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RESUMEN

Los azucares y las fitohormonas son moléculas involucradas en todos los
procesos del crecimiento y desarrollo de las plantas. Se sabe que los azlcares son
capaces de modular la expresion de diversos genes relacionados con la sintesis de
auxinas. Sin embargo, poco se sabe sobre como las auxinas influyen sobre la
sintesis de azucares. Es por ello que evaluamos el efecto que pueden llegar a tener
las auxinas sobre la expresion de los genes que codifican las enzimas SACAROSA
FOSFATO SINTASA (SPS) de Arabidopsis thaliana involucrados en la biosintesis
de sacarosa, la cual es el principal producto de la fotosintesis en plantas.

Para lo anterior, se utilizaron lineas mutantes afectadas en la via de
sefalizacion de auxinas, asi como una linea sobre productora de esta hormona, las
cuales fueron cruzadas con las cuatro lineas reporteras de los genes SPS.
Posteriormente, se realizaron tinciones histoquimicas para evaluar la expresion de
los genes reporteros en diferentes partes de la planta. De igual manera, se analizé
el cambio en el patrén de expresion de las lineas SPS suplementando dos auxinas
de forma exdgena (NAA y IAA). Ademas, se evaluaron los estadios de crecimiento
y desarrollo de los primordios de raices laterales de las lineas reporteras, teniendo
como referencia la linea reportera de auxinas DR5:uidA.

Los resultados obtenidos sugieren que, en general, los genes SPS1 y SPS3
en cruza con las cinco mutantes de sefializacion de auxinas, son aquellos que
muestran un mayor cambio en su patrén de expresion para los diferentes tejidos
analizados. Sin embargo, adicionalmente a ello, en SPS1 se observé que cuando
se presenta un incremento en la produccién de auxinas su expresion disminuye. Al
suplementar NAA se incrementé de manera homogénea la expresion de los genes
SPS1, SPS2 y SPS4; aunque disminuyé en hoja para SPS3. Asi mismo, al
suplementar I1AA el incremento de expresion fue homogéneo para los cuatro genes.
Lo anterior es importante porque permite indagar la funcion de las auxinas sobre la
expresion de genes involucrados en la produccion de carbohidratos en las plantas,
como la sacarosa.

Palabras clave: Carbohidratos, Fitohormonas, Genes vegetales, IAA, NAA.



ABSTRACT

Sugars and phytohormones are molecules involved in all processes of plant
growth and development. It is known that sugars are able of modulating the
expression of several genes related to auxin synthesis, However, little is known
about how auxins may be influencing sugar synthesis. Due to this situation, we
decided to evaluate the effect that auxin can have on the expression of SPS genes
present in A. thaliana which are also involved in sucrose biosynthesis, the main
product of photosynthesis in plants.

Thus, mutant plants affected in the auxin signaling pathway were used, as
well as a line that over produces this hormone. These lines were crossed with the
four reporter lines of SPS genes. Subsequently, we carry out histochemical staining
to evaluate the expression of the four reporter genes in different parts of the plant.
In the same way, we analyzed if there was a modification in the expression pattern
of the SPS genes by supplementing two exogenous auxins (NAA and IAA). Besides,
we evaluated the reporter’s lines root primordia growth and developmental stages,
taking as reference the auxin reporter’s line DR5:uidA.

Our results suggest that, in general, the genes SPS1 and SPS3 crossed with
the five auxin signaling mutants were those that showed a greater modification in
their expression pattern in the different tissues analyzed. However, it was observed
that when the auxin production increased in SPS1, its expression decreased. On the
other hand, when supplementing NAA, the expression of the genes SPS1, SPS2
and SPS4 increased homogeneously; but decreased in leaf for the gene SPS3. On
the same way, when supplementing IAA, the four genes expression increased
homogeneously. The previous results are important because they allow us to
investigate the roll of auxins on the expression of genes involved in the production
of carbohydrates in plants, such as sucrose.

\



1. INTRODUCCION

La sacarosa es el principal azucar de transporte en las plantas que contribuye
a su crecimiento y desarrollo. Este carbohidrato se sintetiza en el citoplasma a partir
de precursores triosa fosfato que provienen del cloroplasto. En la etapa final de la
sintesis participan enzimas SACAROSA FOSFATO SINTASA (SPS), de las cuales
hay cuatro tipos en Arabidopsis thaliana (Lutfiyya et al. 2007). En nuestro grupo de
trabajo se ha determinado que la expresion conferida por los promotores de los
genes que codifican estas enzimas es especifica, aunque con traslapes en érganos
y tejidos, lo que sugiere una regulacién final del proceso de sintesis de sacarosa,
promovida por la expresion de estos genes; dicha expresion ha sido documentada
principalmente en hoja, pero de igual manera se ha encontrado expresion en raiz y
flor (Solis-Guzman et al. 2017). A partir de la sacarosa, la planta puede generar
glucosa y fructosa, las cuales son transportadas y utilizadas en los tejidos
consumidores de la planta; ademas de las funciones energéticas de estos azucares,
se ha encontrado su participacién en varios procesos de sefalizacién, entre ellos la
floracion (Ruan et al. 2014).

Por otro lado, las fitohormonas, entre ellas incluidas las auxinas, son
reguladores del crecimiento vegetal junto a las citocininas, giberelinas, el acido
abscisico y el etileno, principalmente. Estos grupos se encargan de modular los
diversos patrones y procesos de crecimiento y desarrollo en las plantas. Las auxinas
son sintetizadas en el follaje joven y el meristemo de la raiz de la planta y
posteriormente transportadas a tejidos especificos (Ljung et al. 2009). Las
hormonas vegetales tienen uno 0 mas receptores que transmiten la sefal a través
de vias o redes de sefializacion hasta llegar a incidir en la expresion de genes en la
mayoria de los casos.

La mutacién de los genes puede producir proteinas inactivas o constitutivas
que modifican las vias de sefalizacién, y alteren finalmente un proceso del
desarrollo, por lo que es de interés determinar el efecto de estos reguladores del
crecimiento vegetal en la expresion de los genes SPS. Aunque hay estrategias que
se basan en la aplicacion exdgena de estas hormonas, sus efectos no
necesariamente son los que ocurren en la planta en condiciones normales, ya que
la cantidad y distribucion de estos compuestos estan reguladas en los tejidos y
organos (Taiz y Zeiger 2006). Las auxinas, principalmente el acido indol-3-acético
(IAA), es el que participa en mas procesos del crecimiento y desarrollo en plantas.
En nuestro grupo contamos con varias mutantes de la via de sefalizacion de
auxinas en Arabidopsis thaliana, que permitiran determinar su efecto en la expresion
de los genes que codifican enzimas SPS.



2. ANTECEDENTES

2.1. Arabidopsis thaliana como modelo experimental

Arabidopsis thaliana es una planta del grupo de las angiospermas. Es una
planta vascular, y debido a sus caracteristicas, es considerada un organismo
modelo para el estudio de distintos campos en la biologia. Entre estas cualidades
podemos destacar un tamafo pequefio, flores numerosas, un ciclo de vida corto,
autopolinizacion, alta fecundacion, y gran produccion de semillas (hasta 10,000 por
planta); ademas, es una de las plantas de las que se conoce por completo su
genoma, ya que este ha sido secuenciado completamente; y se determiné que tiene
25,498 genes que codifican para proteinas de 11,000 familias (Meinke et al. 1998).
Pertenece a la familia Brassicaceae, en las que estan incluidas especies como la
mostaza (género Sinapis), el rdbano (Raphanus sativus) y la coliflor (Brassica
oleracea). Es una planta silvestre que estd adaptada a un rango geografico muy
grande, es anual y crece no mas de 30 cm, y su ciclo de vida es de
aproximadamente 6-8 semanas hasta la produccion de la semilla madura
(Meyerowitz y Somerville, 1994). Gracias a que es un organismo que ha sido muy
estudiado se ha generado un gran niumero de lineas mutantes y transgénicas para
investigacion.

Figura 1. Esquema completo y estructuras que conforman el organismo modelo de A. thaliana. A) Planta en
estado adulto. B) Corola C) Pétalos D) Sépalos E) Androceo F) Gineceo G) Silicua H, 1) Interior de la Silicua J, K)
Semilla. (Tomado de Pirola et al. 2018)



2.2. Estructuray desarrollo de laraiz de A. thaliana

Laraiz es el 6érgano de la planta que se encuentra en el suelo, encargado de
la absorcion agua y nutrientes, brindar anclaje y explorar el medio. El sistema
radicular de A. thaliana es de tipo pivotante y esta conformado por la raiz primaria,
un conjunto de raices laterales y, en ocasiones, de raices adventicias. Las raices
laterales son originadas en el periciclo y pueden variar en ndmero y fenotipo
dependiendo de las condiciones del medio. Ademas, se ha documentado que
requieren de una respuesta a un gradiente de auxinas para su formacion. En la raiz
de A. thaliana las células madre son las encargadas de originar todos los tejidos del
meristemo de la raiz (Di Mambro y Sabatini 2018).

La raiz de A. thaliana esta compuesta por cuatro capas externas: la
epidermis, la corteza, la endodermis y el periciclo, que se establecen en una
estructura cilindrica. En el interior de la raiz se encuentra el sistema vascular, que
se compone a su vez por el xilema y floema; el primero es el encargado de distribuir
compuestos inorganicos y agua; y el segundo, de la distribucion de compuestos
organicos como los carbohidratos. En conjunto se menciona que ambos conforman
la estele de la raiz (Du y Scheres 2018)

De manera longitudinal, la raiz se puede dividir en tres partes: la zona
meristemética, donde las células madre se encuentran ubicadas en la punta
conformando un nicho y se encargan de generar células hijas; y las cuales,
posteriormente, pasan a la zona de division y elongaciéon celular, donde son
sometidas a un conjunto de divisiones celulares y, por ultimo, pasan a la zona de
diferenciacion celular, ante la cual pierden la capacidad de division para finalmente
alcanzar la madurez y su funcion (Figura 2). El trabajo conjunto de estas 3 zonas
determina el tamafio del meristemo de la raiz. La zona meristematica es ademas la
encargada de formar la cofia (Di Mambro et al. 2018).

La raiz de A. thaliana ha sido ampliamente utilizada para diferentes estudios
en los campos de la Biologia, debido a que es una raiz simple que ademas permite
una facil observacion de los resultados obtenidos en observacién macroscépica y
microscopica.
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Figura 2. Estructura de la raiz de A. thaliana. Se muestran las 3 zonas que conforman longitudinalmente a la
raiz: zona meristematica, la cual a su vez incluye la cofia; la zona de elongacidn celular y la zona de
diferenciacion celular. De igual manera se muestran las capas que conforman al sistema radicular del exterior
al interior: epidermis, corteza, endodermis, periciclo y estele. (Tomado y modificado de De Smet et al. 2015).

Las raices laterales son importantes porque le permiten a la planta un mayor
reconocimiento y exploracion del medio. Como se mencioné anteriormente, las
raices laterales, conocidas por sus siglas en inglés como LR, son originadas a través
de las células del periciclo mediante una serie de divisiones celulares coordinada,
la cual terminard por formar los primordios. Los primordios contindan su crecimiento
a lo largo de las demas capas de la raiz primaria, hasta originar el establecimiento
de un nuevo meristemo apical, que a su vez regula el crecimiento y desarrollo de
las raices laterales (Raya-Gonzalez et al. 2012)

Acorde a lo reportado por Malamy y Benfey (1997), existen 7 etapas para el
desarrollo de los primordios de la raiz (Figura 3). Etapa I. el primordio esta
conformado por 8 a 10 células pequefas del periciclo orientadas longitudinalmente.
Etapa Il: se encuentra conformado por dos capas que surgen de una division
periclinal. Etapa lll: la capa externa del primordio se divide nuevamente, originando
asi que el primordio se conforme de 3 capas. Etapa IV: cuando el primordio se
conforma ahora de 4 capas de células orientada longitudinalmente. Etapa V: cuando
el primordio se encuentra a la mitad de la corteza de la raiz primaria. Etapa 6:

4



cuando el primordio ha crecido hasta la epidermis de la raiz primaria. Etapa VII:
cuando el primordio se encuentra a punto de emerger de la raiz primaria (Malamy y
Benfey 1997).
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Figura 3. Etapas de desarrollo para la formacion de los primordios de las raices laterales en A. thaliana.
Acorde a lo descrito por Malamy y Benfey (1997), han sido descritas 7 etapas para la formacion de primordios
de la raiz en A. thaliana. (Tomado y modificado de Yao et al. 2013).

2.3. Estructuray desarrollo de laflor de A. thaliana

Las flores suelen presentar diversos patrones, colores, texturas, formas y
tamafios. Sin embargo, toda flor presenta como base 6rganos estériles rodeando a
los 6rganos reproductores. Gracias a la secuenciacion completa del genoma de A.
thaliana, se ha permitido indagar sobre aspectos relevantes del crecimiento y
desarrollo de las flores: se han desvelado rutas genéticas y bioquimicas, conocidas
frecuentemente como “vias de floracion” y en las cuales se incluyen aspectos como
el fotoperiodo y algunos de los genes y cascadas de sefializacidbn que se ven
implicados de forma directa e indirecta, y que desencadenan los diversos tiempos
de floracién o patrones de crecimiento (Irish 2010).

El desarrollo del meristemo floral comienza cuando las células del meristemo
apical del brote llevan a cabo diversos procesos de diferenciacion, entre los que se
producen yemas axilares y hojas. Dependiendo de las sefiales ambientales que la
planta perciba, el meristemo apical se convertira en una inflorescencia. En A.
thaliana, dicho meristemo produce a su vez meristemos secundarios conocidos
como meristemos florales que dan origen a mas inflorescencias a lo largo de la
etapa madura de la planta. Ademas, para la formacion de la flor es importante la
sefalizacion de las auxinas mediada por transportadores PIN, ya que generan
sefales posicionales para el establecimiento del gineceo, lo que al final conlleva a
la diferenciacion de los estambres y carpelos (Amasino 2010; Dong y dstergaard
2019).



En la flor de A. thaliana surgen 4 verticilos (Figura 4). El primero de ellos esta
compuesto por 4 sépalos; el segundo se compone por 4 pétalos que se sitlan
alternamente con los sépalos. El tercero se compone de 6 estambres; y el dltimo se
conforma con el gineceo, compuesto a su vez, de dos carpelos fusionados. Lo
anterior ocurre en al menos 13 estadios desde la formacién del meristemo apical
del brote (Irish 2010).

Diversos genes se ven involucrados en el proceso de formacion y
senescencia de estructuras florales en A. thaliana. Por ejemplo, el desarrollo de una
hoja a una inflorescencia necesita que ciertas combinaciones de genes de identidad
floral se expresen de manera ectdpica, como es el caso del factor de transcripcién
WUSCHEL (WUS), el cual es un activador floral que, a su vez, puede ser reprimido
de forma indirecta por el factor de trascripcion PERIANTHIA (PAN) que induce la
expresion de genes que reprimen directamente a WUS. Aunado a lo anterior, se ha
documentado que gracias lineas sobre productoras de auxina los estambres
pueden cubrir el alto requerimiento que necesitan de auxina para su desarrollo
(Dong et al. 2019).
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Figura 4. Estructuras florales en A. thaliana. a) flor madura b) Verticilios florales de A. thaliana c) Diagrama
floral vista superior de los verticilios. (Tomado y modificado de Irish et al. 2010).

2.4. Estructuray desarrollo del fruto de Arabidopsis

El fruto es un derivado del gineceo (parte femenina de la planta), proveniente
de la fertilizacién del 6vulo con el polen. El 6vulo es el encargado de formar la semilla
y el ovario de formar el fruto, que es la estructura encargada de proteger las semillas
en desarrollo, proporcionarles nutrientes y contribuir a su dispersion. Existe una gran
variedad de frutos en las angiospermas; de manera especifica, A. thaliana presenta
silicuas, las cuales son de tipo seco dehiscente (Figura 5). Dichas silicuas estan
conformadas por dos valvas que se fusionan con un septum central mediante un
margen valvular que se conforma de un tejido especifico. Estos tejidos, y por ende



el fruto, requieren hormonas como las giberelinas y auxinas para continuar con su
desarrollo (Gomez et al. 2014).

El proceso de desarrollo de la silicua se puede dividir en dos fases: la primera
incluye desde el momento de la fertilizacion hasta un establecimiento del tamafio y
dimensiones de la silicua; y el segundo, implica la fase de maduracion y
senescencia que termina con la dehiscencia de las valvas y la dispersion de semillas
(Mizzotti et al. 2018)

Diversos genes y factores de transcripcion se han visto involucrados para la
formacion y senescencia del fruto en A. thaliana. Por ejemplo, se ha mencionado
que la diferenciacién de la valva es necesaria para la dehiscencia de las semillas de
la vaina. Cuando los frutos maduran, la expresibn de genes como
SHATTERPROOF1 (SHP1) y SHP2 est4 limitada al margen de la valva; estos genes
activan los factores de transcripcion bHLH, ALCATRAZ (ALC) e INDEHISCENT
(IND). Poco antes de la dispersion de semillas, IND activa al transportador de
auxinas PIN3 que lleva auxina al margen de la valva. Dicha auxina es requerida
para la dehiscencia del fruto (Dong et al. 2019).

Valva (Carpelo) Valva
Septo portando — Septo
las semillas — Semilla
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Figura 5. Partes del fruto de A. thaliana. a) Partes de la silicua madura donde las valvas son las dos cubiertas
exteriores; el septo o septum, el tabique que contiene a las semillas; y las semillas quienes seran la siguiente
generacion. b) Corte transversal del fruto donde se observa la disposicidon espacial del septo y las semillas.
(Tomado de Garcia-Breijo et al. 2003).



2.5. Lasacarosa

La sacarosa (Figura 6) es el principal producto de la fotosintesis y de
transporte de nutrientes en la mayoria de las plantas y es exportada de las hojas a
todos los tejidos heterétrofos (Curatti et al. 1998). Se le ha atribuido un papel en
almacenamiento de energia, ya que gracias a ella las plantas pueden obtener otros
monosacaridos mas sencillos como la glucosa y fructosa. Lo que a su vez permite
que, por medio del exceso de glucosa, cuando va mas alla de las necesidades de
la planta, se pueda almacenar como almidén en raices y semillas (Khan Academy
2017).

Ademas de su funcion como almacén de energia, los azucares tienen un
papel como moléculas que generan cambios en la expresion de genes y modulan
diversos procesos fisiologicos en las plantas; es por ello que se les ha atribuido un
papel como moléculas de sefalizacion (Rolland et al. 2006).

Figura 6 Estructura quimica de la sacarosa. Férmula quimica C12H22011. Estd formada por alfa-glucopiranosa y
beta-fructofuranosa. El carbono 1 de la glucosa esta unido al carbono 2 de la fructosa, por lo que el tipo de
enlace presente es 1-2 glucosidico. Presenta grupos funcionales hidroxilos (-OH) y carbonilos.

2.5.1. La sintesis de sacarosa en plantas

La sintesis de sacarosa esta confinada al citosol (Figura 7), debido a la
estricta separacion en compartimentos de las enzimas implicadas. La sintesis inicia
a partir de triosas fosfato provenientes del cloroplasto, las cuales al combinarse
forman hexosas, en una ruta altamente regulada, principalmente por inhibicion
alostérica de las enzimas por los productos de la reaccion (Ruan et al. 2014).

La sacarosa se transporta a través del tejido del floema, al cual se descarga
por proteinas trasportadoras de membrana especificas; una vez que se encuentra
dentro del tejido del floema, se moviliza junto con otros compuestos organicos por
el flujo de masas. En los tejidos donde se utiliza, la enzima SPS rompe a la sacarosa
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para producir UDP-glucosa (UDP-GIlu) y fructosa, o es hidrolizada por una invertasa
para producir glucosa y fructosa, permitiendo el uso de los monosacaridos para la
produccion de energia y la sintesis de celulosa, almidén, fructosano, proteinas y
compuestos antioxidantes (Ruan et al. 2014).

La enzima SPS cataliza la penultima reaccién en la ruta biosintética de la
sacarosa, a partir de UDP-Glu y de fructosa 6 fosfato (Fru-6-P) para obtener
sacarosa-6-fosfato (Suc-6-P) (Lunn et al. 1990). Otra enzima que sintetiza sacarosa
es la sacarosa sintasa, la cual se ve implicada en la degradacion de sacarosa
(Winter & Huber, 2000), mientras que en la reaccion catalizada por la SPS y la
remocion rapida del fosfato, hace que la reaccion por sacarosa fosfato fosfatasa sea
practicamente irreversible (Huber & Huber, 1996).

Es importante recalcar que la sacarosa es de vital importancia para la planta
porque a partir de ella se pueden obtener monosacaridos mas sencillos de asimilar
(Ruan et al. 2014).
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Figura 7. Sintesis de sacarosa. La sintesis de sacarosa comienza en las hojas de la planta, el cual es un érgano
fotosintético. Durante el dia, las hojas fijan el CO2 para posteriormente producir triosas fosfatos dentro del
cloroplasto; éstas son exportadas al citoplasma o pueden servir también para la sintesis de UDP-Glu, lo cual
servira por otra parte para la sintesis de almiddn dentro del cloroplasto. Durante la noche, el almidén es
degradado a glucosa o maltosa para su exportacién al citoplasma. Mediante la HEXOQUINASA, la glucosa
puede ser fosforilada para formar FRUCTOSA-6-FOSFATO por la GLUCOSA-6-FOSFATO ISOMERASA. La enzima
SACAROSA FOSFATO SINTASA (SPS) utiliza FRUCTOSA-6-FOSFATO y UDP-Glu como medio para producir
SACAROSA-FOSFATO (Suc-P), la cual se convierte en sacarosa mediante la FOSFATASA SACAROSA-FOSFATO
(SPP). La sacarosa se carga en el floema (Modificada de Ruan 2014).

9



2.5.2. Enzimas involucradas en la sintesis de sacarosa

En el metabolismo de sacarosa se ven involucradas al menos 9 enzimas:
fructoquinasa, hexoquinasa, invertasa, fosfoglucomutasa, fosfoglucosa isomerasa,
SuSy (sacarosa sintasa), SPS, SPP (sacarosa fosfato fosfatasa) y UDPGP (UDP
glucosapirofosforilasa). Sin embargo, se ha mostrado principal interés en las ultimas
cuatro, debido a que estas contribuyen mas a la sintesis de sacarosa que a la
degradacion de la misma en comparacion con las otras enzimas.

De estas cuatro enzimas, se ha recabado méas informacion de SuSy, mientras
que hay menos informacion para la caracterizacion e identificacion de los genes que
codifican a las enzimas SPS, SPP y UDPGP. Tanto SPP como SPS estan
codificadas, como se mencion6 con anterioridad, por pequefas familias de genes.
En el caso de UDPGP, solo se ha demostrado que existen uno o dos genes en
plantas. Las enzimas SuSy, SPS y SPP se han detectado en plantas y en bacterias,
mientras que UDPGP se detecta en plantas y animales (Jiang, et al. 2015).

La enzima SPS es clave en la via de biosintesis de sacarosa, dado que
cataliza uno de los pasos importantes en el proceso de sintesis de este azlcar en
plantas. Se sabe que con la sobreexpresion de los genes de SPS en Arabidopsis
thaliana se aumenta significativamente la sintesis de sacarosa en ciertos tejidos de
la planta, lo que conduce a cambios en los fenotipos de la misma, como el aumento
en biomasa, lo que promueve el crecimiento y el metabolismo del carbono (Volkert
et al. 2014).

2.5.3. Familia de genes que codifican enzimas que sintetizan sacarosa

Los azlcares regulan la expresion de muchos genes en plantas a nivel
transcripcional. En A. thaliana, los azucares inducen o reprimen la expresion de mas
de 1,800 genes (Cordoba et al. 2015).

Existen 4 familias distintas de genes relacionados con el metabolismo de la
sacarosa: SuSy, SPS, SPP y UDPGP, las cuales, a su vez, se encuentran
subdivididas (Jiang et al. 2015). En el caso particular de los 4 genes SPS presentes
en A. thaliana, estos pueden ser agrupados en 3 familias diferentes SPSAL y
SPSA2, SPSB y SPSC (Figura 8). Sin embargo, aun no se tiene bien detallado la
funcién de cada uno de éstos. Las familias SPSA1 y la SPSC son las isoformas que
mayormente estan presentes en las hojas (Volkert et al. 2014).
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Figura 8. Arbol filogenético de la familia de genes SPS. Se muestra la distribucién evolutiva de las 4 familias
de genes SPS presentes en diversas especies vegetales. Acorde a lo circulado en rojo se pueden identificar las
3 familias de las que forman parte los 4 genes SPS de A. thaliana, en donde los genes AtSPS1F y AtSPS2F se
encuentran en la familia SPSA; el gen AtSPS3F en la familia SPSB y el gen AtSPS4F en la familia SPSC (tomado
y modificado de Ma et al. 2020).

2.5.4. Genes SPS en Arabidopsis thaliana

Previo a la secuenciacion de genomas de plantas, los cientificos creian que
existia un gen que codificaba para la enzima SPS para cada especie. Actualmente
se conocen familias de genes que codifican para enzimas SPS presentes en
diferentes especies de plantas, acorde a lo mencionado anteriormente. Arabidopsis
thaliana contiene 4 genes SPS Unicos, que codifican para enzimas SPS, los cuales
son: AtSPS1F, AtSPS2F, AtSPS3F y AtSPS4F.
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La evidencia sugiere que diferentes eventos de duplicacion de genes
ocurrieron en varios puntos durante la evolucién, tanto antes como después de la
division monocotiledonea/dicotiledonea. Lo anterior pudo originar enzimas con
diferencias funcionales y divergencia en las secuencias de genes. Evolutivamente,
estas cuatro enzimas se agrupan de la siguiente manera: las dos primeras
(AtSPS1F Y AtSPS2F) se agrupan exclusivamente con enzimas SPS de
dicotiledéneas, mientras que las otras dos (AtSPS3F Y AtSPS4F) se pueden
encontrar con enzimas SPS tanto de dicotiledéneas como de monocotiledoneas
(Lutfiyya et al. 2007).

Es importante mencionar que la expresion de los genes SPS puede estar
regulada por respuestas a sefiales o estimulos ambientales, tales como el estrés
osmotico, que ocasiona un mayor namero de raices laterales; o como la sequia, que
ocasiona que la raiz primaria se vuelva mas larga (Lutfiyya et al. 2007; Solis-
Guzman et al. 2017).

Se ha reportado la expresién de los genes SPS en plantas transgénicas
usado los marcadores moleculares uidA::GFP, y se ha demostrado que la expresion
de AtSPS1F, AtSPS2F y AtSPS3F se aprecia a nivel de la columnela y estele de la
raiz, lo que sugiere la existencia de ciclos de sintesis y degradacién de la sacarosa
en 6rganos consumidores. De forma distinta, se ha observado que el gen AtSPS4F
se encuentra implicado en el desarrollo de los embriones (Solis-Guzman et al.
2017).

De igual manera, se han generado mutantes dobles vy triples de los genes
SPS de A. thalina, lo que ha permitido determinar que algunos genes SPS, como
en el caso de SPS1, SPS3 y SPS4, en ausencia total de la expresion de los otros
genes SPS pueden garantizar un desarrollo normal de la semilla, germinacién y
subsecuente desarrollo de la planta por si solos. Sin embargo, no es el caso
observado para el gen SPS2 (Bahaiji et al. 2015).

El patron general de expresion de los genes SPS, en tejidos y érganos ha
sido reportado con anterioridad por nuestro grupo de trabajo, encontrando un
traslape y diferenciacion en su expresion (Tabla 1, Figura 9), lo que sugiere que,
efectivamente, existe una regulacion fina en el proceso de sintesis de sacarosa
dentro de la planta.
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Volkert et al. (2014) Solis-Guzman et al. (2017)

AtSPS1F . : Hojas cotiledonares y verdaderas.
Hojas cotiledonares y Tallo
verdaderas. oo
Estele de la raiz.
Tallo.
Columnela.
AtSPS2F Hojas cotiledonares y verdaderas.
Raiz. Estele de la raiz.
Columnela.

AtSPS3F Hojas cotiledonares. Estele de la raiz.
Tallo. Columnela.
AtSPS4F Hojas cotiledonares y .
Tallo apical.
verdaderas. .
Embriones
Tallo.

Tabla 2. Antecedentes del patron de expresion de los cuatro genes SPS de Arabidopsis thaliana.

A B C

Figura 9. Expresion de los genes SPS de A. thaliana. Se muestran imagenes representativas para los cuatro
genes SPS presentes en A. thaliana en 3 partes diferentes de la planta. A-C) Indican hoja, meristemo del tallo
y raiz para SPS1:uidA, D-F) Representativas de SPS2::uidA, G-l) Representativas de SPS3:uidA y J-L)
Representativas de SPS4::uidA (Ortiz-Calderdn, tesis de licenciatura, 2019).
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2.6. Las auxinas y otros reguladores del crecimiento vegetal

A través del tiempo, las plantas han tenido que adaptarse a las condiciones
del entorno que las rodea. Existen diferentes estimulos internos y externos que se
ven involucrados en la respuesta que la planta ofrece para poder llevar a cabo su
crecimiento y desarrollo. Uno de los factores internos son las fitohormonas, también
llamadas hormonas vegetales; estas fueron observadas desde los estudios de
Darwin, y debido a la naturaleza diversa que poseen pueden participar en procesos,
dependiendo de la célula, tejido u érgano en el que se encuentren presentes, desde
la embriogénesis hasta la senescencia (Garay-Arroyo et al., 2014).

Las fitohormonas son compuestos que se producen en el interior de la planta
a muy bajas concentraciones, derivadas de varias vias metabdlicas esenciales y
cuyo efecto se efectla a nivel celular, desencadenando distintas respuestas en el
crecimiento y desarrollo de la planta y permitiendo su control, asi como la respuesta
ante estreses quimicos y abioticos. Dentro de las fitohormonas mas estudiadas y
reconocidas se encuentran las siguientes: auxinas, citocininas, acido abscisico,
giberelinas y etileno (Figura 10). Las fitohormonas pueden actuar de forma local, en
0 cercanamente de sus sitios de sintesis 0 mediante transporte en tejidos lejanos y
actuar de forma especifica 0 complementaria regulando todos los aspectos de
crecimiento y desarrollo en la planta. (Santner et al. 2019)
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Ac. Abscisico Estrigolactonas

Figura 10. Principales reguladores del crecimiento vegetal. Férmulas quimicas para cada uno de los
reguladores del crecimiento vegetal. (Tomado y modificado de Santner et al. 2009).
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2.6.1. Funciones de las auxinas y su transporte

Las auxinas son de gran importancia en muchos aspectos del desarrollo de
la planta, ya que estan involucradas en su ciclo de vida y participan en multiples
procesos morfogénicos (Garay-Arroyo et al.,, 2014) incluyendo la formaciéon y
emergencia de raices laterales, la organizacion del meristemo, la respuesta
gravitrépica, la divisién y expansion celular, la regulacion ante las respuestas a la
luz, la arquitectura general de la raiz y del follaje, la formacién de los 6rganos y el
desarrollo vascular, y la dominancia apical, entre otros (Teale et al. 2006; Benjamins
y Scheres 2008).

Las auxinas se sintetizan en el apice del follaje, hojas jovenes y el meristemo
de la raiz. Son moléculas muy pequefias que una vez sintetizadas son distribuidas
a través del cuerpo de la planta, donde son requeridas para varios procesos (Davies
2010). La principal auxina sintetizada por las plantas es el AlA. La AlA es la hormona
mas estudiada; es sintetizada mediante el triptofano de forma dependiente e
independiente y adquiere dos formas quimicas dependiendo del pH del ambiente:
la forma sin disociar AIAH que se encuentra a pH acido y el AIA que se encuentra
a pH neutro (Figura 10). Los niveles de AIA son regulados mediante sintesis,
degradacion, inactivacion y transporte. (Munguia-Rodriguez y Martinez-Truijillo,
2018; Beltran-Pefia et al. 2015).

La respuesta auxinica es el resultado de una regulacién compleja de varios
factores, los cuales incluyen: la expresion diferencial de genes que codifican
enzimas involucradas para la sintesis de auxina, las proteinas de la via de
sefalizacion y las proteinas transportadoras. Los transportadores polares permiten
el flujo de auxinas de manera especifica en los diferentes estadios de crecimiento
en plantas. Los conjuntos libres de auxinas se modifican por conjugacion y
separacién en compartimentos (Megias et al. 2019). Por lo tanto, la actividad de las
auxinas esta regulada por su biosintesis, su transporte y su sefializacion.

El transporte de auxinas puede ser protagonizado por dos vias fisiolégicas
distintas (Figura 11). Estas vias de transporte se encuentran separadas: a) la
primera es a través del floema (no polar), de forma unidireccional del apice a la
base, y se da de manera mas rapida a larga distancia junto con los azucares que la
planta produce y no necesita de transportadores; b) la segunda via es de célula a
célula (polar), por lo que este transporte es mas lento y se da en distancias cortas,
y a diferencia del no polar, implica un gasto energético. El transporte y la distribucion
especifica de auxinas permite regular algunos procesos importantes: el desarrollo
embrionario, el mantenimiento de meristemos, las respuestas a estimulos
ambientales, etc. (Michniewicz et al. 2007; Beltran-Pefa et al. 2015).
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Figura 11. Transporte de auxinas. El transporte de auxinas puede darse de forma no polar del dpice a la raiz
mediante el floema (a) o bien de forma polar a través de la pared celular con gasto de energia (b), donde los
transportadores de eflujo e influjo juegan un roll importante. (Tomado de Beltran et al. 2015).

En el transporte polar de auxinas, la forma del AIA protonada (AIAH) se
encuentra en la pared celular debido al pH acido, mientras que las formas aniénicas
estan dentro del citoplasma (AIA") debido al pH neutro dentro de la célula. Mientras
que el AIAH puede difundir por la membrana, ese no es el caso para la forma ibnica
AlA", la cual necesita de transportadores de membrana. Por otra parte, la AIA" iGnica
también puede internalizarse en la célula mediante el acarreador AUX1 (Auxin
Transport Protein) y salir mediante los transportadores PIN (PIN-FORMED), que
determinan la direccion del flujo intercelular y permiten el establecimiento de
gradientes de auxina.

Las proteinas PIN son transportadores de eflujo de auxinas que se
encuentran presentes en las paredes celulares dependiendo del sitio al que se
requiere enviar a las auxinas. Son necesarios en el transporte polar para la posterior
redistribucion de la auxina y el establecimiento de su gradiente, y se sabe que en A.
thaliana son siete (Figura 12). Un ejemplo de su importancia es que en raices de A.
thaliana se ha observado que las concentraciones de auxinas alcanzan su punto
maximo debajo de la zona del centro quiescente, lo que hace evidente la
implementacion del gradiente de auxina por medio de los PIN; en este caso, PIN1,
que es el encargado de distribuir la auxina hacia abajo de la raiz por la parte central.
Este gradiente de auxina permite el mantenimiento de las células madre y un patrén
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de crecimiento adecuado, de manera que si este gradiente se interrumpiera se
provocaria el colapso del meristemo de la raiz llevando a la muerte de la planta.
(Muroyama y Bergmann 2019; Munguia-Rodriguez et al. 2018).

| | l*,. ‘K | ; {_. .‘! \ = ":‘)'
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- PINg BAJA i
- PIN7

CONCENTRACION DE AUXINA

Figura 12. Distribucion de los transportadores PIN y auxina en la raiz. Se muestra la distribucidon de los
transportadores PIN en la raiz de Arabidopsis thaliana donde ademas se puede observar que la concentracion
mas alta de auxinas estad representada por un tono morado mas fuerte debajo del centro quiescente que
contiene células madre lo que demuestra que el flujo de auxina a largas distancias es indispensable.
(Modificado de Muroyama y Bergmann 2019).

2.6.2. La percepcion y la sefializacion por auxinas

Como se menciond previamente, las auxinas tienen la capacidad de regular
cada aspecto dentro del crecimiento y desarrollo de las plantas. Sin embargo, para
gue estas puedan desencadenar dichas respuestas se ven involucrados diversos
factores dentro de sus cascadas de percepcién y sefalizacion. Primeramente,
podemos encontrar a cada uno de los 6 receptores de auxinas en A. thaliana,
también conocidos como proteinas F-BOX TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE1
(TIR1) y proteinas relacionadas AUXIN SIGNALING F-BOX PROTEIN 1, 2, 3, 4,5
(AFB1-5). La union que se presente dependiendo del receptor y/o proteina asociada
y auxinas serd fundamental para la especificidad del sustrato. Ademas, los
receptores TIR1/AFBS participan como subunidad del complejo de ubiquitina ligasa
(SCF) (Calderén-villalobos et al. 2010).

Podemos encontrar también a los represores transcripcionales de auxinas
(AUX/IAAS), los cuales a niveles bajos de auxinas evitan la unién de la ARN
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polimerasa a los factores de respuesta a auxinas (ARF), que son un grupo de
factores de transcripcion que regulan a los genes de respuesta a auxinas mediante
Su union a los promotores, ya sea activando o reprimiendo la expresion de genes
(Dharmasiri et al. 2005; Santner et al. 2009). De igual manera tenemos a las
proteinas activadoras de ubiquitina (ligasas), las cuales se encargan de detectar,
unir la ubiquitina, conectar con la proteina destino y finalmente poliubiquitinar a los
represores (AUX/IAAS) via el proteosoma 26S. (Munguia-Rodriguez et al. 2018;
Santner et al. 2009; Dharmasiri et al. 2005).

Habiendo mencionado los factores involucrados se tiene entonces que, en
condiciones normales a niveles bajos de auxina, los promotores para la expresion
de genes se encuentran secuestrados por los represores AUX/IAA. Cuando los
niveles de auxina se incrementan, esta actla como un estabilizador entre los
complejos co-receptores y represores lo que permite la ubiquitinacion de estos
altimos, y su posterior degradacion. Por lo tanto, los ARFS son liberados y se unen
a los genes que contienen elementos de respuesta temprana a auxinas (TGTCTC)
en sus promotores, para asi activar o reprimir la transcripcion (Figura 13) (Hayashi,
et al., 2012).

El gran numero de genes AUX/IAA y ARF en Arabidopsis (23 y 29,
respectivamente) indica que la respuesta a auxinas es muy compleja, dependiendo
tanto de sus niveles enddgenos como de la especificidad y la fuerza de la interaccion
entre diferentes grupos de proteinas (Calderén-Villalobos et al. 2012).
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Figura 13. Sefalizacion de auxinas. a) Muestra lo que sucede a bajos niveles de auxina: la transcripcion que
es dependiente de los factores de respuesta a auxina (ARF) se reprime mediante Aux/IAA y el co-represor
TOPLESS. b) Muestra como a altos niveles de auxina se permite la formacion del complejo SCFTIR1-Aux/IAA,
para llevar a cabo la ubiquitinacidn de proteinas Aux/IAA y su posterior degradacion, lo que permite a los ARFs
activar la transcripcion de genes que son regulados por auxinas. (Tomado y modificado de Santner et al. 2009).
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2.6.3. Lineas mutantes afectadas en la via de sefializacion de las auxinas

Es importante identificar las posibles consecuencias de alterar alguno de los
factores involucrados en la biosintesis sefalizacion o transporte de auxinas.
Cualquier modificacion de su homedstasis conlleva a cambios fenotipicos de gran
relevancia; algunos de ellos se han podido observar mediante el uso de mutantes,
tanto en aquellas en que se produce una sobre-expresion de auxinas (superrootl),
como en aquellas en que su transporte se ha visto alterado (pinl), o en los que se
ha reprimido la sintesis de auxina (wei8tar2), lo que demuestra que cualquier
cambio que pueda modificar las concentraciones o la distribucion de auxina en
plantas, puede ser importante, e incluso mortal (Figura 14) (Paque y Weijers 2016).

N

tir1,afb2,afb3

S—

arf6, arf8

tir1, afb2, afb3

Figura 14. Lineas mutantes de auxinas y sus efectos en el desarrollo y crecimiento de plantas de A. thaliana.
Al centro de color verde, se puede observar el desarrollo adecuado de una plantula y una planta adulta
silvestre tanto en la arquitectura de la raiz como en el tallo y hojas. Por otra parte, las imagenes en recuadros
nos muestran los distintos mutantes para la homeostasis de auxinas, donde las mutantes con afectacién de
biosintesis de auxina se representan con los cuadros marrones, en las que surl es sobre-expresor y wei8tar2
no produce sintesis de auxinas. Los recuadros azul claro muestran el crecimiento de mutantes afectadas en la
sefializacion de auxinas: mutados en el arf5, en un inhibidor de transcripcién de auxina llamado iaa14 (forma
raices solitarias) y en co-receptores de auxina (tir1, afb2, afb3). Los cuadros verdes nos muestran el desarrollo
y crecimiento de plantulas con mutantes en transportadores tanto de influjo (aux1) como de eflujo de auxina
(pin1). (Tomado de Paque y Weijers 2016).
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2.7. Relaciéon carbohidrato-auxina

La planta depende de muchos estimulos ambientales que se encuentran
determinando su crecimiento y desarrollo a lo largo de toda su vida. Existen muchos
trabajos en los cuales se ha descrito como diferentes azicares generan cambios en
la sefializacién de auxinas. Un ejemplo de ello es que la sacarosa se encuentra
implicada en la afectacion de la biosintesis y distribucion de auxinas, llegando
incluso a incrementar la biosintesis del IAA de manera particular. Lo anterior es de
suma importancia debido a que las auxinas se ven implicadas en casi todos los
procesos de crecimiento y desarrollo dentro de la planta. Sin embargo, es poco lo
que se sabe acerca de cémo las auxinas pueden influir en la biosintesis de
azucares, asi como en la expresion de genes involucrados en la sintesis de
sacarosa como los genes SPS (Robert 2019; Garcia-Gonzalez et al. 2021).

A pesar de ello, se ha visto que existe una relacion entre el papel que
desempefian las auxinas y los azlcares dentro de la planta. Es debido a ello que la
planta puede regular de una manera mas fina diversos procesos dentro de su
crecimiento y desarrollo: la formacion del fruto y la semilla, asi como la arquitectura
radicular. Por ejemplo, la morfogénesis del fruto es una actividad para la cual la
planta requiere auxinas, pero a su vez esto da origen a un alto flujo de azlcares
para cubrir los requerimientos energéticos del embriébn. Aunado a ello, la
comunicacién entre auxina-sacarosa desempefia un balance para la correcta
division y expansion celular en la semilla. Por otro lado, cuando la sacarosa se
encuentra presente en el medio de crecimiento se ha visto un incremento en la
emergencia de pelos radiculares, lo que permite una mejor absorcion de nutrientes
e incremento en la superficie de la raiz. Sin embargo, estos pelos radiculares
necesitan de auxinas para continuar su crecimiento. Otro ejemplo es que el
transportador de eflujo de auxinas PINFORMED 2 (PIN2) esta involucrado en el
crecimiento de la raiz, pero esta regulado entre otros aspectos externos por la
disponibilidad de nutrientes (Garcia-Gonzéalez et al. 2021).

De manera especifica, durante sus primeros estadios de crecimiento el
embrién se encarga de producir auxinas para poder crecer mediante division y
elongacién celular. Sin embargo, también requerird las auxinas para incrementar su
capacidad de atraer hidratos de carbono desde la hoja. Lo anterior sera la base para
cubrir sus requerimientos energéticos en todos los procesos durante el desarrollo
del fruto. Debido a ello, existen auxinas como el NAA (acido 1-naftalenacético) que
son utilizadas exclusivamente para incrementar el tamafio del fruto y con ello
generar mayores ganancias econdmicas en campos agricolas (Fichet 2019).

Como se menciona anteriormente, a las auxinas se les atribuye un papel

fundamental para la atraccion de hidratos de carbono. Para ello, las auxinas, por
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ellas mismas o por medio de las giberelinas, tienen la capacidad de generar la
sintesis de enzimas que permitan desdoblar a la molécula de sacarosa en
monosacaridos mas simples de asimilar y los cuales son la fuente de energia para
todos los procesos de crecimiento y desarrollo. Un ejemplo de ello son los azlcares
necesarios para la sintesis de la pared celular, la cual es constituida por polimeros
de glucosa que en conjunto forman moléculas de celulosa y a su vez fibrillas de
celulosa (Garay-Arroyo et al. 2014).

Algunos otros ejemplos del papel que fungen en conjunto las auxinas y los
azucares son que, al haber una exportacion de auxinas y afluencia de azucares de
manera conjunta, se activa el crecimiento de segundos brotes en el crisantemo, ya
que gracias a ello se rompe la dominancia apical para poder dar origen a mas
meristemos florales (Sun et al. 2021).

De igual manera, se sabe que al presentarse una alteracibn en la
homedstasis de auxinas los granos de arroz suelen tener menor o mayor tamanio.
Se ha visto que al regular una menor expresion del gen OsYucll, el cual esta
involucrado en el metabolismo de AIA, se genera una menor acumulacion de
almidon, generando granos mas pequefios (Zhang et al. 2021). Por otra parte, al
aplicar AIA de manera exdgena los niveles de sacarosa se incrementan, ya que a
su vez aumentan los niveles de expresion génica de sus transportadores, lo que
conlleva a un mayor tamafio de los granos de arroz (Deng et al. 2021).
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3. JUSTIFICACION

La sacarosa en diafonia con las auxinas, modulan diversos procesos dentro
de las plantas. Se ha caracterizado que los azucares generan cambios dentro del
metabolismo, transporte y la sefializacion de auxinas. Sin embargo, se desconoce
el efecto enddgeno de las auxinas sobre la expresion de genes que codifican
enzimas SPS.

4. HIPOTESIS

La alteracion en la via de sefalizacion de las auxinas modificara la expresion
de los genes que codifican enzimas SPS en Arabidopsis thaliana.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General

Caracterizar el efecto de la alteracién de la via de sefializacién de auxinas en la
expresion de los genes que codifican enzimas SPS en Arabidopsis thaliana L.

5.2. Objetivos particulares

» Determinar el efecto de mutaciones de la via de sefializacién de auxinas en
la distribucion de la expresion conferida por los promotores de los genes SPS
en los tejidos y 6rganos, utilizando un gen reportero.

» Determinar el efecto de las auxinas exdgenas en los patrones de expresion
de los genes SPS.

» Caracterizar la expresion de los genes SPS en etapas de floracion y
fructificacion.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Material bioldgico

6.1.1. Mutantes en la via de sefalizacion de auxinas

tirlafb2afb3 (Parry et al. 2009), contiene mutaciones en tres genes que
codifican receptores de auxinas. axrl-3 (iaal7) (Lincoln et al. 1990), contiene una
mutacion en gen IAA17 que codifica un represor de auxinas. arf7arf19 (Okushima
et al. 2007), contiene mutaciones en arf7 y arfl9 que codifican factores de
transcripcion de respuesta a auxinas. aux1-7 (Pickett et al. 1990), contiene una
mutacion en un gen que codifica un transportador de auxina. 35S::YUCCA4
(Munguia-Rodriguez et al. 2020), codifica para monooxigenasas de flavina las
cuales se implican en la biosintesis de auxinas, por lo que contiene una mutacién
que incrementa la biosintesis de éstas.

6.1.2. Lineas reporteras de la sintesis de sacarosa

AtSPS1F::uidA, AtSPS2F:uidA, AtSPS3F:uidA, AtSPS4F:uidA (Solis-
Guzman et al. 2017). Contienen los promotores de los genes SPS unidos al gen
reportero uidA (GUS).

6.2. Métodos

6.2.1. Desinfeccion de semillas

Las semillas se desinfectaron superficialmente por medio de lavados en
agitacion con 700 ul de hipoclorito de sodio (NaClO3s) al 20% (v/v de agua), seguido
de etanol (C2HsOH) al 96% (v/v de agua) durante 5 minutos. Una vez retirada esta
ltima solucion se realizaron 3 enjuagues con agua desionizada estéril y las semillas
fueron suspendidas en 1 ml de la misma dentro de tubos Eppendorf. Por ultimo, se
colocaron en refrigeraciéon a 4°C en oscuridad por 48 horas para promover y
homogeneizar su germinacion (Figura 15).
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6.2.2. Condiciones generales del crecimiento de las plantas

Las semillas fueron germinadas en medio MS 0.2x (Murashige y Skoog,
1962) suplementado con sacarosa al 0.6%, agar para plantas al 1% (w/v)
(Phytotechnology Laboratories) y pH 7. Las plantas se crecieron en una camara de
crecimiento con un fotoperiodo de 18 h de luz (300 uM m? s'1) y 6 h de oscuridad,
con una humedad de 70-75%, orientadas en posicion vertical para permitir el
crecimiento del sistema radical sobre el medio a un angulo de 65° (Figura 15).
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Figura 15. Desinfeccion de semilla y crecimiento de las plantulas. De acuerdo a lo descrito acorde a
materiales y métodos.

6.2.3. Generacion de plantas mutantes en la ruta de sefializacién de auxina
con expresion de las construcciones genéticas AtSPS1F::uidA,
AtSPS2F::uidA, AtSPS3F::uidA y AtSPS4F::uidA.

Las cruzas se realizaron polinizando manualmente las flores de las plantas
mutantes con polen de las lineas reporteras. Las flores completamente
desarrolladas de las lineas transgénicas reporteras fueron cortadas y sus estambres
fueron separados del resto de la flor; se pusieron en contacto las anteras con el
estigma de la planta mutante cubriendo con polen su superficie, proceso que con el
tiempo nos dio origen a una silicua (fruto) con semillas denominadas generacion
filial 1 (F1). Se seleccionaron las plantas F1 que mostraron expresion y fenotipo del
gen reportero uidA y se propagaron hasta producir semillas, llamadas generacién
F2; donde las semillas fueron cosechadas, sembradas y analizadas para determinar
la segregacion de la expresion del gen reportero y el fenotipo de la planta mutante
(planta madre). Las plantulas con expresion de uidA y fenotipo mutante fueron
crecidas en sustrato para producir la F3. Por altimo, se seleccionaron las plantas
gue mostraron el 100% de las semillas con expresion del gen reportero y que
ademas mostraron el fenotipo mutante (Figura 16).
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Figura 16. Generacion de las cruzas. De acuerdo a lo descrito acorde a materiales y métodos se generaron
cruzas entre las cuatro lineas reporteras SPS y las lineas mutantes de la sefializacién de auxinas.

6.2.4. Tincién histoquimica de GUS

Las plantas con el gen reportero uidA (Jefferson et al. 1987) fueron incubadas
con el sustrato X-Gluc 0.1% (5-bromo-4-cloro-3-indol 3-D-glucuronido) en solucién
amortiguadora de fosfatos (NaH2PO4 y NazHPOg4, 0.1 M, pH 7.0) con 2 mM de
ferrocianuro de potasio y 2 mM de ferricianuro de potasio, durante 12 horas a 37 °C.
Las plantas se clarificaron y fijaron con 0.24 N HCI| en metanol 20% (v/v) durante 60
min a 62 °C. La solucion se sustituyé por NaOH 7% (v/v) en etanol 60% (v/v) durante
20 min a temperatura ambiente. Las plantas se hidrataron con tratamientos de
etanol a 40, 20 y 10% (v/v) sucesivamente por 20 min en cada periodo. Finalmente,
se substituyo el etanol con glicerol 50% (v/v). Las diferentes partes de la planta asi
procesadas se incluyeron en portaobjetos para su andlisis al microscopio (Malamy
y Benfey 1997).

25



6.2.5. Andlisis de los estadios de desarrollo en los primordios de la raiz para
las cuatro lineas reporteras SPS presentes en A. thaliana y la linea DR5::uidA

Las semillas de cada una de las cuatro lineas reporteras y de la linea
DRS5::uidA fueron desinfectadas y sembradas con base en lo descrito anteriormente.
Una vez transcurridos los 12 dias de crecimiento, se les realizé una tincion
histoquimica para posteriormente analizar con la ayuda del microscopio
estereoscopico el estadio de crecimiento de los primordios de la raiz,
categorizandose del 1 al 7 de acuerdo a lo descrito por Malamy y Benfey (1997).

6.2.6. Suplementacion de auxinas de forma exdgena

De manera adicional a lo descrito anteriormente en los apartados de
desinfeccidén de semillas y condiciones generales de crecimiento de las plantas, se
suplementaron al medio MS de forma manual dos auxinas: AIA y NAA. Dichas
auxinas fueron suplementas a cinco diferentes concentraciones: 0.12 uM, 0.25 uM,
0.5 uM, 0.75 uM y 1 uM. Lo anterior se llevé a cabo con las cuatro lineas reporteras
SPSy la linea sobre-expresora 35S::YUCCA4; incluyéndose ademas un control.

6.2.7. Fotografia

El andlisis de las plantulas (hoja, meristemo del tallo y meristemo de la raiz),
asi como los primordios de la raiz, se realiz6 con un microscopio estereoscopico
marca Zeiss. Las imagenes fueron captadas con una camara digital adaptada al
microscopio marca SONY modelo DSCS75 y se procesaron con el software Axio
Vision 4AC.

El analisis de flor y fruto, asi como la plantula a diferentes concentraciones de
AlA y NAA se realizaron con lupa estéreo microscépica marca Zanzeigen. Las
imagenes fueron captadas con una camara digital adaptada al microscopio marca
SONY modelo MU1000 y se procesaron con el software AMSCOPE.
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7. RESULTADOS

7.1. Expresion de los genes reporteros SPS en el fondo genético de lineas
mutantes afectadas en la via de sefializacion de las auxinas.

El marcador SPS1F::uidA permitié determinar la expresion conferida por el
promotor del gen SPS1 de A. thaliana en las diferentes partes de la planta. Esta
expresion se evalud en un fondo silvestre y en plantas mutantes en genes de la ruta
de sefializacion de las auxinas. La coloracion azul muestra los sitios de expresion.
En la figura 17 se presentan imagenes representativas de los resultados obtenidos,
de los que se puede destacar lo siguiente:

La expresion conferida por SPS1 en las hojas, caracteristica del fondo
silvestre (control), se mantiene en varias mutantes, con excepcion de auxl-7
alterada en un transportador de auxina, lo que sugiere que el transporte de esta
hormona en la hoja altera la expresion conferida por este gen. Ademas, también se
pierde la expresion en la linea sobreexpresora que incrementa la concentracion
enddgena de auxina (35S::YUCCA).

Para el tallo, en la region donde se forman los brotes de las hojas la expresion
en la mutante aux1-7, a diferencia de lo que ocurre en las hojas maduras, la
expresion de SPS1 es mas acentuada, lo que puede estar relacionado a que en
estos sitios jovenes hay una mayor sintesis de auxina. De igual forma a lo que ocurre
en las hojas maduras, en la linea con mayor concentracion de auxina,
35S:YUCCAA4, se pierde la expresion. En la raiz, la mayor expresion de SPS1 en el
apice, caracteristica del fondo silvestre, se pierde en la mutante aux1-7, sugiriendo
gue también en este 6rgano el transporte de auxina esta influyendo en la expresiéon
de este gen. Nuevamente, en la mutante con mayor concentracion de auxina,
35S:YUCCAA4, no se encontrd expresion.

En la flor, la expresion en el fondo silvestre es notable, pero no asi en las
diferentes mutantes, lo que sugiere que la expresion conferida por SPS1 en este
organo es mas sensible a los cambios de auxina ocasionados por las mutaciones
en la via de sefializacion. En las mutantes 35S:YUCCA4 y axrl-3 la expresion solo
se observo en la unidn del eje floral. En el fruto, por experiencias anteriores, ha sido
dificil encontrar la expresion conferida por SPS1, posiblemente porque los tiempos
del desarrollo en que ocurre esta expresion son muy especificos y breves; y, en esta
ocasion, no fue posible detectarla.

En general, la mayor afectacion en los patrones de expresion conferida por
SPS1 se encontré cuando se afecta el transporte de auxina, como lo demuestran
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los resultados con la mutante aux1-7. Y, al parecer, también un incremento general
en la concentracion endégena de esta hormona disminuye la expresién de este gen.

SPS1F:uidA SPS1F::uidA/ SPS1F::uidA/ SPS1F::uidA/ SPS1F::uidA/ SPS1F::uidA/
& tirtafb2afb3 axr1-3 arf7arf19 aux 1-7 358::YUCCA4

Figura 17. Efecto de las mutaciones en la via de sefalizacion auxinica en cruza con la linea reportera
SPS1F::uidA en A. thaliana para diferentes partes de la planta. Semillas de A. thaliana fueron germinadas y
a los 12 de crecimiento se realizo la tincién acorde a lo descrito en materiales y métodos. Posteriormente se
transfirieron a sustrato y se llevaron a un estadio adulto donde se recolecté flor y fruto para su analisis por
métodos histoquimicos. A1-A6) Hoja cotiledonar. B1-B6) Meristemo del tallo. C1-C6) Meristemo de la raiz. D1-
D6) Fruto. E1-E6) Flor.
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El marcador SPS2F::uidA permitié determinar la expresion conferida por el
promotor del gen SPS2 de A. thaliana en las diferentes partes de la planta. Esta
expresion se evalué en un fondo silvestre y en plantas mutantes en genes de la ruta
de sefializacion de las auxinas. La coloracién azul muestra los sitios de expresion.
En la figura 18 se presentan imagenes representativas de los resultados obtenidos,
de los que se puede destacar lo siguiente:

Para la hoja, la expresion en el fondo silvestre se presentd, aunque de forma
débil, con pequefios incrementos en las cruzas con tirlafb2afb3, aux1-7 y axrl-3 en
el apice y nervadura de la hoja.

En los brotes del tallo no se encontré expresion en el fondo silvestre ni en las
diferentes mutantes, lo que ha sido una constante con otros reportes de nuestro
grupo de trabajo.

En el meristemo apical de laraiz, del cual el gen SPS2::uidA es caracteristico
en su expresion, la expresion se presentd, ademas del fondo silvestre, en la cruza
con axrl-3, en el que ademas se generd un cambio en dicho patrén. Esto sugiere
gue la inactivaciéon del represor IAAL17 no interfiere con la expresion de SPS2.

En el caso de la flor, la expresién del gen mostré una disminucién en la
expresion de manera general con respecto al control silvestre, presentandose solo
en el eje floral en la unién al pedicelo para 3 de las 5 cruzas: arf7arfl9,
35S::YUCCA4 y tirlafb2afb3.

Para el fruto, fue evidente la expresion del gen en la zona de unién del
pedicelo y la valva en 4 de las 5 cruzas. Solo la cruza con aux1-7 no mostré
expresion.
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SPSoFiuigd  SPS2F:uidA/  SPS2FuuidA/  SPS2FiuidA/  SPS2F:iuidA/  SPS2F:uidA/
tirfafb2afb3 axrt-3 arffarf19 aux 1.7 355::YUCCA4

Figura 18. Efecto de las mutaciones en la via de sefalizacién auxinica en cruza con la linea reportera
SPS2F::uidA presente en A. thaliana, para cinco diferentes partes de la planta analizadas. Semillas de A.
thaliana fueron germinadas y a los 12 de crecimiento se realizo tincion acorde a lo descrito en materiales y
métodos. Posteriormente se transfirieron a sustrato y se llevaron a un estadio adulto donde se recolecté flor
y fruto para su analisis por métodos histoquimicos. A1-A6) Hoja cotiledonar. B1-B6) Meristemo del tallo. C1-
C6) Meristemo de la raiz. D1-D6) Fruto. E1-E6) Flor.
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El marcador SPS3F::uidA permiti6 determinar la expresion conferida por el
promotor del gen SPS3 de A. thaliana en las diferentes partes de la planta. Esta
expresion se evalud en un fondo silvestre y en plantas mutantes en genes de la ruta
de sefalizacion de las auxinas. La coloracion azul muestra los sitios de expresion.
En la figura 19 se presentan imagenes representativas de los resultados obtenidos,
de los que se puede destacar lo siguiente:

La expresion del gen SPS3F::uidA es caracteristica a lo largo de la nervadura
de la hoja. Ademas, se observé que en las cruzas axrl-3, arf7arf19 y 35S:YUCCA4
la expresidn se extendio al 4pice de la hoja.

En los brotes del tallo hay una expresion débil en el control de fondo silvestre,
que fue menos notable en las mutantes arf7arf19 y tirlafb2fb3. En cambio, en axrl-
3 la expresion se incremento.

En la raiz, en el fondo silvestre el gen SPS3F:.uidA se expresa en la
columnelay el centro quiescente. De manera adicional a ello, 35S::YUCCA4 y axrl-
3 mostraron expresion a lo largo de los haces vasculares, lo que puede tener
relacion con el aumento de auxina, ya que en axrl-3 esté inactivo el represor IAA17
y en 35S::YUCCA4 hay una mayor cantidad de auxina enddgena.

Para el fruto, se observd un aumento y cambio del patrén de expresion en las
cruzas; donde en axrl-3 se presentd en la parte final superior de las valvas y en
tirlafb2fb3 y 35S::YUCCA4 en la union del pedicelo a las valvas.

Para la flor se logré ver que la expresion fue diferencial entre cruzas y entre
las partes de la flor en cuestion. De manera Unica en tirlafb2fb3 se presentd
expresion en los filamentos de los estambres, los pétalos y a lo largo del pedicelo,
siendo asi la que mas se asemeja a la planta control. En arf7arf19 y 35S::YUCCA4
la expresion se percibié en el pedicelo y la union del eje floral. En aux1-7 la
expresion solo se distinguio en el gineceo, y fue indetectable para axrl-3.
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Figura 19. Efecto de las mutaciones en la via de sefalizacidon auxinica en cruza con la linea reportera
SPS3F::uidA de A. thaliana, para diferentes partes de la planta. Semillas de A. thaliana fueron germinadas y
a los 8 de crecimiento se realizé tincion acorde a lo descrito en materiales y métodos. Posteriormente se
transfirieron a sustrato y se llevaron a un estadio adulto donde se recolecté flor y fruto para su analisis por
métodos histoquimicos. A1-A6) Hoja cotiledonar. B1-B6) Meristemo del tallo. C1-C6) Meristemo de la raiz. D1-
D6) Fruto. E1-E6) Flor.
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El marcador SPS4F::uidA permitié6 determinar la expresion conferida por el
promotor del gen SPS4 de A. thaliana en las diferentes partes de la planta. Esta
expresion se evalud en un fondo silvestre y en plantas mutantes en genes de la ruta
de sefializacion de las auxinas. La coloracion azul muestra los sitios de expresion.
En la figura 20 se presentan imagenes representativas de los resultados obtenidos.

Volkert y colaboradores, en el 2014, mencionaron la expresion del gen
SPSA4F::uidA en la hoja. Sin embargo, Solis-Guzman y colaboradores en el 2017 no
la reportan. En nuestro trabajo, las cruzas con 35S::YUCCA4 y aux1-7 mostraron
similitud a lo reportado por Volkert , mientras que las otras 3 cruzas a lo reportado
por Solis-Guzman. De cualquier forma, la expresion, cuando se presento, fue poco
notable.

La expresion del gen SPS4F::uidA es caracteristica del meristemo del tallo,
lo que se puede observar en 4 de nuestras cruzas, a excepcion de axrl-3 en que
se encuentra inactivado el represor IAA17.

Para el meristemo de la raiz, no ha sido documentada la expresion del gen
SPS4F::uidA en el fondo silvestre. Sin embargo, logramos percibir una expresion
débil para las cruzas axrl-3, aux1-7 y 35S::YUCCAA4.

El gen SPS4F::uidA es el Unico gen SPS de A. thaliana en que se ha
reportado expresion en los embriones. No obstante, por comunicacién personal
(Solis-Guzman) esto ocurre en pocas muestras analizadas. En nuestra cruza con
arf7arf19 se encontré la expresion en algunas semillas en desarrollo dentro del fruto.
En 35S::YUCCA4 la expresion se presenta en la union del pedicelo y la valva. Para
las otras 3 cruzas no se observo expresion.

En el caso de la flor, en 3 de nuestras cruzas se observé una disminucion de
la expresién del gen, mientras que en la cruza de arf7arf19 se dio una expresién en
las semillas en desarrollo, los filamentos de los estambres y la union al meristemo
floral. En la cruza de 35S::YUCCAA4 la expresion se presentd en los filamentos de
los estambres y el pistilo.
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SPS4F::uidA SPS4F:: uidA / SPS4F::uidA/ SPS4F::uidA/ SPS4F::uidA/ SPS4F::uidA/
tirtafb2afb3 axr1-3 arf7arf19 aux 1-7 35S::YUCCA4
Figura 20. Efecto de las mutaciones en la via de sefalizacion auxinica en cruza con la linea reportera
SPS4F::uidA presente en A. thaliana, para diferentes partes de la planta. Semillas de A. thaliana fueron
germinadas y a los 8 de crecimiento se realizd tincion acorde a lo descrito en materiales y métodos.
Posteriormente se transfirieron a sustrato y se llevaron a un estadio adulto donde se recolectd flor y fruto

para su analisis por métodos histoquimicos. A1-A6) Hoja cotiledonar. B1-B6) Meristemo del tallo. C1-C6)
Meristemo de la raiz. D1-D6) Fruto. E1-E6) Flor.
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7.2. Efecto de las auxinas en la expresion de los genes SPS de A. thaliana

En las secciones anteriores de resultados, se analizo el efecto de mutaciones
en la via de sefalizacién de auxinas en la expresién conferida por los promotores
de los genes SPS de A. thaliana usando el gen reportero uidA (GUS). En estos
casos se puede alterar la concentracion enddgena de auxina o bien su distribucion,
lo cual es un escenario mas natural con relacién a los suplementos de auxina de
manera exodgena. No obstante, los experimentos de adicion de hormonas
proporcionan informacién adicional y son complementarios a los estudios con
mutantes, por lo que también se realizaron.

En los medios de cultivo en que crecieron las plantas de Arabidopsis se
adicionaron, de forma separada, dos tipos de auxinas, acido indol acético (IAA) y
acido naftalenacético (NAA), en diferentes concentraciones. Al suplementar IAA de
manera exogena se puede destacar lo siguiente: se observd una afectacion en el
fenotipo, con una disminucién de la longitud de la raiz primaria y un incremento en
el numero de pelos radiculares y de raices laterales de una manera dependiente de
la concentracion de la hormona (Figura 21).
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Figura 21. Crecimiento representativo de las lineas reporteras SPS presentes en A. thaliana al suplementar
de manera exdgena IAA. Acorde a materiales y métodos las semillas de las cuatro lineas reporteras fueron
desinfectadas y sembradas en medio MS al cual ademas se le afiadid IAA en 5 concentraciones: 0 uM, 0.12
KM, 0.25 uM, 0.5 uM,0.75 uM y 1 uM.
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La expresion de los genes SPS al adicionar IAA se presenta en la figura 22.
De forma particular, para el gen SPS1F::uidA en las concentraciones mas bajas
(0.22 uM y 0.25 puM) no se logré observar expresion del gen en ninglin 6rgano de la
plantula, pero posteriormente en las concentraciones mas altas (0.5 pM, 0.75 yM y
1 pM) se logro percibir un incremento en la expresion del gen en las hojas. Para el
gen SPS2F::uidA, SPS3F::uidA y SPS4F::uidA la expresion de cada gen se hace
mas evidente, conforme la dosis se incrementa para la raiz, hoja y el meristemo del
tallo respectivamente (Figura 22).

CONTROL 0.12uM  025uM  05uM  0.75uM 1M

SPS2F::uidA

SPS3F::uidA

SPS4F::uidA

Figura 22. Expresion de los cuatro genes SPS presentes en A. thaliana cuando se suplementé IAA. Al medio
MS se le afiadieron 5 concentraciones diferentes de IAA: 0 uM, 0.12 pM, 0.25 pM, 0.5 uM,0.75 pM y 1 uM y
en él posteriormente se sembraron semillas de las lineas reporteras SPS de A. thaliana. De izquierda a derecha
se muestra el incremento de las concentraciones de IAA.
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Al suplementar NAA de manera exdgena, los resultados fueron los
siguientes:

De manera general, fenotipicamente se observa que a manera que la dosis
suplementada se incrementa, la longitud de la raiz primaria decrece y aumenta el
namero de pelos radiculares y raices laterales, de manera similar a lo observado
con IAA (Figura 23).
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Figura 23. Representativa de crecimiento para los genes SPS de A. thaliana al suplementar NAA. Se
desinfectaron y sembraron semillas suplementando la auxina NAA de manera exdgena a cinco
concentraciones: 0 uM, 0.12 uM, 0.25 uM, 0.5 uM,0.75 uM y 1 uM. Lo anterior acorde a lo descrito en
materiales y métodos.

En lo referente a la expresion (Figura 24), en los cuatro genes se observo un
cambio de expresién en comparacion con la planta control. Para SPS1F::uidA y
SPS2F::uidA la expresion del gen en raiz aumenta conforme la concentracion es
mas alta (0.75 uM y 1 uM). Para el gen SPS3F::uidA, la expresion disminuye en
hojas y aumenta en el meristemo del tallo a manera dosis dependiente. Mientras
que para SPS4F::uidA, se logra observar una expresion en el meristemo de la raiz
y raices laterales, lo cual no ha sido documentado como algo caracteristico del gen;
ademas de que se muestra un incremento de expresion en el meristemo del tallo en
las concentraciones mas elevadas (0.75 uM y 1 uM).
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Figura 24. Efecto del NAA en la expresion de los genes SPS en A. thaliana. Acorde a materiales y métodos se
sembraron semillas de las cuatro lineas reporteras SPS de A. thaliana en medio MS suplementado con 5
diferentes concentraciones de NAA: 0 uM, 0.12 uM, 0.25 uM, 0.5 uM,0.75 pM y 1 uM. A los 12 dias de
crecimiento fueron tefiidas por métodos histoquimicos y posteriormente analizadas al microscopio. El
incremento de las concentraciones esta representado de izquierda a derecha para cada una de las lineas
reporteras SPS.

Con base en nuestros resultados, se puede observar que el patrén de
expresion de los genes SPS es diferente cuando las auxinas se aplican de manera
exdgena con relacién a cuando se presenta una mutacion especifica en la via de
sefalizacion de auxina, lo cual era de esperarse. Mientras que en una mutante se
afecta ya sea la recepcion de la hormona, un factor de transcripcion, un represor de
transcripcion o el transporte, que conllevan a una modificacién especifica en la
cantidad y distribucion de la auxina, en la aplicacion exdgena la auxina esta
presente en un exceso y puede imponerse sobre el mecanismo de sefializacion. Es
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decir, las células y sus genes al estar en contacto con suficiente auxina, tienen una
respuesta en esas condiciones. Se puede sugerir que, al final de cuentas, los
promotores de los genes SPS1 y SPS2 incrementan su expresion cuando hay
suficiente auxina, mientras que SPS3 y SPS4 no se ven afectados de manera
notable con el incremento de auxina.

En las secciones anteriores, se observO que en el caso de
SPS1::uidA/35S::YUCCA4 hubo una disminucion de expresion del gen reportero;
mientras que en SPS1::uidA al suplementar NAA y IAA se observo un incremento
de expresion del mismo. Lo mismo sucede con SPS2::uidA/35S::YUCCA4 donde se
pierde la expresion del gen en raiz y por el contrario; con IAA 'y NAA incrementa,
siendo mas notorio para NAA. En teoria, esperariamos que en la linea sobre
expresora 35S::YUCCA4 también se incrementara la expresion de SPS1 y SPS2;
sin embargo, hay que considerar que el incremento de auxina en 35S::YUCCA4 es
en los sitios de sintesis y todavia se requiere el transporte de la hormona para llegar
a las otras partes de la planta.

En la linea SPS3::uidA/35S::YUCCA4 (Figura 19) la expresion del gen no
tiene cambios notables con relacion al control, o que se confirma con la expresion
conferida por el promotor de SPS3 en los medios suplementados con IAA y NAA.
En cambio, en la linea SPS4::uidA/35S::YUCCA4 (Figura 20) hay un incremento en
la expresion en los brotes del tallo, al igual que cuando hay suplementos de I1AA 'y
NAA, lo cual es concordante; y, adicionalmente, en los medios suplementados con
las hormonas también se incrementa la expresion en la raiz.

De manera general, se puede concluir que la expresién conferida por los
promotores de los genes SPS1y SPS2 se ve incrementada de forma notable con la
presencia exdégena de auxinas, mientras que los incrementos son mas deébiles para
la expresion conferida por los promotores SPS3 y SPS4. Estos efectos fueron mas
acentuados con NAA con respecto a IAA, debido posiblemente a la mayor
estabilidad de NAA.
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7.3. Efecto de auxinas exdgenas en el crecimiento y desarrollo de la linea
35S::YUCCA4

Para conocer el efecto de las auxinas exdgenas en el desarrollo de la linea
sobre productora de auxinas 35S::YUCCA4, se adicionaron diferentes
concentraciones de IAA y NAA a los medios de crecimiento (0 puM, 0.12 pM, 0.25
MM, 0.5 uM,0.75 pM y 1 pM). Los resultados obtenidos muestran que al afadir IAA,
la longitud de la raiz primaria disminuy6 y aumento el nimero de pelos radiculares
y las raices laterales. (Figura 25).
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Figura 25. Efecto del IAA en el crecimiento y desarrollo de plantas de A. thaliana 35S::YUCCA4. Se
desinfectaron y sembraron semillas de la linea mutante de la via de sefializacidon de auxinas 35S::YUCCA4 en
medio MS al cual le fue afiadido la auxina IAA a diversas concentraciones: : 0 uM, 0.12 uM, 0.25 uM, 0.5
pUM,0.75 uM y 1 uM, donde ademads se incluyé un control. Todo lo anterior se hizo en base a lo descrito en
materiales y métodos.

Cuando se afadiéo NAA, se observo una afectacion en el fenotipo a manera
dosis dependiente para la raiz y la hoja. Dicha afectacién represento en la raiz una
disminucién de la longitud de la raiz primaria y a la vez conllevo al incremento de
pelos radiculares y de raices adventicias. Para la hoja desencadend un menor vigor
en las dosis mas altas 0.75 uM y 1 pM (Figura 26).

40



=

1 47}

355::YUCCA4 4 35S:YUCCA4
' ' 0.25 uM NAA

3ss:yuccad i/ \ . \ 355::YUCCA4

.. OSHMNAA ) 5 7 1uM NAA
O . / i > -

Figura 26. Efecto de NAA sobre el crecimiento y desarrollo de plantulas de 35S::YUCCA4. Semillas de
35S::YUCCA4 fueron desinfectadas y sembradas en medio MS al cual se le suplementd la auxina NAA de
manera exdgena a cinco concentraciones: 0 uM, 0.12 uM, 0.25 pM, 0.5 uM,0.75 uM y 1 pM incluyendo
ademads un control. Lo anterior se hizo acorde a lo descrito en materiales y métodos.
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8. DISCUSION

Las plantas poseen una gran plasticidad fenotipica entre las caracteristicas
gue les permiten sobrevivir. Gracias a ello, tienen la posibilidad de adaptarse a su
medio y las condiciones cambiantes y desafiantes que se les presentan, tanto de
manera bidtica como abiotica (Forbe y Lorenzo 2001). Se ha reportado que la
sacarosa esta involucrada en diferentes aspectos del crecimiento y desarrollo de las
plantas; y, aunado a ello, se sabe que responde ante diversos tipos de estrés, como
el frio y el estrés osmoético (Lutfiyya et al. 2007; Solis-Guzman et al. 2017).
Adicionalmente, y de manera especifica, la enzima SPS es la pieza clave que regula
la asimilacion del carbono y la reparticion de fotoasimilados entre la sacarosa y el
almidén (Choudhury et al. 2008).

La comprension y el andlisis de las fitohormonas ha permitido llevar a cabo
el mejoramiento de las condiciones asociadas al crecimiento y desarrollo de las
plantas; incluidos la produccion de diferentes metabolitos secundarios, los tiempos
de crecimiento, la reaccidén ante agentes patdgenos e inclusive procesos especificos
como la maduracion de frutos y la fotosintesis. Esto ha permitido que se potencialice
el proceso de cultivo ante las probleméaticas agricolas actuales y la demanda
mundial de alimentos (Alcantara-Cortes et al. 2019).

Para profundizar en el efecto que generan las mutaciones en la via de
sefalizacion auxinica sobre la biosintesis de sacarosay, a su vez, cOmo esto afecta
el crecimiento y desarrollo de plantas de A. thaliana, se analizé el cambio del patrén
de expresion conferido por los promotores de los genes SPS utilizando una fusién
al marcador genético uidA. De esta forma se generaron cruzas entre las 4 lineas
reporteras de genes SPS y diferentes lineas mutantes de la sefializacion de auxinas,
incluida una linea sobreexpresora de la hormona. Asi mismo, se analizé el efecto
gue genera la aplicacion de auxinas exégenas, en diferentes concentraciones, en el
patron de expresion de los genes SPS.

8.1. Existen diferencias en el patrén de expresion de los genes SPS de A.
thaliana bajo los diferentes fondos mutantes de la via de sefalizacién
auxinica.

Hay varios trabajos en los cuales se ha constatado el efecto que los azlcares
ejercen sobre los diferentes aspectos implicados en la regulacion de auxinas. En el
caso particular de A. thaliana, se ha documentado que al suplementar el medio de
crecimiento con sacarosa hay un incremento en los niveles de auxinas y su
transporte polar (Lilley et al. 2012). De igual manera, la sacarosa promueve la
sefalizacion y el metabolismo de auxinas en respuesta a varios estimulos
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ambientales como la deficiencia de hierro (Lin et al. 2016). Sin embargo, poco ha
sido estudiado respecto a como las auxinas pueden influir en la expresion de
diversos factores que conlleven a una regulacion de azucares como la sacarosa.

Los resultados descritos en este trabajo describen la caracterizacion del
patron de expresion de diferentes cruzas realizadas entre los 4 genes SPS vy las
mutantes de la via de sefalizacion de auxinas (Figura 27).

La familia de genes SPS ha sido identificada en varias especies de plantas,
entre las que se pueden incluir especies de interés comercial como el arroz (Oryza
sativa), el cual presenta 5 genes SPS; el maiz (Zea Mays) con 7 genes SPS (Lutfiyya
et al. 2007); y el banano (Musa acuminata) con un gen SPS (Choudhury et al. 2008),
entre otros.

A. thaliana presenta 4 genes SPS. Previamente se determind que al
silenciarse un solo gen en A. thaliana no se compromete la viabilidad de la planta.
Sin embargo, al producirse mutantes dobles, triples y cuadruples se mostraron
cambios que contribuyeron de manera negativa a diferentes procesos de
crecimiento y desarrollo. Lo anterior demuestra que los 4 genes SPS de A. thaliana
trabajan de manera conjunta y que, a pesar de que presentan traslapes de su
expresion en los diferentes 6rganos vy tejidos, se encuentran regulando el proceso
de sintesis de sacarosa. Ademas, se ha mencionado que en caso de que alguno no
presente las condiciones para expresarse, de alguna manera alguno de sus
homologos puede llegar a suplir su funcion, permitiendo asi la sobrevivencia de la
planta (Bahaji et al. 2015).

Aunado a lo anterior, se ha estudiado el patron de expresion y funcion
conferida por dichos genes en diferentes contextos. A pesar de ello, hasta la fecha
y pese a su importancia, no se han llevado a cabo suficientes investigaciones
previas sobre el efecto que las auxinas desencadenan sobre los azlcares y en la
expresion de los genes SPS.

En nuestra busqueda, encontramos un reporte que hace alusion sobre como
las auxinas, de manera especifica dos factores de transcripciéon (ARF7 y ARF8),
influyen en la expresion del transportador de sacarosa RhSUC2 durante la abscision
de pétalos en la rosa; logrando modular con ello el diametro de la flor y los pétalos
de manera positiva, asi como los tiempos de abscision de la flor. Los autores
mencionan, ademas, que la respuesta de RhSUC2 puede variar dependiendo del
estadio de desarrollo del 6rgano o tejido en presencia de auxina. Lo que en conjunto
nos da un preambulo de como las auxinas influyen en el transporte de sacarosa y
desencadenan cambios en la planta (Liang et al. 2020).
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Figura 27. Tendencia del cambio en el patron de expresion de los genes SPS en cruza con las mutantes de
seiializacion de auxinas. Se realizaron tinciones histoquimicas conforme a lo mostrado en el apartado de

resultados para nuestras cruzas obtenidas. = Se logré observar un incremento de expresion. - = la expresion
fue similar al control. |, = Se logré observar una disminucidn de expresion de los genes.
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Lo anterior puede ser trasladado a nuestros resultados, en donde podemos
mencionar que, aunque RhSUC2 es un factor implicado en el transporte de
sacarosa, es probable que las auxinas también desencadenen cambios similares
en factores involucrados en el proceso de biosintesis de la misma, como los genes
SPS, y que de igual manera la respuesta pueda variar dependiendo del 6rgano
involucrado, su etapa de desarrollo y, posiblemente, el gen SPS en cuestion; de
esta forma, se obtendria algo similar a lo demostrado con RhSUC2, en donde su
expresion disminuyé en los capullos de la flor, pero se increment6 en la flor adulta
ante el efecto de las auxinas (Liang et al. 2020). Esto es concordante con la
variacion entre los cambios del patron de expresion de las cruzas generadas entre
las lineas reporteras de los diferentes genes SPS con arf7arf19. Sin embargo, aun
se requieren mas estudios en dénde se pueda analizar la expresion de nuestras
cruzas a lo largo de las diferentes etapas de desarrollo de los tejidos y érganos
analizados a fondo.

También se ha reportado que varios ARF (ARF1, ARF2, ARF7 y ARF19)
contribuyen a la abscision del meristemo floral en A. thaliana, pero que, en conjunto,
los tratamientos de auxinas con sacarosa retrasan la abscision acelerada de la flor.
Con ello se explicaria la razén de que en algunas de nuestras cruzas la expresion
de las lineas reporteras se present6 en la unién del pedicelo al eje floral y la unién
del pedicelo a la valva en el fruto (Ellis et al. 2005).

Se ha documentado la inhibicion de la sintesis de sacarosa en tratamientos
con IAA en el fruto del banano debido a la inhibicién de la B-amilasa, pero no de la
actividad SPS como tal. Sin embargo, en nuestros resultados podemos observar
gue en algunas de nuestras cruzas, como lo fue el caso de nuestra linea reportera
SPS1F::uidA vy la linea sobreproductora de auxinas 35S::YUCCAA4, la expresiéon de
SPS disminuyd, lo que podria sugerir que, al menos en el caso de Arabidopsis en
tratamientos con determinada concentracion de IAA, la sintesis de sacarosa
mediante la participacion de SPS también se ve afectada negativamente
(Choudhury et al. 2008).

Es importante mencionar que el banano so6lo posee un gen SPSy que lo que
observamos en SPS1F::uidA/35S::YUCCA4 arroja resultados similares al mostrar
una disminucion en la expresion del gen. Sin embargo, debido a lo anterior, no
necesariamente este comportamiento se replicé con los otros genes SPS, ya que el
gen SPS1F::uidA es el gen SPS principal y a juzgar por nuestros resultados es el
gen SPS que parece estar presente en el banano, debido a que conforme a lo
observado posiblemete la funcion y estructura entre ambos genes SPS son muy
similares y por lo tanto muestran patrones de comportamiento parecidos.
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Aunado a lo anterior, en el banano también se observo que en tratamientos
de IAA en diferentes partes de la planta se estimul6 levemente la sintesis de
sacarosa via el gen SPS, lo que nos ayuda a entender lo ocurrido en nuestras lineas
donde hay un incremento en la expresion de los 4 genes SPS de A. thaliana, de
manera débil o muy similar a la planta control en la mayoria de los casos (Choudhury
et al. 2008).

Por otra parte, el tomate es el claro ejemplo de cOmo en una misma especie
un ARF diferente puede desencadenar una respuesta contraria. En esta planta se
ha mencionado que ARF4 regula de manera negativa la expresion de genes
dependientes de auxinas, lo que es similar a nuestros resultados de tincién en la
flor y fruto de SPS1F::uidA/arf7arfl9, donde a pesar de no ser el mismo ARF, los
resultados sugeririan que varios ARF desencadenan un efecto negativo en la
sintesis de sacarosa. Por otro lado, un gen que codifica para ARF6 del tomate puede
regular de manera positiva diferentes procesos mediante la expresion de genes
implicados en ello, como el metabolismo de la clorofila, la fotosintesis, el incremento
de los niveles de diferentes azucares como la fructosa, sacarosa y glucosa en el
desarrollo del fruto. Esto se logr6 observar en nuestra investigacion con un
incremento de expresion leve para el fruto de SPS2F::uidA/ arf7arf19 vy el tallo y flor
de SPS4F::uidA/ arf7arf19. Lo anterior sugeriria que, al igual que sucede en otras
especies vegetales, en A. thaliana las cruzas con la mutante doble de arf7arf19
desencadenaron respuestas positivas y negativas en la expresion de los genes SPS
dependiendo del gen en cuestion (Yuan et al. 2019; Mishra et al. 2021).

8.2. El crecimiento de las plantas en diferentes concentraciones de auxinas
exdgenas sensibiliza a las lineas reporteras SPS y la mutante 35S::YUCCA4
de A. thaliana, lo que posteriormente origina una mayor emergencia de raices
laterales.

Se ha documentado que diferentes auxinas juegan un papel muy importante
en la emergencia de las raices laterales, ya que estimulan su formacion; un ejemplo
de ello son el IAA y NAA. De igual manera, se ha podido confirmar lo anterior al
utilizar inhibidores de transporte polar de auxinas, generando con ello un menor
namero de raices laterales en dichas plantas. De manera concordante, se ha
reportado que plantas con alguna mutacion que le confiera un incremento en los
niveles de auxinas, originan una mayor emergencia de raices laterales. De manera
contraria, plantas con algun déficit en el transporte, sefializacion o percepcion de
auxinas como las lineas axrl, auxl, tir3 y arf7/arf19 muestran un menor niamero de
raices laterales (Raya-Gonzélez et al. 2012).
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Lo descrito anteriormente concuerda con nuestros resultados al afiadir de
forma exdgena los dos diferentes tipos de auxinas a diferentes concentraciones, en
donde se observo que, a manera dosis dependiente, se dio un incremento en el
namero de raices laterales para las lineas reporteras SPS y la linea mutante
35S::YUCCA4 (Figura 28).

®
AUX AUX AUX

SPSX::uidA
MS

SPSX::uidA SPSX::uidA

MS+AUXINA 0.12uM MS+AUXINA 0.25uM

AUX AUX AUX

SPSX::uldA SPSX::uidA

SPSX::uidA

MS+AUXINA 0.5uM MS+AUXINA 1M

MS+AUXINA 0.75uM,

Figura 28. Representacion del comportamiento fenotipico las lineas reporteras SPS al afiadir IAA/NAA.
Conforme a lo descrito en materiales y métodos fueron suministradas 2 auxinas de manera exdgena a las
lineas reporteras SPS de A. thaliana, en donde se observé un incremento en el nimero de raices laterales a
manera dosis dependiente.

Aunado a lo anterior, se ha reportado que en la linea DR5:uidA y la mutante
hprl (halted primary rootl) de A. thaliana la longitud de la raiz primaria disminuyo al
serle suplementada IAA de 10 a 160 nM, con base en la dosis suministrada, lo cual
se correlacioné con la formacion de pelos radiculares largos en la punta de la raiz
debido a la muerte temprana de las células provasculares en hprl. Esto gener6 un
incremento de la expresion en DR5:uidA para la columnella de la raiz, lo que indico
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gue estas lineas son sensibles a los cambios en los niveles de auxinas (Raya-
Gonzélez et al. 2019).

Con base en lo anterior, nuestros resultados sugieren que lineas reporteras
SPS se afectan al incrementarse la cantidad de auxina en el medio, originAndose,
posiblemente, la muerte temprana de células provasculares y conllevando a la
formacion de pelos radiculares. La correlacion entre la muerte de las células de la
provasculatura con la sefializacién de auxinas es un tema que apenas comienza a
ser investigado. Sin embargo, aunque aun no se ha mencionado cémo puede esto
afectar la biosintesis de sacarosa, nuestros resultados sugieren que al haber un
cambio en la cantidad de auxinas conlleva a un efecto en la cantidad de
carbohidratos dentro de la planta, lo que pudiera deberse a la muerte de células de
la provasculatura, pero los mecanismos o factores involucrados aun necesitan ser
descubiertos.

Lo anterior confirma que existe una relacion entre los azlcares y las
fitohormonas, lo que en conjunto produce cambios dentro de la planta. Se ha que la
sefalizacion de auxinas modula el metabolismo del azdcar durante diferentes
etapas del desarrollo en distintas especies vegetales. Sin embargo, cuando se
presentan concentraciones muy elevadas de auxina, éstas pueden afectar el
crecimiento y desarrollo de la planta como sucede en DR5:uidA y hprl. Es entonces,
cuando posiblemente la planta comienza a sintetizar una mayor cantidad de
azucares para tratar de contrarrestar dicho efecto y poder sobrevivir (Mishra et al.
2021).

Por altimo, logramos observar que a manera dosis dependiente, la expresion
de los genes SPS en la mayoria de los casos se vio afectada de manera positiva,
presentandose un incremento. Sin embargo, en el caso del gen reportero
SPS3F::uidA, se observé un efecto opuesto entre IAA y NAA, lo puede deberse a
gue NAA como tal es una auxina sintética y lo que la hace mas estable. También
puede deberse a su estructura diferente lo que puede hacer que se a una
combinacion diferente de receptores y active una cascada distinta que no use SPS3.

Los resultados anteriores refuerzan la muy amplia y aun no del todo descrita
respuesta diferencial que puede existir entre la diafonia auxinas-azlucares en las
plantas. Sin embargo, aun existen muchas interrogantes que surgen de éste trabajo
y las cuales posteriormente nos permitan comprenden de una manera mas propia
ésta interaccion, por lo que se requiere de la realizacion de estudios que profundicen
dicha interaccion.
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CONCLUSIONES

La expresion conferida por los promotores de los genes SPS presenta
cambios en algunas mutantes de la via de sefalizacion de auxinas, sin ser
iguales entre los diferentes genes SPS, por lo que se sugiere una regulacion
diferencial.

Las concentraciones de IAA y NAA exdgenas, de manera dependiente de la
dosis, reducen el crecimiento de la raiz primaria e incrementan la formacion
de raices laterales, tanto en el fondo silvestre como en la mutante
sobreexpresora de auxina.

La exposicidn a concentraciones crecientes de auxinas exdgenas produce
un incremento en la expresion de los 4 genes SPS de A. thaliana, con mayor
intensidad en las lineas SPS1::uidAy SPS2::uidAy, de forma menos notable,
en SPS3::uidA y SPS4::uidA.
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