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RESUMEN

El &cido folico es una vitamina (AF) precursora del tetrahidrofolato, cofactor
esencial en los organismos que actia como acarreador de unidades de un
carbono en reacciones enzimaticas. En las plantas su funcién en el crecimiento y
desarrollo se desconoce por lo que dilucidar su posible mecanismo de accion es
una de las metas de las investigaciones en biologia del desarrollo. La
morfogénesis vegetal estd coordinada por diversas fitohormonas, moléculas
pequefias derivadas de varias rutas metabdlicas e incluyen a las auxinas,
citocininas, etileno, acido abscisico, y acido giberélico, entre los que se encuentran
reguladores criticos de la morfogénesis de la raiz. En este trabajo se emplearon
estrategias farmacolégicas, e histoquimicas y de microscopia confocal para
determinar los procesos de sefalizacion por los cudales el acido folico modula el
crecimiento y desarrollo vegetal. El de acido félico se suministrd en
concentraciones de 25 al25 yuM inhibe la elongacién de la raiz primaria e induce la
formacién de raices laterales en una manera dependiente de la concentracién. Un
analisis con genes reporteros del ciclo celular (pCycD6;1::GFP y CycB1:uidA), de
la zona meristemética (PRZ1:uidA) y de la expansion celular (Exp7:uidA) mostré
que el acido félico promueve la division celular pero disminuye la elongacion de las
células, los cambios en la expresion de dichos marcadores esta relacionado con
un aumento en la expresion del gen reportero de respuesta a auxinas DR5:GFP
en los tejidos vasculares de la raiz primaria, mientras que las mutantes en varios
genes de la sefializacidén de auxinas (tirl/afbl/afb2 [receptores], sirl [represor] and
arf7/arf19 [factores de transcripcion]) mostraron que esta ruta de sefializacién es
esencial para la formacién de raices laterales y el acortamiento de la raiz primaria
inducidos por el acido félico. El analisis de la expresion de genes que codifican
factores de transcripcion requeridos para el mantenimiento del nicho de células
madre de la raiz como PLT1, PLT2, SHR, SCR y WOX5 mostro6 efectos represores
del acido folico. Adicionalmente, una construccion con un antisentido de TOR1,

sugiere que el acido félico actia por un mecanismo alterno a este regulador



central del crecimiento. Los resultados sugieren que el acido félico modifica la
arquitectura de la raiz influenciando las rutas de sefializacién de auxinas y TOR,
afectando la expresion de factores de transcripcion encargados del mantenimiento

del nicho de células madre, regulando asi la divisién y la elongacién celular.

Palabras clave: Auxinas, TOR, raices laterales, nicho de células madre, factores

de transcripcion.



ABSTRACT

Folic acid (FA) vitamin is a precursor of tetrahydrofolate, which is an essential
cofactor in almost all forms of life, acting as a carrier for one-carbon units in
enzymatic reactions. Its role in plant growth and development is just emerging and
its mechanism of action remains to be characterized. Plant morphogenesis is
coordinated by phytohormones, a structurally unrelated group of small molecules
derived from various metabolic pathways including auxins, cytokinins, ethylene,
abscisic acid, and gibberellic acid, amongst of which are the critical regulators of
root morphogenesis. In this work, we employed pharmacological, histochemical
and confocal microscopy strategies to characterize the signaling mechanism by
which folic acid modulates root growth and development. Folic acid
supplementation (25-125 pM) inhibits primary root elongation and induces lateral
root formation in a concentration-dependent manner. An analysis with reporter
genes of cell cycle (pCycD6;1::GFP and CycB1:uidA), meristematic zone
(PRZ1:uidA) and cell expansion (Exp7:uidA) showed that folic acid promotes cell
division but prevented cell elongation, and this correlated with increased
expression of auxin-responsive DR5:GFP gene in the vascular tissue of primary
roots, while mutants defective in auxin signaling (tirl/afbl/afb2 [receptors], sirl
[repressor] and arf7/arfl9 [transcription factors]) showed that this signaling
pathway is essential for lateral root formation and primary root shortening induced
by the vitamin. An analysis of expression of genes encoding transcription factors
required for maintenance of the root stem cell niche like PLT1, PLT2, SHR, SCR
and WOXS5 indicated the repressing effect of folic acid. Finally, a construction with
an antisense of TOR1, proved that folic acid acts by an alternative mechanism to
this central regulator of growth. Taken together, our results suggest that the
mechanism of FA activity modulating root architecture involves auxin and TOR
signaling pathways in addition to transcription factors responsible for the
maintenance of the stem cell niche regulating in this way cell division and

elongation.



Key words: Auxin, TOR, lateral roots, stem cell niche, transcription factors

1. INTRODUCCION

Las plantas al ser organismos que realizan la fotosintesis productores primarios de
los ecosistemas, proporcionado diferentes satisfactores a los seres humanos
como frutos, semillas, forraje, medicinas, biocombustibles, etc. La raiz es el
organo que, oculto en el suelo, proporciona soporte estructural a los tejidos aéreos
y permite la captacion de agua y nutrientes vitales para el crecimiento vegetal. De
esta manera, la supervivencia de la planta depende de un crecimiento, desarrollo y

funcion radicular apropiada.

La raiz generalmente se encuentra inaccesible y su simple observacioén requiere
de métodos invasivos. Adicionalmente, el sistema radicular de muchas especies
vegetales es altamente complejo haciendo muy dificil la caracterizacion de los
mecanismos de desarrollo. El estudio de la raiz ha avanzado enormemente a
través del uso de Arabidopsis thaliana, ya que esta plantas tiene una organizacion
celular muy simple y puede ser crecida en cajas de Petri 0 sobre medios de cultivo
con una formulacion de nutrientes similar a la del suelo. Entender el crecimiento y
el desarrollo de la raiz de Arabidopsis nos permitira disefiar y extrapolar
estrategias para incrementar la produccion vegetal en el campo y optimizar el uso

de insumos para la agricultura.

La raiz manifiesta un programa de crecimiento indeterminado, que le permite
adecuarse al medio ambiente cambiante y sobrevivir en condiciones adversas. En
particular, los genes que participan en la sintesis de folatos desempefian una
funcién esencial para el correcto funcionamiento de las estructuras proliferativas
de la raiz, los meristemos. Los folatos son una familia de compuestos con
variaciones en el estado de oxidacion, la longitud de la cadena lateral de
glutamato y las unidades de carbono unidas a la molécula grupos metilos. Estos

compuestos funcionan como acarreadores de un grupo metilo en reacciones



enzimaticas para formar aminoacidos, purinas y otras moléculas, pero se conoce
muy poco sobre su participacion en la biologia del desarrollo vegetal donde las
rutas de sefializacion de auxinas y TOR tienen un papel central debido a que

ambas regulan una gran cantidad de procesos relacionados al crecimiento.

2. ANTECEDENTES

2.1. Laraiz de Arabidopsis thaliana

A. thaliana es una planta dicotiledénea perteneciente a la familia Brassicaceae,
siendo el organismo modelo mas ampliamente usado en investigaciones sobre
biologia molecular y desarrollo en plantas (Toloti et al., 2015). La raiz de
Arabidopsis thaliana esta formado por una raiz primaria de la cual emergen raices
laterales, y éstas se ramifican sucesivamente para extender la superficie
exploratoria; tanto la raiz primara como las raices laterales forman en su capa mas
externa (la epidermis) pelos radiculares, los cuales magnifican la superficie de
absorcién de agua y nutrientes necesarios para la planta. El crecimiento de la raiz
primaria, asi como la morfologia de los pelos radiculares, la elongacién de las
células y la estructura del meristemo apical son marcadores bioldgicos faciles de
analizar para identificar nuevos mecanismos de sefializacion en plantas (Scheres
y Wolkenfelt, 1998; Ortiz-Castro y Lépez-Bucio, 2010).

2.1.1. Laraiz primaria

En la raiz primaria, las células producidas por las células madre iniciales en el
meristemo apical de la raiz (Root Apical Meristem, RAM, por sus siglas en inglés)
progresan a través de tres fases distintas del desarrollo en su camino a la
madurez (Fig. 1a). En la zona meristeméatica, las células se dividen mdltiples
veces. En la zona de elongacién, pierden su habilidad para dividirse e incrementan

en longitud. Finalmente, en la zona de diferenciacion, las células adquieren sus



caracteristicas y funciones especializadas (Scheres et al., 2002; Petricka et al.,
2012).

La actividad mitotica en el meristemo disminuye con el incremento en la distancia
del nicho de células madre, hasta que las células finalmente salen del ciclo celular
en la frontera del meristemo, este sitio es conocido como zona de transicion y se
encuentra entre la zona meristematica y la zona de elongacion (Fig. 1a) (Beemster
y Baskin, 1998). Ademas de las zonas previamente mencionadas, la raiz primaria
esta constituida de varios tejidos, por lo que es posible distinguir varias capas en
la misma, comenzando en la parte mas interna con el tejido vascular y finalizando

en la parte mas externa con la epidermis (Fig. 1b-c).
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Figura 1. Organizacion celular en la raiz primaria de A. thaliana. a) La organizacion proximal-
distal de la raiz se origina a partir del proceso repetitivo de divisiéon y expansion celular a partir de
cuatro tipos de células madre iniciales, las cuales estan inmediatamente adyacentes a las células
del centro quiescente mitéticamente inactivas: las células iniciales de la cubierta lateral de la
raiz/epidermis, las células iniciales de la columela, las células iniciales del cértex/endodermis, las
células iniciales de la vasculatura. Zona meristematica (ZM), zona de elongacion (ZE), zona de
diferenciacion (ZD) y zona de transicién (ZT). b) Seccion transversal de la raiz en la zona de
diferenciacion donde se muestra la posicion de los tricoblastos y atricoblastos del tejido epidérmico
y la localizacion en la estela del protoxilema y el protofloema que dan origen a los tejidos
vasculares maduros xilema y floema respectivamente. c) Seccion transversal en la ZM mostrando
la organizacion radial de las filas celulares (Modificado de Overvoorde et al., 2010).

La vasculatura vegetal (estela) incluye los vasos del xilema y el floema que
transportan agua y nutrientes (xilema) hacia el follaje y fotosintatos (floema) hacia
la raiz (Dolan et al., 1993). Las capas celulares del coértex y la endodermis se
derivan de las células iniciales del coértex/endodermis donde los factores de
transcripcion SHR y SCR son necesarios para que dicha diferenciacién ocurra (Di
Laurenzio et al., 1996; Helariutta et al., 2000).

Las células de la capa lateral de la raiz o cofia lateral y la columela forman una
capa de células de proteccién que continuamente se sustituyen conforme avanza
la exploracion del suelo. Las células de la columela también sirven como sensores
de gravedad, lo cual permite que la raiz primaria crezca en profundidad (Dolan et
al., 1993; Petricka et al., 2012). La epidermis es la envoltura mas externa de la
raiz, siendo en este tejido donde ocurre un proceso de diferenciacion celular del
cual se originan los pelos radiculares. Una célula epidérmica en contacto con dos
células del cortex se desarrollara como una célula de pelo radicular (tricoblasto),
mientras que una célula epidérmica adyacente a una sola célula del cértex sera
una célula no formadora de pelo radicular (atricoblasto) (Fig. 1b) (Tominaga-Wada
etal., 2011).

2.1.2. Las raices laterales

Las raices laterales se forman en la zona de diferenciacion de la raiz primaria a
partir de células del periciclo, las cuales se localizan adyacentes a los polos del

xilema (Fig. 2a). Un subgrupo de esas células fundadoras son estimuladas para
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dividirse y formaran un primordio (Blakely y Evans, 1979). Las raices laterales se
originan con esas primeras divisiones celulares anticlinales de las células
fundadoras durante la primera etapa del desarrollo del primordio de la raiz lateral.
Posterior a esta primera etapa, se han descrito siete estadios que culminan con la
emergencia de la raiz lateral (Fig. 2b) (Malamy y Benfey, 1997). Después de
emerger, el meristemo apical de la raiz lateral se activa y comienza a crecer. Para
dar origen al sistema radicular de Arabidopsis, las raices laterales surgen
iterativamente a lo largo de la raiz primaria donde las raices laterales mas viejas
se posicionan en la parte mas distal del meristemo de la raiz primaria, en tanto
gue las mas jovenes se encuentran mas cerca de este (Dubrovsky et al., 2006).
Este proceso es regulado por auxinas activando el ciclo celular en las células
fundadoras a través de proteinas de la familia de las ciclinas (Himanen et al.,
2002; Vanneste et al., 2005; Sanz et al., 2011).

I

I Epidermis Il Periciclo
[ cortex [ Estela

I Endodermis

Figura 2. Desarrollo de la raiz lateral. a) Esquema de la zona de diferenciacién, mostrando el eje
longitudinal de la raiz primaria. Las raices laterales se forman en la capa de células del periciclo
mediante divisiones anticlinales. b) Etapas de desarrollo de la raiz lateral. En la etapa I, el
primordio surge como resultado de divisiones en el periciclo. Durante la etapa Il, las células de la
etapa | se dividen periclinalmente para formar otra capa. Para la etapa lll, la forma de domo del
primordio de la raiz lateral es evidente debido a divisiones periclinales de la capa mas externa. Los
primordios son de tres, cuatro, o cinco capas visibles en la etapa Ill, IV y V, respectivamente. En la
etapa V, las células de todas las capas experimentan divisiones anticlinales para generar un
primordio que comienza a empujar a través de la capa del cortex de la raiz primaria. En las etapas
VI y VII el meristemo se consolida y la nueva raiz emerge y activa su crecimiento (Adaptado de
Petricka et al., 2012).

2.2. Nicho de células madre



El meristemo apical de la raiz (RAM) aporta nuevas células para el crecimiento de
la raiz y estéa constituido por las células iniciales (células madre) que rodean el
centro quiescente (QC, por sus siglas en inglés), un grupo de célulasque no se
dividen. Las células iniciales y el QC en conjunto forman el nicho de células madre
(Fig. 3), un concepto similar al que opera en animales (Spradling et al., 2001;
Scheres, 2007). Las células proliferativas generan filas que se extienden a lo largo

del eje longitudinal de la raiz y forman las distintas capas de tejidos.

Figura 3. El nicho de células madre. La regidon magnificada muestra el nicho de células madre y
sus interacciones. El gen SHR se expresa en la estela y se mueve al interior del centro quiescente
y las células iniciales del cértex/endodermis, para interaccionar con el factor transcripcional SCR,
en tanto que WOX5 mantiene la identidad de las células madre a su alrededor. La expresion de los
genes PLTs en todo el nicho también mantiene la identidad del centro quiescente y de las células
madre (Adaptado de Petricka et al., 2012).

El centro quiescente es esencial para la especificacion del nicho de células madre
y el mantenimiento del estado indiferenciado de la raiz (van den Berg et al., 1997).
La identidad de esta zona se distingue por dos rutas paralelas, la ruta PLETHORA
(PLT) y la ruta SHORT ROOT (SHR)/ SCARECROW (SCR) (Sabatini et al., 2003;
Aida et al., 2004; Galinha et al., 2007). La pérdida de la funcién de esos genes
resulta en un mal funcionamiento del centro quiescente y un crecimiento

determinado de la raiz. Los genes PLTs codifican para factores de transcripcion de
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la familia del dominio AP2 (Galinha et al., 2007), en tanto que los genes SHR y
SCR codifican para factores de transcripcion de la familia GRAS [GIBBERELLIN
INSENSITIVE (GAIl), REPRESSOR OF GA1-3 (RGA) y SCR] (Sabatini et al.,
2003; Aida et al., 2004). Los niveles mas altos de las proteinas PLTs se
encuentran en el nicho de células madre, donde promueven la division celular (Fig.
3) (Galinha et al., 2007). El factor transcripcional SHR se mueve de la estela hacia
las capas de células adyacentes para activar la transcripcion de SCR (Helariutta
et al., 2000; Levesque et al., 2006; Cui et al., 2007). La expresion de SCR en el
centro quiescente mantiene la identidad de las células madre a través de un
mecanismo celular autbnomo (Fig. 3) (Sabatini et al., 2003), ya que las células
producen una sefial que se transporta al centro quiescente (van den Berg et al.,
1997). Esta sefial puede ser el factor de transcripcion WOX5, el cual se expresa
en el centro quiescente, requerido para prevenir la division celular y conservar la
identidad del CQ actuando corriente abajo de SHR y SCR (Fig. 3) (Sarkar et al.,
2007).

2.3. Las vitaminas

Las vitaminas son esenciales para mantener el crecimiento, el metabolismo y la
funcidn fisiol6gica normal de todos los organismos (He et al., 2017). Comprenden
un grupo diverso de moléculas organicas, las cuales se dividen en liposolubles e
hidrosolubles; las primeras son antioxidantes importantes, como por ejemplo el
tocoferol (vitamina E), en tanto que las segundas (0 sus compuestos derivados)
actian como cofactores de multiples enzimas indispensables para el metabolismo
celular (Smith et al., 2007). Hasta la fecha, se sabe que la produccion de algunos
de estos cofactores es regulada por sefiales durante el desarrollo, lo cual refleja la
importancia de estos compuestos en las funciones fisiologicas de los animales y
de las plantas (Belanger et al., 1995; Jabrin et al., 2003; Smith et al., 2007). En

particular, los folatos han demostrado tener una funcién central durante el
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crecimiento vegetal por lo que a continuacion se describen aspectos importantes

de estos compuestos.

2.3.1. El 4cido folico (AF) y los folatos

El aislamiento, identificacion estructural y sintesis del AF tomo lugar en el afio de
1941, lo cual condujo al uso terapéutico generalizado de esta vitamina
hidrosoluble para el tratamiento de la anemia megaloblastica. Uno de los mas
importantes descubrimientos de salud publica del siglo pasado, fue que el
suplemento de acido félico reduce el riesgo de defectos en el tubo neural humano.
Durante los siguientes afios, los aspectos basicos del metabolismo del AF fueron
investigados estableciéndose asi su funcion bioquimica (Zempleni et al., 2007). El
AF y sus derivados son llamados colectivamente folatos (vitamina B9). Los
humanos y animales son incapaces de producir folatos de novo y por lo tanto
dependen de adquirirlos a través de los alimentos, especialmente de las plantas
(Blancquaert et al., 2010).

La molécula del tetrahidrofolato (THF) es la forma activa de los folatos, es una
molécula compuesta de pterina, p-aminobenzoato y glutamato (Fig. 4a). El anillo
pterina existe naturalmente en las formas dihidro (Fig. 4b) y tetrahidro, siendo esta
dltima la que presenta actividad de cofactor. En el AF, el anillo pterina esta
completamente oxidado, pero puede ser reducido por la via del dihidrofolato a
THF. Varias unidades de un carbono (Ci1) pueden unirse enziméaticamente a las
posiciones N5 y/o N10 del THF (Fig. 4c); entonces, los folatos Ci sustituidos
resultantes son enzimaticamente interconvertibles y sirven como donadores de C1
para varias reacciones de biosintesis de diversos compuestos como aminoacidos
(metionina, glicina y serina), purinas, timidilato, pantotenato y la formilmetionina
del RNA de transferencia (Cossins, 2000; Hanson y Roje, 2001; Hanson y Gregory
1, 2011).
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Una caracteristica que ocurre naturalmente en los folatos es la susceptibilidad a la
ruptura foto-oxidativa del enlace C9-N10 que une a la pterina y el p-
aminobenzoato (Fig. 4a). Esa fotolabilidad inherente es la razon de la necesidad
de los humanos y los animales para el suplemento continuo de folatos; siendo el
AF (un folato no natural) el que ha sido empleado en humanos para satisfacer
dicha demanda(Scott et al., 2000; Blancquaert et al., 2010; Hanson y Gregory llI,
2011). Una cadena corta de residuos de glutamato adicionales (hasta
aproximadamente seis) es tipicamente agregada al primer glutamato. Esta cola de
poliglutamato es importante para la funcion de los folatos debido a que las
enzimas dependientes de folatos generalmente tiene mayor afinidad por la forma
de poliglutamato, mientras que los transportadores de folatos son mas afines a la
forma de monoglutamato. De esta manera, se regula la actividad del cofactor y su
transporte de membrana (Suh et al., 2001). Sin embargo, debido a que el
poliglutamato promueve la union a las enzimas dependientes de folatos y los
folatos son mas estables a la ruptura oxidativa cuando estan unidos que cuando
estan libres, la poliglutamilacion puede indirectamente aumentar la estabilidad de

los folatos (Suh et al., 2001; Hanson y Gregory Ill, 2011).
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Figura 4. Estructura de los folatos. a) Estructura quimica del tetrahidrofolato (THF), la forma
monoglutdmica. La punta de flecha en rojo marca el enlace C9-N10 oxidativamente Iabil. La cola
de poliglutamato se une en el carbono carboxilico y del glutamato que forma la estructura basica
de la molécula. b) Anillo dihidropterina del dihidrofolato. c) Los distintos sustituyentes de un
carbono (Ci) del THF (Modificado de Hanson y Gregory lll, 2011).

Los precursores de los folatos, la pterina y el p-aminobenzoato se sintetizan en el
citosol y los cloroplastos, respectivamente; en tanto que el ensamble final de los
folatos ocurre en la mitocondria y su distribucion se lleva a cabo en toda la célula
vegetal (Neuburger et al., 1996; Chen et al., 1997). Actualmente se conoce la ruta
de biosintesis de los folatos (Hanson y Gregory lll, 2011), y recientemente Reyes-
Hernandez y colaboradores (2014) aislaron una mutante de Arabidopsis thaliana,
afectado en dicha ruta a la cual denominaron moots koom2 (mko2, “raiz corta” en
Maya) (Fig. 5a). Dicha mutante presenta crecimiento determinado en la raiz
primaria (Fig. 5b) y alteraciones en la morfogénesis de los primordios de raices
laterales (Fig. 5c). La secuencia de la mutante permitio la identificacion de una
mutacion puntual en el gen FOLYLPOLYGLUTAMATE SYNTHETASEL1, el cual
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codifica para una enzima de la biosintesis de folatos. La identificacién de este gen
de la biosintesis del AF y su fenotipo en el programa de crecimiento de la raiz nos
motivé a profundizar més sobre el mecanismo por el cual los folatos regulan el

crecimiento radicular.

Figura 5. Fenotipo de la mutante de Arabidopsis thaliana moots koom2 (mko2) afectada en la
biosintesis de folatos. a) Crecimiento in vitro de plantulas de la mutante (mko2) y silvestre (Ler).
b) Punta de la raiz primaria de Ler y mko2. ¢) Primodios de raices laterales en Ler y mko2
(Adaptado de Reyes-Hernandez et al., 2014).

2.4. Vias de sefalizacion hormonal

Las plantas exhiben una flexibilidad de desarrollo Unica que le permite adaptarse a
las condiciones ambientales en constante cambio. Para lograr esta adaptabilidad,
las plantas son capaces de mantener poblaciones de células madre
(indiferenciadas o pluripotenciales) permanentes y formar nuevos 6rganos durante
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el ciclo de vida vegetal. Las moléculas de sefializacion llamadas fitohormonas,
tales como las auxinas citocininas, acido abscisico, brasinoesteroides, etileno,
giberelinas, acido jasmonico y estrigolactonas coordinan estos procesos del
desarrollo (Vanstraelen y Benkova, 2012). Por su relaciéon con la biologia de la
raiz; a continuacion se describen los aspectos generales de dos de estasde
fitohormonas: las auxinas y los jasmonatos, haciendo mayor énfasis en su

mecanismo de sefializacion.

2.4.1. Las auxinas: reguladores maestros del crecimiento vegetal

La principal auxina de las plantas es el acido indolacético (AlA), el cual ha sido
implicado en cada aspecto del crecimiento y el desarrollo (Santner et al., 2009). El
AlA es sintetizado a partir del triptéfano a traveés de al menos dos rutas: la via de la
triptamina y la via del &cido indol-3-piruvico (Strader y Bartel, 2008).
Adicionalmente, estudios en maiz (Zea mais) y Arabidopsis indican que el AlA
también puede ser sintetizado directamente a partir del indol evitando la formacion
del triptéfano en el proceso (Woodward y Bartel, 2005). Una vez sintetizadas, las
auxinas son distribuidas en toda la planta a través de un sofisticado sistema de
transporte célula a célula (Vieten et al., 2007). Las respuestas celulares a las
auxinas incluyen cambios metabdlicos en la expresiéon de genes (Badescu y
Napier, 2006). Para orquestar estas respuestas, las auxinas emplean un
mecanismo de protedlisis conservado (la ruta proteosoma-ubiquitina), en la cual
las proteinas destinadas a la degradacion son previamente marcadas con una
pequefia proteina llamada ubiquitina. Las proteinas marcadas son reconocidas por
el proteosoma y finalmente son degradadas. La ubiquitina es covalentemente
conjugada a los sustratos proteicos por la actividad secuencial de tres enzimas: la
enzima activadora de la ubiquitina (E1), la enzima conjugadora de la ubiquitina
(E2) y la proteina ligasa de la ubiquitina (E3) (Pickart, 2001). En particular, las E3
mas caracterizadas son el complejo SCFs compuesto por las proteinas de CUL1,
RBX1, ASK1 y F-box, donde siendo esta ultima la que determina la especificidad
(Deshaies, 1999).
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Figura 6. Componentes clave en la percepciéon y sefializacion de auxinas. En el nucleo, el
acido indolacético (AIA) se une a sus receptores, las proteinas TRANSPORT INHIBITOR
RESPOSE 1/AUXIN SIGNALLING F-BOX (TIR1/AFB) y a las proteinas auxin/indole-3-acetic acid
(Aux/IAA). TIR1/AFBs son proteinas F-box que forman parte del complejo SCFT'RL el cual consiste
de cuatro subunidades (TIR1/AFBs, ASK1, CUL1 y RBX). Una proteina adicional, RUB, se une al
complejo SCFTR! para regular su funcién. Las proteinas TIR1/AFBs y Aux/IAAs funcionan como co-
receptores para el AlA. Cuando los niveles de AIA son bajos (fondo azul mas oscuro), las proteinas
Aux/IAAs forman heterodimeros con los factores de respuesta a auxinas (ARFs) para reprimir la
transcripcion de genes. La proteina TOPLESS (TPL) funciona como un co-represor transcripcional
para los Aux/IAAs. Sin embargo, cuando los niveles de AlA son altos, la unién del AIA a sus co-
receptores toma como blanco a las proteinas Aux/IAAs para su degradacién por el proteosoma
26S, lo cual conduce a la des represion de la regulacién transcricional de los ARFs y la expresion
de genes de respuesta a auxinas (Modificado de Ljung, 2013).

El gen TIR1 codifica una proteina F-box que interactia directamente con las
proteinas Aux/IAAs y dicha unidn es incrementada por las auxinas (Gray et al.,
2001; Dharmasiri et al., 2003; Kepinski y Leyser, 2004). Ademas los 5 genes AFBs
codifican para proteinas F-box, de la misma familia que TIR1 con funciones

redundantes (Parry et al., 2009; Ljung, 2013). Por lo tanto, en presencia de
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auxinas, las proteinas Aux/IAAs son degradadas por la ruta proteosoma-ubiquitina
via TIR1/AFBs (Mockaitis y Estelle, 2008; Ljung, 2013). Un mecanismo que
modula la actividad del complejo SCFTRVAFBs eg |a modificacion de la subunidad
CUL1 por RELATED TO UBIQUITIN (RUB), en un proceso denominado
“rubilacion” (Hotton y Callis, 2008). Cuando no son degradadas por el proteosoma,
las proteinas Aux/IAAs se unen y bloquean a los factores de transcripcion
llamados AUXIN RESPONSE FACTORs (ARFs) y reprimen la transcripcion
regulada por auxinas con la ayuda de un co-represor llamado TOPLESS (TPL)
(Guilfoyle y Hagen, 2007; Szemenyei et al., 2008). Entonces, la sefializacion de
auxinas ocurre cuando el AIA permite la interaccién del complejo SCFTRVARBS y |as
proteinas Aux/IAAs para que estas Ultimas sean marcadas con ubiquitina y
posteriormente sean degradadas por el proteosoma, la liberacion de los factores

transcripcionales ARF (Fig. 6).

2.4.2. El 4cido jasmonico (AJ) y los jasmonatos

La oxilipina denominada &cido jasmonico (AJ) y sus metabolitos, colectivamente
conocidos como jasmonatos, son moléculas de sefalizacibn en plantas que
modulan respuestas a estrés bibtico y abiodtico asi como diversos aspectos del
crecimiento y desarrollo vegetal (Wasternack, 2007). El AJ es sintetizado por la
ruta del acido octadecanoico (Mueller et al., 1993). Una vez sintetizado, puede ser
conjugado con isoleucina para formar jasmonoil-isoleucina o convertido al volatil

metil-jasmonato (Seo et al., 2001; Staswick y Tiryaki, 2004).

En la sefalizacion por AJ, la fitohormona promueve la degradacion de los
represores transcripcionales llamados proteinas JAZ, proceso que requiere de la
proteina F-box CORONATINE INSENSITIVEL (COI1) (Xie et al., 1998; Thines et
al., 2007; Katsir et al.,, 2008). Como se describio en el apartado anterior, las
proteinas F-box forman parte de un complejo SCF, el cual promueve la
degradacion de proteinas por el proteosoma al ser marcados con ubiquitina. Una

vez que el receptor SCFCO"! promueve la degradacion de los represores JAZ, los
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factores de transcripcion (que se encontraban bloqueados por los represores) son
capaces de inducir la transcripcion de genes de respuesta al AJ (Lorenzo et al.,
2004; Thines et al., 2007; Dombrecht et al., 2007).

2.5. La sefializacién de TOR y su relacion con auxinas

En la década de 1970, se encontr6 en una muestra de suelo de la isla de Pascua
(conocida como Rapa Nui en el idioma local) una cepa de Streptomyces
hygroscopicus, la cual producia un potente metabolito antifingico. Este metabolito
fue purificado y resultdé ser una lactona macrociclica, la cual fue nombrada
rapamicina por su lugar de descubrimiento. Posteriormente, se determino que la
rapamicina inhibe la proliferacion de las células de mamiferos y posee
propiedades inmunosupresoras. Estas observaciones un tanto extrafias, motivaron

una investigacién mas profunda sobre el modo de accién de la rapamicina.

El blanco farmacoldgico de la rapamicina (TOR) es una cinasa serina/treonina
conservada que regula el crecimiento y el metabolismo celular en respuesta a
seflales ambientales (Wullschleger et al., 2006). La cinasa TOR de mamiferos
(mTOR, mammalian Target of Rapamycin, por sus siglas en inglés) se encuentra
en dos complejos multiproteicos distintos en funcién y estructura: el complejo TOR
1 (TORCL1, por sus siglas en inglés) y TORC2 (Zoncu et al., 2011; Shimobayashi y
Hall, 2014). mTORCL1 es sensible a la rapamicina y regula el crecimiento celular
activando la biogénesis de ribosomas y la sintesis de proteinas (Hara et al., 2002;
Loewith et al., 2002). mTORC2 es insensible a la rapamicina y modula el

metabolismo celular y la organizacién del citoesqueleto (Cybulski y Hall, 2009).

Desde su descubrimiento, el gen TOR se ha identificado en todos los organismos
eucariontes. Muchos de ellos contiene un solo gen TOR; sin embargo, en
Saccharomyces cerevisiae tiene 2 genes y Leishmania major tiene 3 genes,

respectivamente (Madeira Da Silva y Beverley, 2010). En particular, el genoma de
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Arabidopsis contiene un solo gen TOR cuya pérdida de la funcion es letal para la
planta (Menand et al.,, 2002). EIl mecanismo de accibn mas ampliamente
estudiado de la sefializacion de TOR es el control del inicio de la traduccion de
proteinas en levaduras y animales, pero su funcion estd menos entendido en

plantas (Bogre et al., 2013).

Recientemente se demostré que TOR actia a través de la proteina p70
RIBOSOMAL S6 KINASE (S6K) en Arabidopsis (Mahfouz et al., 2006). Estudios
posteriores mostraron que los polisomas (grupos de ribosomas) forman una
plataforma para la fosforilacion y activacion de S6K dependiente de TOR. Al estar
S6K, se asocia con polisomas; cuando TOR llega a ser activada por auxinas, es
reclutada a los polisomas, conduciendo a la fosforilacibn y subsecuente
disociacion de la S6K activa. A su vez, S6K regula la traduccién selectiva de los
mensajeros de acido ribonucleico (MRNAs, Messenger Ribonucleic acid por sus
siglas en inglés) conteniendo secuencias reguladoras actuando en CIS en la
region no traducida 5 (5’UTR, 5 untranslated region, por sus siglas en inglés)
(Schepetilnikov et al., 2013). Esas secuencias son marcos de lectura abiertos no
traducidos cortos (UORFs, untranslated open reading frames, por sus siglas en
inglés) que interrumpen la traduccién para que los ribosomas no puedan reiniciar.
La presencia de uORFs en aproximadamente el 30% de los mRNAs de
Arabidopsis indica que este tipo de control transcripcional es usado en plantas; e
incluye mRNAs de distintas categorias funcionales como las respuestas a

hormonas, sefalizacion de azucares y el control del ciclo celular (Kim et al., 2007).

Los factores de inicio de la traduccion (elFs) pueden permanecer asociados con
los ribosomas corriente abajo de los uORFs para regular el reinicio de la
traduccion (Roy et al., 2010). En las células animales, los complejos elF3 sirven
como un sitio de acoplamiento para S6K su posterior fosforilacién y activaciéon
(Holz et al., 2005). En Arabidopsis, S6K fosforila a elF3h en una forma

dependiente de TOR conduciendo al polisoma cargado de elF3h y el reinicio de la
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traduccion efectivo de los mRNAs conteniendo UORFs en respuesta a auxinas
(Fig. 7 abajo) (Schepetilnikov et al., 2013).

BD Arriba

P‘ 7 60S

60S
Aue  ( elF3h) A6 TAA AAA
408 4OS|eIF3hP\ ORFs principales
uORF corto — ARFs
bZIPs
CYCDs

Figura 7. Regulacién de la traduccion de proteinas por TOR y auxinas. Arriba, el modelo
propuesto para la activacion de TOR por las auxinas via el receptor ABP1. A, auxina; PLDzz,
fosfolipasa Dz; PA, &cido fosfatidico; PDK1, proteina cinasa dependiente de fosfolipidos. Abajo,
esguema del mecanismo por el cual TOR controla la traduccion de proteinas en plantas. P, fosfato;
S6K, proteina cinasa S6; elF3h, factor de inicio de la traduccion 3h; 60S y 30S, subunidades del
ribosoma; UORF pequefio, marco de lectura abierto no traducido corto; ORFs principales, marcos
de lectura abiertos principales; ARFs, factores de transcripcion de la sefializacion de auxinas;
bZIPs, factores de transcripcién relacionados con defensa, estrés y el desarrollo de la flor y la
semilla; CYCDs, cinasas dependientes de ciclinas tipo D del ciclo celular. (Adaptado de Bdgre et
al., 2013).

La forma en la que las auxinas activan a TOR no es clara pero se ha propuesto un
modelo al respecto. Las respuestas tempranas a auxinas son sefializadas a través
de una proteina periférica AUXIN BINDING PROTEIN 1 (ABP1) localizado en la
cara extracelular de la membrana plasmatica en la pared celular (Sauer y Kleine-

Vehn, 2011). La Phospholipase D zeta2 (PLDs2) es requerida en la respuesta a
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auxinas y se propone que puede ser activada por ABP1 (Li y Xue, 2007). Las
PLDs producen al segundo mensajero de sefializacion, el &cido fosfatidico (PA,
phosphatidic acid, por sus siglas en inglés) que en plantas activan a
PHOSPHOLIPID-DEPENDENT PROTEIN KINASE 1 (PDK1) (Anthony et al.,
2004). PDK1 es un activador de una familia de proteinas cinasas, conocidas como
cinasas AGC, incluyendo a S6K y se propone que también puede fosforilar a TOR
(Fig. 7 arriba) (Bogre et al., 2013).
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3. JUSTIFICACION

El acido folico es una vitamina cuyo funcidon esta muy bien documentado en el
metabolismo en animales y humanos; sin embargo, se desconoce mucha
informacion sobre su funcién en la biologia del desarrollo en plantas. El sistema
radicular es vital para la planta ya que le permite captar agua y nutrientes a la
misma. Las fitohormonas regulan cada aspecto en el ciclo de vida en las plantas,
en particular las auxinas son esenciales para la formaciéon de la raiz.
Recientemente, las auxinas han sido relacionadas con la ruta de sefializacion de
TOR. Lo anterior permite inferir una posible interaccion entre el acido félico y las

vias de sefializacion de auxinas y TOR en el desarrollo de la raiz.

4. HIPOTESIS

El acido fdlico regula el desarrollo de la raiz de Arabidopsis thaliana mediante un

mecanismo que implica las rutas de sefalizacion de auxinas y TOR.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Caracterizar el efecto del acido félico (AF) en el desarrollo de la raiz de

Arabidopsis thaliana y su relacién con las rutas de sefializacién de auxinas y TOR.

5.2. Objetivos particulares

Determinar el efecto del acido folico en diferentes concentraciones para
evaluar la division y elongacion celular asi como el mantenimiento del nicho
de células iniciales en la raiz.

Evaluar la participacion de la via de sefializacibon de auxinas y los
principales reguladores del crecimiento vegetal durante el crecimiento
postembrionario de la raiz en respuesta al acido félico.

Analizar el papel de la ruta de sefializacion TOR en la respuesta radicular al

acido folico.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Material biol6gico y compuestos con actividad biolégica

En este trabajo se utilizaron semillas silvestres de Arabidopsis thaliana del ecotipo
Columbia (Col-0), las lineas transgénicas pPRZ1:GUS (Sieberer et al., 2003),
CycB1;1::uidA (Colon-Carmona et al., 1999), pAtEXP7::GUS (Cho y Cosgrove,
2002), DR5:GUS (Ulmasov et al., 1997), pLOX2:FLUC/GUS (Jensen et al., 2002),
pPLD{2:GUS (Li y Xue, 2007), pCYCDG6;1::GFP (Sozzani et al., 2010), DR5:GFP
(Ottenschlager et al.,, 2003), pPLT1:CFP (Galinha et al., 2007), pPLT2:CFP
(Galinha et al., 2007), pSCR:H2B:YFP (Heidstra et al., 2004), pSHR:GFP
(Helariutta et al., 2000) y pWOX5:GFP (Sarkar et al., 2007); asi como las mutantes
de sefalizacion de auxinas tirl-1/afb1-5/afb2-5 (Parry et al., 2009), slrl (Fukaki et
al., 2002), arf7/arf19 (Okushima et al., 2007), jarl (Staswick et al., 1992), myc2-1
(SALK_061267) y myc2-2 (SALK_017005); ademas de una linea de RNAI tor
inducible por estradiol llamada tor-esl (Xiong y Sheen, 2012). Los compuestos
con actividad bioldgica utilizados en este estudio son el &cido félico (AF, No. Cat.
F8758), el acido jasmonico (AJ, No. Cat. J2500) y el estradiol (EST, No. Cat.

E2758). Los tres compuestos fueron adquiridos en Sigma-Aldrich.

6.2. Condiciones de crecimiento

Las semillas fueron desinfectadas con etanol al 95% (v/v) por 4 minutos y cloro al
10% (v/v) por 4 minutos en agitacion constante a 1400 rpm. Después de cinco
lavados con agua desionizada estéril, el material biolégico se incubé por 48 horas

a 4 °C. Posteriormente, las semillas fueron germinadas y crecidas en cajas de
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Petri en medio de cultivo empleado en nuestro laboratorio para el crecimiento de
Arabidopsis thaliana el cual es una versidon modificada del medio Murashige y
Skoog disefiado para el crecimiento y andlisis de cultivos de tejido de tabaco
(Murashige y Skoog, 1962). El medio contiene sacarosa al 0.6% siendo la
concentracion de azucar que permite un crecimiento 6ptimo; sales MS al 20%
(sales basales MS, adquiridas en la casa Sigma-Aldrich) de la concentracion
sugerida (4.3 g/l) del medio MS original, por lo que nos referimos a este medio
como MS 0.2X (también lo nombramos medio control); después de un ajuste a pH
7 se agrego fitagar al 1% (Fitagar grado micropropagacion, adquirido en la casa
Phytechnology) para una consistencia soélida. El estradiol fue disuelto en dimetil
sulféxido (DMSO, adquirido en la casa Sigma-Aldrich), el &cido félico en una
mezcla 1:1 de agua desionizada:DMSO vy el acido jasmoénico en etanol anhidro
(EtOH, comprado en la casa Sigma-Aldrich). Los compuestos en solucién se
agregaron a los medios en estado liquido (alrededor de 50 °C) a la concentracion
deseada y las placas control fueron suplementadas con el volumen mayor del
solvente usado en los tratamientos. Una vez que el medio solidifica, las semillas
se sembraron en la superficie del mismo y las placas se colocaron en una camara
de crecimiento para plantas (Percival Scientific AR-95-L) con un fotoperiodo de 16
horas luz, 8 horas oscuridad, una intensidad de luz de 100 pumol m?s? y una

temperatura de 22 °C.

6.3. Anadlisis del crecimiento vegetal

Diez dias después de la germinacion, la raiz primaria de las plantulas se midio con
una regla (LRP, longitud de la raiz primaria); el nimero de raices laterales (NRL)
presentes en la raiz primaria desde el apice hasta la zona de transicion entre la
raiz y el tallo se registré con ayuda de un estereoscopio (Leica MZ6) a un aumento
de 10X; y la densidad de raices laterales (DRL) se calcul6 dividiendo el NRL entre
la LRP. Los primordios de raices laterales (PRLs) fueron clasificados y

cuantificados de acuerdo a sus etapas del desarrollo como se reportdé por Malamy
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y Benfey (1997) en plantulas de 4 dias después de la germinacion. El peso fresco
total (PFT), del follaje (PFF) y de la raiz (PFR) de 5 o 10 plantulas se crecieron
sobre la misma caja fue medido con una balanza analitica (Ohaus) y se evaluaron
tres cajas de cada condicidon. Las diferencias entre los datos obtenidos de una
misma respuesta (LRP, NRL, DRL, PRLs, PFT, PFF y PFR) fueron analizadas con
el programa STATISTICA 10.0 (Dell StatSoft, Austin, Texas, USA), mediante
pruebas de varianza y significancia Tukey. En las diferentes gréficas, se indica con

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

6.4. Actividad histoquimica uidA y microscopia de contraste de fases

Plantulas transgénicas de Arabidopsis thaliana pPRZ1:GUS, CycB1;1::uidA,
PAtEXP7::GUS, DR5:GUS, pLOX2:FLUC/GUS y pPLD{2:GUS de cuatro dias
después de la germinacién fueron incubadas en cajas para microtitulo con X-Gluc
(5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucurénido) al 0.1% en un amortiguador de fosfatos
(NaH2PO4 y NazHPO4 al 0.1 M y un pH de 7) con K4Fe(CN)s y KaFe(CN)es al 2 mM,
durante la noche (con excepcion de pAtEXP7::GUS y pPRZ1:GUS, los cuales
fueron incubados 20 minutos y 4 horas respectivamente) a 37 °C (Jefferson et al.,
1987). Una vez retirada la solucion de X-Gluc se clarifico el tejido con la solucion 1
(HCI 0.24 N y metanol al 20% [v/v]) durante 60 minutos a 62 °C, al remover la
solucion 1 se agregd la solucion 2 (NaOH al 7% [m/v] y etanol al 60% [v/Vv])
durante 20 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se desechd la
solucion 2 y el tejido se fijo con tratamientos de etanol al 40, 20 y 10% (v/v)
sucesivamente durante 20 minutos cada uno, desechando el tratamiento anterior y
sustituyéndolo por el siguiente. El etanol al 10% se retiré para agregar glicerol al
50% (v/v) (Malamy y Benfey, 1997). Las plantulas en la solucion de glicerol fueron
observadas al estereoscopio (Leica MZ6) capturando imagenes del follaje de las
plantulas pLOX2:FLUC/GUS, en tanto que pPRZ1:.GUS, CycB1;1::uidA,
PAtEXP7::GUS, DR5:GUS y pPLDZ2:GUS fueron montadas con glicerol al 50%

sobre un portaobjetos de vidrio, cubiertas con cubreobjetos y se sellaron con
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barniz de ufias comercial, subsecuentemente se observaron y tomaron fotografias
en un microscopio de contraste de fases [microscopio Nomarski] (Leica DFC450
C). Para cada tratamiento, al menos 10 plantas transgénicas fueron analizadas. La
coloracion azul en los tejidos se debe a la actividad de la enzima B-glucuronidasa
(GUS) sobre el sustrato X-Gluc, cuya expresion esta regulada por los promotores

de los genes de interés.

6.5. Tincion de yoduro de propidio y microscopia confocal

Plantulas de Arabidopsis thaliana pCYCD6;1::GFP, DR5:GFP, pPLT1:CFP,
pPLT2:CFP, pSCR:H2B:YFP, pSHR:GFP y pWOX5:GFP de cuatro dias después
de la germinacion fueron transferidas a una solucién de yoduro de propidio 10
mg/mL por un minuto. Las plantulas fueron enjuagadas en agua y montadas con
glicerol al 50% sobre un portaobjetos y cubiertas con un cubreobjetos. Cada linea
fue analizada por separado para el yoduro de propidio (con un laser de argén de
una longitud de onda de 568 nm de excitacién y una ventana de emisién de 585-
610 nm) y la proteina verde fluorescente [GFP] (488 nm de excitacién/ 505-550 nm
de emision), la proteina cian fluorescente [CFP] (439 nm de excitacion/ 476 nm de
emision) o la proteina amarillo fluorescente [YFP] (514 nm de excitacion/ 527 nm
de emisién) usando un microscopio confocal (Olympus FV1000), esas dos
micrografias fueron fusionadas para producir una imagen final. Para cada

tratamiento, al menos 10 plantas transgénicas fueron analizadas.

6.6. Andlisis de micrografias

Las micrografias adquiridas en los microscopios (Nomarski y confocal) fueron
analizadas en el programa Imaged (http://rsbweb.nih.gov./ijf). Para cada
tratamiento y linea, 10 micrografias se registraron, obteniendo pardmetros como

longitud del tricoblasto, longitud del meristemo, longitud de la zona de elongacion,
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células expresando el reportero, expresion relativa GUS y fluorescencia relativa.
La expresion de los genes fusionados a los reporteros GUS, GFP, CFP o YFP fue
cuantificada determinando los pixeles de interés (azul, verde, cian o amarillo,
respectivamente) en un area definida. Entonces se obtuvo una unidad de valor
arbitraria (UA=pixeles/um?), la cual se normaliz6 a 1 en la condicién control y los
tratamientos con &cido folico fueron ajustados relativos a esta, por esta razén es
que en las figuras se reporta la expresion de GFP, CFP o YFP como fluorescencia
relativa o expresion relativa GUS para el caso de las lineas reporteras GUS (uidA).
La estadistica para estos parametros fue la misma que se utilizé en el apartado de

“analisis del crecimiento vegetal”.
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7. RESULTADOS

7.1. El &cido félico (AF) modifica la arquitectura de la raiz

Para evaluar la funcién del AF en la arquitectura del sistema de la raiz, se
suplementaron a los medios de cultivo concentraciones crecientes en un intervalo
de 0.1 hasta 200 pM. Se registraron algunos parametros de la arquitectura
radicular y se encontré6 que el compuesto tiene una mayor actividad en las
concentraciones de 100 y 200 pM, inhibiendo el crecimiento de la raiz primaria
(Fig. 8a) e induciendo la formacion de las raices laterales (Fig.8b-c).
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Figura 8. Efecto del 4cido folico sobre el crecimiento de la raiz de Arabidopsis thaliana. Las
plantas silvestres fueron germinadas y crecidas sobre medio MS 0.2X con o sin AF por 10 dias: a)
la longitud de la raiz primaria [LRP], b) el nimero de raices laterales [NRL] y c¢) la densidad de
raices laterales [DRL] fueron registrados. Imagenes representativas: d) la condicién control, €) 10 y
f) 200 uM de AF (barra de escala= 1cm). Los datos indican la media * la desviacion estandar (n=30
para LRP, NRL y DRL). Las letras distintas indican una diferencia estadistica de un analisis Tukey
con un valor de p<0.05. El experimento fue repetido dos veces obteniendo resultados similares.
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Debido a que el intervalo entre 10 y 100 uM de AF era bastante amplio, se
reajusto la curva en concentraciones que van de 25 a 125 pM y se hizo un analisis
mas completo en el crecimiento in vitro de plantulas silvestres (Fig. 9). En esta
nueva curva, el AF acorta la raiz primaria de manera dependiente de la
concentracion (Fig. 9a) e incrementa el numero de raices laterales
aproximadamente al doble con respecto de la condicién control en todos los
tratamientos utilizados (Fig. 9b). Un analisis del nUmero de raices laterales por
centimetro de raiz primaria (densidad de raices laterales) mostré que la formacion

de estos drganos incrementa conforme aumenta la concentracion de AF (Fig. 9c).

El registro del preso fresco total en las plantulas tratadas con el compuesto dio
como resultado cambios discretos en la acumulacion de biomasa entre el control y
los tratamientos utilizados (Fig. 9d). Un andlisis mas detallado del peso fresco
mostré un incremento en el follaje y una disminucién en la raiz en las plantulas
tratadas a diferencia de aquellas a las que solo se les aplico el solvente (Fig. 9e-f).
Las imagenes en la figura 9 muestran la condicion control (g), la concentracion de
25 UM donde hay un incremento del numero de raices laterales (h) y 125 uM el

tratamiento donde se observa la mayor modificacion en la arquitectura de la raiz

(i).
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Figura 9. Efecto del &cido félico (AF) sobre el crecimiento de Arabidopsis thaliana. Las
plantulas silvestres fueron germinadas y crecidas sobre medio MS 0.2X con o sin AF por 10 dias;
a) la longitud de la raiz primaria [LRP], b) el nUmero de raices laterales [NRL], c) la densidad de
raices laterales [DRL], d) el preso fresco total [PFT], e) el peso fresco del follaje [PFF] y f) el peso
fresco de la raiz [PFR] fueron registrados. Imégenes representativas de g) la condicién control, h)
25 e i) 125 pM de AF (barra de escala= 1cm). Los datos indican la media * la desviacién estandar
(n=30 para LRP, NRL y DRL; n=3 para PFT, PFF y PFR). Las letras distintas indican una diferencia
estadistica de un andlisis Tukey con un valor de p<0.05. El experimento fue repetido dos veces
obteniendo resultados similares.
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7.2. El &cido folico (AF) regula los programas de division y elongacién
celular en laraiz

Para entender como el AF modifica el crecimiento de la raiz primaria se analiz6 la
expresion del marcador de meristemos pPRZ1:GUS, el cual se expresa
exclusivamente en tejidos proliferativos (Sieberer et al., 2003) y los marcadores de
division celular pCYCDG6;1::GFP y CycB1;1::uidA, los cuales se expresan durante
la transicion G1/S (Sozzani et al. 2010) y en la fase G2/M del ciclo celular (Colén-
Carmona et al.,, 1999), respectivamente. Para el caso de pPRZ1.GUS,
encontramos que la longitud del meristemo disminuye de manera dependiente de
la concentracién del compuesto (Fig. 10a), lo cual indica que existe una menor
zona de tejido proliferativo (Fig. 10b).

Cuando se evalud la expresion de pCYCDG6;1::GFP encontramos que al aumentar
la concentracion de AF hay mas células expresando el reportero (Fig. 10c), en los
tratamientos con AF ocurre un incremento en la intensidad y el dominio de
expresion del reportero, el cual va acompafiado con cambios en la morfologia de
las células (Fig. 10d). Un andlisis del numero de células expresando
CycB1;1::uidA mostré que si bien hay un mayor nimero de células expresando el
marcador en cada uno de los tratamientos de AF utilizados (Fig. 10e), el dominio
de expresion se reduce considerablemente conforme aumenta la concentracién
del compuesto (Fig. 10f) y esto ultimo se correlacion6 con la expresion observada
en pPRZ1:GUS.
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Figura 10. Respuesta al &cido félico (AF) de las lineas transgénicas pPRZ1:GUS,
pCYCD6;1::GFP y CycB1;1::uidA. Las plantulas fueron germinadas y crecidas sobre medio MS
0.2X con o sin AF por 4 dias, posteriormente pPRZ1:GUS y CycB1;1::uidA fueron incubadas con el
sustrato X-Gluc y pCYCDG6;1::GFP con yoduro de propidio; a) la longitud del meristemo [LM] se
registré a partir de las micrografias de pPRZ1:GUS en las condiciones indicadas del panel “b” (Las
barras indican la longitud aproximada del meristemo evaluada en el panel “a”). c) las células
expresando el reportero [CER] fueron registradas a partir de las micrografias de pCYCD6;1::GFP
en las condiciones indicadas del panel “d” (Barra de escala= 50 pm). e) las células expresando el
reportero [CER] fueron registradas a partir de las micrografias de CycB1;1::uidA en las condiciones
indicadas del panel “f” (barra de escala= 50 um) Los datos indican la media + la desviacion
estandar (n=10 para LM y CER). Las letras distintas indican una diferencia estadistica de un
andlisis Tukey con un valor de p<0.05. El experimento fue repetido dos veces obteniendo

resultados similares.
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Ademas del estudio con las lineas reporteras de division celular, se realizé un
analisis con el gen reportero pAtEXP7::GUS, el cual funciona como un marcador
del tejido epidérmico diferenciado (Cho y Cosgrove, 2002). Dado que
PAtEXP7:GUS nos permitio visualizar el tejido diferenciado, se realizé una
medicion de la zona de elongacién, la cual disminuye drasticamente conforme
aumenta la concentracion de AF (Fig. 11a), siendo hasta de un 60% menor en el
tratamientode 125 pM de AF. Una disminucién similar ocurre en los tricoblastos,
donde la longitud llega a ser hasta un 40% menor en el tratamiento mas alto de AF
(Fig.11b). El incremento en la expresion de pAtEXP7::GUS en los tratamientos con

AF indica una mayor diferenciacion celular (Fig. 11c).
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Figura 11. Respuesta al acido folico (AF) de la linea transgénica pAtEXP7::GUS. Las plantulas
llevando la construccion pAtEXP7::GUS fueron germinadas y crecidas sobre medio MS 0.2X con o
sin AF por 4 dias, posteriormente fueron incubadas con el sustrato X-Gluc; a) la longitud de la zona
de elongacion [LZE] y b) la longitud del meristemo [LM] fueron registradas. c¢) micrografias
representativas de la condiciéon control y de las concentraciones indicadas de AF (las barras
indican la longitud aproximada del meristemo). Los datos indican la media + la desviacion estandar
(n=10 para LZE y LM). Las letras distintas indican una diferencia estadistica de un andlisis Tukey
con un valor de p<0.05. El experimento fue repetido dos veces obteniendo resultados similares.
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7.3. La expresion de factores de transcripcion del nicho celular se modifica
en respuesta al acido félico (AF)

Para dilucidar el efecto del AF en la regulacion del meristemo de la raiz primaria
se analizo la expresion de algunos de los factores de transcripcion implicados en
dos vias paralelas encargadas de regular el mantenimiento del nicho de células.
La via dependiente de los factores de transcripcion PLETHORA implica
principalmente a PLT1 y PLT2, en tanto que la ruta del médulo SHORT
ROOT/SCARECROW incluye principalmente a SHR, SCR y WOXS5 (Petricka et al.,
2012). Plantulas de A. thaliana que portan las construcciones que nos permiten
visualizar la expresién de los diferentes factores de transcripcion previamente
mencionados, fueron crecidas en condiciones control y la curva de
concentraciones de AF (25-125 pM) definida con base en el acortamiento de la

raiz primaria inducido por el compuesto.

La expresion de pPLT1:CFP y pPLT2:CFP ocurre principalmente en el centro
quiescente (QC, por sus siglas en inglés), la columela, la estela y la cubierta lateral
de la raiz o cofia lateral; cuando las plantulas crecen en los medios con AF, la
expresion de pPLT1:CFP disminuye y se restringe, confinandose en el QC y parte
de la estela (Fig. 12a,b). En tanto que pPLT2:CFP se mantiene en los mismos
tejidos donde normalmente ocurre pero con una menor expresion (Fig. 12a,c). Por
otra parte, pSHR:GFP se expresa en la estela, las células del periciclo y el QC,
pPSCR:H2B:YFP en el periciclo y el QC, en tanto que pWOX5:GFP solo en el QC
(Fig. 12a); cuando la concentracién de AF incrementa ocurre una disminucion en
la expresion de los tres reporteros de manera dependiente de la concentracion del
compuesto (Fig. 12d,e,f). Cabe mencionar que la localizacién de los tres genes
reporteros se mantiene en los mismos tejidos; sin embargo, presenta una menor
intensidad (Fig. 12a).
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Figura 12. Efecto del acido fdlico (AF) en la expresion de pPLT1:CFP, pPLT2:CFP,
pSHR:GFP, pSCR:H2B:YFP y pWOX5:GFP. Las plantulas de las distintas lineas transgénicas
fueron germinadas y crecidas sobre medio MS 0.2X con o sin AF por 4 dias, posteriormente fueron
incubadas con yoduro de propidio. a) micrografias representativas de las distintas lineas
transgénicas en la condicion control y las concentraciones indicadas de AF (Barra de escala= 50
pm). Fluorescencia relativa [FR] en b) pPLT1:.CFP, c) pPLT2:CFP, d) pSHR:GFP, e)
pPSCR:H2B:YFP y f) pWwOX5:GFP. Los datos indican la media + la desviacién estandar (n=10 para
FR). Las letras distintas indican una diferencia estadistica de un andlisis Tukey con un valor de
p<0.05. El experimento fue repetido dos veces obteniendo resultados similares.
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7.4. El acido fdlico (AF) estimula la maduracion de primordios de raices
laterales mediante un mecanismo auxinico

Adicionalmente al acortamiento de la raiz primaria observado, el AF induce la
formacion de raices laterales, las cuales surgen a partir de primordios de raices
laterales. Para evaluar cambios en el tipo y la cantidad de primordios, se crecieron
plantulas de Arabidopsis que expresan la construccion DR5:GUS para facilitar el
andlisis debido a que la expresion del reportero se lleva a cabo en estas
estructuras. DR5:GUS esta formado por un promotor sintético de respuesta a
auxinas fusionado a la secuencia que codifica para la enzima B-glucuronidasa,
siendo esta Ultima la que en presencia del sustrato X-Gluc (5-bromo-4-cloro-3-
indolil-B-D-glucurénido) indica el sitio y la intensidad donde se lleva a cabo la
sefializacion de auxinas (Ulmasov et al., 1997).

Un registro del tipo de primordios segun las siete etapas de desarrollo descritas
por Malamy y Benfey en (1997), mostré6 que en la condicion control la mayor
cantidad de primordios se encuentran en las primeras etapas y conforme la
concentracion de AF incrementa hay mas primordios en las Ultimas etapas y mas
raices laterales emergidas (Fig. 13a). Por otra parte, el analisis de primordios
totales indic6 que aun cuando el compuesto induce la maduracion de los
primordios, ocurre una disminucion de la cantidad de estas estructuras conforme
incrementa la concentracién de AF (Fig. 13b). Adicional al efecto sobre la cantidad
y el tipo de primordios, se observaron cambios en la expresion del reportero
inducible por auxinas DR5:GUS (datos no mostrados), por lo que se realizé un
andlisis mas fino por microscopia confocal con DR5:GFP, encontrando que la
expresion del reportero incrementa cuando se adiciona AF, tanto en los primordios
como en la zona de la estela donde se estan formando dichas estructuras y una
vez que la raiz lateral ha emergido, la expresion disminuye en la estela con los
tratamientos de AF (Fig. 13c).
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Figura 13. Efecto del acido fdlico (AF) en el desarrollo de raices laterales en Arabidopsis
thaliana. Las plantulas de DR5:GUS fueron germinadas y crecidas sobre medio MS 0.2X con o sin
AF por 4 dias, posteriormente fueron incubadas con el sustrato X-Gluc; a) Los primordios de raices
laterales [PRLs] y b) los primordios totales [PTs] fueron registradas. c) Micrografias representativas
de algunas etapas del desarrollo de los primordios en la condicién control y las concentraciones
indicadas de AF de plantulas DR5:GFP de 4 dias después de la germinacion incubadas con yoduro
de propidio (Barra de escala= 100 um). ERL= Raiz lateral emergida. Los datos indican la media +
la desviacion estdndar (n=10 para PRLs y PTs). Las letras distintas indican una diferencia
estadistica de un andlisis Tukey con un valor de p<0.05. El experimento fue repetido dos veces
obteniendo resultados similares.

En la raiz primaria de plantas silvestres, DR5:GFP se expresa en las células de la
estela, mostrando una mayor expresion en la regiébn mas distal del meristemo
apical de la raiz (RAM; por sus siglas en ingles), es decir, la zona de formacion de
raices laterales y dicha expresion disminuye gradualmente en las células de la
estela mas cercanas al RAM (Fig. 14a). El tratamiento de 125 uM de AF provoca

gque DR5:GFP se exprese uniformemente en la estela de una raiz primaria mas
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corta (Fig. 14b). En la zona meristematica se puede observar que si bien en el
tejido mitéticamente activo (como se mostré en la Figura 10) no hay gran
diferencia en cuanto a la expresion de DR5:GFP, el principal cambio ocurre en el
nicho de células madre, ya que en la condicion control DR5:GFP se expresa en el
centro quiescente y las células de la columela (Fig. 14c), en tanto que el
tratamiento con AF provoca que se exprese en el centro quiescente y las células
iniciales (Fig. 14d).

Figura 14. Respuesta al acido fdlico (AF) de DR5:GFP en la raiz de Arabidopsis thaliana. Las
plantulas de la linea transgénica DR5:GFP fueron germinadas y crecidas sobre medio MS 0.2X con
0 sin AF por 4 dias, posteriormente fueron incubadas con yoduro de propidio; las imagenes
muestran el patron de expresién del reportero de respuesta a auxinas DR5:GFP en raices
completas de plantulas crecidas en a) la condicidn control y b) 125 uM de AF (Barra de escala= 1
cm). Los paneles “c” y “d” son un acercamiento de la punta de la raiz de las plantulas en “a” y “b”
respectivamente (Barra de escala= 100 um). El experimento fue repetido dos veces obteniendo

resultados similares.
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7.5. La sefializacién de auxinas media los efectos del acido folico (AF) sobre
la arquitectura de la raiz

Debido a que la sefalizacién de auxinas parece estar implicada en los cambios
ocasionados con los tratamientos de AF sobre la raiz, se decidi6 evaluar la
respuesta radicular a la vitamina de tres mutantes afectadas en genes que
codician para diversos elementos de la sefializacion de auxinas, la cual finaliza
con la induccién de la expresion de genes a través de factores de transcripcion.
Las mutantes analizadas fueron arf7/afr19, una doble mutante afectada en dos
genes que codifican para factores de transcripcion de la via auxinica (Okushima et
al., 2007); slrl, una mutante en un gen que codifica para un represor de la ruta de
sefalizacion (IAA14) y dicha mutacion provoca una ganancia de funcién
blogueando drasticamente la respuesta a auxinas (Fukaki et al., 2002) y tirl-
1/afb1-5/afb2-5, una triple mutante afectada en tres genes que codifican para

receptores de auxinas (Parry et al., 2009).

Las plantulas silvestres y mutantes mencionadas anteriormente fueron crecidas en
la condicién control y con los tratamientos de 25 a 125 uM de AF, encontrando que
como ocurren con las plantas silvestres, las tres mutantes acortan su raiz primaria
de manera dependiente de la concentracion de AF; sin embargo, dicha inhibicion
ocurrié con menor intensidad en slrl, la cual mostré una resistencia parcial a dicho
efecto en cada uno de los tratamientos de AF utilizados (Fig. 15a). En cuanto a la
formacién de raices laterales, el AF fue incapaz de inducir la formacion de estas
estructuras en arf7/afrl9 y sirl, las cuales no forman raices laterales desde la
condicién control, en tanto que tirl-1/afbl-5/afb2-5 tiende a formar muy pocas
raices laterales y solo en el tratamiento de 125 pM ocurri6 un incremento
significativo en el nimero y la densidad de estas estructuras sin llegar a ser igual

al efecto observado en las plantulas silvestres (Fig. 15b-c).
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Figura 15. Efecto del acido folico (AF) en las mutantes de la ruta de sefializacion de auxinas
arf7/arfl9, sirl y tirl-1l/afb1-5/afb2-5. Las plantulas silvestres y mutantes fueron germinadas y
crecidas sobre medio MS 0.2X con o sin AF por 10 dias. a) la longitud de la raiz primaria [LRP]; b)
el numero de raices laterales [NRL] y ¢) la densidad de raices laterales [DRL] fueron registrados. d)
Imégenes representativas de la condicidn control y las concentraciones indicadas de AF en las
plantulas silvestres y las tres mutantes utilizadas (Barra de escala= 1cm). Los datos indican la
media * la desviacion estandar (n=15 para LRP, NRL y DRL). Las letras distintas indican una
diferencia estadistica de un analisis Tukey con un valor de p<0.05. El experimento fue repetido dos
veces obteniendo resultados similares.
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7.6. El 4cido jasmonico (AJ) esta implicado en el efecto del acido folico (AF)
sobre el crecimiento de Arabidopsis.

Debido a que la sefalizacion de auxinas es necesaria para que el AF provoque su
efecto sobre las plantas, se decidio evaluar si otras vias de sefializacién hormonal
estaban implicadas en el proceso. Andlisis con diversas lineas transgénicas y
mutantes afectadas en las rutas de sefalizacion hormonal mas ampliamente
estudias fueron llevados a cabo, encontrando que solo el AJ (ademas de las

auxinas) parece estar implicado en la respuesta vegetal al AF.

El gen lox2 codifica para una lipoxigenasa implicada en la biosintesis de AJ y la
expresion de dicho gen se induce por la sefializacion del AJ como mecanismo de
retroalimentacion positiva (Jensen et al., 2002). Las plantulas de A. thaliana
portando la construccion pLOX2:FLUC/GUS nos permitieron visualizar la
expresion basal del reportero en la condicion control, la cual ocurre principalmente
en los extremos de los cotiledones opuestos a los peciolos (Fig. 16a), en tanto que
en el tratamiento con 32 uM de AJ (utilizado como un control positivo) la expresion
se observa principalmente en los cotiledones y el hipocotilo e incluso en las hojas
verdaderas que se forman en esta condicion (Fig. 16b). En el tratamiento de 50
UM de AF se observa un incremento en la expresion de pLOX2:FLUC/GUS en los
mismos sitios de la plantula cuando se trata con AJ (con excepcién del hipocotilo),
aunqgue la intensidad es menor que la observada en el tratamiento con AJ (Fig.
16c). Al incrementar la concentracién de AF a 125 pM la expresion se vuelve muy
similar a la de los tratamientos con AJ pero sin observarse nuevamente alguna

coloracién en el hipocotilo (Fig. 16d).
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a)

Figura 16. Respuesta al acido félico (AF) de pLOX2:FLUC/GUS en el follaje de Arabidopsis
thaliana. Las plantulas de la linea transgénica de respuesta al acido jasmoénico (AJ)
pLOX2:FLUC/GUS fueron germinadas y crecidas sobre medio MS 0.2X por 4 dias, posteriormente
fueron transferidas a medios. a) control, b) 32 uM de AJ, ¢) 50 y d) 125 uM de AF, un dias después
fueron incubadas con el sustrato X-Gluc; (Barra de escala= 1 mm). El experimento fue repetido dos
veces obteniendo resultados similares.

El incremento en la expresion de pLOX2:FLUC/GUS en tratamientos con AF nos
motivé a analizar el crecimiento de mutantes afectadas en la respuesta al AJ para
identificar si los elementos que participan en la biosintesis o la sefalizacion de la
fitohormona estan involucrados en el efecto del AF sobre la planta. La mutante
jarl se encuentra afectada en un gen que codifica para la jasmonoil-L-isoleucina
sintetasa, una enzima encargada de conjugar el AJ y la isoleucina en jasmonoil-
isoleucina, siendo este Ultimo compuesto el que es capaz de activar al receptor del
AJ (Staswick et al., 1992; Staswick y Tiryaki, 2004; Katsir et al., 2008; Santner et
al., 2009). Por su parte, myc2-1 y myc2-2 son dos mutantes con pérdida de la
funcién en el gen MYC2, el cual codifica para un factor de transcripcion de la via
de sefalizacion de AJ (Lorenzo et al., 2004; Dombrecht et al., 2007). Un andlisis
del crecimiento de la raiz primaria mostré un comportamiento similar al de las
plantulas silvestres en las mutantes jarl (Fig. 17a), myc2-1 y myc2-2 (Fig. 17b);
ademas de que el fenotipo general de las mutantes es muy similar al de las
plantas silvestres en los medios suplementados con AF (Fig. 17c).
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Figura 17. Efecto del acido félico (AF) en las mutantes de la ruta de sefializacién del acido
jasménico jarl, myc2-1 y myc2-2. Las plantulas silvestres y las mutantes fueron germinadas y
crecidas sobre medio MS 0.2X con o sin AF por 10 dias; la longitud de la raiz primaria [LRP] de las
mutantes. a) jarl y b) myc2 (alelos 1 y 2) fueron registrados. ¢) Imagenes representativas de la
condicién control y la concentracién indicada de AF en las plantulas silvestres y las tres mutantes
utilizadas (Barra de escala= 1 cm). Los datos indican la media + la desviacién estandar (n=15 para
LRP). Las letras distintas indican una diferencia estadistica de un analisis Tukey con un valor de
p<0.05. El experimento fue repetido dos veces obteniendo resultados similares.

7.7. TOR regula el crecimiento y el desarrollo vegetal por un mecanismo que
involucra al acido félico (AF)

La fosfolipasa D zeta2 ha sido reportada como un punto de interconexién entre las
vias de sefalizacion de auxinas y TOR (Bogre et al. 2013), por lo que decidimos
evaluar el efecto de esta vitamina sobre plantulas portando la construccion
pPLDZ2:GUS, la cual funciona como reportero de la expresion del gen PLD{2 que
codifica para la fosfolipasa D zeta2 (Li y Xue, 2007). El analisis de la expresién
GUS revel6 que el reportero no se expresa en la condicién control ni en la punta
(zona 1), ni en la zona de formacion de raices laterales (zona 2) de la raiz

primaria, mientras que en los tratamientos con AF comienza a observarse la
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expresion en la zona de formacion de raices laterales desde la concentracion de
25 uM incrementando gradualmente conforme la concentracion del compuesto es
mayor (Fig. 18); sin embargo, no se observo la sefial GUS en la punta de la raiz
primaria en ninguno de los tratamientos utilizados aun cuando el fenotipo en esta
zona se modifica drasticamente.
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Figura 18. Respuesta al acido félico (AF) de la linea transgénica pPLD{2:GUS. Las plantulas
llevando la construccion pLDZ2:GUS fueron germinadas y crecidas sobre medio MS 0.2X con o sin
AF por 4 dias, posteriormente fueron incubadas con el sustrato X-Gluc. Micrografias
representativas de la condicién control y las concentraciones indicadas de AF en dos zonas de la
raiz primaria (Zona 1, punta de la raiz primaria; Zona 2, zona de formacién de raices laterales)
(Barra de escala= 100 uM). El experimento fue repetido dos veces obteniendo resultados similares.

TOR es un gen indispensable para la planta, la mutante nula tor exhibe un arresto
del crecimiento del embridén entre las etapas de 16 y 32 células (Xiong y Sheen,
2014). Ademés de regular el desarrollo del embrion, la sefalizacion de TOR
también es indispensable para el desarrollo post-embrionario en plantas, la
represion de TOR por diferentes métodos retarda fuertemente muchos aspectos

clave del crecimiento de o6rganos en plantulas, incluyendo la expansion del
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cotiledon, el desarrollo de hojas verdaderas, la elongacion del peciolo y el

crecimiento de las raices laterales y la raiz primaria (Ren et al., 2012; Caldana et

al., 2013; Xiong et al., 2013).
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Figura 19. Efecto del &cido félico (AF) en la linea transgénica inducible por estradiol (EST)
tor-esl. Las plantulas silvestres y transgénicas tor-es1 fueron germinadas y crecidas sobre medio
MS 0.2X con o sin AF y 0.07 pM de EST por 10 dias; a) la longitud de la raiz primaria [LRP], b) el
namero de raices laterales [NRL], c) la densidad de raices laterales [DRL], d) el preso fresco total
[PFT], e) el peso fresco del follaje [PFF] y f) el peso fresco de la raiz [PFR] fueron registrados. g)
Iméagenes representativas de la condiciones y plantulas indicadas (Barra de escala= 1 cm). Los
datos indican la media + la desviacion estandar (n=30 para LRP, NRL y DRL; n=3 para PFT, PFF y
PFR). Las letras distintas indican una diferencia estadistica de un analisis Tukey con un valor de
p<0.05. El experimento fue repetido dos veces obteniendo resultados similares.
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Para entender mas acerca de la funcion del AF, se evalud el crecimiento de una
mutante inducible por estradiol (EST) tor-esl lado a lado con plantulas silvestres
en medios control y suplementados con 0.07 uM de EST ( La concentracién
minima necesaria para conseguir el fenotipo mas acentuado en tor-esl1, la cual fue
determinada mediante una curva de concentraciones de EST, datos no
mostrados), adicionando AF en concentraciones de 0 (Unicamente el solvente), 25,
50, 75, 100 y 125 puM, encontrando que en las plantulas silvestres el EST no tiene
algun efecto significativo modificando la raiz primaria con o sin el AF. En tanto que
en tor-esl ocurre una fuerte inhibicién del crecimiento de la raiz primaria en el
tratamiento donde solo se adiciona el EST; sin embargo, la adicién de AF en los
medios que también contienen el EST restaura la elongacion de la raiz primaria
hasta la concentracion de 75 uM. Sobre esta concentracion, la mutante inducible y
la planta silvestre presentan la misma longitud en las concentraciones de 100 y
125 uM de AF (Fig. 19a). Dicho efecto de restauracion del fenotipo mutante de tor-
esl (inducido con el tratamiento de EST) se observo también en la formacion de
raices laterales, las cuales vuelven a formarse en la mutante inducible en los

medios que ademas de EST contienen AF (Fig. 19b-c).

El tamafio pequefio de la mutante inducible en medios con EST y su restauracion
en medios que ademas de EST contienen AF, nos motivo a analizar la biomasa de
las plantulas, encontrando que de acuerdo a lo esperado, en el tratamiento con
EST disminuye drasticamente la biomasa total de tor-esl y conforme incrementa
la concentracion de AF, ocurre un aumento en la biomasa total de esta linea
transgénica de forma dependiente de la concentracibn hasta que en la
concentracion de 125 M de AF llega a ser similar a la de la plantula silvestre (Fig.
19d). Un analisis de la biomasa del follaje (Fig. 19e) y la raiz (Fig.19f) por
separado en las plantulas silvestre y mutante inducible mostr6 que el fenédmeno de
restauracion del AF sobre la mutante inducible ocurre igualmente en ambas partes

de la planta.
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8. DISCUSION

En este trabajo se demostr6 que el acido félico (AF) altera el programa de
crecimiento de la raiz en Arabidopsis thaliana, el cual consiste del crecimiento
indeterminado y preponderante de la raiz primaria con su posterior ramificacion
por las raices laterales. EI AF suplementado exdgenamente cambia el programa
de crecimiento en la raiz induciendo un acortamiento de la raiz primaria y
promoviendo la formacion de raices laterales (Fig. 9). La inhibicién de la longitud
de la raiz primaria ocurre por una ausencia del proceso de elongacion (Fig. 11),
aun cuando el meristemo cuenta con mas células mitéticamente activas y por lo

tanto existe una mayor division celular (Fig. 10).

Lo anterior propone que existe un balance previo al proceso de diferenciacion
entre la division y elongacién de las células. Dicho balance divisiébn/elongacion
podria ser regulado en el nicho de células madre por un mecanismo que involucra
al AF. Un exceso de la vitamina reprime la expresion de genes que codifican para
factores de transcripcion (PLT1, PLT2, WOX5, SHR y SCR) (Fig. 12), los cuales
regulan el mantenimiento del estado indiferenciado de las células madre iniciales
ya que la pérdida de la funcién en estos genes conlleva a fendbmenos relacionados
con la diferenciacion celular (Sabatini et al., 2003; Aida et al., 2004; Galinha et al.,
2007); siendo que el efecto del AF no implica algun proceso de diferenciacién en
el nicho celular y no blogquea por completo la expresion de estos genes, es posible
que ellos también participen en la regulacion del tamafio del meristemo y la
actividad mitética en el mismo y esto en consecuencia afecte la elongacion celular

al provocar un desbalance entre la division y la elongacion.

La formacion de raices laterales puede dividirse en dos fases principales: la
activacion del periciclo y el establecimiento del meristemo (Himanen et al., 2002).
En la figura 13, se incluy6 un analisis del tipo y la cantidad de primordios de raices
laterales (PRLs), el cual revela que el AF promueve la maduracion de PRLs

debido a que al incrementar la concentracion del compuesto existe una mayor
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cantidad de PRLs en las Ultimas etapas del desarrollo y muy pocos en las
primeras (Fig. 13a). Ademas, el andlisis de los primordios totales indicé que el
exceso de la vitamina origina una menor cantidad de PRLs (Fig. 13b), lo cual nos
lleva a hipotetizar que la generacion de nuevos PRLs se lleva acabo a la misma
velocidad tanto en plantulas en condicién normal, como en plantulas tratadas con
AF, pero una emergencia mas rapida de los PRLs resulta en una menor cantidad
de PRLs en las plantulas tratadas con la vitamina. Por lo tanto, el AF estimula la
maduracion de los PRLs existentes (el establecimiento del meristemo de las
nuevas raices laterales), pero no da lugar a la generacion de novo de los mismos.
Los analisis en distintas etapas del desarrollo con el gen reportero de respuesta a
auxinas DR5:GFP, indicaron que una mayor activacion de la ruta se sefializacion
de auxinas (evidenciado por una mayor expresion del reportero) ocurria en
respuesta al AF en los PRLs de las primeras etapas y la zona de la estela donde
se originan los mismos (Fig. 13c), por lo que la maduracién de los PRLs via AF
implica a la sefializacion de auxinas y la expresion de genes de respuesta a la

fitohormona.

En la figura 14, se muestra que una mayor expresion de DR5:GFP ocurre en la
estela a través de toda la zona de diferenciacion en la raiz primaria de plantulas
tratadas con AF, sugiriendo que el efecto sobre la raiz primaria también depende
de la sefalizacion de auxinas. Lo anterior fue comprobado con la evaluacion de
mutantes en la via de sefalizacion donde se mostré que slrl y arf7/arf19 son
parcialmente resistentes al efecto represor del AF en la raiz primaria. La
resistencia parcial observada en las mutantes propone que el AF acorta la raiz
primaria por un mecanismo dependiente de los productos de los genes 1AA14,
ARF7 y ARF19 de la sefializacion de auxinas. La triple mutante tirl-1/afb1-5/afb2-
5 no mostré un comportamiento diferencial al de las plantulas silvestres en el
crecimiento de la raiz primaria, es posible que el AF no requiera de los receptores
de la sefalizacion de auxinas o bien las otras proteinas AFBs funcionales suplen
la funcion de los tres receptores afectados en ese fondo mutante y no sea posible

observar algun fenotipo distinto al silvestre en la raiz primaria de la triple mutante.
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El hecho de que la repuesta observada en cuanto al crecimiento de la raiz primaria
solo fuera parcial, sugiere que ademas de la sefializacion de auxinas existen otros
mecanismos por los cuales el AF coordina el crecimiento en la raiz primaria. Para
el caso de la formacion de raices laterales, es notorio que la via de sefializacion
de auxinas desde los receptores (TIR1, AFB1 y AFB2) hasta los represores
(IAA14) y factores transcripcionales (ARF7 y ARF19) es necesaria para la
formacion de la raiz lateral via el AF. Ademas de la sefializacion de auxinas, los
jasmonatos parecen estar implicados en el efecto del AF en la planta. La vitamina
regula la expresion del gen LOX2, el cual codifica para una enzima de biosintesis
del acido jasménico; sin embargo, los ensayos de dosis respuesta al AF en
mutantes afectadas en la sefializacion del JA no mostraron comportamiento
diferencial de las mutantes al observado en las plantulas silvestres, descartando la
participacion de esos genes en la respuesta al AF, por lo que es posible que el
mecanismo que implica al JA requiera de otros elementos distintos a los
evaluados en este estudio (JAR1 y MYC2) o bien, los aspectos relacionados con

el JA en la respuesta al AF solo ocurran en el follaje, donde se expresa LOX2.

El crecimiento de los organismos multicelulares esta determinado por la division y
expansion de sus células, procesos relacionados con el AF y altamente regulados
por la sefalizacién de TOR. En plantas, la conexion entre las auxinas y TOR es la
fosfolipasa D2 (PLDZ2), aunque a la fecha se desconoce si el mecanismo de
activacion de esta enzima por las auxinas implica a la ruta del receptor ABP1, la
cual es independiente de la transcripcién de genes o la de TIR1, que si depende
de la transcripcion de genes, nuestros datos sugieren que es este ultimo el
mecanismo que podria activar a PLD(2 en la respuesta al AF. Lo cual permitiria la
produccion de acido fosfatidico para la activacion de PDK1, la cual ha sido
reportada que fosforila a S6K, siendo este ultimo el regulador central de la
traduccién que también es altamente regulado por TOR. Lo anterior explicaria por
qué el suplemento de AF rescata el fenotipo de la mutante inducible tor-esl, es

decir, una via alterna a TOR activada por auxinas que implica a PLD{2 para
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activar a S6K permitiendo la sintesis de proteinas necesarias para el crecimiento y

desarrollo de la planta.

9. CONCLUSIONES

El acido folico (AF) regula el crecimiento y el desarrollo de la raiz de Arabidopsis
thaliana, disminuyendo la elongacion e incrementa la tasa de divisidbn en las
células de la raiz primaria, en donde PLT1, PLT2, SHR, SCR y WOX5 podrian
estar implicados en la regulacion del balance divisidon/elongacion por el nicho
celular, en un mecanismo que incluye a la sefalizacion de auxinas a nivel del
maddulo represor/factor transcripcional IAA14/ARF7-ARF19. Adicionalmente, el AF
promueve la maduracion de los primordios de raices laterales, lo cual origina una
mayor cantidad de raices laterales en plantas tratadas con la vitamina, requiriendo
una via de sefializacién de auxinas completamente funcional a nivel de receptores
con TIR1, AFB1 y AFB2, del represor con IAA14 y de los factores de transcripcion
con ARF7 y ARF19. Finalmente, la sintesis de proteinas es fundamental para el
crecimiento vegetal y la ruta de sefalizacion de TOR controla dicho proceso a
través de la activacion del regulador maestro S6K, el cual posiblemente es
activado por el AF en una via alterna por un mecanismo auxinico dependiente de
la accion de PLDC2.
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