOPO® + YUC4), 1 pL del vector destino (pEarleyGate 100),
procurando concentraciones similares (100 ng aprox.) y 1 yuL de Gateway LR
Clonase®, se dej6 incubando una hora a temperatura ambiente. Con el producto

de reaccion se transformo la cepa DH5a por choque térmico E. coli, de donde
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se purificd el plasmido recombinado y se comprobd su correcta recombinacién

por medio de analisis de restriccion.

6.18. Transformacion de Agrobacterium tumefaciens

Para transformar A. tumefaciens, se mezclaron 5 pl (100 ng aprox.) de
ADN plasmidico con 50 pl de células electrocompetentes de A. tumefaciens
cepa pGV2260 y se dej6 incubando en hielo por 3 min. La mezcla se coloco en
una cubeta para electroporacion de 0.2 cm, una vez tapada se aplicé un pulso
eléctrico con un electroporador BIORAD (400 Ohms, 25 pFD y 2.5 kV). Se
recupero la mezcla, se adicionaron 200 ul de medio SOC (2% bacto-triptona,
0.5% extracto de levadura, 10 mM NaCl, 25 mM KCI, 50 mM MgClI, 20 mM
glucosa) y se dejo incubando a 28°C con agitacién durante 2 h. Con la finalidad
de concentrar la mezcla se centrifugd a 12,000 rpm durante 30 seg y se
eliminaron % del volumen total del medio, se resuspendio la pastilla en el
volumen restante, se sembré6 en medio LB sdélido con los antibidticos de
seleccion y se dejo incubando a 28°C durante 48 hrs. Las colonias bacterianas
resistentes fueron comprobadas mediante un PCR en colonia utilizando los
oligos antes descritos para amplificar el gen YUCCA4 y para el promotor 35S
(oligos: 35Sf 5-CCT TAA TTA AAA CCC TCT CCA AAT GAA ATG AAC-3" y
35f5 - CCG GTACCA TTC TAC TCC AAA AAT ATC AAA GAT ACA G-3') .De
las colonias positivas se tomo un inéculo que se colocé en 10 ml de medio LB
liquido con los antibidticos de seleccidn y se incub6 durante 30 h en agitacion a
28°C para realizar extraccion de ADN plasmidico y el posterior analisis de

restriccion.

6.19. Transformacion de Arabidopsis thaliana

Se usaron plantas de Arabidopsis, ecotipo Ws cultivadas en invernadero
a 22°C bajo condiciones de luz de dia largo (16 horas de luz y 8 horas de
oscuridad) en una mezcla de sustratos compuesta por 3 partes de peat moss, 1

parte de perlita y 1 parte de vermiculita (mezcla para Arabidopsis). Plantas de
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entre 5 y 10 cm con inflorescencias fueron transformadas con células de A.
tumefaciens conteniendo el vector destino con el fragmento deseado
provenientes de un cultivo de 10 ml en medio LB de 24 hrs a 28°C con
agitacion y centrifugado a 5 500 rpm durante 20 min. La transformacion se
realizé por el método de “Floral dip” (Clough y Bent, 1998) modificado, cada
inflorescencia se sumergié por separado en la mezcla de transformacion que
contiene sales MS (2.3 g/L), sacarosa (50 g/L), el surfactante Silwet L-77 (200
UL/L) y células transformadas de Agrobacterium. El proceso se repitio 3 veces
cada 3 dias, las plantas se dejaron crecer de manera normal. Las semillas
producidas fueron colectadas, secadas durante 5 dias y almacenadas en

obscuridad a temperatura ambiente para su posterior siembra y seleccion.

6.20. Seleccion de plantas transformantes de Arabidopsis thaliana

Las semillas recolectadas de las plantas transformadas fueron
desinfectadas y sembradas en placas con medio MS al que se afadi6 50
pg/mL de glufosinato de amonio (BASTA) antes de solidificar. Las semillas se
dejaron crecer en una camara de crecimiento durante 20 dias a 22°C con
fotoperiodos de 16 horas de luz y 8 horas de obscuridad. Transcurrido este
tiempo las plantas que no fueron afectadas por el herbicida se trasplantaron a
macetas con sustrato especial para Arabidopsis. Para comprobar la insercion
del T-DNA en las plantas, se extrajo ADN gendomico de cada planta para
detectar el promotor 35S (Oligos 35Sf y 35Sr) por medio de PCR. La
genotipificacion se realiz6 mediante una amplificacion utilizando el oligo directo
del promotor 35S (35Sf) y el reverso de YUCCA4 (YUC4r) usando el ADN
gendmico como molde. Las plantas transformantes genotipificadas se dejaron
crecer normalmente, se obtuvieron las semillas homocigotas de cada planta por
separado. Dichas semillas se desinfectaron y sembraron en placas con medio

MS 0.2x donde se seleccionaron las plantulas con fenotipo thread/yuc4.
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7. RESULTADOS

7.1. Caracterizacion de la mutante de Arabidopsis thaliana yucca4 (yuc4)

obtenida por “activation tagging”.

Con el objetivo de caracterizar la mutante yuc4 se realizo la comparacion
fenotipica con plantas silvestres del ecotipo Wassilewskija (Ws). Se crecieron
plantas de la linea silvestre y de la mutante yuc4 generada por “activation
tagging” en placas de Petri con medio MS 0.2x, a los 10 dias después de la
germinacién (ddg), la mutante mostré hipocotilos y peciolos alargados,
cotiledones epinasticos, mayor longitud en la raiz primaria y mayor cantidad de
raices laterales (Fig. 5A), ademas presenté mayor longitud y nimero de pelos
radiculares (Fig 5B). En suelo, a las 5 semanas de edad, la mutante exhibi6
crecimiento retardado y menor cantidad de estructuras aéreas como hojas,
flores, silicuas y tallos, los cuales fueron méas delgados provocando una
inclinacion en su crecimiento (Fig. 5C). El fenotipo alterado en la mutante yuc4
corresponde al descrito en la literatura como una mutante sobreproductora de
auxinas (Zhao et al. 2001).
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Figura 5. Crecimiento de plantas silvestres y la mutante yuc4. (A) Crecimiento en placa de plantulas
de ecotipo Ws y la mutante yuc4 a los 10 ddg germinadas y crecidas en medio MS 0.2x. Barra =1 cm.
(B) Imagenes representativas de tres diferentes zonas (follaje, zona media y apical de la raiz) de plantulas
del ecotipo Ws y la mutante yuc4, 10 ddg. Barras = 1 mm. (C) Crecimiento de las plantas en suelo a las 5

semanas de edad. Barra=1 cm.
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7.2. La mutante yuc4 tiene un programa de elongacion celular alterado.

Para determinar si el incremento en la longitud del hipocétilo en la
mutante era debido a una mayor elongacion celular, se sembraron semillas
tanto de la linea silvestre como de la mutante en medio MS 0.2x. A los 10 ddg
se realizo el clareo de las plantulas para proceder a tomar fotografias de las
células epidérmicas de la parte media de los hipocétilos y determinar su
longitud. En la figura 6, se muestra el promedio de la longitud de 100 células
epidérmicas de 10 plantas diferentes Ws y la mutante yuc4. Las células
epidérmicas de la mutante presentan 20% mayor longitud (Fig. 6A). Ademas,
se aprecia que las células epidérmicas en la mutante son mas delgadas (Fig.
6B). La determinacién de este pardmetro sugiere que la mutante tiene un

programa de elongacion celular alterado.

250 -
200 |
150 -

100 -

Longitud celular (um)

50 —

Ws yuc4 - Ws yuc4

Figura 6. Longitud de células epidérmicas en plantas silvestres y yuc4. (A) Mediante analisis por
microscopia optica se determiné la longitud de células epidérmicas de la zona media del hipocétilo de 10
plantulas de Arabidopsis del ecotipo Ws y la mutante yuc4 a los 10 ddg, se evaluaron 10 células por
plantula (n = 100 células). (B) Imagenes representativas de la zona media del hipocétilo de plantulas

silvestres y yuc4, 10 ddg. Barra = 100 pm.
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7.3. yuc4 muestra mayor respuesta a auxinas

Para estimar la cantidad y actividad de auxinas en la mutante yuc4, se
utilizaron lineas reporteras de respuesta a auxinas. En tales lineas, se hace
uso de elementos promotores de genes de respuesta temprana a auxinas, que
proporcionan una herramienta para rastrear la accion y localizacion espacio-

temporal de las auxinas (Ulmasov et al., 1997).

Se evalud la linea BA3::GUS, la cual tiene el gen de la B-glucoronidasa
bajo el control de un promotor inducible por auxinas, este promotor fue
construido con los dominios de respuesta a auxinas A y B del gen de respuesta
temprana a auxinas IAA4/5 de chicharo (Oono et al.,, 1998). Como control
negativo, plantulas de la linea reportera de 10 ddg crecidas en medio MS,
fueron tefiidas y clareadas. De manera normal, las plantulas expresan el
reportero en los peciolos, hipocétilo, y tejidos vasculares de manera muy
discreta (Fig. 7). Plantulas de la misma edad tratadas con 2 uM de AIA como
control positivo, mostraron un incremento en la expresion del reportero, que se
extendié en peciolos, haces vasculares e incluso en el meristemo apical de la
raiz (Fig. 7). Se movilizé el gen reportero a la mutante yuc4 por medio de una
cruza, después de ser tefiidas y clareadas se observé una expresion intensa en
practicamente toda la planta (Fig. 7), esto sugiere que yuc4 posiblemente
posee niveles elevados de auxinas lo que podria explicar su fenotipo similar al
de una mutante sobreproductora de auxinas anteriormente descrito. En base a
la intensidad y patrén de expresion que mostré el reportero en la mutante yuc4

se puede sugerir que estas auxinas pudieran ser de otros tipos ademas de AlA.
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BA3::GUS
Control 2 UM AIA

Figura 7. Expresion del gen reportero BA3::GUS. Semillas de la linea BA3::GUS vy la cruza yuc4 /

yuc4 / BA3::GUS

BA3::GUS fueron germinadas y crecidas en medio MS 0.2x. A los 10 ddg las plantulas fueron tefiidas con
X-gluc y posteriormente clareadas. Para el control positivo, las plantulas fueron colocadas en medio MS
liquido suplementado con 2 uM de AIA durante 5 horas para luego ser tefiidas y clareadas. Se muestran
imagenes significativas de al menos 20 plantas tefiidas. Barra = 1 mm.

7.4. yuc4 presenta actividad constante del sistema ubiquitina-proteosoma

activado por auxinas.

Uno de los principales componentes que regulan la sefalizacién
auxinica son las proteinas represoras AUX/IAA, que impiden la activacion de
los factores transcripcionales ARFs que permiten la expresion de los genes
regulados por auxinas. Las proteinas AUX/IAASs son degradadas en respuesta
al aumento de los niveles de auxinas, a través del sistema ubiquitina
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proteosoma permitiendo la expresion de los genes de respuesta temprana a
auxinas (Fig. 2). Para evaluar el estado de la sefializacion por auxinas en la
mutante yuc4, se utilizo la linea reportera HS:AXR3NT-GUS, la cual presenta la
B-glucoronidasa unida al dominio amino terminal de la proteina AXR3, que
pertenece a la familia de represores transcripcionales AUX/IAA (IAAl17). La
construccion esta bajo el control de un promotor inducible por choque térmico
(HS), cuando las plantulas se incuban a 37°C por 2 horas se induce la
expresion del represor unido a la glucoronidasa (Gray et al., 2001). Plantulas
de la linea reportera fueron sumergidas en medio liquido y sometidas al choque
térmico, posteriormente tefiidas y clareadas, debido a la actividad de la
glucoronidasa fusionada a la proteina represora se observd una expresion
evidenciada por la coloracién azul principalmente en hojas y en raiz primaria
(Fig. 8). En plantulas de la misma edad tratadas con 2 uM de AIA como control
positivo, la expresion del reportero desaparecio a causa de la degradaciéon de
la fusidn proteica por accién del proteosoma 26S posterior a su ubiquitinacion
por el complejo SCF™® debido a la presencia de niveles elevados de auxinas
(Fig. 2). Al movilizar el gen reportero a la mutante y bajo las mismas
condiciones de crecimiento, choque térmico, tincién y clareo, se observé la
desaparicion de la fusién de manera similar al control positivo (Fig. 8). Este
estudio pone de manifiesto que en la mutante yuc4 existe una actividad
constante del sistema ubiquitina proteosoma causado por una posible
sobreproduccién de auxinas que puede estar degradando constantemente a los

represores transcripcionales, provocando asi una mayor respuesta a auxinas.
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HS::AXR3NT-GUS
Control 2 UM AIA

yuc4 / HS::AXR3NT-GUS

\ ?-—

Figura 8. Expresién del gen reportero HS::AXR3NT-GUS. Fotografias representativas de al menos 15
plantulas a los 10 ddg de la linea reportera HS::AXR3NT-GUS crecidas en medio MS 2.0x sin tratamiento
(control negativo) y tratadas con 2 uM de AlA (control positivo) y de la cruza yuc4 / HS::AXR3NT-GUS.
Las plantulas fueron sometidas a choque térmico durante 2 horas a 37 °C y posteriormente tefiidas y

clareadas. Barra =1 mm.

7.5. El &cido naftiltalamico (NPA) disminuye la elongacion del hipocotilo

en yuc4

Debido a que las auxinas son mayormente sintetizadas en el meristemo
apical del tallo y en hojas jovenes (Ljung et al., 2001), se hipotetizé que el
incremento en los niveles de auxinas pudiera reflejarse en un transporte
incrementado de las mismas hacia la raiz. Para evaluar esto se utilizo el NPA,
un compuesto que afecta el transporte polar de auxinas actuando sobre el

sistema de trafico vesicular lo que impide el establecimiento de los
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transportadores de eflujo de auxinas PIN en la membrana plasmatica
(Nishimura et al., 2012). Las semillas silvestres de Arabidopsis y yuc4 fueron
germinadas y crecidas en medio MS 0.2x en presencia del disolvente DMSO
como control o en concentraciones crecientes de NPA (1, 2, 4y 8 uM). A los 10
ddg se tomaron fotografias de la parte aérea de las plantulas y se determindé la
longitud promedio de los hipocotilos con el programa ImageJ 1.44. A partir de 1
UM de NPA se estimuld significativamente el acortamiento del hipocétilo en
ambas lineas a casi la mitad de su longitud comparadas con el control. A
concentraciones de NPA mas elevadas, la longitud del hipocétilo en las
plantulas silvestres permanecié sin cambios significativos; sin embargo, la
mutante mostré mayor disminucién incluso alcanzando la misma longitud de las
plantulas silvestres en condiciones control (Fig. 9). En la figura 9B, se muestran
fotografias representativas de plantulas donde se aprecia el efecto del NPA
sobre la longitud del hipocétilo. Los resultados sugieren que la elongacion del
hipocotilo puede deberse a un transporte aumentado de auxinas que se

normaliza por efecto del bloqueador.
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Longitud del hipocétilo (mm)

NPA (M)

B} 2

yuc4

Figura 9. Efecto del NPA sobre la longitud del hipocoétilo de plantulas silvestres y de la mutante
yuc4. (A) Semillas del ecotipo Ws y la mutante yuc4 fueron germinadas y crecidas en en medio MS 0.2x
con solvente (control), 1, 2, 4 y 8 uM de NPA. A los 10 ddg se determiné la longitud del hipocétilo
midiendo desde el nudo cotiledonar a la zona de transicion entre raiz y tallo. La gréafica muestra la media
+ error estandar (n=15). Las letras indican una diferencia estadistica con una P < 0.05. (B) Efecto sobre el
hipocétilo de plantulas sometidas al tratamiento de concentraciones crecientes de NPA. Barra = 1 mm. El

experimento fue repetido tres veces con resultados similares.

7.6. La mutante yuc4 no presenta niveles alterados de citocininas

La serie experimental anterior proporciona evidencias de un aumento en

los niveles y respuesta auxinica en la mutante yuc4; por otra parte, se ha
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descrito que las auxinas juegan un papel central en la red compleja de
interacciones hormonales dentro de la planta (Swarup et al. 2002). Se decidio
averiguar si el fenotipo observado involucraba la respuesta alterada de otras
hormonas, por ejemplo citocininas, ya que se ha sugerido que actian
regulando de manera negativa la biosintesis del AlIA y viceversa (Nordstrém et
al., 2004; EKIof et al., 2000). Para evaluar la respuesta a citocininas, se emple6
la linea reportera ARR5::GUS la cual tiene el gen de la B-glucoronidasa bajo el
control del promotor del gen ARR5, un gen que es regulado
transcripcionalmente en respuesta a citocininas. La linea permite la deteccion
histoquimica de la actividad de este promotor para determinar la presencia de
citocininas activas en los tejidos (Shtratnikova y Kulaeva, 2008). Por medio de
cruza, se movilizé el reportero a la mutante, se sembraron y crecieron semillas
de la cruza y la linea reportera en placas con medio MS, a los 10 ddg se tifieron
y clarearon. En la linea reportera, la expresion se aprecia claramente en todo el
follaje, pero con mayor intensidad en los haces vasculares, raiz primaria y en el
meristemo apical. En el caso de la mutante observamos que no hay diferencias
en los patrones de expresion de este marcador respecto a las plantas
reporteras normales (Fig. 10). Lo anterior nos sugiere que para el caso de la
respuesta a citocininas no parece existir una alteracién debida a la probable

sobreproduccion de auxinas.
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ARRS5::GUS yuc4 /ARR5::GUS

Figura 10. Expresion del gen reportero ARR5::GUS. (A) Plantulas de la linea transgénica ARR5::GUS y
la cruza yuc4 / ARR5::GUS de 10 dias de edad fueron tefiidas y clareadas para su analisis por
microscopia. Se muestran fotografias representativas del follaje, raiz y meristemo apical de la raiz. Barras
=1 mm, Immy 100 um respectivamente.
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Los resultados indican que la mutante tiene alterados los procesos de
elongacion celular y su desarrollo debido a un incremento en la respuesta
auxinica; sin embargo, no se descarta la posibilidad de que este fenotipo se
deba a que otros genes pudieran verse afectados por la accion de los
enhancers o potenciadores. Ademas, para provocar la expresion ectopica y
constitutiva del gen y corroborar el fenotipo observado en las mutantes
generadas por “activation tagging”, se realizo la transformacion de Arabidopsis
thaliana para la generacion de plantas transgénicas que sobreexpresen fuerte y
constitutivamente el gen YUCCA4 bajo el control del promotor 35S del CaMV.

7.7. Amplificacién y clonacién del gen YUCCA4

Para corroborar que el fenotipo de la mutante thread/yuc4 ocurre por la
sobreexpresion de YUCCA4, se decidi6 transformar plantas de A. thaliana con
la secuencia gendmica de este gen. Para ello se realizé una extraccion de ADN
gendmico de plantas silvestres de Arabidopsis thaliana, el cual se utiliz6 como
molde para la amplificacion del gen YUCCA4 por medio de PCR. La secuencia
del oligo directo fue: 5°- CAC CAT GGG CAC TTG TAG AGA A -3" y del oligo
reverso: 5- TCA CAT ATA CAT ATA CAC ATT GAC -3, ambos fueron
disefiados para flanquear el marco de lectura abierto del gen, dando como
resultado una secuencia de 1933 pb (Fig. 11A). El oligo directo incluye la
secuencia CACC en la terminacion 57, esta facilita su clonacion direccional en
el vector pENTR™/D-TOPO® (Fig. 11B). Este vector tiene unidas
covalentemente topoisomerasas que catalizan la ligacion del inserto. Ademas
de facilitar la clonacién direccional, este plasmido permite secuenciar el gen'y
se emplea como vector de entrada para la recombinacion ya que los sitios de
recombinacion attL1 y attL2 flanquearan el inserto del gen YUCCA4 (Fig 11C).
Con este ultimo plasmido se transformo la cepa Top 10 de E. coli por medio de
choque térmico, la cual se sembré en medio LB con kanamicina y se incubo
toda la noche a 37°C. Posteriormente seleccionaron colonias resistentes a las
cuales se les realiz6 un PCR para corroborar la presencia del inserto (Fig.

12A). A las colonias positivas con el inserto se les realizé una extracciéon y
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purificacion de ADN plasmidico, seguida de un analisis de restriccion con la
enzimas de restriccion EcoRI y Notl lo que permitié corroborar el tamafio total

del vector y la presencia del inserto (Fig. 12B y 12C).

Una vez comprobado que el vector contenia el inserto se mando
secuenciar al laboratorio de servicios gendmicos del LANGEBIO, esto se
realizd con cuatro oligos, el directo y reverso utilizados para la amplificacién de
YUCCA4 y 2 dos oligos para el vector (T7 5- AAT ACG ACT CAC TAT AG-3" y
UNIVERSAL 5- TGT AAA ACG ACG GCC AGT-3). Las 4 secuencias
obtenidas se acoplaron in silico utilizando el programa Serial Cloner 2.6.1. para
generar una secuencia final que se comparé con la secuencia gendmica del

gen YUCCAA4 del ecotipo Col-0 reportada en las bases de datos.

PENTRD-TOPO
2580 pb

PENTRD-TOPO + YUC4
4513 pb

M2 e
am

'~/
Q,
%

Figura 11. Clonacion del gen YUCCAA4 en el vector de clonaciéon pENTR™/D-TOPO®. (A) Producto de
PCR del gen YUC4 (1933 pb) y bandas del marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder. (B) Mapa
del vector de entrada pENTRT""/D-TOPO®, se esquematiza el casete de resistencia al antibiotico
kanamicina (KanR), el origen de replicacion (pUC ori), los terminadores de transcripcion (T2 y T1) y los

sitios de recombinacion (attL1 y attL2). (C) Mapa del vector de entrada con el gen YUC4 insertado.
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Figura 12. Comprobacion de la transformacién de Escherichia coli con el vector
pENTRT"‘ID-TOPO® clonado con YUCA4. (A) Producto de PCR de colonia para el gen YUC4. Se
muestran la amplificacion del fragmento de 1933 pb para 7 colonias de E. coli. (B) Mapa del plasmido
pENTR™/D-TOPO® con el gen YUC4 que muestra los sitios de corte de restriccion EcoRl y Notl. (C)
Andlisis de restriccion para el plasmido proveniente de la colonia C1. Se muestran las bandas esperadas
gue corresponden a un peso 3325y 1188 pb posterior a la digestion con las enzimas de restriccion EcoRI
y Notl.

7.8. Recombinacién

Una vez que se corroboré que la secuencia del gen YUCCA4 en el
vector de entrada pENTR " /D-TOPO® estaba correcta, se procedié a movilizarla
al vector destino pEarleyGate 100, por medio de una recombinacién in vitro.
Previamente a la recombinacién, se linearizé el vector de entrada pENTR "/D-
TOPO® con la enzima de restriccién Nrul que cortd Gnicamente en el gen de

resistencia a kanamicina asegurandonos asi que el gen no fuera funcional (Fig.
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13A). El producto de la digestion se separé por medio de electroforesis y se
purific6 la banda correspondiente al plasmido linearizado para descartar
moléculas de plasmido circular que pudieran replicarse en las bacterias. Se
efectdio una reaccion entre el vector de entrada linearizado y purificado con el
vector destino (Fig. 13A y 13B) por medio de una LR clonasa, la cual corta,
intercambia y une los sitios de recombinacion del vector de entrada attL1 y
attL2 con los sitios de recombinacion del vector destino attR1 y attR2 de
manera respectiva para formar los nuevos sitios attB1 y attB2. Por medio de
esta reaccion el inserto se transfiere a la region de T-DNA del vector destino
pEarleyGate 100 (Fig. 13C).

El vector final posee el T-DNA delimitado por sus bordes izquierdo y
derecho (RB y LB), el cual se insertara en el genoma de Arabidopsis; dentro del
T-DNA se encuentra el gen de resistencia al herbicida BASTA que nos
permitira seleccionar las plantas transformadas y finalmente el inserto de
YUCCAA4 estara bajo el control del promotor 35S del CaMV.
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Figura 13. Recombinacién del vector de entrada pENTR""ID-TOPO® con el vector pEarleyGate 100.
(A) Mapa del plasmido pENTRT""/D-TOPO® linearizado con la enzima Nrul. (B) Mapa del vector
pEarleyGate 100, se esquematiza el gen de resistencia al antibidtico kanamicina (KanR), origen de
replicacién (ori), el T-DNA delimitado por los verdes derecho e izquierdo (RB y LB T-DNA repeat
respectivamente), el cual contiene el gen de resistencia al herbicida BASTA (BIpR) bajo el control de
promotor (pPMAS) y terminador (tMAS) de la manopina sintasa, el promotor 35S del CaMV (p35S) con
terminador de la manopina sintasa (tOSC), los sitios de recombinacion attR1 y attR2, el gen de resistencia
a cloranfenicol (CmR) y el gen ccdB que codifica una toxina para la DNA girasa de E. coli. (C) Mapa del
vector destino pEarleyGate 100 recombinado, ahora posee el inserto del gen YUC4 y los sitios de

recombinacion attB1 y attB2.
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Antes de transformar A. tumefaciens fue necesario comprobar la
correcta recombinacioén in vitro, para dicho fin, la reaccién de recombinacion se
utilizé para transformar la cepa DH5a de E. coli por choque térmico debido a
que es mas sencilla de transformar y manipular que A. tumefaciens. A las
colonias resistentes a kanamicina se les realiz6 un PCR para detectar la
presencia del inserto (Fig. 14A) y el promotor 35S (Fig. 14B). Se consider6 que
las colonias que amplificaron ambas secuencias contaban con el plasmido
recombinado, lo que se confirmd con un andlisis de restriccion (Fig. 14C y
14D). Con las reacciones antes efectuadas se corroboré que la reaccion de

recombinacion se realiz6 exitosamente.

A Gl @ 8 © C1 G20 C3 C4

1933 pb

Iacubated with Notl
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Figura 14. Comprobacién de la transformacién de Escherichia coli con el vector pEarleyGate 100
recombinado. (A) y (B) Producto de PCR de colonia para el gen YUC4 y para el promotor 35S de 6
colonias de E. coli transformadas con el vector recombinado y resistentes a kanamicina. (C) Mapa del
plasmido pEarleyGate 100 con el inserto yuc4 donde se indican los sitios de corte de la enzima Notl. (D)
Andlisis de restriccion de plasmido proveniente de la colonia 1 (C1) con Notl, se muestran bandas de
5158, 3982, 1533 y 1290 pb que suman el peso total del plasmido recombinado (11 963 pb).
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7.9. Transformacion de Agrobacterium tumefaciens

El plasmido recombinado y purificado se utilizé para transformar células
competentes de A. tumefaciens por medio de electroporacion. Las células
transformadas se sembraron en medio LB de seleccién (kanamicina 50 pg/ml,
ampicilina 50 pg/ml y rifampicina 25 pg/ml) y se incubaron durante 48 hr a
28°C. Se seleccionaron seis colonias resistentes a las cuales se les realizdé un
PCR para amplificar el inserto y el promotor 35S (Fig. 15A). Unicamente la
colonia C2 amplific6 ambas secuencias y a partir de ella se extrajo ADN
plasmidico para su andlisis con enzimas de restriccion. En la figura 15B se
pudo observar que se obtuvo el mismo patrén que en el andlisis de restriccidon
previo en E. coli. Una vez corroborada la transformacion de Agrobacterium con

el plasmido de interés se procedi6 a transformar las plantulas de A. thaliana.

/\

Incubated with Notl

cilc2lcafcalcsicomclc2lcalcalesics g!
* =
. o omm e 2 S0 0p
- JUE —
19131pb W e e 2@ 3,3821Ep
5 ot 3 1,533 bp
B —
» & 1,290
T —

.
X

YUCCA4

Figura 15. Comprobacién de la transformacién de Agrobacterium tumefaciens con el vector
pEarleyGate 100 recombinado. (A) Productos de PCR de colonia para el gen YUC4 y para el promotor
35S de seis colonias de A. tumefaciens transformadas con el vector recombinado y resistentes a
kanamicina, ampicilina y rifampicina. Unicamente la colonia 2 (C2) fue positiva para ambas secuencias.
(C) Andlisis de restriccion de plasmido proveniente de la colonia C2 con la enzima Notl, se muestra el

tamafio de bandas esperado para el plasmido recombinado.
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7.10. Transformacién de Arabidopsis thaliana

La transformacién de A. thaliana se realiz6 por el método “Floral dip”
(Clough y Bent, 1998; Fig. 16A), muy eficiente para la transformacion de
Arabidopsis, con este método se descubrié que A. tumefaciens fue capaz de
transformar los Ovulos en Arabidopsis que generaran semillas transformadas
(Bechtold et al., 2000). En etapas tempranas del desarrollo del gineceo, A.
tumefaciens puede introducirse al ovario, llegar a los 6vulos, y expresar ahi los
genes de virulencia responsables de la transferencia del T-DNA al genoma de
la planta (Clough y Bent, 1998).

Posterior a los eventos de transformacion, las plantas se dejaron crecer,
se obtuvieron las semillas, las cuales fueron desinfectadas y sembradas en
placas con medio MS suplementado con el herbicida BASTA al cual el T-DNA
confiere resistencia. El principio activo del herbicida es la fosfinotricina
(glufosinato de amonio) un analogo del glutamato que inhibe la glutamina
sintetasa, la enzima que convierte el glutamato y amoniaco en glutamina. La
acumulacion de amoniaco en la planta disminuye el pH en el lumen de los
tilacoides provocando un aumento en la produccion de especies reactivas de
oxigeno, peroxidacion de lipidos, destruccion membranal y muerte de las
plantas (Lea et al.,, 1984). Las placas se colocaron en una camara de
crecimiento donde se realiz6 el seguimiento de las plantulas que no se vieron
afectadas por el herbicida (Fig. 16B). A los 20 ddg 16 plantulas resistentes
fueron trasplantadas a sustrato para crecer A. thaliana en suelo.

Para comprobar la transformacién, se extrajo ADN gendémico de tejido
foliar de 9 plantas el cual se us6 como molde primeramente para detectar que
las plantas contaran con un elemento del T-DNA, el promotor 35S por medio de
PCR (Fig. 16C). Al observar que todas las plantas analizadas lo presentaron,
se consider6 su transformacion genética. Finalmente, se realizd la
genotipificacion utilizando el ADN genémico mediante una amplificacién con el

oligo directo del promotor 35S y el reverso de YUCCA4. El producto de
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reaccion corresponde aproximadamente a 2363 pb que equivale a la suma de
ambas secuencias (Fig. 16D) con lo cual demostramos que el gen YUCCA4 se

encuentra bajo la regulacion del promotor 35S del CaMV en las plantas

transformadas.

P18P2P3 P4 P5 P8FP7/ P8 PO C- C+
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Figura 16. Transformacion de Arabidopsis thaliana. (A) Método de transformacién “floral dip” para
Arabidopsis thaliana. (B) Seleccién de plantas resistentes al herbicida BASTA, 20 ddg. (C) Producto de
PCR para el promotor 35S en ADN gendémico de 9 plantas resistentes, el control negativo (C-)
corresponde a ADN del ecotipo Ws y el control positivo (C+) al vector recombinado. (D) Producto de PCR
para genofipificacion de seis plantas resistentes, la banda corresponde un peso aproximado de 2363 pb

que coincide con el peso del gen YUC4 mas el peso del promotor 35S.
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7.11. Comparacion fenotipica entre plantulas silvestres y la mutante
35S:YUCCAA4.

Las plantas genotipificadas con el gen YUCCA4 bajo el control del
promotor 35S se llevaron a homocigosis donde se identificaron 2 lineas que
exhibieron el fenotipo anteriormente descrito para thread/yuc4, es decir,
cotiledones epinasticos, peciolos e hipocétilo alagados, raiz primaria mas larga
y mayor formacion de raices laterales en comparacion con el ecotipo Ws
utilizado como fondo genético (Fig. 17A y B), y la mayor cantidad y longitud de
pelos radiculares (Fig. 17C). Asi que corroboramos que el fenotipo observado
en la mutante yuc4 corresponde a la posible sobreexpresién del gen YUCCAA4.
Las plantas transformantes 35S:YUCCA4 generadas nos serviran para futuros
estudios fisioldgicos, bioquimicos y moleculares asociados a la sobreexpresion

del gen YUCCA4 y a una posible sobreproduccién de auxinas.

355:YUCCA4

Figura 17. Comparacion fenotipica entre plantulas de la linea silvestre Ws y la mutante
35S:YUCCAA4. (A) Crecimiento en placa de plantulas de ecotipo Ws y la mutante yuc4 a los 10 ddg
germinadas y crecidas en medio MS 0.2x. Barra = 1 cm. (B) Crecimiento en placa de plantulas de la linea
35S:YUCCA4 alos 10 ddg. Barra = 1 cm. (C) Imagenes representativas de tres diferentes zonas (follaje,

zona media y apical de la raiz) de plantulas del ecotipo Ws y 35S:YUCCA4, 10 ddg. Barras =1 mm.
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8. DISCUSION

Las auxinas regulan una amplia variedad de procesos del crecimiento y
desarrollo de las plantas, tales como la diferenciacién celular, el desarrollo
embrionario, la dominancia apical, respuestas tropicas, diferenciacion vascular,
la emergencia de raices laterales y senescencia. Estan también involucradas
en las respuestas de las plantas al estrés bidtico y abidtico que incluyen la

sequia, alta salinidad y la infeccion por patégenos (Lee et al., 2012).

La accion de las auxinas se regula a través de la modulacion de su
biosintesis, metabolismo, transporte polar y distribucién local (Benjamins y
Scheres, 2008). Algunas de las enzimas y pasos en la biosintesis del AIA han
sido dilucidados con el uso de mutantes que exhiben fenotipos relacionados
con alteraciones en los niveles de auxinas y por analisis del contenido
endoégeno de AIA y sus metabolitos (Zhao, 2010). Las monooxigenasas
dependientes de flavina, denominadas colectivamente YUCCAs, han sido
identificadas en varias especies de plantas, se ha descrito que estas enzimas
catalizan la conversion de IPA a AlA (Zhao, 2010) y modulan la biosintesis local
de auxinas (Lee et al., 2012).

En general, las mutantes caracterizadas con ganancia de funcion en los
genes YUCCA muestran fenotipos similares a los observados en las mutantes
sobreproductoras de auxinas, sin embargo, existen otros reportes de procesos
fisiologicos en A. thaliana donde se involucra su sobreexpresion: Woodward y
col. (2005) identificaron una mutante por “activation tagging” a la que
denominaron superl-D, que suprimia la pérdida de funcion de la mutante er-
103 afectada en un alelo del gen ERECTA (ER), que regula la arquitectura de
las inflorescencias. Se sugiri0 que superl-D sobreexpresaba YUCCAS al
identificar este gen cerca de los enhancers, para demostrarlo, el gen YUCCAS
fue puesto bajo el promotor constitutivo 35S del CaMV (35S:YUCCAS) y
transformado en Arabidopsis. Las plantas transgénicas recuperaron el fenotipo

de las superl-D concluyendo que el incremento en la expresion de YUCCAS y
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la consecuente sobreproduccion de auxinas conferia el fenotipo a superl-D y
restauraba los defectos en las inflorescencias de er-103 (Woodward et al.,
2005). La mutante yuc6 generada por “activation tagging” y la transgénica
35S:YUCCAG6 muestran un retraso en la senescencia asociada con elevados
niveles de auxinas y menor nivel de transcritos de genes marcadores de
senescencia como SAG12, NAC1 y NAC6 (Kim et al.,, 2011). Otra mutante
generada por “activation tagging” yuc7-1D presenté notable resistencia a la
sequia, fue necesario generar la linea 35S:YUCCA7 debido a que yuc7-1D
presentaba 3 genes bajo el control de los enhancers, con ello se demostré que
la elevacion de los niveles de auxinas por sobreexpresion de YUCCA7
incrementa la resistencia a la sequia promoviendo el crecimiento de la raiz (Lee
et al., 2012). Las lineas transgénicas 35S:YUCS8 y 35S:YUC9 tuvieron mayor
longevidad, dominancia apical considerable y mayor expansion celular
particularmente en el cortex, haces vasculares y células del parénquima
provocando que el diametro del tallo de las lineas sobreexpresoras se duplique
en comparacién con el ecotipo silvestre (Hentrich et al., 2013a) e incluso
mostraron indicios de una produccién concomitante de etileno y la expresion de
ambos genes podia ser inducida a través de la sefalizacion de jasmonatos
(Hentrich et al., 2013b).

Ademas de una redundancia de funcién en cuanto a la biosintesis de
AlA, pareciera existir una diferencia en la funcién de cada miembro de la familia
de genes YUCCA durante el crecimiento y desarrollo de A. thaliana al ser
sobreexpresados (Lee et al., 2012). Sin embargo, alin no existen reportes de la
importancia fisiologica de la sobreexpresion de YUCCA4 en A. thaliana, por ello
sera interesante analizar las lineas que sobreexpresen este gen para
comprobar si también estaria involucrado en algunos de los procesos

mencionados e investigar en qué otros puede verse implicado.

La mutante yucca4 generada por “activation tagging” mostré indicios del
efecto de la ganancia de funcion en el gen YUCCA4 sobre el desarrollo de

Arabidopsis thaliana. yuc4 presentd las caracteristicas fenotipicas de las
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mutantes sobreproductoras de auxinas que incluyen: hipocétilos y peciolos
elongados, cotiledones epinasticos, incremento en la longitud en la raiz
primaria con mas raices laterales (Figs. 5A y 5B) y mayor longitud y nimero de
pelos radiculares comparada con las plantulas silvestres (Fig. 5B). Se ha
demostrado actividad biosintética de AIA en el meristemo apical de la raiz
(Ljung et al., 2005), y que la biosintesis local de auxinas combinada con su
transporte polar esta involucrada en la formacion del gradiente de auxinas
dentro del apice de la raiz (Petersson et al.,, 2009). Dicho gradiente es
importante para el control de diferentes procesos en la raiz como la division,
diferenciacion y elongacién celular en el meristemo apical, la formacion de
pelos radiculares y en el desarrollo de raices laterales (Overvoorde et al.,
2010). Cambios en la expresion de genes YUCCA como el caso de YUCCALl y
7, tienen un impacto en la biosintesis de auxinas en la raiz y en el desarrollo de
la misma (Stepanova et al., 2011; Mashiguchi et al., 2011; Lee et al., 2012), por
lo tanto, yuc4 al presentar una raiz primaria mas larga con mayor niamero de
raices laterales y pelos radiculares comparada con la linea silvestre (Fig. 5A y
5B) muestra evidencia fenotipica de que la mutante podria presentar niveles de

auxinas elevados.

La elongacion celular que presenta la mutante en el hipocotilo, peciolos
e incluso en pelos radiculares podria deberse a la mayor cantidad de auxinas.
Se ha reportado que el hipocétilo se elonga en plantas que sobreexpresan
genes de biosintesis de auxinas y en respuesta a altas temperaturas debido al
incremento en los niveles de auxinas (Gray et al., 1998). Ademas, la mayor
biosintesis de auxinas pudiera estar causando la epinastia de las hojas (Fig. 5A
y 5B) debido a que se ha reportado que los genes YUCCA tienen actividad en
los margenes de las hojas (Wang et al., 2011). Una mayor elongacién de las
células de la parte adaxial de la hoja respecto a la abaxial provoca su curvatura
(Keller y Van Volkenburgh, 1997), repercutiendo en la percepcion de luz y por
lo tanto en una fotosintesis deficiente y afectar finalmente el desarrollo general

de la mutante (Fig. 5C).
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El aumento en la elongacion celular que muestra la mutante yuc4 (Fig. 6)
podria ser explicada por la teoria del crecimiento &cido, la cual establece que
en respuesta a las auxinas, la pared celular se acidifica en cuestion de minutos
cuando el AIA se une a su receptor ABP1 que puede estar acoplado a las
enzimas H'-ATPasas en la membrana celular y activarlas (Christian et al.,
2006). Las H'-ATPasas bombean protones a través de membranas en contra
de un gradiente electroquimico, con lo cual se acidifica la region de la pared
celular que activard enzimas como expansinas involucradas en la relajacion y
extension de la pared. Una vez que la pared celular ha sido reblandecida, la
presion osmotica provoca la entrada de agua lo que crea una presion de
turgencia induciendo la elongacion de la célula. Entre los 30 a 60 minutos,
ocurre otra fase de elongacion celular no relacionada con el proceso de
acidificacion, sino con la activacion de genes que permiten la elongacion celular
por otros mecanismos como la sintesis de componentes de la pared celular
(Takahashi et al., 2012).

Al tener evidencias morfologicas de una mayor produccion de auxinas,
se decidi6 indagar sobre los niveles de estas hormonas usando genes
reporteros (BA3::GUS y HS::AXR3NT-GUS) movilizados a la planta mutante
para obtener informacion que permita entender la respuesta auxinica. El gen
reportero BA3::GUS revel6 que la mutante presenta niveles elevados de
auxinas lo que podria correlacionar con el fenotipo de una planta
sobreproductora de esta hormona (Fig. 7). En base a la intensidad y patrén de
expresion diferente al control con AlA, se sugiere que la respuesta pudiera ser
debida a que el reportero también pudiera responder a derivados metabdlicos
con actividad auxinica que presumiblemente pueden estar presentes en mayor
cantidad dentro de la planta mutante regulando la homeostasis de auxinas para

evitar concentraciones elevadas de AIA (Woodward y Bartel, 2005).

La linea reportera HS::AXR3NT-GUS indica que en la mutante yuc4 se
estd llevando a cabo una constante degradacion de los represores

transcripcionales AUX/IAA (Fig. 8) lo que permitiria la expresion continua de los
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genes de respuesta temprana a auxinas como los genes SAUR, GH3 y los
mismos AUX/IAA (Hagen y Guilfoyle, 2002). Estos ultimos podrian actuar en la
regulacion negativa para compensar la sobreproduccion del AlIA y controlar asi
la homeostasis de auxinas. El efecto anterior provocaria el fenotipo observado
que no se compara al de los cambios inducidos por una aplicacion exdégena de
AlA. EIl efecto sobre el desarrollo de plantulas de A. thaliana tratadas con
auxinas exogenas es la inhibicion de la raiz primaria mientras que las mutantes
conocidas de A. thaliana que sobreproducen auxinas exhiben hipocétilos
alargados esta respuesta diferencial quizds sea debida a alteraciones en el

transporte polar de auxinas (Gray et al., 1998).

El NPA es un compuesto que afecta el transporte polar de auxinas,
actla a nivel de trafico vesicular impidiendo que los transportadores de eflujo
PIN se incorporen a la membrana plasmatica (Nishimura et al.,, 2012). La
disminucién del transporte de auxinas por accién del NPA normaliza el
crecimiento del hipocétilo en la mutante yuc4 (Fig. 9). Debido a que se sabe
gue las auxinas regulan a sus transportadores a nivel transcripcional (Vieten et
al. 2005) y que ademas controlan el trafico vesicular importante para su
establecimiento en la membrana (Paciorek et al. 2005), es importante conocer
mas a fondo el mecanismo por el cual la sobreproducciéon de auxinas puede

afectar el transporte de las mismas.

Las citocininas juegan un papel fundamental en la morfogénesis de las
plantas, se ha reportado que en ciertos procesos actlian de manera sinérgica
con las auxinas como en el caso del establecimiento de la poblacion celular en
el meristemo apical del tallo, o bien, antagénicamente en la organizacion y
mantenimiento de la poblacion celular del meristemo apical de la raiz y de igual
forma en la emergencia de yemas axilares contrarrestando la dominancia
apical (Durbak et al., 2012). Por otra parte, se ha reportado que el tratamiento
con auxinas puede inhibir la biosintesis de citocininas (Nordstrém et al., 2004) o
bien, la sobreproduccion de citocininas causa niveles disminuidos de AlA libre y

reduccion en las tasa de biosintesis del AIA en tabaco (EKI6f et al., 2000). Para
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indagar si la mayor produccion de auxinas en la mutante yuc4 podria alterar la
expresion de genes de respuesta a citocininas, se analizé la actividad del
reportero ARR5::GUS movilizado a la mutante yuc4. ARRS5 es uno de los genes
ARR del tipo A (regulador negativo de la sefializacion de citocininas) que es
regulado transcripcionalmente por estas hormonas, la construccion posee el
gen de la B-glucoronidasa bajo el promotor del gen ARR5 y brinda informacion
acerca de la respuesta a citocininas (D’Agostino et al., 2000). El ensayo mostro
que no hubo cambios significativos en la expresion del reportero en la mutante
yucd respecto a las plantulas control (Fig. 10), lo que sugiere que la
sefalizacion de la citocininas a través del sistema de dos componentes no
pareciera verse afectada y por lo tanto no participa en los cambios fenotipicos
de la mutante. Sin embargo, ain no se descarta la posibilidad que la mayor
respuesta a auxinas en la mutante esté afectando la sefializacion de las
citocininas actuando indirectamente sobre otros componentes como pueden
ser los receptores, otros reguladores negativos, los reguladores positivos o
repercutiendo en la biosintesis de citocininas. Existen mecanismos usados por
estas hormonas para llevar a cabo una interaccion a través de la homeostasis,
percepcion o sefalizacion, sin embargo el problema que enfrentan los estudios
de las interacciones auxinas-citocininas es la dificultad de resolver la causa y
efecto de cada fendmeno de interaccion observado a un nivel especifico y en
cada aspecto del desarrollo de la planta, tanto en los casos de mutantes con
sobreproduccion constitutiva o con menor sintesis de estas hormonas
(Nordstrom et al., 2004).

La herramienta primaria para evaluar la funcion de un gen, es el
escrutinio de mutaciones con pérdida de funcion que dan como resultado la
reduccion de la expresiéon o la desaparicion de la proteina para la cual codifica
o bien, la disminucion de su actividad. Sin embargo, una limitaciéon de estos
escrutinios es que rara vez identifican genes que actian redundantemente, el
problema de la redundancia funcional se hace cada vez mas evidente con la
secuenciacion del genoma de eucariontes. Una segunda clase de genes cuya

funcién es dificil de identificar por pérdida de funcibn son aquellos cuya
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ausencia resulta en letalidad. El problema del estudio de esta clase de genes
se ha resuelto con ayuda de las mutantes condicionales, donde la mutacién
Gnicamente se expresa bajo estimulos o condiciones especificas (Bouché y
Bouchez, 2001). Otra estrategia para abordar el estudio de este tipo de genes,
es el uso de mutaciones con ganancia de funcién. Los fenotipos por ganancia
de funcién pueden ser causados cuando la regién codificante del gen sufre
cambios, dando como resultado que la proteina que produce tenga mayor
actividad o sea mas estable que la silvestre o por modificaciones que
incrementan el nivel o patron espacio-temporal de la expresion del gen o lo

extienden a nuevos dominios (Weigel et al., 2000).

Una estrategia para producir mutaciones con ganancia de funcion debida
al incremento en la expresion de genes, es el uso de agentes insercionales
modificados (T-DNA o transposones) en los cuales se introducen
amplificadores de la expresion génica que pueden causar activacion
transcripcional de genes cercanos (Marsch-Martinez et al., 2009). Ejemplo de
ello, es la tecnologia desarrollada por Walden y col. (Hayashi et al., 1992),
quienes construyeron un vector de T-DNA que contiene cuatro copias clonadas
en tandem de secuencias de un elemento potenciador (enhancer) proveniente
del promotor constitutivamente activo del gen 35S del virus del mosaico de la
coliflor (CaMV). Debido a que los genes activados estaran asociados con la
insercion de T-DNA este enfoque es conocido como “activation tagging”. Los
potenciadores o enhancers son regiones de ADN gue aumentan los niveles de
transcripcion de los genes, actian en cis pero independientemente a su
posicion y orientacidbn respecto al gen que regulan, ya que han sido
identificados inclusive a varios miles de pares de bases rio arriba o rio abajo del
sitio de inicio de la transcripcion del gen regulado. En las células eucariotas, la
estructura de la cromatina esta dispuesta de tal forma que a pesar de que el
potenciador se encuentre lejos del gen en cuanto a niumero de nucleétidos,
estd geométricamente cercano al promotor (Weigel et al., 2000). Los enhancers
no actian sobre las regiones promotoras por si mismos, Sino que se unen a

activadores transcripcionales que interactian con el complejo mediador que
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recluta a la polimerasa Il y a factores de transcripcion para llevar a cabo la
transcripcion de los genes (Arnosti y Kulkarni, 2005).

La estrategia de “activation tagging” aumenta Unicamente el patron de
expresion nativa de los genes y pareciera solamente activar a un grupo de
genes debido a cierta selectividad promotor especifica de los enhancers o
potenciadores que pareciera depender de la posicion de los elementos nucleo
en el promotor como son la caja TATA y el motivo DPE (Butler y Kadonaga,
2001). Ademas, la actividad de los potenciadores puede verse afectada por la
presencia de secuencias llamadas aisladores (“insulator”) que protegen a los
genes de los efectos de potenciadores o silenciadores adyacentes organizando
la cromatina en dominios funcionalmente independientes previniendo su accion
sobre los promotores (West et al., 2002). Por lo tanto, esta estrategia tiene
bajas posibilidades de poder identificar cada gen con potencial de
sobreexpresarse y sus fenotipos. También se ha reportado que la mayoria de
los genes activados no estan inmediatamente adyacentes a los potenciadores y
que varios genes pueden verse regulados al mismo tiempo. Para descartar
estos inconvenientes y verificar que el fenotipo observado por la activacion de
un gen corresponde también a su expresion ectopica constitutiva, dicho gen se
coloca bajo el control del promotor 35S del CaMV completo. Se sugiere
entonces que el enfoque de ganancia de funcion utilizando al promotor 35S del
CaMV adyacente al gen en cuestién es un complemento para la estrategia de
“activation tagging” (Weigel et al., 2000).

Se procedié entonces a transformar Arabidopsis thaliana con el gen
YUCCA4 bajo el control del promotor 35S del CaMV. Las mutantes
35S:YUCCA4 generadas (Fig. 17) permitieron comprobar que el fenotipo
coincide con el observado en la mutante yuc4. Por lo tanto estas ultimas
mutantes serdn objeto de futuros estudios fisiolégicos, bioquimicos y
moleculares que permitirdn obtener informacion mas confiable sobre la
participacion de la sobreexpresion del gen en diferentes procesos asociados a

su sobreexpresiéon, como la sobreproduccion de auxinas y la regulacién de la
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homeostasis de la hormona en el desarrollo de A. thaliana. Con esto se
expandiria el entendimiento acerca de la biosintesis, transporte,
almacenamiento, degradacion y sefalizacion de las auxinas, lo que podria
llevar al desarrollo de estrategias para manipular la actividad de esta hormona
con precision espacial y temporal que incluso podria permitir obtener

herramientas para mejorar ciertas caracteristicas agronémicas en las plantas.
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9. CONCLUSIONES

YUCCAA4 participa en procesos de elongacion celular y la regulacion del
desarrollo mediante un posible aumento de los niveles de auxinas. Lo anterior
derivaria en el incremento de respuesta auxinica implicando la degradacion del
represor AXR3 y en un mayor transporte de esta hormona, lo cual no pareciera

estar enlazado a la respuesta a citocininas.
Las plantas transgénicas 35S:YUCCA4 generadas presentan el fenotipo
de las mutantes sobreproductoras de auxinas, su analisis permitira dilucidar de

manera mas especifica la funcion del gen YUCCA4 en el desarrollo vegetal y

en la biosintesis de auxinas.

10. PERSPECTIVAS

1.-Comprobar la sobreexpresion del gen YUCCAA4 en las lineas transformantes

seleccionadas.

2.-Caracterizar las lineas 35:YUCCA4 a nivel genético, fisiolégico y bioquimico.
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Biosintesis y metabolismo de
auxinas

Aaron G. Munguia-Rodriguez, Randy Ortiz-Castro, José Lopez-Bucio y Elda Beltran-Pefia

Las auxinas, representadas principalmente por el dcido indol-3-acético {AIA), estin
implicadas en la regulacién del crecimiento v desarrollo vegetal. Para la biosintesis del
ATA en plantas se han propuesto dos vias, una que utiliza al teiptofano (Trp) como precursor
v una independiente de este aminodcido. En la biosintesis del AIA a partir de Trp se ha
postulado la existencia de al menos cuatro intermediarios: (T) indol-3-acetamida (IAM); (1)
acido indol-3-pirdvico (TPA); (TIT) triptamina (TAM) y (IV) indol-3-acctaldoxima (TAOX).
A pesar de que diferentes especies de plantas pueden tener estrategias adaptativas conservadas
para optimizar su metabolismo y de que Tas auxinas son irltcgrad()rcs de sciales ambientales
para modular la expresién genética, la informacién respecto a la biosintesis del ALA no ha
sido completamente dilucidada. Ha sido hasta recientemente, que los genes clave para cste
proceso se han empezado a conocer. En este capitulo se abordan y discuten los tépicos sobre
el metabolismo y biosintesis del AIA, considerando los ultimos hallazgos desde la biologia

molecular, la bioquinica y la bioinformatica,



1.1. Introduccion

La forma y funcién de los organismos multicelulares
ocurre por la comunicacién eficiente entre células,
tejidos y érganos, En las angiospermas, la regulacisn
v coordinacion del metzbolismo, €l crecimiento y la
morfogénesis dependen de sefiales quimicas que se
transmiten de una parte de la planta a otra.

El estudio de las auxinas, que data desde las
observaciones de Charles Darwin sobre los efectos
de una sustancia hipotética que modulaba el
alargamiento del brote de la planta para permitirle un
crecimiento tréfico hacia la luz, demostrd la existencia
de una substancia difusible con actividad sobre el
crecimiento {Darwin, 1880). El término auxina fue
acufado por cientificos que examinaban en la orina
humana, sustancias moduladoras del crecimiento
vegetal a las que denominaron como auxinas A v B
{(Kogl y Sinit, 1931). Posteriormente, un compuesto
aislado de hongos estructuralmente distinto pero con
actividad auxinica fue llamade heteroauxina, el estudio
de las auxinas A y B fue gradualmente abandonado
debido a la mejor bioactividad de la heteroauxina, la
cual, mds tarde se determiné que se trataba del icido
indol-3-acético (AIA), la principal auxina encontrada
en la naturaleza presente en hongos, algas, animales
y principalmente en las plantas {Weisshach & of,
1959). Se han descrito varias moléculas con actividad
auxinica presentes en las plantas y algunos compuestos
sintéticos pueden mimetizar los efectos de las auxinas
naturales {Fig. 1.1).

La biosintesis de AIA ocurre en hojas, cotiledones
y raices, siendo las hojus jovenes y los meristemos de
las raices los que acumulan mayor cantidad de AlA
(Ljung er af, 2001). Aunque estd comprobado que las
plantas utilizan varias vias para sintetizar AIA, ninguna
de ellas se ha definido al grade de cenocer cada gen,
enzimas e intermediarios participantes. Las multiples
vias de biosintesis del ATA contribuyen a la regulacién
de su produccién dentro de la planta, pero debido a que
las mutaciones con pérdida de funcién de las enzimas
de dichas rutas resultaron en fenotipos letales v aunado
csto, a la redundancia funcional, se ha visto limitado el
analisis del control de las vias, lo que ha impedido una
determinacién definitiva de la importancia de cada una

de ellas (Woodward y Bartel, 2005),

1.2. Biosintesis del AlA

Las vias bicsintéticas del AIA (Fig. 1.2) sc clasifican
como Trp-dependiente, si dicha auxina provienc
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directamente del Trp o come Trp-independiente si el
AIA se obtiene a partir de un precursor inddlice del
Trp (Woodward y Bartel, 2005). Estudios de marcaje
con isétopos, realizados en una gran variedad de
especies de plantas, han demostrado la existencia de
ambas vias de sintesis y su participacién en diferentes
procesos del desarrollo vegetal (Ljung ez af, 2002),
incluyendo la embriogénesis (Ribnicky es af, 2002),
la maduracién del fruto (Epstein e al, 2002}, 12
respuesta a cambios de temperatura (Rapparini ef 2,
2002), la germinacidn y el crecimiento temprano de las
pléntulas (Ljung ef af, 2001} ¥ la respuesta a heridas
{Sztein et al, 2002).
Décadas de
establecide que existen miltiples intermediarios
durante la hiosintesis de AJA Trp-dependientes:
(I} indol-3-acetamida (TAM); (II) icido indol-3-
piravico (TPA); (TIT) triptamina (TAM) y (IV) indol-
3-acetaldoxima (TAOX) (Woodward y Bartel, 2005;
Pollmann #f al, 2006; Chandler, 2009; Mano af al,
2010, Normanly, 2010; Zhao, 2010) (Fig. 1.2). 5i bien
existen las ruras micrabianas de biosintesis del AIA,
ninguna de ellas ha side completamente dilucidada
y se sabe poco de las enzimas clave involucradas,
tampoco estd definido si todos los intermediarios
existen en cada una de las especies vegetales (Fig.
1.2). A pesar de ello, recientemente se han realizado
avances considerables en cuanto a la identificacion de
los genes involucrados en la biosintesis del AIA v su
funcién ¢n plantas.

investigacion en plantas  han

1.3.1.a ruta de la indol-3-acetamida {IAM)

Al principio se pensd que la biosintesis del ATA a
través del IAM era una via especifica de las baceerias,
debido a la falta de evidencia de esta via en plantas.
El fitopatdgeno Agrobacterium rhizogenes posee un
plismide denominado Ri inducter de raices, causando
una enfermedad que se caracteriza por la proliferacion
de raices en el sitio de la infeccién (Moore ef 4.,
1979). En dichas raiccs, el AIA sc sintetiza a partir
de Trp por una reaccién de dos pasos, como resultado
de la expresién de los genes auxd (también conocido
como igaMimsl) y aux2 (faaH/tms2) presentes en cl
plismide Ri (Gaudin e# 4/, 1993). La ruta biosintética
de auxinas catalizada por los productos génicos de
auxl y awx2 cs similar en Agrobacterium frmefaciens y
Preudomonas syringae (Comai y Kosuge, 1982; Schroder
et al, 1984; Thomashow eraf, 1984; Yamada eral, 1985;
Camilleri y Jouanin, 1291). El Trp se convierte primero
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Figura 1.1. Arabidaopsis thali ¢l modelo biolégico de plantas y las moléculas con actividad auxinica de origen natural y sintético

(Modificado de Bowman, 1994).

en TAM por la enzima triptéfano-2-monooxigenasa
codificada por el gen aux1/icaM/tms1 (Gaudin et al.,
1993) (Fig. 1.2). Entonces, la IAM se transforma en
ATA por accién de la indol-3-acetamida hidrolasa
codificada por el gen aux2/iaaH/tms2 (Gaudin e al.,
1993; Mano et al., 2010). Experimentos utilizando la
proteina verde fluorescente (GFP) confirmaron que
estas enzimas se localizan en el citoplasma de la célula
vegetal (Pollmann ef al, 2006). Se ha encontrado que
el IAM es un compuesto presente de manera natural
y que la ruta IAM para la biosintesis de AIA es ubicua
en monocotiledéneas o dicotiledéneas (Pollmann ef
al, 2009). Anilisis bioinformaticos también sugieren
que esta ruta estd ampliamente distribuida en el reino

vegetal (Mano ez al, 2010).
4

1.4. La ruta del 4cido indol-3-piravico (IPA)

El  gen 7441 (TRIPTOFANO-AMINO-
TRANSFERASA de ARABIDOPSIS 1), que codifica
una aminotransferasa que convierte el Trp en IPA
(Fig. 1.2), fue aislado por dos grupos de investigacion
diferentes, los cuales caracterizaban mutantes
defectuosas en evitar la sombra (Tao et al, 2008) y
en las respuestas a etileno (Stepanova e al, 2008).
Los investigadores observaron que las mutaciones en
TAA1 conducian a una reduccién dramitica en los
niveles del AIA, lo que sugeria la existencia de una ruta
de biosintesis dependiente del IPA. Otros hallazgos
indicaron que 74A17 se requiere para el aumento rapido
de los niveles de auxina a través de la biosintesis de novo
del ATA cuando la planta se expone a la sombra (Tao
et al,2008).



La sobreexpresidn de 1447 bajo el control del
prometor 355 del virus del mosaico de la coliflor
{CaMV), no mosté fenotipos sobreproductores de
auxinas, lo que sugiere que TAAL no es una enzima
limitante en la biosintesis de la auxina {Tao ¢ 4/, 2008).
Ademis, se confirmé mediante experimentos con lineas
transgénicas sobreexpresoras de TAA1 fusionadas
2 proteinas amarillo fluorescente (YFP) y proteina
verde fluorescente (GFP), que TAAL se encuentra en
¢l citoplasma de las células vegetales (Stepanova et af,
2008; Tao ez 4/, 2008).

Anglisis gendmicos en A thafiena revelaron
que THAT es idéntico al gen TIRZ (TRANSPORT
INHIBITOR RESPONSE 2} ¥ que es uno de los
cinco miembros de una familia de genes: TAAL/TIR2
y TAR1-T4R4. Sin embargo, la proteina TAAL/TIR2
no contiene la extension N-terminul que le brinda
a las demds una sciial dc localizacién en la vacuola
sugiriendo asi una funcién diferente a la de TAR2-
TAR4 (Stepanova et af., 2008},

En las bacterias, sc han reportado dos vias para la
biosintesis de AIA que usan IAM (Trp — 1AM —
ATA) y el IPA (Trp — IPA — AID — AIA) como
intermediarios. La mayoria de los fitopatdgenos, tales
como A rbizogenes, A. fumefaciens y B syringae utilizan
la via de TAM como se ha descrite anteriormente
{Casanova e al, 2005). Mientras que la via del
IPA se encuentra en las especies de rizobacterias
promotoras del crecimicnto de las plantas donde se
incluye a Avospirillum brasilense, Enterobacter cloacae y
Prenudomonas putida (Patten y Glick, 2002},

En la via bacteriana del IPA, ¢l Trp sc convierte en
IPA por la accién de una Trp aminotransferasa, el cual
pesteriormente se transforma en indol-3-acetaldehido
{IAD)) por la indol-3-piruvato descarboxilasa. E1 ATA se
produce por la oxidacién del TAT), mediante una indol-
3-acetaldehido oxidasa. Sin embargo, se desconoce si el
TPA. se convierte en TAD en las plantas, ya que niel gen
ni la enzima han sido aislades {(Mano y Nemoto, 2012)

(Fig. 1.2).

1.5. La via de la triptamina (TAM)

La triptéfano descarboxilasa {I'DC) es una enzima
citosélica que convierte el Trp en TAM, el cual es
un protoalcaloide presente en etapas tempranas
de la ruta biosintética de los alcaloides indol-
terpencides (Di Fiore e 2Z, 2002)). La TDC estd

bien caracterizada a nivel melecular vy bioquimico,
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y se encuentra ampliamente distribuida dentro del
reino vegetal (Mano y Nemoto, 2012). Los genes
FPC han side funcienalmente caracterizados por
participar en la biosintesis de alcaloides indolicos y la
serotenina (5-hidroxitriptamina), un neurotransmisor
en mamiferos y molécula ampliamente distribuida
en las plantas (Pelagio-Flores ef al, 2011), ademis se
ha propuesto a la ruta de TAM como otra de las vias
biosintéticas del ATA (Fig. 1.2).

El gen YUCCH codifica una monooxigenasa
dependiente de flavina, enzima que en A4 rhaliana
eransforma la TAM a N-hidroxitriptamina (Zhao eral,
2001). Genes ortélogos de YUCCA se han encontrado
en otras plantas incluyendo la petunia {FZY)
(Tobefa-Santamaria ez al, 2002}, arroz (OsYUCCAI-
OsYUCCA?) (Yamamoto ¢ al, 2007), maiz (SPI
(Gallavotti e# &/, 2008), chichare (IYUC) (Tivendale
et al, 2010) y tomate (T2FZY) (Exposito-Rodriguez ef
al., 2011},

Estudios filogenéticos muestran que las proteinas
YUCCA de Arabidopsis pertenceen a un grupo de
monooxigenasas dependientes de flavina que incluye
a once micmbros {YUC1-YUCI11) con funcién
redundante, por lo cual, su estudio se ha realizado
con ayuda de mutantes con ganancia de funcién que
sobreexpresan estos genes (Cheng e of, 2006, 2007,
Zhao et al, 2001} {Fig. 1.3).

Las enzimas de Arabidepsis AtYUCT y ArtYUCS,
del tomate ToFZY1 y ZmYUC del maiz catalizan la
conversién de TAM a la N-hidroxitriptamina (Zhao e
al,, 2001, LeClere ef 4, 2010, Exposito-Rodriguez e af,,
2011). Sin embargo, recientemente se ha demostrado que
YUC no puede catalizar la conversion de la TAM a la
N-hidrexitdiptamina (Tivendale ¢z 4/, 2010; Ross ¢ o/,
2011}, Debido a que existen inconsistencias importantes
en los resultados de los productos de reaccidn obtenidos
de los espectros de masas, las conclusiones de Zhao &
al {2001}, que se basaban en ensayos in vifro seguidos
de anilisis por espectrometria de masas o por HPLC,
deben ser confirmadas (Tivendale ef af, 2010). Zhao
(2010) ha afirmade que se necesitan investigaciones
adicionales para determinar si la TAM es el sustrato
in vivo para YUC debido a que se sabe que las
monooxigenasas dependientes de flavina tienen amplias
especificidades de sustratos iz vifro, es porello que en [2
actualidad no existe evidencia suficiente para considerar
2 la N-hidroxitriptamina como intermediardo cn [a
biesintesis del AIA. Las protcinas YUCCA, asi como [a
ruta de 1a TAM podrian participar en la conversion de
IPA a ATA (Mashiguchi ¢ o/, 2011).
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1.6. La ruta de la indol-3-acetaldoxima (IAOX)
La TAOX se sintetiza a partir del Trp por la accién de
dos enzimas homélogas al citocromo P450: CYP79B2
y CYP79B3, que contienen un péptido de transito al
cloroplasto en su extremo N-terminal (Fig. 1.2). La
participacién de estas enzimas en la formacion de la
TAOX se ha demostrado en Arabidopsis (Hull et al.,
2000; Mikkelsen ef al., 2000) y en Brassica (Ludwig-
Miiller y Hilgenberg, 1988).

La familia de genes CYP79B se ha identificado
en Arabidopsis, Brassica napus y Sinapis alba (Bak
et al, 1998). Anilisis filogenéticos muestran que
la familia de proteinas CYP79B se limita sélo a las
especies de la familia Brassicaceae indicando que la
ruta de biosintesis de AIA dependiente de la IJAOX
no es comun en las plantas. Por otra parte, la IAOX
es conocida por ser un intermediario en la sintesis de
metabolitos secundarios de las plantas, tales como
indol glucosinolatos, camalexina e indol-3-acetonitrilo
(IAN) en especies Brasiciceas incluyendo Arabidopsis
(de Vos et al., 2008; Mikkelsen ez al., 2009) (Fig. 1.2).

El TAN también ha sido propuesto como un
intermediario en la biosintesis del AIA, se ha mostrado
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que la enzima CYP71A13 cataliza la conversion
de TAOX a IAN en Brasiciceas, que se convierte
posteriormente en camalexina por el citocromo P450
CYP71B15 (Nafisi ez al, 2007).

Se ha sugerido que las plantas convierten el IAN
al ATA por medio de nitrilasas y en Arabidopsis se han
identificado cuatro genes codificantes de estas enzimas
(AtNIT1-AtRNIT#) (Fig. 1.2). Se cree que los
productos de A#zNIT1, 2,y 3 participan en la conversién
de TAN en AIA (Bartling ef al, 1992, 1994; Bartel y
Fink, 1994; Hillebrand ez a/., 1998). Sin embargo, se
ha encontrado que estas tres nitrilasas tienen mayor
afinidad por otras moléculas nitriladas (Vorwerk ez al.,
2001) y que la hidrélisis de IAN por estas enzimas in
vitro es ineficiente, por tanto, los mecanismos exactos
por los cuales se convierte IAOX en AIA siguen sin
esclarecerse por completo.

1.7. Almacenamiento del AIA: conjugados y

icido indol-3-butirico

El nivel de disposicién del AIA para mediar una
respuesta biolégica de la célula en un momento dado

A

YUC2-OX| YUC4-OX |YUC6-OX

Figura 1.3. Fenotipos de plintulas de A. thaliana mutantes en los genes YUC. (A) Comparacion fenotipica entre ¢l ecotipo y mutantes con
pérdida de funcién en los genes YUCI, YUC4, YUC10 y YUCI1 (Tomado de Cheng er al,, 2007). (B) Comparacién fenotipica entre el ecotipo y
mutantes sobreexpresosras de las genes YUCI, YUC2, YUC4, YUCG y el gen bacteriano iaaM (Tomado de Cheng er al, 2006).



estd regulado por una serie de factores: biosintesis,
conjugacion, transporte y degradacion (Fig. 1.4).

La biosintesis #e nove no es la dnica fuente del
ATA libre, las plantas superiores pueden almacenar
al ATA en forma de conjugados y de dcido indol-3-
butirice (IBA), los cuales pueden proporcionar AIA
libre por hidrolisis o PB-oxidacién, respectivamente
(Fig. 1.5). E1 AIA puede unirse a aziicares por medio
de enlaces éster o a aminodcidos y péptidos a través
de enlaces amida. Las funciones propuestas para estos
conjugados incluyen el almacenamiento, transporte,
compartimentacién, ¢ inactivacién del AIA (Cohen
y Bandurski, 1982). Algunos conjugados del AIA
poseen actividad auxinica y varias plantas almacenan
ATA conjugado en las semillas para ser hidrolizados
durante la germinacién y proporcionar AIA libre
necesaric en el desarrollo del embrién. En contraste,
los conjugados biclégicamente inactivos presentes en
las plantas son probablemente intermediarios de la
degradacién del AIA (Woodward y Bartel, 2005). Las
diferentes especies vegetales tienen distintos perfiles
del AIA conjugado, pero en ocasiones entre diferentes
especies pueden aparecer perfiles similares, lo que
sugiere funciones ancestrales de los conjugados dentro
de las plantas {Sztein £ afl, 1999).

Experimentos utilizando hidrélisis alcalina para
liberar AIA de conjugados indican que A. fhaliana
mantiene aproximadamente el 90% del AIA en
enlaces amida, un 10% como conjugados con enlaces
éster y cerca del 1% como AIA libre (Normanly o«
al, 1993; Tam et al., 2000). Niveles bajos de AlA-
Ala, ALA-Asp, AIA-Glu y AIA-Leu estin presentes
en semillas y plintulas de A thaliana (Kowalezyk y
Sandberg, 2001; Rampey ez af., 2004).

Los conjugados tienen diferentes actividades in
Planta: AIA-Ala y el AIA-Leu inhiben la elongacién
de las raices y son sustratos de las amidohidrolasas en A4
rhatiana (Leclere ef af, 2002; Campanella e af,, 2003;
Rampey et al, 2004). El ATA-Ala estd presente en
niveles mds altos en los brotes, mientras que AIA-Leu
se acumnula en las raices (Kowalczyk y Sandberg, 2001),
pero ningun conjugado se forma a niveles detectables
después de la aplicacion del ATA a las plintulas o las
hojas {Ostin ¢ 4/, 1998). Estos resultados sugieren
que la funcién de ATA-Ala y AIA-Leu es suministrar
AlA libre. En contraste, los conjugados AIA-Asp y
AlA Glu no son apreciublemente hidrolizados ¥ son
ineficientes en la inhibicidn de la elongacién de las
raices. Los tejidos como las hojas en crecimiento y
las raices contienen los niveles mds altos de AlA libre
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asi como de AIA-Asp v ATA-Glu, lo que sugiere un
papel catabdlico para estos conjugados (Kowalczyk y
Sandberg, 2001).

El icido indol-3-butirico (IBA) es otra auxina
natural presente en una gran variedad de plantas. T.as
condiciones que cambian los niveles del ATA tienden a
alterar de manera similar los niveles del IBA (Epstein
y Ludwig-Miiller, 1993} lo que sugiere que ambos
metabolismos estdn vinculados; incluse, plantulas de A4,
thaliana tratadas con AIA marcado sintetizaron IBA
marcado, sugiricndo asi, que el IBA se sintetiza a partir
del ATA (Ludwig-Miiller ¥ Epstein, 1994). Debido a
que el IBA también actha como un precursor del ATA,
éste podria funcionar de manera similar a los conjugados
bicactivos del AIA (Bartel e a2, 2001).

Mutantes con defectos especificos en la B-oxidacion
son 1BA resistentes, sugiriendo que este altimo se
convierte en AIA mediante un proceso paralelo a [a
B-oxidacion de los acidos grasos, la cual en plantas
se lleva a cabo exclusivamente en los peroxisomas
(Kindl, 1993). Comeo varias mutantes en respuesta al
IBA tienen defectos peroxisomales, se establece que la
conversién de IBA a AIA ocurre en los peroxisomas.
De igual forma que el AIA, gran parte del IBA en las
plantas se conjuga a través de enlaces amida y ésteres

(Ludwig-Miiller, 2000).

1.8. Inactivacién del AIA

Las vias que inactivan al ATA (Fig, 1.5} contrarrestan
su ingreso a las reservas, los conjugados de ATA que
se acumulan después de la exposicion de Arabidepsis
al AJA aparentemente difieren de los utilizados
para el almacenamiento del AlA. En Arbidopsis

Biosintesis
Trp-indepandiente

Biosintesis
Trp-dependiente

Transporie gy AlA ~de——i-Conjugacién

W)

Crecimiento Descarboxilacién

Figura 1.4. Factores que agfectan los niveles del ATA en plsmm
{Nermanly et af, 2012).



continuamente se inactiva el AIA a través de la
oxidacién del anillo indélico (oxAIA) (Fig. 1.5), el
cual puede ser luego conjugado a hexosa (Ostin et al.,
1998). Ademas, el AIA se conjuga con Asp y Glu al
aplicar 5 uM de AIA y con Asp, Glu, Gln y glucosa en
respuesta a 500 pM de la auxina (Barrat ez al., 1999).
En respuesta a niveles elevados del AIA, las vias
catabélicas de conjugacién pueden ser sobrereguladas
y las de conjugacion para el almacenamiento
disminuidas. Por ejemplo, el fenotipo sobreproductor
de auxinas de la mutante yucca es suprimido por la
expresion de iaaL, una enzima microbiana que conjuga
AlA, lo que sugiere que la conjugacién del AIA es
insuficiente en yucca para mitigar esa sobreproduccion
(Zhao et al., 2001).

Las enzimas que conjugan AIA a los aminodcidos
son codificadas por los miembros de la familia de
genes GH3 inducidos por auxinas, estas enzimas estin
relacionadas con la enzima JAR1 que conjuga al dcido
jasménico con la isoleucina (Staswick y Tiryaki, 2004).
Las enzimas GH3 aparentemente prefieren sintetizar

IBA-glucosa
hidxolzsa”

O-glucosa
T
: IBA-glucosa
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las formas inactivas (AIA-Asp y AIA-Glu) sobre los
conjugados hidrolizables (AIA-Ala y AIA-Leu) in
vitro (Staswick ez al., 2005).

En plantas, ademis de los conjugados con
aminodcidos, también se encuentran los conjugados
esterificados  AlA-glucosa y se han identificado
proteinas con actividad de AIA glucosiltransferasa que
pudieran conjugar el IBA con la glucosa.

Una enzima que metila la cadena carboxilo lateral
del ATA es la IAMT1, miembro de una familia de
las carboxilo metiltransferasas, cuyos integrantes se ha
descrito que pueden metilar al dcido jasménico y al
salicilato (Zubieta ez al., 2003). La metilacién aumenta
la volatilidad del ATA al igual que el metil jasmonato,
su funcién atin no esta clara pero se sabe que se trata de
una forma inactiva de la hormona (Yang et al., 2008).

1.9. Conclusiones y perspectivas

En los tltimos afios se ha avanzado en la comprension
de la biosintesis de auxinas en las plantas, los genes
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Figura 1.5. Posibles vias del metabolismo del AIA. Los compuestos cuantificados en Ambidopsis se muestran en azul, las enzimas cuyos genes

birds 2 en

han sido clonados en Arabidopsis en rojo, las mutantes de A

isculas cursivas y con signos de interrogacion se muestran las enzimas

hiportéricas para las cuales los genes no se han idenrificado (Modiﬁéado de Woodward y Barrel, 2005).
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clave y sus funciones en el crecimiento y desarrollo. La
acumulacién de estos compuestos ocurre localmente
en respuesta a sefiales ambientales y enddgenas v
juega un papel esencial en procesos como la formacién
de tejidos v drganos, asi come la divisién, elongacién
y diferenciacidon celular. La identificacion de los
intermediarios de la ruta y de las enzimas que participan
requicre de andlisis genéticos ¥ biequimicos, aunados al
uso de compuestos marcados con isétopos. Queda por
esclarecerse como ocurre 1a regulacién de los patrones
de expresion de los genes implicados en la biosintesis
de auxinas, a nivel temporal, tejido especifico ¥ durante
el desarrollo. Se requieren estudios adicionales sobre la
conjugacién, transporte ¥ la sefalizacién awxdnica para
comprender como las plantas modulan la homeostasis
del AIA y alterar sus niveles para modificar la
arquitectura de las plantas.
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