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Resumen

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) son vitales para el
crecimiento, desarrollo, adaptacion y colonizacibn de ambientes nuevos o a
condiciones de escases de nutrientes y agua mediante diferentes mecanismos. Los
compuestos volatiles organicos (VOC) intervienen en la homeostasis hormonal de las
plantas, entre los cuales destaca la dimetil hexadecilamina (DMHDA), un aminolipido
producido por bacterias con capacidad de modificar el crecimiento de la raiz y el
desarrollo de diferentes especies vegetales.

En el presente trabajo se investigaron las interacciones hormonales que participan en
la modulacion de la respuesta a la DMHDA en Arabidopsis thaliana, encontrando que
la respuesta de A. thaliana a la DMHDA es dependiente de la via de sefalizacién del
acido jasmonico, y que tanto la DMHDA como el AJ interfieren con la modulacion en
la respuesta a citocininas (CK). Lo anterior correlaciona con una disminucién en el
crecimiento de la raiz primaria, que ocurre como una respuesta sistémica que inicia
desde el follaje y se extiende hasta las zonas de crecimiento radical. Entonces la
DMHDA tiene su efecto sobre las plantas mediante la estimulacion de la via de
sefnalizacion del AJ, una hormona de defensa que antagoniza el crecimiento a través
de la represion de las via de sefalizacion de las CK.

Los resultados mencionados abren un nuevo panorama sobre las interacciones planta-
bacteria mediados por volatiles y permitieron evidenciar que distintas respuestas

hormonales pueden orquestar el desarrollo y la defensa de manera simultanea.

Palabras clave: Hormonas, antagonismo, crecimiento, defensa, rizobacterias.
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Abstract

Plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) are vital for growth, development,
adaptation and colonization to new environments or scarce nutrients and water
conditions by means of different mechanism. Volatile organic compounds (VOC)
intervene in plant hormonal homeostasis, among them dimethyl hexadecylamine
(DMHDA) stand out, it is a bacterial-produced aminolipid capable to modify root growth
and development of different species vegetables.

In this thesis work, hormonal interactions modified by DMHDA were investigated, we
corroborated that JA signaling pathway is activated and both DMHDA and JA interfere
with cytokinins (CK) response. This correlates with a primary root growth decrease, that
occurs as a systemic response starting from foliage and extending to root growth
zones. So DMHDA has its effect on plants by means of JA signaling pathway
stimulation. A defense hormone antagonizing growth through CK signaling pathway
repression.

Results afore mentioned open a new landscape about plant-bacteria interactions
mediated by VOC and allow us evidence that different hormonal response may

orchestrate development and defence simultaneously.

Keywords: Hormones, antagonism, growth, defense, rhizobacteria.
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1. Introduccion

Desde que colonizaron el suelo, la plantas han coexistido con microorganismos con
los cuales formaron interacciones simbidticas, dando paso a la evoluciéon de
adaptaciones que mejoran las adecuaciones de ambos simbiontes interactuantes
(Revillini et al., 2016). Dentro de un proceso de interaccion ecoldgica estrecha entre
dos 0 mas especies, se pueden mejorar las adaptaciones de una especie en respuesta
a la presidn selectiva positiva impuesta por la otra especie interactuante y el efecto
puede ser reciproco. La presion selectiva entre las especies interactuantes depende
de su naturaleza y la fuerza de sus asociaciones (Occhipinti, 2013). La co-evolucion
es capaz de originar y dirigir una especiacién ecoldgica, manteniendo y promoviendo
la diversidad bioldgica (Biere y Tack, 2013).

La raiz es la encargada del anclaje de la planta, la absorcion del agua, sales minerales,
nutrientes, produccién de hormonas e incluso provee un complejo microambiente
susceptible a la colonizacién de hongos y rizobacterias formando comunidades que
tienen potencial tanto de biocontrol de plagas, como biorremediacion detoxificando
suelos de metales pesados (Gouda et al., 2018). Las PGPR (bacterias rizosféricas
promotoras del crecimiento de las plantas) habitan la rizésfera (volumen de suelo
influenciado por la raiz) y pueden proteger a la planta hospedera del estrés ambiental
y del ataque de microorganismos patdégenos (Timmusk et al., 2005; Gouda et al.,
2018). Un ejemplo de lo anterior es lo que ocurre con Paenibacillus polymyxa, el cual,
ademas de conferir resistencia contra los patégenos Pythium aphanidermatum y
Phytophthora palmivora, es capaz de mejorar la tolerancia a sequia mediante la
creacion de una matriz rica en polisacaridos extracelulares (EPS) sobre la raiz
(Timmusk y Nevo, 2011). Se ha demostrado que la aplicacion de las PGPR tiene un
efecto fitoestimulante, al mejorar la salud y productividad de los cultivos bajo
condiciones normales o de estrés (Ahemad and Kibret, 2014).

Las PGPR también son capaces de sintetizar biomoléculas que modulan la
arquitectura de la raiz a través de la interferencia de los balances hormonales. Por
ejemplo, Pseudomonas fluorescens produce el compuesto antimicrobiano DAPG (2,4-
diacetylphloroglucinol) que interfiere en la via de sefalizacion de auxinas y modifica la

morfologia de la raiz, estimulando la formacion de raices laterales en plantulas de



tomate (Vacheron et al., 2013). De manera similar, la mezcla de compuestos organicos
volatiles (COVs) emitidos por P. fluorescens WCS417 estimula el crecimiento de la raiz
primaria, la formacion de raices laterales y aumenta la biosintesis de auxinas
(Zamioudis et al., 2013). Dentro de la mezcla de COV de B. subtilis GB03, la acetoina
(3-hidroxi-2-butanona) y 2,3-butanediol incrementan el area foliar de A. thaliana,
siendo la via de sefalizacién de citocininas la responsable en la promocién del
crecimiento en este caso (Ryu et al., 2003).

La N,N-dimetil-hexadecilamina (DMHDA), es un COV emitido por algunas PGPRs
como Bacillus subtilis G8, Arthrobacter agilis UMCV2, Sinorhizobium meliloti 1021 y
Pseudomonas fluorescens UM270 (Liu et al., 2008; Velazquez-Becerra et al., 2011;
Orozco-Mozqueda et al., 2013; Hernandez-Leon et al., 2015). La DMHDA modifica el
desarrollo de la raiz en especies filogenéticamente distantes a través de la activacion
de la via de senalizacion del acido jasmoénico (Velazquez-Becerra et al., 2011; Castulo-
Rubio et al., 2015; Valencia-Cantero et al., 2015; Raya-Gonzalez et al., 2017).

En los ultimos 20 afios se ha incrementado la variabilidad climatica extrema,
aumentando casi un 50% los dafios o perdidas en los cultivos agricolas a nivel mundial
(FAO, 2018). En México, cerca del 37% del territorio nacional son tierras de cultivo
agricola, bosques y selvas, siendo medios rurales que originan la mayoria de los
productos alimenticios que se consumen. En las poblaciones rurales se contiene poco
menos del 40% de la poblacién de nuestro pais, contradictoriamente, la mayoria vive
en pobreza alimentaria (FAO, 2009). Ante estos retos ambientales y sociales, el
entendimiento de las funciones del sistema radicular generado por las investigaciones
en ciencia basica puede aplicarse para disefar estrategias de manejo y asi
incrementar la produccién de una forma mas amigable con el ambiente. De tal manera
que, se podrian mitigar las consecuencias de los cambios climaticos extremos como
sequias o inundaciones que, en parte, son causa de la inseguridad alimentaria en las

poblaciones rurales y urbanas al afectar las cosechas.



2. Antecedentes

2.1. Crecimiento y desarrollo vegetal.

Después de que una planta germina a partir de una semilla, se desarrollan los tejidos
dérmicos, vasculares y todos los 6rganos estructurales, a partir de linajes celulares
especificos en el nicho de células iniciales ubicado en los meristemos apicales del
follaje y raiz (Burian et al., 2016). A diferencia de los animales, las plantas pueden
remodelar su arquitectura radicular y foliar y crear nuevos érganos a partir de los

meristemos apicales y laterales (Heidstra y Sabatini, 2014).

2.1.1. Meristemos.

Durante la evolucidon de las plantas terrestres, los meristemos fueron innovaciones
morfoldgicas tan eficientes para su desarrollo que les permitieron la formacién de
estructuras complejas como la vasculatura, los tallos, las hojas y las raices (Bennett,
2015). Tanto el meristemo apical de la raiz (MAR) como del brote apical (MBA)
presentan una poblacion pequefa de células iniciales indiferenciadas cuya funcién
consiste en generar células diferenciadas destinadas a la formacion de tejidos u
organos. La compleja morfologia de las plantas esta coordinada por las actividades
de los meristemos y la organogénesis (Leiboff et al., 2015).

Las divisiones de las células iniciales en la zona central del MAR generan células de
division rapida, que al ser desplazadas permiten el establecimiento de una zona de
transicion y posteriormente de una zona de elongacion-diferenciacion en la raiz
(Bitonti y Chiappetta, 2011). En el MBA, la zona periférica al CO (que marca el limite
entre la division y la diferenciacion) presenta células que eventualmente se
diferenciaran en los primordios de las hojas (Skylar y Wu, 2011). Las células
meristematicas son pequefas y con citoplasmas densos, mientras que las de la zona
de transicion empiezan a alargarse e inician su diferenciacion. Cuando las células
transcurren a la zona de elongacion, los nucleos son empujados por vacuolas grandes
hacia la pared celular. Posteriormente, en la zona de diferenciacion las células
alcanzan su tamafo maximo aunado a una diferenciacion especifica que da origen a
los primordios de 6rganos (Takatsuka y Umeda, 2013). En la organogénesis, la célula
indiferenciada fundadora es la primera destinada a convertirse en algun tipo de tejido

u 6rgano, para lo cual transita por una serie de divisiones hasta alcanzar su funcién
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especifica. En el estado diferenciado, las células pueden responder a sehales de
activacion que dan como resultado un primordio, el cual posteriormente formara
organos y tejidos especializados. Es importante notar que las fases de proliferacion y
diferenciacion estan espacial y temporalmente separadas (Chandler, 2011).

Las células vegetales presentan una pared rigida que les impide moverse
activamente, sin embargo, son desplazadas pasivamente por las divisiones que se
llevan a cabo durante el desarrollo de un tejido (Gailochet y Lohmann, 2015). Asi, el
destino de las células hijas durante y después de la divisidbn esta controlado por
factores intrinsecos (ARNs y proteinas) y también por senales extrinsecas (luz y agua)
(Hove y Heidstra, 2008). La combinaciéon de las sefales externas junto con la
respuesta fisioldgica, cambian el destino celular hasta que llegan a la etapa de
diferenciacion y la formacion de un 6rgano. La capacidad de regular el cambio del
destino celular requiere una comunicacion continua entre los diferentes dominios
funcionales de la planta. El acoplamiento entre la actividad y mantenimiento de los
meristemos, junto con la divisién y diferenciacion durante la organogénesis, requiere
de una transmision de senales intercelulares a través de los diferentes dominios. En
dichas vias de sefializacién que regulan finamente el desarrollo de las plantas,
participan las fitohormonas, péptidos y programas de transcripcion genética. El centro
quiescente pluripotente, localizado en medio del grupo de células iniciales tiene como
funcién primordial proveer células nuevas al nicho de las iniciales y controlar el destino
de las células hijas, las cuales progresivamente se convertiran en tejidos y érganos

diferenciados.

2.1.2. Caracteristicas de los meristemos.

Los meristemos del brote apical y de la raiz se forman durante la embriogénesis y se
localizan en las puntas de sus respectivos ejes (Fig. 1A) (Doerner, 2003). Estas
estructuras, controlan el numero, el tiempo de aparicién y la forma de los érganos,
todos ellos eventos regulados por el ambiente y el estado genético de la planta
(Bennett y Leyser, 2006).

Especificamente, en Arabidopsis el MBA cambia su identidad para producir
meristemos axilares (MA), durante la transicion de la fase vegetativa a la de floracion.
Los MA se forman entre el MBA y el primordio de la hoja (Doerner, 2003); dicha zona

se caracteriza por presentar una concentracion minima de auxinas. Tal fendmeno



queddé de manifiesto en las mutantes pin1 (uno de los acarreadores de eflujo de

auxinas) que presentaron una formacion defectuosa de los MA (Hofmann, 2014).

. Centro organizador

Célula inicial del
coértex/endodermis

n Cortex
n Endodermis

Células iniciales
de la columela

D Columela

Células iniciales de
la vasculatura

l:‘ Vasculatura

Célula inicial de la
epidermis/capa
lateral de la raiz

. Epidermis

Capa lateral de
la raiz

Figura 1. Arquitectura de los meristemos en Arabidopsis. (A) La organogénesis depende de los
meristemos basal y radicular. (B) El MAR es radialmente simétrico y consiste de un centro de células
quiescentes (CQ) rodeado por cuatro tipos de células iniciales (columela, epidermis/capa lateral de
la raiz, corteza/endodermis y vasculatura/periciclo). La divisiéon de las células iniciales genera linajes
que conforman el meristemo, el cual esta delimitado hasta la zona transitoria a la elongacion/
diferenciacion. (C) EI MBA contiene tres capas (L1, L2 y L3) y tres zonas de desarrollo: periférica
(ZP), central (ZC) y la zona medular (ZM). El centro organizador (CO) se localiza en la conjunciéon de
las tres zonas y mantiene el nicho de células fuente. La divisidon de las células iniciales de la ZC
genera células amplificadoras transitorias que forman la ZP y posteriormente se diferencian a un

primordio de 6rgano (PO). Adaptado de Sparks et al., 2013.



Posteriormente, durante la fase reproductiva (después de la transiciéon floral), la
naturaleza y propiedades de los meristemos axilares nuevamente cambia al crearse
los meristemos de las inflorescencias que daran origen a las flores (Benlloch et al.,
2007). De hecho, los meristemos laterales axilares y de las inflorescencias son
estructuras homadlogas, cuyos patrones de expresion genéticos son similares (Bennett
y Leyser, 2006). Al contrario del MAB, en el MAR no se observan cambios de identidad
durante el desarrollo (Doerner, 2003), no obstante, ambas estructuras presentan un
nicho de células iniciales que al dividirse generan células nuevas que se diferenciaran
en diferentes tipos celulares (Stahl y Simon, 2010). EI microambiente del nicho de
células fuente, es el responsable del desarrollo pos-embrionario de los érganos
completos (Tucker y Laux, 2007). Interesantemente, a pesar de la distancia evolutiva
tan grande con las plantas, en el nicho de células madre de animales que sustenta al
tejido especifico adulto se conservan factores similares a los que mantienen reprimida

la diferenciacién del nicho de las células fuente vegetales (Scheres, 2007).

2.1.3. Actividad y composicion del meristemo apical de la raiz.

En la base de la raiz se encuentra el MAR, embebido en el interior del meristemo
proximal donde se localiza el nicho de células fuente. Las células iniciales producen
todos los tejidos de la raiz a partir de cuatro tipos celulares: columela, epidermis/capa
lateral de la raiz, corteza/endodermis y vasculatura/periciclo. En el nicho de células
fuente se presenta un centro de células quiescentes (CQ) (Fig. 1B) que controla el
destino de las células iniciales (Ni et al., 2014). En A. thaliana, el CQ se compone de
cuatro células que raramente se dividen y que funciona tanto para producir células
iniciales como para mantener mitéticamente activas y en estado indiferenciado a las
células que lo rodean (Dinneny y Benfey, 2008).

La divisién de las células iniciales genera una célula de auto-renovacion que mantiene
a la inicial y forma a una célula hija; de esta ultima, se generan células conocidas
como amplificadoras transitorias que progresivamente se desplazan hasta alcanzar la
zona de transicion en la raiz primaria. Cuando estas células amplificadoras llegan a la
zona de elongacion y diferenciacién adquieren las propiedades especificas del tejido,
de tal manera que el crecimiento y desarrollo de la arquitectura de la raiz es sostenido
por el MAR (Perilli et al., 2012), donde el mantenimiento y funcionamiento del CQ es

vital en la integridad de la raiz. En A. thaliana, la relacion entre el tamano de la raiz,
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el meristemo y el CQ es muy clara. ElI CQ de otros tipos de raices presenta diferentes
formas que les permite amoldarse al patron de las células en division (Dubrovsky y
Barlow, 2015). Ademas, en las raices finas de arboles y plantas herbaceas la
existencia del CQ no ha sido confirmada e incluso en determinados cactus no se ha

localizado el CQ en la raiz (Barlow, 2015).

2.1.4. Estructura y funcién del meristemo del brote apical.

El MBA se localiza en la punta del brote apical y comprende tres capas sobrepuestas
de células distintas (L1-L3). La L1, al ser la mas externa, contacta con el medio
ambiente y mediante divisiones anticlinales forma la epidermis. La capa inferior L2 se
divide anticlinalmente y genera el tejido fundamental, mientras que la mas interna (L3)
se divide de forma anticlinal y periclinal produciendo la vasculatura (Gaillochet et al.,
2015). En el MAB se observan tres regiones: la zona central (ZC) de baja division
celular, la periférica (ZP) con divisiones celulares mas rapidas y la zona medular (ZM)
(Skylary Wu, 2011). La ZC se situa dentro de las capas celulares L1-L3 del meristemo
donde también se ubican las células iniciales. En la capa L3 localizada en la base del
meristemo, yace el centro organizador (CO) (Fig. 1C), el cual, al igual que el CQ del
MAR rara vez se divide (Gaillochet y Lohmann, 2015). Para ser incorporados a los
primordios de hojas o tallo, los linajes de células derivadas de las divisiones de las
células iniciales en la ZC requieren ser impulsados lateralmente hacia la ZP o en forma
basal hacia la ZM (Wyrzykowska et al., 2006). EI CO a pesar de contar con escasas
células quiescentes, tiene un efecto directo sobre las células vecinas iniciales de la
ZC, las cuales son las células fundadoras de los dominios diferenciados de las plantas.
El CO esta implicado en varias funciones: sustentar a las células iniciales, aumentar
el proceso mitoético y controlar la pluripotencia de la zona, por tal motivo la actividad y
mantenimiento del CO regula el tamafio del meristemo y por consecuencia el
funcionamiento correcto del MBA (Ueda et al., 2004; Daum et al., 2014).



2.1.5. Identidad y mantenimiento del centro quiescente del meristemo apical de
la raiz.

El numero de células en el CQ varia entre las especies de plantas, en maiz Zea mays
es de 500 hasta 1200 células y en Arabidopsis como se menciond antes esta formado
solo por cuatro células (Heyman et al., 2014). En maiz, las células del CQ se
encuentran detenidas en la fase G1 del ciclo celular hasta por 150 h, a diferencia de
las células iniciales que lo rodean, donde la misma fase dura alrededor de 2 h o menos
(Clowes, 1965). Se ha observado que la eliminacién de células de la raiz al tratarlas
con rayos X provoca el acortamiento de la raiz, ademas de activar la divisidon celular
del CQy detenerla en las células iniciales circundantes (Barlow, 2015). En A. thaliana,
la eliminacién del CQ con un rayo laser indujo la diferenciacion de las células iniciales
(van den Berg et al., 1997). Asi que, mientras las células del CQ permanezcan latentes
e indiferenciadas, las iniciales circundantes seran mitéticamente activas con un grado
de diferenciacion incipiente. Lo antes mencionado, comprueba que para mantener el
nicho de células fuente, se requiere de una conexion de sefales de corta distancia

entre las células que lo forman.

2.1.6. Programas de crecimiento determinado e indeterminado.

El tiempo de vida de las plantas varia desde unas semanas hasta miles de afios, como
es el caso de los baobabs africanos (Adansonia digitata) o del Pinus longevae ubicado
en California, EUA. La longevidad de estos arboles milenarios depende de la actividad
indeterminada de los meristemos vegetativos ubicados en los apices de los brotes
axiales (raiz y tallo), axilares y el cAmbium vascular (meristemo secundario), los cuales
estdn genéticamente programados para que crezcan indefinidamente. El
envejecimiento de los meristemos vegetativos no afecta su funcionamiento debido a la
baja taza de division celular y de mutacion del nicho celular contenido, ademas de su
tipo de disposiciéon (Munné-Bosch, 2018). Cuando se pierde la dominancia apical, la
reiteraciéon (desarrollo ramificado lateral producido por la diferenciacion de un
meristemo axilar) y el crecimiento radial o secundario (por el cambium vascular)
permiten el aumento circunferencial, prolongando el crecimiento indeterminado y
previniendo la senescencia, como es el caso del arbol del Tule en Oaxaca que mide

11 metros de circunferencia (Munné-Bosch, 2018; Tonn y Greb, 2017).



Se asume que el nicho de células iniciales del MAR puede mantener un crecimiento
indeterminado al producir continuamente nuevas células. Pero cuando las condiciones
ambientales no son adecuadas o la raiz alcanza una edad, tamano y estado
determinado, cesa de crecer, algunas veces de forma latente y otras definitiva
(Shishkova et al., 2008).

Otro clase de plantas con vidas tan longevas con mas de cien afos, son las
pertenecientes a la familia de las Cactaceae como el saguaro, Carnegiea gigantea
(Orum et al.,, 2016). Ademas, los cactus han desarrollo estrategias alternas para
adaptarse a condiciones desérticas con escases de agua. Tienen un crecimiento radial
anoémalo debido a la existencia de multiples y sucesivos cambiums, formando grandes
cantidades de tejido parenquimatoso que guardan carbohidratos o agua (Tonn 'y Greb,
2017). Menos comun es el crecimiento determinado constitutivo (ocurre incluso en
suficiencia de nutrientes) que presenta la raiz primaria de los cactus, este no se ha
visto en ninguna otra clase de planta (Shishkova et al., 2008; Rodriguez-Alonso et al.,
2018). El crecimiento determinado programado se ha observado en las raices laterales
de plantas filogenéticamente muy distintas incluyendo las de Opuntia arenaria, O.
tunicata, Zea mays, también raices laterales proteoides de plantas de la familia
Proteaceae, Fabaceae, entre otras; y en las raices adventicias de Ficus pumila
(Rodriguez-Alonso et al., 2018).

En todos los casos de crecimiento determinado el MAR se agota, es decir, se reduce
y luego se pierde porque se extingue el centro quiescente y el nicho de células iniciales
deja de dividirse, por lo tanto no se producen nuevas células. Las células
meristematicas crecen periclinal y anticlinalmente, se induce la diferenciacién celular
formandose la vasculatura (xilema y floema), pelos radicales y raices laterales cerca
de la punta de la raiz, mientras que, la capa (lateral) en el apice de la raiz deja de
formarse (Shishkova et al., 2008). En un meristemo exhausto o agotado, las células
diferenciadas pueden realizar funciones correspondientes a las células de la zona de
diferenciaciéon (Rodriguez-Alonso et al., 2018).

El crecimiento, desarrollo y duracién de vida de las plantas estan interconectados. Los
meristemos, por una parte, sostienen el crecimiento y desarrollo, mientras que la
longevidad esta asociada a un crecimiento lento pero constante en respuesta a las
condiciones o presion impuesta por el estrés bidtico o abidtico, seleccionandose a las

plantas mejor adaptadas y con mayor resistencia o resiliencia.



2.2. Generalidades del sistema inmunolégico de las plantas.

Durante el ciclo de vida de una planta, las fitohormonas llevan a cabo diversas
funciones esenciales concernientes al desarrollo, crecimiento y reproduccion.
Predominantemente, a través del acido salicilico (AS), etileno (Et) y acido jasmonico
(AJ), se hace frente a diversos organismos patégenos y a una plétora de condiciones
climaticas adversas que amenazan su subsistencia y reproduccion, es decir, al estrés
biético y abidtico (Shamrai, 2014). De acuerdo a su estilo de vida, en general los
fitopatdégenos se dividen en bidtrofos (se alimentan de tejido vivo del hospedero),
necrotrofos (matan las células del tejido y se alimentan de los restos) y hemibiétrofos
(tiene un fase inicial asintomatica bidtrofa y ulteriormente cambian a una fase
necrotrofa destructiva). La via de sefalizacion y respuesta al AS confiere resistencia a
patdgenos (hemi)bidtrofos y virus. Mientras que la proliferacion de necrétrofos,
herbivoros masticadores o succionadores (e.g. afidos) es restringida por la via de
senalizacion y respuesta al AJ y Et (Thaler et al., 2004).

Desde su origen, las plantas han co-evolucionado con organismos tanto benéficos
como patdgenos, como son los hongos, bacterias, insectos, virus, nematodos, etc. De
tal suerte que se han ido conformando programas genéticos para el soporte
inmunolégico durante la interaccion planta-patégeno, que son altamente
especializados (Mengiste, 2012; de Vries y Archibald, 2018; Han, 2019). Por ejemplo;
en el sitio de infeccion, la respuesta evocada por el AS esta relacionada con una brusca
produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO), prerrequisito para la respuesta
hipersensible (RH) local. La RH, que consiste en la muerte celular programa, interfiere
con la alimentacion y crecimiento de patdégenos biétrofos sobre la planta hospedera.
Sin embargo, este mecanismo de defensa no funciona con los necrétrofos debido a
que se alimentan de los nutrientes extraidos de las células que ellos mismos destruyen
(Thaler et al., 2004; Glazebrook, 2005).

El sistema inmunolégico innato de las plantas hospederas es producto de su co-
existencias con organismos patdégenos y no patdégenos. Principalmente, tal sistema
inmunoldgico se divide en dos niveles jerarquicos interconectados, la inmunidad basal
o inmunidad activada por patrones moleculares (PTI, por su significado en inglés
Pattern-Triggered Immnunity) y la inmunidad activada por efectores (ETI, por su
significado en inglés Effector-Triggered Immunity). El primer nivel de defensa es el PTI

e inicia con la percepcioén de inductores o patrones moleculares asociados a microbios
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(PMAM) y asociados a dafio (PMAD), derivados del hospedero, por parte de sus
respectivos receptores transmembranales (Han, 2019). En la fase PTI se puede
detener el avance de la colonizacion del patégeno, también es cuando la planta percibe
la diferencia entre un organismo benéfico y un patégeno (Katagiri y Tsuda, 2010). Los
patdgenos exitosos que superan el PTI, secretan efectores o factores de virulencia que
interfieren con componentes del sistema inmunoldgico suprimiéndolo, derivando en
una susceptibilidad activada por efectores (ETS, por el inglés Effector-Triggered
Susceptibility). Ulteriormente, las proteinas intracelulares polimérficas NB-LRR
(lamadas asi por sus dominios Nucleotide Binding and Leucine Rich Repeats)
codificadas por los genes R de resistencia a enfermedades, reconocen directa e
indirectamente a sus efectores correspondiente de forma especifica, para que
sobrevenga la ETI (Jones y Dangl, 2006).

Los genes de virulencia del patdégeno que son reconocidos por los genes R de la
planta, bajo la presion de la seleccion natural, pueden cambiar por mutagénesis
(diversificacion por polimorfismos en nucleétidos individuales [SNP] o pequenas
inserciones o deleciones [indels]), ser descartados o adquirirse nuevos efectores via
transferencia horizontal genética para evitar ser identificados y no activar la ETI
(Karasov et al.,, 2014). Bilateralmente, los genes R del sistema inmunolégico de la
planta presentan polimorfismos (mutaciones no sindénimas y deletéreas) y
diversificacion a través de duplicaciones, translocaciones, recombinaciones o re-
arreglos cromosomales, para reconocer las nuevas y diferentes variantes de los
factores de virulencia, y asi reaccionar ante la respuesta defensiva nuevamente
(Andersen et al., 2018).

En contraste con los PMAM/D y sus receptores PRR, los efectores y sus receptores
NLR cognados son hipermutagénicos al mantenerse bajo constante presién selectiva
(Karasov et al., 2014). La deteccion directa de los efectores y los PMAM sirven para la
planta atacada como “sefales no propias”, mientras que las moléculas blanco de los
efectores y los PMAD funcionan como “sefales propias modificadas” que activan la
defensa. ETI es adecuadamente util contra patégenos (hemi)bidtrofos empero es
limitadamente efectivo contra los necrétrofos (Laluk y Mengiste, 2010; Jones y Dangl,
2006).
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2.2.1. Caracteristicas de la inmunidad activada por patrones moleculares
asociados a microbios y daio.

Los PMAM son sefiales quimicas relativamente comunes con estructuras conservadas
tipicas de grandes grupos taxondmicos de patdgenos, que han tenido cambios
evolutivos muy lentos. La parte estructural minima del patron molecular o epitope es
suficiente para iniciar la respuesta inmune (Shamrai, 2014). Algunos de los PMAM
producidos por patdégenos biétrofos y necrotrofos (bacterias, hongos, oomicetes y
herbivoros) que se han caracterizados son la flagelina, factor de elongacion Tu,
peptidoglucanos, lipooligosacaridos, lectina y quitina de la pared celular, xilanasa, etc.
Los PMAD son productos celulares de la planta hospedera derivados de la actividad
enzimatica y mecanica del patdégeno, suelen ser fragmentos de la pared celular o de
la cuticula, estos son oligogalacturénidos y monémeros de cutina, respectivamente.
Otros PMAD son los péptidos sefial, estan los pequefos péptidos de ocho amino
acidos GmPep914 y GmPep890, los Pep1,2,3 y 4 (de ~23 amino acidos), la sistemina
(18 amino acidos), nucleétidos o amino acidos extracelulares, y glicopéptidos ricos en
hidroxiprolina nombrados HypSys (Mengiste, 2012; Shamrai, 2014; Hou et al., 2019).
Localizados superficialmente en la membrana plasmatica, cada PMAM/D tiene su
receptor cognado PRR (del inglés Pattern-Recognition Receptor) correspondiente;
estos son los receptores tipo cinasa (RLK, por el inglés Receptor-Like Kinase), las
proteinas tipo receptor (RLP, por el inglés Receptor-Like Protein) y las cinasas RLCK
(proveniente del inglés Receptor-Like Cytoplasmic Kinase). Un RLK prototipo consiste
de un dominio extracelular, un dominio transmembranal y un dominio intracelular
cinasa, en el caso de los RLP se diferencian por la carencia del dominio intracelular
cinasa. En tanto que, los RLCK solamente constan del dominio cinasa, el cual
pertenece en ambos receptores a la familia de cinasa RLK/Pelle. Debido a que carecen
de dominio extracelular y transmembranal, los RLCK perciben indirectamente las
sefales al asociarse con otros receptores para formar complejos (Yang et al., 2012;
Han, 2019).

Varios PRR han sido estudiados, e.g. el receptor del epitope flg22 de la flagelina FLS2,
receptor de quitina CERK1/LysM, el de oligogalacturénidos WAK1, receptor BAK1
(implicado en la transduccion de sefales de los brasinoesteroides), receptor EFR del
factor de elongacién Tu bacteriano (EF-Tu) o su epitope elf18, el receptor de la enzima

hidrolitica fungica xilanasa EIX2, y los receptores de los Pep1 y Pep2 llamados PEPR1
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y PEPR2, respectivamente, entre otros receptores (Yang et al., 2012; Mengiste, 2012).
Aunque las plantas perciben distintos tipos de inductores via sus receptores, las
sefnalizaciones rio abajo convergen en un mismo programa regulador inductor de PTI
(Laluk y Mengiste, 2010). En ausencia de alguin PMAM/D, BAK1 (un RLK) y BIK1
(Botrytis induced kinase1, un RLCK) pueden asociarse con diferentes PRR
funcionando como co-receptores, BAK1 integra la sefial de los receptores FLS2, EFR
y PEPR1, igualmente BIK1 pero también de los receptores CERK1/LysM y BAK1
(Mengistere, 2012; Shamrai, 2014; Lal et al., 2018).

En condiciones normales FLS2 esta unido con BIK1, cuando FLS2 es activado por
flg22 cambia su conformacion e interactua con miembros de la familia de las cinasas
SERK (BAK1, SERK1, SERK2 y BKK1 [BAK1-LIKE1]), principalmente forma
heterodimeros con BAK1 y BKK1. ElI complejo heterodimérico formado por los
dominios extracelulares de FLS2 y BAK1 lleva a la proximidad sus dominios cinasa
citoplasmaticos los cuales pueden fosforilarse uno a otro, posteriormente BIK1 es
transfosforilado por FLS2 o BAK1, aunque también lo hace EFR (Mengistere, 2012;
Yang et al., 2012; Lal et al., 2018). La fosforilacion de BIK1 activa su traslado de la
membrana plasmatica hacia el nucleo para interaccionar y transfosforilar (mecanismo
conocido como phosphorelay) a los factores transcripcionales (FT) WRKY33, 50 y 57,
los cuales se han visto implicados en la sintesis de AJ y AS. De esta manera, BIK1
incrementa los niveles de expresion de los genes de respuesta a AJ PDF1.2y AS PR1.
Los niveles altos de PR1 prevalecen sobre los de PDF1.2 que caen a nivel basal 24
horas después de la infeccién con el hemibiotrofo Pseudomonas syringae pv tomato
(Pst) DC3000 (Lal et al., 2018).

Otro componente esencial involucrado en la activaciéon de PTIl en respuesta a los
PMAM/D es la cascada de fosforilacion producida por tres médulos subsecuentes de
proteinas cinasa, primero las MAPK (por el inglés Mitogen-Activated Protein Kinase)
cinasa cinasas MAPKKK, luego MAPK cinasas (MKK) y por ultimo las MAPK o MPK
(Rao et al., 2018). La respuesta a flg22, elf18 y nlp20 utiliza los médulos MAPKKK3/5-
MKK4/5-MPK3/4/6 de la cascada de sefializacién (Yang et al., 2012; Sun et al., 2018).
BIK1 no tiene ninguna funcién involucrada en la cascada de fosforilacién de las MAPK.
Sin embargo, PBL19/20/27/39/40, miembros de las PBS1-Like (PBL) que junto con
BIK1 pertenecen a la subfamilia VII de los RLCK, median la activacién de las MAPK

en respuesta a quitina (Laluk y Mengiste, 2010; Krysan y Colcombet, 2018; Rao et al.,
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2018). MKK3, activado por Pst DC3000, transfosforilaa MPK1/2/7/14, a su vez inducen
la expresidn de los genes relacionados con la defensa PR1, PR2, PR3, PR4, PDF1.2,
LOX2 y VSP1 (VEGETATIVE STORAGE PROTEINT). De igual manera, MKK4/5
activan a MPK3/6, mientras que MKK1/2 activan a MPK4/6 (Déczi et al., 2007;
Takahashi et al., 2007).

Las MAPK tienen diferentes FT como blanco (ERF, WRKY, MYB o MYC) rio abajo que
controlan la expresion de genes relacionados a la defensa (Mengistere, 2012). En
respuesta al necrotrofo Botrytis cinerea, el médulo MAPK3/6 transfosforila al FT ERF6
estabilizandolo para permitir la expresién de genes de defensa como PDF1.2. Enel FT
WRKY33 convergen varias sefiales, este al ser transfosforilado por MAPK3/6 activa la
transcripcion de genes requeridos para la biosintesis y acumulacion de la fitoalexina
camalexina (Tsuda y Somssich, 2014). En condiciones éptimas, en el nucleo, WRKY 33
forma un complejo ternario inhibidor con MAPK4 y MKS1 (MAPK SUBSTRATE1), que
es disociado al ser transfosforilado MAPK4 por MKK1/2, y estos ultimos a su vez por
MEKK1 como respuesta a la flagelina (Krysan y Colcombet, 2018; Laluk y Mengiste,
2010). Aparte, el FT MYB44 activado por las MAPK3/6, se une al promotor y estimula
la expresion de WRKY70. Si bien, el AJ induce la expresion de MYB44, rio abajo,
WRKY70 controla de forma negativa la via de sefializacién del AJ disminuyendo la
transcripcion de PDF1.2, VSP1 y AOS (ALLENE OXIDE SYNTHASE), y de forma
positiva la via del AS induciendo la expresion de los genes PR1, PR2 y PR5 (Shim et
al., 2013; Tsuda y Somssich, 2014). No obstante se ha reportado que WRK70 es
activado por MAPK3/6 e induce la acumulacion de AJ por medio de la sobre-expresion
de los genes biosintéticos LOX y AOS2 en respuesta al ataque del herbivoro
masticador Chilo suppressalis (Li et al., 2015).

La respuesta al herbivoro generalista Spodoptera littoralis, induce la expresion de los
FT MYC2, MYB44, ERF13 y WRKY18/60 entre otros, siendo los dos ultimos
dependientes de COI1 o MYC2/3/4 y necesarios para esta misma respuesta al inducir
la expresion de VSP2y reprimir a PDF1,2 (Schweizer et al., 2013; Phukan et al., 2016).
WRKY18/40/60 pueden formar en el nucleo heterodimeros y homodimeros entre ellos,
que modulan la transcripcién de los genes PR1 de la via del AS y PDF1.2 del AJ (Xu
et al., 2006). WRKY18/60 reprimen la expresion de los genes FMO1, PAD3, EDS1y
CYP71A13 reguladores de la resistencia sistémica adquirida (RSA) evocada por AS.

Pero también ambos regulan negativamente la expresion de los represores
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transcripcionales JAZ8/10 (jasmonate ZIM-domain), por lo que se modula
positivamente la expresion de los genes de respuesta a la via de sefializacion del AJ,
como los genes biosintéticos AOS y LOX2 (Brotman et al., 2013; Phukan et al., 2016).

2.2.2. Inmunidad activada por efectores.

El sistema inmunoldgico innato de las plantas controla la interaccién con organismos
benéficos (comensalistas o simbiontes) y la respuesta defensiva a patdégenos (Jones
et al., 2016). A pesar de que sean distintas estas interacciones, todas estan
influenciadas por la actuacién reciproca entre los genes de avirulencia “Avr” (que
codifican para los efectores) de los organismos interactuantes y los alelos de los genes
de resistencia a enfermedades “R” de las plantas.

El sistema inmunolégico de las plantas elaborado por los genes R extermina a los
patdbgenos con genes de avirulencia no adaptados, seleccionando a los patégenos
resistentes. Mutuamente, el repertorio de genes de virulencia perteneciente a tales
patdbgenos coevoluciona mutando para que los efectores no sean reconocidos e
invadan a las plantas hospederas, seleccionandose aquellas que se han adaptado
(Uhse y Djamel, 2018). El término gen de avirulencia refiere a que el producto proteico
carece de virulencia sobre el hospedero debido a que el gen R complementario es
expresado, la virulencia es manifestada por los genes Avr cuando el hospedero no
contiene los genes de resistencia R (McDowell y Woffenden, 2003). Esta interaccion
dio origen al concepto gen-por-gen, el cual es un modelo de ligando-receptor que
activa el mecanismo de defensa ETI una vez sea reconocido el producto del Avr o
efector por el receptor proteico R (Van der Biezen y Jones, 1998). Los efectores de
diversos patégenos, sean hongos, oomicetos, insectos, bacterias, nematodos o virus,
facilitan la colonizacion y patogénesis sobre la planta hospedera perturbando procesos
fisiolégicos o respuestas inmunoldgicas (Torufio et al., 2016; Varden et al., 2017).

La cantidad de efectores producidos por los patégenos es muy variable, por ejemplo,
los hongos tienen cientos de genes candidatos para efectores, en comparacién con
las bacterias que tienen un numero moderado (White y Jones, 2018). Estudios sobre
el hemibiétrofo M. oryzae han demostrado que los hongos poseen dos vias distintas
para la secrecion de las proteinas efectoras, consistentemente los efectores se dividen
en dos tipos segun su localizacion dentro de la célula. Una son los efectores

citoplasmaticos acumulados en el complejo interfasial biotrofico (BIC por sus siglas en
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inglés) que luego se secretan al citoplasma de la célula de la planta, incluye a Avr-Pita,
Pwl1-4, Bas2 y Avr-Piz-T (Zhang y Xu, 2014). La interfase BIC es una estructura en
forma de domo, asociada a regiones ricas en membrana plasmatica y reticulo
endoplasmico (RE) derivados de la planta, que yace superficialmente fuera de la
membrana plasmatica y pared celular del hongo, inicialmente persiste en la punta de
la hifa filamentosa especializada para la invasion (HI) primaria, luego su posicion es
subapical y se presenta de forma lateral en las HI secundarias bulbosas (Giraldo et al.,
2013).

El traslado de los efectores citoplasmaticos fungicos hacia BIC esta ligado a una
exocitosis no convencional e independiente al sistema secrecion vesicular RE-Golgi.
Los componentes proteicos Exo70,Sec3, Sec5, v-SNARE Snc1 y t-SNARE Sso1
acoplan el trafico de vesiculas secretoras para activar la exocitosis y acumulacion de
los efectores citoplasmaticos en BIC, los cuales después son trasladados al interior de
la célula hospedera (Giraldo et al., 2013; Zhang y Xu, 2014). Aunque los efectores
citoplasmaticos tienen un patrén de aglomeracion dentro de la membrana extra hifal
invasiva (EIHM por sus siglas en inglés, es un compartimiento que rodea toda la HIl y
el BIC) preferencialmente se acumulan en el BIC y atraviesan la EIHM para ser
secretados al interior de las células vivas hospederas. Mutantes Aexo70 y Asec5 son
ineficientes en la secrecion de los efectores citoplasmaticos Pwi2 y Bas2 (Giraldo et
al., 2013). El otro tipo son los efectores apoplasticos, estos no entran a la célula
hospedera y se distribuyen extracelularmente dentro del compartimiento inter-facial
EIHM rodeando la HI entera. Mediante la via de secrecion vesicular convencional del
RE-Golgi los efectores apoplasticos son secretados desde el interior de la hifa hacia la
EIHM, el bloqueo del transporte vesicular entre RE-Golgi mediante el tratamiento
farmacolégico con brefendin A (BFA), retiene a los efectores apoplasticos como Sip1
y Bas4/113 en el RE del hongo.

Se ha visto que otro mecanismo de secrecion que utiliza el citoesqueleto también esta
involucrado en la secrecion de los efectores apoplasticos (Giraldo et al., 2013). Hasta
la fecha no esta claro como los efectores apoplasticos son transferidos al interior de la
célula hospedera y ni como son reconocidos por los receptores (Zhang y Xu, 2014).
Los efectores proteicos tienen diferente objetivo moleculares que modifican la
homeostasis de diferentes hormonas para enganar el sistema inmunolégico y

aumentar la vulnerabilidad o susceptibilidad de la planta hospedera. ElI hemibidtrofo
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bacteriano Pseudomonas syringae pv. tomato sintetiza la toxina coronatina que
mimetiza la bioactividad de JA-lle para inducir la apertura de los estomas en la hoja y
permitir la entrada del patégeno (Torufio et al., 2016). Cepas de P. syringae, como pv.
tabaci, no productoras de coronatina secretan (usando el sistema de secrecion tipo lll,
T3SS) el efector cisteina proteasa HopX1 que degrada multiples represores
transcripcionales JAZ, independientemente de COI1, permitiendo la expresion de
genes regulados por AJ y la reapertura estomatal (Gimenez-lbanez et al., 2014).
Conservado en P. syringae, el efector (tipo T3SS) acetil transferasa HopZ1
especificamente acetila a las proteinas JAZ1/6 provocando su degradacion,
suprimiendo la defensa estomatal (Jiang et al., 2013). Otros efectores de P. syringae,
como HopM1, AvrB y HopF2, igualmente suprimen la inmunidad estomatal (Torufio et
al., 2016). EI moho suave provocado por el oomicete bidtrofo obligado
Hyaloperonospora arabidopsidis secreta el efector HaRxL44 que causa la degradacién
de la subunidad 19a del Complejo Mediador, elevando los niveles de AJ que
antagonizan los de AS para poder atacar a Arabidopsis, asi considerandose a Med19a
parte de la inmunidad (Torufo et al.,, 2016). La ectomicorriza mutualista Laccaria
bicolor necesariamente para la simbiosis produce la proteina efectora MiSSP7 que
interactua y estabiliza a JAZ6 de Populus thricocarpa, protegiéndola de la degradacion
y reprimiéndola transcripcion de genes de respuesta a la via de sefializacion del AJ
(Plett et al., 2014; Uhse y Djamel, 2018).

La bacteria hemibiétrofa Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv) contiene el gen
xopH que codifica para la proteina fosfatasa XopH, siendo su substrato el fitato o myo-
inositol-hexakisfosfato (InsPs), principal compuesto de almacenamiento que contiene
el 75% total del mineral fosfato en las semillas de cereales, legumbres y frutos secos
(BlUher et al., 2017; Buades Fuster et al., 2017). XopH es un efector tipo T3SS con
actividad de 1-fitasa que al degradar el fitato, desfosforilando el InsPs en el C1, produce
inosito pentakisfosfato InsPs [1-OH]. En plantas de chile (Capsicum annuum)
portadoras del gen de resistencia Bs7, se induce la respuesta hipersensible de manera
indirecta a la identificacion del propio XopH, debido a que Bs7 reconocer los cambios
en los myo-inositol polifosfatos hechos por la actividad fitasa (BlUher et al., 2017). La
expresion de XopH reduce los niveles de inositol pirofosfato InsP; y InsPs, que junto
con este ultimo e InsP5 son requeridos como cofactores esenciales en el coreceptor

COI1/JAZ para la percepcion de AJd-lle y la expresion de los genes de respuesta
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(Sheard et al., 2010; Laha et al., 2015; Bluher et al., 2017). La actividad fitasa de XopH
incrementa la expresion de los genes PR1b, PR4 y PI-Il regulados por la via de
senalizacion del Et y AJ, accionando la resistencia contra patdégenos necrotrofos, lo
que el hemibioétrofo Xcv aprovecha para inicialmente dispersarse (Bluher et al., 2017).
Los efectores son reconocidos por los productos de los genes R que codifican las
proteinas receptoras inmunoldgicas intracelulares NBS-LRR (sinénimo NLR) (del
inglés, Nucleotide-Binding Site and Leucine-Rich Repeats domains) compuestas de
dos dominios conservados, uno central tipo ARC (por su presencia en las proteinas
APAF-1 [apoptotic protease-activating factor 1], de resistencia R y CED-4
[Caenorhabditis elegans death-4]) de unidén a nucledétidos y otro de repeticiones ricas
en leucina hacia el extremo C-terminal (Lai y Eulgem, 2018). En el extremo N-terminal
los receptores NLR varian, principalmente pueden constar de un dominio CC (Coiled
Coil) o de TIR (Toll-interleukin-1 receptor), aunque recientemente se ha caracterizado
el dominio RPW8 que se asemeja al dominio CC, el cual mediante analisis
filogenéticos se ha deducido que se originé de novo en las briofitas a partir de una
region no codificante de un gen NBS-LRR, o probablemente por duplicaciones y
posteriores acumulacién de mutaciones del dominio CC (Zhong y Cheng, 2016). Otros
dominios pueden presentarse en el extremo N-terminal abarcando a WRKY, SD
(solanaceae domains) y BED (dedos de zinc de union a DNA), igualmente en el
extremo C-terminal se localizan otros dominios incluyendo MAPKKK, como en el caso
de WRKY-TIR-NLR-MAPKKK (Meyers et al., 2003). Interesantemente, los genes TIR-
NBS-LRR no estan presentes en monocotileddéneas pero son muy representativos en

las dicotileddneas, y los CC-NBS-LRR estan en ambos (Lai y Eulgem, 2018).

2.3. Biosintesis, sefalizaciéon y respuesta del acido jasménico

Las plantas estan expuestas a una plétora de estreses bidticos y abidticos. A través
del acido jasmoénico, responden a condiciones adversas como agobio osmoético,
sequia, heridas, ataques de herbivoros y patégenos necrétrofos (Farmer and Ryan,
1990; Turner et al., 2002). EI AJ también regula aspectos del desarrollo como la
senescencia de la hojas, desarrollo de estambres, formacién de tricomas, apertura de
estomas e inhibicion del crecimiento radicular (Ueda and Kato, 1980; Staswick et al.,
1992; Riemann et al., 2015; Huang et al., 2017). Los efectores patogénicos (como

AvrB, HopX1 y HopZ1a) pueden accionar la sefializacién del AJ degradando a los
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represores transcripcionales JAZ (jasmonate ZIM-domain) e iniciar la transcripcion de
genes de respuesta inmediatos a AJ (Turner et al.,, 2002; Torufio et al.,, 2016). La
expresion de los genes biosintéticos de AJ, que van desde las lipasas hasta ACX, son
regulados a si mismo por el AJ, de tal manera que forman un circuito de
retroalimentacion positiva (Fig. 2). También los inductores (como quitina,
oligosacaridos, oligogalacturénidos, sistemina o PEP1) inducen la biosintesis del AJ al
accionar la actividad de las lipasas tipo A4, i.e. las galactolipasas GLA1, PLIP1-3 o las
fosfolipasas DAD1, A-ly3, PLA1, DGL y PLD (Wasternack y Hause, 2013; Wasternack
y Strnad, 2018).
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Figura 2. La biosintesis del acido jasmoénico requiere de diferentes compartimientos celulares.
El acido a-linolénico liberado por las fosfolipasas A; de los galactolipidos, es oxigenado por las 13-
lipoxigensas y ciclado en dos pasos por aleno 6xido sintasa (AOS) y ciclasa (AOC) formando cis-(+)-
OPDA en los plastidos. EI OPDA es transportado al peroxisoma para ser reducido por la OPDA
reductasa 3 (OPR3) mediante la 3-oxidacion del acido carboxilico de la cadena lateral para producir (+)-
7-iso-JA. El cual es transferido al citoplasma para ser exportado por JAT1 o JAR1 puede conjugarlo con
el amino acido isoleucina para formar AJ-lle, que también el producto puede ser importado por JAT1 al

nucleo para iniciar la respuesta genética al AJ. Tomado de Wasternack y Strnad, 2018.
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Siguiendo la via octadecanoide, el acido linolénico-a (a-LeA) es liberado por las lipasas
de los substrato mono-galactosildiacilglicerol (MGDG), fosfatidilglicerol o fosfolipidos
derivados de la membrana de los cloroplastos (Wasternack and Hause, 2013;
Wasternack y Strnad, 2018; Ruan et al., 2019). El carbono 13 del a-LeA (18:3) es
oxigenado por las lipoxigenasas 13 (13-LOX2-4 y 13-LOX6, en Arabidopsis),
produciendo el acido 13-hidroperoxi-octadecatrienoico, 13-HPOT. Enseguida en el
mismo atomo C 13, la enzima aleno 6xido sintasa (AOS) cataliza una deshidratacion
que genera un epoxido inestable en el 13-HPOT, el cual es ciclado por la enzima aleno
oxido ciclasa (AOC) formando el acido 12-oxo-fitodienoico, OPDA (Fig. 2) (Turner et
al., 2002). Paralelamente, en el cloroplasto, las lipasas inician la via hexadecanoide,
en la que el acido 11-hidroperoxi-hexadecatrienoico (16:3) o 11-HPHT, sigue la misma
via metabdlica a través de AOS y AOC, originando el acido dinor-12-oxo-fitodienoico
(Fig. 3), acrénimo dnOPDA (Kienow et al., 2008; Schaller y Stintzi, 2009; Chini et al.,
2018). Ambos, dnOPDA y OPDA son transportados al peroxisoma, donde OPR3
(OPDA reductasa 3) cataliza la reduccién del anillo ciclopentanona del OPDA vy del
dnOPDA para producir acido octanoico (OPC-8:0) y acido hexanoico (OPC-6:0),
respectivamente (Schaller y Stintzi, 2009).

Posteriormente, el extremo carboxilico de la cadena de acido graso lateral de OPC-8
y OPC-6 es activado por la formacién de un ester CoA catalizado por OPCL1
(OPC8:CoA ligasa 1) una acil-CoA sintetasa de acidos grasos, produciéndose OPC-8-
CoA y OPC-6-CoA (Kienow et al., 2008). Subsecuentemente, en OPC-8-CoA y OPC-
6-CoA se llevan a cabo tres o dos rondas de B-oxidaciones, respectivamente, por la
cual dos carbonos son removidos por cada tanda. Estos pasos son catalizados por
tres enzimas del peroxisoma, acil-CoA oxidasa (ACX), proteina multifuncional (MFP) y
3-ketoacil-CoA thiolasa (KAT), resultando en el penultimo intermediario jasmonoil-
CoA, del cual finalmente el (+)-7-iso-AJ es liberado por una acil-tioesterasa (Fig. 2)
(Kienow et al., 2008; Schaller y Stintzi, 2009). ElI AJ puede ser biosintetizado a través
de una via independiente a OPR3, en esta el OPDA directamente entra a la [3-
oxidacion para producir dnOPDA, tnOPDA (tetranor-OPDA) y 4,5-ddh-JA (4,5-
didehidrojasmonate), este ultimo es reducido por OPR2 para elaborar AJ (Fig. 3) (Chini
et al., 2018).
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Figura 3. La via indirecta a OPR3 para la biosintesis de AJ. El OPDA es directamente reducido
mediante la B-oxidacion originando dnOPDA, que luego es reducido dos veces para dar tnOPDA y 4,5-
ddhAJ, este ultimo es liberado al citosol y reducido a AJ por OPR2. Las flechas negras indican la ruta

canonica, y las rojas indican la funcion de OPR2 in la mutante opr3-3. Tomado de Wasternack y Strnad,
2018.

Seguidamente, el AJ es transferido al citoplasma, y es metabolizado en diferentes
estructuras, tales como MeAJ (metil jasmonato), AJ-lle (AJ-isoleucina), cis-jasmonoil,
AJ-ACC (jasmonyl-1-aminocyclopropano-1-carboxylic acid) o 12-OH-JA (acido 12-
hidroxijasmonico) (Yan et al., 2016). El gen JMT codifica para una carboxil metil-
transferasa que cataliza la metilacion del AJ obteniéndose MeJA, mientras que JAR1
es una acil amino-acido sintetasa (perteneciente a la familia GH3, Gretchen Hagen 3)
que conjuga el AJ con isoleucina para bioactivarlo en formar de AJ-lle (Staswick y
Tiryaki, 2004; Kazan y Manners, 2008). Por otra parte, la molécula AJ-lle es inactivada
por su hidroxilacion a 12-OH-AJ-lle y carboxilacion a 12-COOH-AJ-lle, reacciones
llevadas a cabo por las oxidasas citocromo P450 CYP94B1, CYP94B3 y CYP94C1
localizadas en el reticulo endoplasmico, que de manera indirecta sintetizan 12-OH-JA
al ser escindidas por las amidohidrolasas (IAR3 y ILL6). Un subgrupo de genes de la
familia 2-oxo-glutarato oxigenasas nombrados (dependiendo de los autores)
JASMONIC ACID OXIDASE (JAOs) o JASMONATE-INDUCED OXYGENASE (JOXs)

especificamente hidroxilan JA para formar 120H-JA directamente, la expresion de
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estos genes es inducida por el AJ, heridas o infeccion del hongo Botrytis cinerea
(Smirnova et al., 2017; Caarls et al., 2017).

Una vez biosintetizado el AJ-lle, es transferido al interior del nucleo por el transportador
JAT1/ABCG16 y es percibido por COI1 que es parte del complejo SCF°'" E3
ubiquitina ligasa, integrado por un moédulo catalitico de ubiquitina ligasa elaborada por
Cul1-Rbx1, y otro médulo de reconocimiento de substrato, formado por la proteina F-
box CORONATINE INSENSITIVE 1 (COI1) unida a Skp1, capaz de reconocer distintas
proteinas objetivo para su subsecuente degradacion por el proteosoma 26S (Mosblech
et al., 2011; Li et al., 2017; Reitsma et al., 2017). Inicialmente, el AJ-lle percibido por
COI1 forma el complejo binario COI1-JA-lle, el cual sucesivamente interacciona con
los represores transcripcionales JAZ (jasmonate ZIM-domain) para su ubiquitinacion y
posterior degradacién via proteosoma 26S, en este modelo propuesto por Yan et al.,
(2018) mencionan que no hay interaccion previa de las proteinas JAZ con COI, empero
no toman en cuenta al cofactor InsP5. En cambio, otros trabajos consideran que los
cofactores InsP5/8 promueven la interaccién de COI1 con las proteinas JAZ formando
un complejo cooreceptor SCF®""-InsP5-JAZ a priori a la percepcion de AJ-lle. Al
mismo tiempo, InsP5 favorece mecanicamente la union de JA-lle al complejo
coreceptor COI1-JAZ. Entonces, la presencia del cofactor InsP5 configura una
estructura que facilita la uniéon de AJ-lle que sirve como un conector entre el complejo
SCF“" y las proteinas JAZ (Sheard et al., 2010; Mosblech et al., 2011; Laha et al.,
2015).

Los represores transcripcionales JAZ se unen e inhiben la actividad de los factores
transcripcionales MYC, cuando los represores transcripcionales JAZ son
ubiquitinizados por la ubiquitina ligasa Ez y ulteriormente degradados por el
proteosoma 26S, los factores MYC se liberan de la represion y asi se puede iniciar la
expresion de genes de respuesta a AJ (Fig. 4). Entre los genes de respuesta a AJ se
encuentran los genes de biosintesis, senalizacion y represion del mismo AJ,
realizandose circuitos de retroalimentacion positivos y negativos que regulan la
homeostasis de esta fitohormona. Asi mismo se expresan los genes de defensa a
organismos necrotrofos y herbivoros o de respuesta a estrés abidtico como heridas

mecanicas (Wasternack y Strnad, 2018).
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Figura 4. Percepcion, senalizaciéon y activacion de genes por parte del AJ. A bajos niveles de AJ,
el complejo co-represor elaborado por las proteinas JAZ, NINJA, TOPLESS (TPL) y la histona
desacetilasa (HDA), reclutan y reprimen tanto a reguladores positivos como negativos de la via de
senalizacion del AJ como el activador transcripcion MYC2 o el represor transcripcional Illd bHLH.
Después de algun estimulo externo o cambio en el desarrollo que eleve los niveles de AJ-lle, este es
percibido por el complejo co-receptor COI1-JAZ y degradado via proteosoma 26S. Asi, los genes de
respuesta a AJ son activados por MYC2, que se asocia con la subunidad MED25 del complejo mediador
para unirse al motivo G-box en cis de los promotores y activar la respuesta a AJ. Sin embargo el factor
I1ld bHLH antagoniza a MYC2 al competir por la unién al motivo G-box. Tomado de Wasternack y Strnad,
2018.

2.4. Biosintesis, sefalizacidon y respuesta de las citocininas.

Las citocininas (CK), nombradas asi por su habilidad de promover la citocinesis, son
derivadas de adenina con cadenas laterales en el N®, pueden ser divididas en dos
grupos basandose en la estructura de las cadenas laterales, a saber, aquellos con
derivados de isopreno (predominantemente en plantas) y los otros con anillos
aromaticos (EI-Showk et al., 2013). Las CK estan involucradas en muchos aspectos
del crecimiento y desarrollo, incluyendo division celular, crecimiento de la parte aérea,
senescencia de la hoja, dominancia apical, toma de nutrientes, desarrollo vascular,
entre otros. La Trans-zeatina (tZ) es la citocinina mas abundante y bioactiva, aunque

también existe en la forma cis-zeatin (cZ) con una actividad mas limitada, las CK
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pueden presentarse como ribdsidos (con una ribosa unida al N°) y ribétidos (donde el
anillo de ribosa contiene un grupo fosfato) (Kieber y Schaller, 2014).

Las CK son biosintetizadas por la adicién de un grupo prenil, derivado de dimetilalil-
difosfato (DMAPP, producido a partir del metileritritol fosfato, MEP que se localiza en
los plastidos), al N° del ATP/ADP para producir isopenteniladenina (iP) ribotidos,
reaccion catalizada por la enzima isopenteniltransferasa (IPT). En seguida, las
enzimas citocromo P450 monoxigenasas (CYP735A1/2) hidroxilan los isoprenoides de
los iP ribotidos, ademas son desfosforilados para producir frans-zeatina ribosido (El-
Showk et al., 2013; Kieber y Schaller, 2014; Kieber y Schaller, 2018). En seguida, las
enzimas de la familia LONELY GUY (LOG, fosforibohidrolasas de citocinina nucledsido
5’-monofosfato) en un solo paso enzimatico generan la forma activa de citocininas, i.e.
la base libre isopentenil adenina iP y tZ, liberandose ribosa 5 -fosfato (Cortleven et al.,
2019). Menos entendida, es la biosintesis de la cis-zeatina que utiliza el N° de la
adenina del ARNt como aceptor del grupo prenil del DMAPP, reaccion catalizada por
la IPT, igualmente, la degradacion realizada por LOG forma a cZ (Kieber y Schaller,
2018; Cortleven et al., 2019).

Para mantener los niveles regulados de las CK, iP y tZ, son inactivadas de manera
irreversible por las citocininas oxidasas (CKX) que escinden y separan la cadena
lateral unida al N° de la adenina. Otra manera es la conjugacion con azticares (glucosa
comunmente), la O-glucosilacién realizada por la O-glucosiltransferasa ocurre en el
oxigeno de la cadena lateral N° de la zeatina o dihidrozeatina (dhZ), y puede ser
revertida por la B-glucosidasa, entonces las CK O-glucosiladas actuan como
almacenamiento de esta hormona (Fig. 5). Mientras que, las N-glucosilaciones en los
N’ y N°® del anillo de purina son irreversibles, reaccion llevada a cabo por las N-
glucosiltransferasas. Interesantemente, Las O- y N-glucosilaciones, asi como otras
substituciones de los grupos funcionales en el anillo de purina, previenen la
degradacion de las CK por las CKX, incluso inhiben la uniéon con sus receptores
cinasas de histidina, HK (Werner y Schmiilling, 2009; Kieber y Schaller, 2014; Kieber
y Schaller, 2018).
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Figura 5. Metabolismo de las citocininas. Inicialmente, los iP rib6tidos son producidos por la enzima
isopenteniltranferasa (IPT), luego los CYP735A generan los tZ ribétidos. Por otra parte, las CK tipo cZ
son elaboradas por la enzima IPT-tRNA. Los ribotidos tri y difosfatos de iP, tZ y cZ son desfosforilados
por fosfatasas a iPRMP, tZRMP y cZRMP, los cuales son convertidos por la enzima LOG a las bases
libres bioactivas. Las CK biolégicamente activas, remarcadas en el cuadro azul, son inactivadas por las
enzimas CKX o por su conjugacién con azucares a través de las glucosiltransferasas (UGT). Modificado
de Werner y Schmilling, 2009.

Las CK son percibidas por la familia de receptores HK2, HK3, HK4 (también llamado
CRE1 o WOL1), constan de un dominio de union a CK extracitosélico CHASE
(Cyclasa/Histidina kinases-Asociated Sensing Extracellular), de al menos dos
dominios transmembranales, y una region citosdlica hibrida que contiene un dominio
cinasa histidina, un dominio receptor divergido (sin funcion aparente) y un dominio
receptor conservado en el extremo C terminal. En Arabidopsis thaliana, los receptores
AHK se localizan en la membrana de reticulo endoplasmico aunque un pequefio
numero de ellos se han encontrado en la membrana plasmatica, el dominio CHASE se
orienta hacia el lumen del RE o la parte extracelular de la membrana plasmatica. La

percepcion de las CK por parte del dominio CHASE induce una autofosforilaciéon en el
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residuo de histidina conservado del dominio citosdlico cinasa, la cual transfiere el grupo
fosforilo al residuo conservado de aspartato del dominio receptor conservado. Después
el grupo fosfato es transferido rio abajo a la histidina conservada de las proteinas
moviles AHP (histidine-containing phosphotransfer), las AHP se transportan del citosol
al interior del nucleo y transfosforilan el residuo conservado de aspartato ubicado en
el dominio receptor de los factores transcripcionales reguladores de respuesta (ARR)
tipo B para activarlos. Los ARR tipo B se caracterizan ademas por un extremo C
terminal largo que contiene un dominio de unién a ADN tipo Myb, con el que
directamente activan la transcripcidn de los genes de respuesta a CK, entre los cuales
estan los ARR tipo A. En estos ultimos, la senalizacion de CK fosforila el dominio
receptor y los estabiliza, empero carecen del dominio de unién a ADN para la

regulacion transcripcional (Fig. 6).

Cytokinins.. d AHK2 AHK3 AHK4 CKn
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Figura 6. La senalizacion de las citocininas ocurre mediante el sistema de dos componentes. Al
momento en que la CK es percibida por el dominio CHASE de sus receptores AHK localizados en las
membranas del RE y plasmatica. En los dominios citosdlicos ocurre una autofosforilacion en el residuo
de histidina (H), enseguida este grupo fosforilo (P) es trasferido al residuo de aspartato (D) dentro de
los mismo receptores. La sefal de los diferentes receptores converge transfiriendo los grupo P a los

residuos de histidina de los AHP (del 1 al 5) para mediar la transferencia de sefial del citoplasma al

nucleo. El grupo P pasa de la histidina del AHP al aspartato de los ARR nucleares, los ARR tipo B
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regulan positivamente la via de sefalizacion de CK, activando transcripcionalmente los genes de
respuesta a CK. Los ARR tipo A, directamente expresados por los tipo B, interfieren negativamente con
la via de sefializacién de CK, formandose un circuito de retroalimentacion negativa. Localizada en la
membrana plasmatica, CKI posee actividad histidina cinasa constitutiva. AHP6 carece del residuo
conservado de histidina y es incapaz de aceptar el grupo fosforilo, sin embargo, interfiere con la via de
senalizacion de CK compitiendo por la interaccion con los ARR. La expresién del factor transcripcional
CRF (Cytokinin Response Factor) es activada por los ARR tipo B, sucesivamente este también regula
positivamente la expresion de los genes de respuesta a CK, formando un circuito de retroalimentacién

positiva. Adaptado de Hwang et al., 2012.

Comparandolos, los RR tipo B son reguladores positivos de la via de sefalizacion de
CK, en tanto que los tipo A son reguladores negativos ya que compiten por la
fosforilacién de HP e interaccionan con otras proteinas de manera dependiente a su
fosforilacidn (Kieber y Schaller, 2014; Kieber y Schaller, 2018). Los RR tipo B estan en
la cima de la cascada transcripcional, activan los genes de respuesta inmediata a CK,
incluyendo a los de retroalimentacion tanto positiva y negativa como a factores
transcripcionales adicionales que proveen especificidad en respuesta a esta hormona.
Por ejemplo, los factores transcripcionales WUSCHEL y CRF (Cytokinin Response
Factors) o los genes CKX, los RR tipo A, LOG2 y CYCD3 (Zubo et al., 2017; Kieber y
Schaller, 2018). La serie de transferencia del grupo fosfato entre las secuencia de
histidina-aspartato-histidina-aspartato se la conoce como sefalizacion fosforelay de
pasos multiples que al parecer evolucioné a partir de la sefalizacion de dos
componentes o TCS (por el inglés, Two-Component Signaling) de las bacterias
(Pekarova et al., 2016).

2.5. Descripcion de Arthrobacter agilis.

Koch et al., (1995) reclasificaron a Micrococcus agilis (Ali Cohen, 1889) hacia el género
Arthrobacter como Arthrobacter agilis (A. agilis) en base a un analisis filogenético con
el gen 16S ribosomal y a caracteristicas fenotipicas, tales como tipo de
peptidoglucanos en la pared celular, quinonas, acidos grasos, contenido de G+C,
forma celular, etc. Especies del género de Arthrobacter, durante el crecimiento
exponencial, muestran forma de bastén mientras que en la fase estacionaria tienen
forma de coco (Singh et al., 2016). La actinobacteria no formadora de espora, A. agilis,

se encuentra extensamente distribuida a través de diferentes clases de ecosistemas,
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que van desde la corteza de arboles olmos en Iran (Alizadeh, 2017), sobre la superficie
de algas marinas y en tapetes microbianos bénticos de lagos en la antartida (Rojas et
al., 2009; Leiva et al., 2015), en el biofilm rosado formado sobre las rocas del desierto
de Mojave, California, EUA (Eppard et al., 1996) e incluso se ha encontrado como
formadora de patinas rosadas responsables de la biodeterioracion de las rocas de
“Terme de Foro” en Pompeya, Italia (Tescari et al., 2018).

Posiblemente, A. agilis puede adaptarse a ecosistemas tan variables debido a que
resiste condiciones con escases de nutrientes, cambia su forma de coco a células
pequenas dormantes tipo quiste, y a la amplia capacidad de elaborar distintos
metabolitos (Solyanikova et al., 2017). El color rojizo de las colonias formadas por A.
agilis es debido a la alta producciéon del carotenoide bacterioruberina (Fong et al.,
2001). Se ha demostrado que A. agilis produce antibidticos, dandole ventaja
competitiva contra otras bacterias (Rojas et al., 2009). La viabilidad de A. agilis no es
afectada por las bajas temperaturas del clima antartico, ya que aumenta la abundancia
de carotenoides incrementando la fluidez y estabilidad de la membrana plasmatica,
ademas protege de la radiacién solar a este microorganismo no fotosintético (Dieser
et al., 2010). Sorprendentemente, A. agilis tiene la capacidad de ser psicrotolerante,
halotolerante y alcaléfila (Fong et al., 2001; Tescari et al.,2018; Valencia-Cantero et
al., 2007; Kanekar et al., 1998).

Se han elaborado los borradores de los genomas de diferentes cepas de A. agilis, a
saber, de la cepa de A. agilis L77 aislada del lago sub-glacial Pangong en los
Himalayas (India) y de otras dos denominadas A. agilis 4041 y 4042 provenientes de
un suelo en el Oeste de Francia; las ultimas dos con usos potenciales en la agricultura
y descontaminacion de suelos (Singh et al., 2016; Crovadore et al., 2018). En
respuesta a las bajas temperaturas, la cepa L77 produce exopolisacaridos (EPS), junto
con compuestos anticongelantes (acidos organicos, azucares, polioles y amino acidos)
que bajan la temperatura del punto de congelacién y nucleasion del hielo. También
producen enzimas activas en frio (lipasa, amilasa, proteasa, chitinase y R-
galactosidasa) que podrian solubilizar fosfato, zinc y producir amoniaco (Singh et al.,
2016). En el genoma de la cepa L77 se identificaron genes condificantes para lipasa,
quitinasa, amilasa, proteasa, R-galactosidasa, transporte de fosfato, proteinas de
choque de frio y resistencia a metales pesados (Singh et al., 2016). Mientras que en

Rusia, se encontrd a la cepa de A. agilis Lush13 como componente de la microbiota
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en la tierra de campo de Pushchino, Moscu (Solyanikova et al., 2015). Y en Turquia se
aislé la cepa A. agilis A17 de la tierra rizosférica de Verbascum vulcanicum, y se

reporté que sintetiza la fitohormona auxina (AlA) (Ozdal et al., 2017).

2.5.1. Compuestos volatiles organicos producidos por Arthrobacter agilis
UMCV2 y efecto de la N,N-dimetil hexadecilamina (DMHDA) en plantas.
Buscando rizobacterias promotoras de crecimiento de plantas (PGPR) con capacidad
reductora de Fe(ll) en suelos de Uruapan, Michoacan, se identifico la cepa A. agilis
UMCV2 (Valencia-Cantero et al., 2007). Asimismo, sea visto que A. agilis UMCV2 logra
colonizar endofiticamente a Medicago truncatula (Aviles-Garcia et al., 2016). Como
otras PGPRs, A. agilis UMCV2 emite una plétora de COV (compuestos organicos
volatiles), de los cuales, la dimetil-hexadecilamina (DMHDA) se ha encontrado como
el principal compuesto bioactivo (Velazquez-Becerra et al., 2011). En la mezcla de
COV se identificaron otras moléculas relacionas, dimetil-dodecilamina y dimetil-
tetradecilamina, aunque estas tienen menor bioactividad (Velazquez-Becerra et al.,
2013; Orozco-Mosqueda et al., 2015).

En Medicago truncatula 'y Sorghum bicolor crecidas sobre medios de cultivo in vitro
con escases de Fe, la DMHDA y los COV de A. agilis inducen la estrategia | de
adquisicion de Fe, al aumentar la actividad Fe-reductasa y la acidificacion del medio
rizosférico para solubilizar Fe y asi, incrementar la adquisicion de Fe en las plantas
(Castulo-Rubio et al., 2015; Orozco-Mosqueda et al., 2013). Interesantemente, la
DMHDA protege a las plantas de microorganismos necrotroficos (Botrytis cinerea),
hemibiotrofos (Phytophthora cinnamomi) y xilotrofos (géneros Hipocrea o Fusarium)
(Velazquez-Becerra et al., 2013; Orozco-Mosqueda et al., 2015).

En plantas filogenéticamente distantes, incluyendo a Medicago sativa, S. bicolor, Pinus
devoniana y Arabidopsis thaliana; la DMHDA modula la morfologénesis de la raiz
primaria e invariablemente acorta su crecimiento y promueve la formacion de raices
laterales, indicando que evolutivamente tiene una funcién conservada dentro del reino
vegetal (Velazquez-Becerra et al., 2011; Castulo-Rubio et al., 2015; Valencia-Cantero
et al., 2015; Raya-Gonzalez et al., 2017). Por su alta bioactividad, el aminolipido
DMHDA emitido como CQOV por A. agilis UMCV2, es la molécula de interés en nuestro

grupo de investigacion.
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3. Justificacion.

Las rizobacterias promotoras del crecimiento de plantas (PGPR) interaccionan y
ayudan a estas a enfrentar diferentes tipos de estrés de manera directa e indirecta, por
ejemplo, mediante la produccion de compuestos difusibles y emisién de compuestos
volatiles organicos (VOCs) incentivan a la planta en sus mecanismos de defensa como
es la estimulacion de la via de sefalizacion del acido jasmonico (AJ). Ademas, el AJ
es una hormona cuya biosintesis inicia bajo la percepcion de condiciones hostiles tanto
biéticas como abidticas, la respuesta al AJ activa la expresién de genes de defensa a
patdgenos necrétrofos, herbivoros masticadores y heridas mecanicas. La induccién de
la via de sefalizacién del AJ interfiere con la homeodstasis de otras hormonas,
principalmente con las que estimulan el crecimiento como las citocininas (CK),
estableciéndose una interaccion antagdnica entre la defensa y el crecimiento de la
planta.

Estudios previos han mostrado que el VOC N,N-dimetil hexadecilamina (DMHDA)
emitido por algunas PGPR tiene diversos efectos sobre plantas, que incluyen la
modulacién del crecimiento de la raiz, la morfogénesis y activacion de la via de
senalizacion del AJ. Sin embargo, se desconoce hasta qué punto estos efectos estan
relacionados, es decir, si la activacion de la via del AJ tiene la capacidad de modificar
la morfogénesis de la raiz, si este es un efecto sistémico o local y si interacciona con

la via de sefalizacion de las CK, aspectos que se busca entender con este trabajo.
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4. Hipotesis.
El compuesto volatil organico N,N-dimetil hexadecilamina, influye sobre el crecimiento

de la raiz interviniendo en la interaccién antagdnica entre el acido jasmonico y las

citocininas.

5. Objetivo general.

Caracterizar la influencia de la N,N-dimetil hexadecilamina sobre la interaccién
antagonica entre el acido jasmonico y las citocininas durante el crecimiento de la raiz

primaria de Arabidopsis thaliana.

5.1. Objetivos particulares.

e Evaluar el efecto de la aplicacién de dimetil hexadecilamina y el &cido jasmaonico
sobre la expresion de genes regulados por las citocininas y su interaccion
antagodnica durante el crecimiento de la raiz primaria de Arabidopsis thaliana.

¢ Analizar el efecto sistémico de la aplicacion del acido jasménico en A. thaliana

y observar los cambio en la respuesta a citocininas.

31



6. Resultados.

6.1. Capitulo I. The bacterial volatile dimethyl-hexa-decylamine reveals an
antagonistic interaction between jasmonic acid and cytokinin in controlling
primary root growth of Arabidopsis seedlings.

En este capitulo se presenta el articulo original de investigacion, dirigido a la
comunidad cientifica internacional. El cual fue publicado en Protoplasma, revista

indizada en el Journal Citation Reports (JCR) con un factor de impacto de 2.63.
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6.1. Capitulo I.

The bacterial volatile dimethyl-hexa-decylamine reveals an
antagonistic interaction between jasmonic acid and cytokinin
in controlling primary root growth of Arabidopsis seedlings

Ernesto Vézquez-Chimthual& Ledn Francisco Ruiz-Herrera' & Salvador Barrera-Ortiz' & Eduardo Valencia-
Cantero' & José Lépez-Bucio1

Abstract

Chemical communication underlies major adaptive traits in plants and shapes the root microbiome. An increasing
number of diffusible and/or volatile organic compounds released by bacteria have been identified, which play
phytostimulant or protective functions, including dimethyl-hexa-decylamine (DMHDA), a volatile biosynthesized
by Arthrobacter agilis UMCV?2 that induces jasmonic acid (JA) signaling in Arabidopsis thaliana. Here, he found
that the growth repressing effects of both DMHDA and JA are antagonized by kinetin and correlated with an
inhibition of cytokinin-related ARRS.::GUS and TCS::GFP expression in Arabidopsis primary roots. Moreover, we
demonstrate that shoot supplementation of JA triggers JAZ1 expression both locally and systemically and represses
cytokinin-dependent promoter activity in roots. A similar effect was observed after cotyledon wounding, in which
an increase of JA-inducible LOX2:GUS expression represses root growth, which correlates with the loss of
TCS::GFP detection at the very root tip. Our data demonstrate that the bacterial volatile DMHDA crosstalks with
cytokinin signaling and reveals the downstream antagonistic interaction between JA and cytokinin in controlling

root growth.

Keywords N-N-dimethyl-hexadecylamine . Arabidopsis thaliana . Jasmonic acid . Cytokinin . Root growth

Introduction

The last decade evidenced the extraordinary richness of
adaptive strategies of plants to survive and thrive in a
world of declining resources and changing growth
conditions, and the myriad of bacterial and fungal
species inhabiting roots, the socalled core microbiome
contribute to reinforce plant immunity and growth
adjustments. Bacteria biosynthesize phytohormones,
such as auxins and cytokinins (Etesami et al. 2014;

Kudoyarova et al. 2014), but also quorum sensing
signals and volatile organic compounds (VOCs) that
instruct either bacterial cells or their root hosts to
strengthen symbiotic relationships that in the long term
improve plant growth (Ryu et al. 2003, 2004; Ortiz-
Castro et al. 2008, 2011).

Arthrobacter agilis, a plant growth-promoting
rhizobacterium (PGPR) releases dimethyl-hexa-
decylamine (DMHDA), an amino lipid identified as
part of the VOCs blend emitted by several bacterial
species (Liu et al. 2008; Velazquez-Becerra et al. 2011,

Handling Editor: Peter Nick

2013; Orozco-Mosqueda et al. 2013; Hernandez-Ledn

Electronic supplementary material The online version of this article

(https://doi.org/10.1007/s00709-018-1327-9) contains supplementary

material, which is available to authorized users.

et al. 2015). Noteworthy, DMHDA re-configurates root
architecture through repressing root apical dominance
and improving branching and absorptive capacity in
different plant species including Arabidopsis and
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Sorghum, and at the same time induces the mechanisms
iron acquisition, which critical for
photosynthesis (Velazquez-Becerra et al. 2011;
Castulo-Rubio et al. 2015; Valencia-Cantero et al.
2015). At least in part, the growth inhibitory properties
of DMHDA have been related to the activation of the
jasmonic acid (JA) signaling pathway, which represses
cell division and elongation in the Arabidopsis primary
root (Raya-Gonzalez et al. 2017).

for results
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The phytohormones cytokinin (CK) and auxin (IAA)
play synergistic and/or antagonistic roles during root
morphogenesis. [AA  promotes cell division,
subsequently CK controls differentiation at the
transition domain, located between the meristem and
elongation zones (Moubayidin et al. 2009). At the root
apex, the high IAA-low CK ratio is gradually inverted
IAA-high CK
predominates in the transition zone and it seems to be a

such that a low concentration
pre-requisite for active cell elongation (Sabatini et al.
1999; Fonouni-Farde et al. 2016). In contrast,
antagonistic JA-CK relationship mediates leaf
senescence in oat, sunflower, and rice (Naik et al. 2002;
Liu et al. 2015). Assays on radish and zucchini
cotyledons demonstrated that CK stimulates palisade
cell division and JA inhibits this process (Stoynova-
Bakalova et al. 2007). Specifically at the root apex, both
JA and CK antagonistically target the SCF E3-ubiquitin
ligase complex, which mediates degradation of proteins
by the 26S proteasome. In such case, KMD, an Fbox
subunit, interferes with CK signaling via interacting
physically with type-B ARR transcription factors and
marking them for degradation, and thus kmd mutants
with elevated CK levels show reduced size of root
meristems (Kim et al. 2013).

In this work, we further analyze the effects DMHDA
and JA response on CK signaling and its role in
Arabidopsis primary root growth. We found that the
growth repressing effects of either JA or DMHDA
could be reversed by the addition of CK, and that by
supplying JA specifically to the shoot or wounding the
cotyledons, the JA signaling translocates to the roots
where it represses CK-related gene expression, which
correlates with growth repression. This research
supports the critical role played by bacterial volatiles in
the communication established with plants and fine-
tuning growth and defense hormonal signaling.

Materials and methods
Plant material and growth conditions

Arabidopsis  thaliana ecotype Columbia (Col-0)
seedlings, reporter lines LOX2::uidA (Jensen et al.
2002), JAZI/TIFY104-GFP (Thines et al. 2007),
ARRS5::uid4 (D’Agostino et al. 2000), and TCS::GFP
(Miiller and Sheen 2008). Seeds were disinfected with
95% (v/v) ethanol for 5 min, 20% (v/v) bleach for 7 min
and washed five times with distilled water and stratified
for 2 days at 4 °C. Seeds were grown on Petri plates
containing agar solidified 0.2X MS (Murashige and

Skoog Basal Salt Mixture; Sigma-Aldrich) medium and

placed into a Percival growth chamber with a 16 h
light/8 h darkness photoperiod, light intensity of 200
umol m*s™" at 22 °C. Petri plates were placed vertically
at 65° angle to allow root growth along the agar surface
and unimpeded aerial growth of the hypocotyls. JA
drops were prepared with 70 pL of 0.2X MS agar
solidified medium and placed over a sterilized parafilm
strip. 4. thaliana cotyledons wounds were made with a
sterilized needle 4 days after germination.

Chemicals

Kinetin (Kt), jasmonic acid (JA) and dimethyl-hexa-
decilamine (DMHDA) were purchased from Sigma-
Aldrich and kept at 4 °C. Kt was dissolved in dimethyl
sulfoxide (DMSO), JA and DMHDA were dissolved in
ethanol. For controls, equal volumes of solvents were
used as in the highest hormonal treatment.

Confocal microscopy

After growth on MS 0.2X agar-solidified medium, A.
thaliana seedlings were transferred onto microscope
slides and stained with 10 mg ml™" propidium iodide
solution for 30 s. Samples were analyzed separately
using a confocal microscope (Olympus FV1200;
Olympus Corp., Tokyo Japan). For propidium iodide,
we applied a 568-nm wavelength argon laser for
excitation and an emission window of 585-610 nm
conditions, while GFP was detected at 488 nm
excitation/ 505-550 nm emission.

Histological GUS staining analysis

A. thaliana seedlings were transferred to GUS staining
solution (0.5 mg mL" 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-
D-glucuronide in 100 mM sodium phosphate, pH 7)
and incubated at 37 °C in darkness. Stained seedlings
were cleared and fixed with a solution composed by
0.24 N HCL in 20% methanol and incubated for 50 min
at 62 °C. The solution was substituted by a solution
composed of 7% NaOH (w/v) in 60% ethanol (v/v) for
20 min at room temperature. Successively, plants were
dehydrated with ethanol treatment at 40, 20, and 10%
(v/v) for 30 min, and fixed in 50% glycerol (v/v).

Root growth measurement and statistical
analysis

A. thaliana primary root length was analyzed with a
stereoscopic microscope (Leica, MZ6) and measured
with a ruler. Four days after germination (dag), the
seedlings were transferred to place their shoots over
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agar drops containing the 0.2X MS base medium
supplemented with JA, at this moment the root tip
marked onto the petri dish and from this starting
position the growth was measured every 24 h for 5
days, controls were supplied with ethanol only as the
solvent. Similarly, after cotyledon wounding, the root
tip was marked and growth measured every 24 h for
S5days.The data were statistically analyzed with an
ANOVA test and Duncan’s means separation test for
multiple different
statistically significant differences of means (p < 0.05).
Representative images were taken with a Nikon D50
digital camera.

comparisons, letters indicate

Results

Kinetin antagonizes repressing effects of
dimethyl-hexa-decilamine and jasmonic
acid on Arabidopsis primary root growth

Previous studies indicated that DMHDA represses
growth of 4. thaliana primary roots inhibiting both cell
division and elongation and increases JA signaling
(Raya-Gonzalez et al. 2017). This effect was
independent of auxin signaling, but the possible
contribution of cytokinin signaling, another important
phytohormone in controlling root growth, remains
unknown.

To investigate if DMHDA or JA treatments could
influence the CK response during primary root growth,
A. thaliana WT (Col-0) seedlings were grown on media
supplemented with DMHDA, JA, Kt, or a combination
of these molecules, and the primary root length was
measured 7 days after germination (dag). A. thaliana
supplemented with 16 uM DMHDA or 4 uM JA
showed a roughly 70% inhibition of growth when
compared to solvent treated seedlings. Interestingly,
both DMHDA and JA repression of root growth could
be reverted by Kt supplementation (Fig. 1). These
results indicate an antagonistic interaction between
DMHDA and JA with CK on primary root growth.
Dimethyl-hexadecilamine and jasmonic acid
inhibit cytokinin-dependent promoter activity in
Arabidopsis primary roots

To understand the antagonistic interaction between
DMHDA and JAwith CK on primary root growth
repression, transgenic plants harboring CK-inducible
gene constructs were used to monitor ARRS5::GUS and

TCS::GFP promoter activity, because the steady-state
levels of RNA for both are elevatedvery rapidly by
cytokinin (D’Agostino et al. 2000; Miiller and Sheen
2008). The plants were grown in media supplemented
with the solvent only or with DMHDA and JA and the
activity of the promoters monitored via histochemical
analysis of GUS expression or GFP fluorescence using
a confocal microscope. As expected, plants grown
under standard conditions evidenced a cytokinin
response in the proto-vasculature and root cap (Fig. 2a
and d; Fig. 3a and d).

Interestingly, seedlings supplemented with DMHDA
and JA at concentrations that inhibit root growth had
decreased CK-related promoter activity when
compared to solvent treated seedlings (Fig. 2a—f; Fig.
3a—f). Indeed, the primary root became wider at the
concentrations of DMHDA tested, which may be due to
altered periclinal and radial cell divisions or to an
increase in cell growth. These results suggest that
DMHDA represses primary root growth via inducing
the JA response, which blocks CK-signaling.

Shoot application of jasmonic acid systemically
represses A. thaliana primary root growth

JA application mimics herbivore attack or mechanical
wounds (Henkes et al. 2008; Zhang and Baldwin 1997)
and it is thought to systemically move to undamaged
leaves to influence gene expression (Stratmann 2003;
Sato et al. 2009; Koo et al. 2009). Currently, whether
shoot-derived JA is able to target the roots to influence
cytokinin signaling is unknown. With this in mind, we
examined the effects of JA application on A. thaliana
WT (Col-0) shoots on primary root growth in 4-day-old
seedlings, whose cotyledons were transferred over
drops of agar-solidified 0.2X MS medium
supplemented or not with 64 or 128 uM JA. Within the
first 24 h after 128 uM JA treatment, there was a
systemic inhibition of primary root growth, which
became more pronounced after 48 h onwards. We also
observed growth reduction in plants whose shoots were
transferred to drops containing 64 uM JA, but at latter
time. At the fifth day, root growth was inhibited 20%
and 10% with respect to the control, at 128 pM and 64
UM JA, respectively (Fig. 4). Thus, JA application in
shoots inhibits root growth in a concentration and time-
dependent manner.
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Fig. 1 Cytokinin supplementation alleviates the growth repressing effects of jasmonic acid (JA) and dimethyl-hexadecylamine
(DMHDA) in Arabidopsis primary roots. a Primary root length of Arabidopsis WT (Col-0) seedlings grown for 7 days after germination
(dag) in agar-solidified medium supplemented with 4 uM JA (JA), 16 uM DMHDA, 1 uM kinetin (Kt) and the concentrations of the
bioactive molecules in combination. b Representative images of plants in control conditions or supplemented with the different
bioactive compounds. The graph shows the means + standard errors, n = 18. Different letters are used to show means that statistically
differ (p<0.05). the experiment was repeated three times with silimar results.

Application of jasmonic acid in the shoot
promotes the local and long distance JAZ1
expression to stem and roots

JAZ]I acts in the early JA-wound response (Chung et al.
2008). JAZI/TIFYI0A-GFP A. thaliana reporter line
was analyzed to investigate local and systemic effects
of JA. Transgenic Arabidopsis seedlings expressing
JAZI1::JAZ1:GFP:uid4 were transferred at day 4 after
germination so that their cotyledons were laid on drops
of 0.2X MS medium supplemented with JA and GFP
expression in cotyledons was analyzed via confocal
microscopy at 0, 12, and 24 h after transfer. In medium
without JA, GFP expression could be specifically
observed in nuclei of stomatal guard cells but it was

absent in surrounding epidermal cells (Fig. Sa—g) and
this expression pattern remained at 12 and 24 h (Fig. 5b
and c). Twelve hours after shoot contact with drops
supplemented with 64 puM JA, GFP expression in
cotyledons was upregulated in guard cells and in
surrounding epidermal cells, and was exacerbated at
128 uM JA (Fig. 5e and h). Twenty-four hours after
contact, 64 pM JA increased the JAZ1 expression
domain similarly to the 128 pM level at 12 h (Fig. 5f).
These results show that upon a JA stimulus is perceived
in the shoot, JAZI is rapidly induced in a dose and
tissue-specific manner in cotyledon epidermal cells
(Supplementary fig. 1), and was able to translocate
from cotyledons to the hypocotyl as early as 24 h
(Supplementary fig. 2). Moreover, JAZ1 expression
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could be detected in epidermal cells, cortical cells, and
in vasculature of seedlings whose cotyledons received
the JA stimuli for 24 h (Fig. 6a—i). These data indicate
that shoot application of JA rapidly activates JAZ1 gene
expression in distant plant tissues including the stem
and roots, where it likely orchestrates cell division and
elongations programs.

Fig. 2 Dimethyl-hexadecilamine inhibits cytokinin responsive
gene expression. a-¢ ARRS5::GUS and d-f TCS::GFP expression
in 7-day-old Arabidopsis transgenic seedlings germinated under
standard growth conditions (a, d) or in media supplemented with
8 uM (b, e) and 16 uM (¢, f) dimethyl-hexadecilamine. GUS
staining of ARRS5 expression (a-c¢). Confocal micrographs in (d-
f) show TCS::GFP fluorescence and propidium iodide
countersatin. Representative images from 15 individuals per
treatment are shown. The experiment was repeated three time
with similar results. Scale bar: 100 um.

Shoot-derived jasmonic acid signaling represses
cytokinin  responsive promoter activity in
Arabidopsis primary roots

The TCS::GFP A. thaliana CK reporter line was
utilized to test the antagonistic interaction between
systemic JA signal derived fromthe shootin contact
with drops supplemented with JA, and the CK response
was monitored in the primary root apex. Seedlings were
exposed to JA drops during 0, 12, and 24 h and GFP
expression was monitored via confocal microscopy. In
plants in contact to the drops without JA, CK
TCS::GFP marker was strongly observed in the
primary root cap (Fig. 7a—g) and remained similar at 12
and 24 h (Fig. 7b and c), but at 12 and 24 h of shoot
contact with drops supplied with JA at 64 uM and 128
uM, TCS::GFP expression was systemically
downregulated (Fig. 7e and h; Fig. 7f and i). These
results confirm at the molecular level that shoot-derived

JA targets the very root tip, where it represses CK
signaling.

Wounding represses Arabidopsis primary root
growth through repressing cytokinin signaling

Physical damage to leaves, wounding or herbivory
locally induces de novo JA biosynthesis, which inhibits
growth (Zhang and Turner 2008). Now we investigated
how wounding of A4. thaliana cotyledons could affect
root growth. In 4 dag A. thaliana seedlings, JA
biosynthetic LOX2:uidA reporter gene was upregulated
from 3 h after wounding of cotyledons and this
induction remained until 24 h (Fig. 8a). Then, the
cotyledons of A. thaliana Col-0 seedlings were
wounded and primary root length was measured every
24 h until 120 h. Repression of growth was observed 48
h onwards and at the end of the experiment the root
length decreased ~ 25% when compared to seedlings
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without cotyledon damage (Fig. 8b). Consistently, CK
response gene marker 7CS::GFP was systemically
downregulated in the primary root apex when
cotyledons are wounded (Supplemental fig. 3). These
results are consistent with the notion that JA is involved
in systemic wound response, and antagonizes CK
response, which leads to root growth inhibition.

Fig. 3 Jasmonic acid (JA) inhibits cytokinin responsive gene
expression. a-¢ ARRS5::GUS and d-f TCS::GFP expression in 7-
days-old Arabidopsis transgenic seedlings germinated under
standard (control) growth conditions (a-d) or in media
supplemented with 8 uM (b, e) and 16 uM (¢, f) JA. GUS staining
of ARRS5 gene expression (a-c). Confocal micrographs in d-f
show GFP fluorescence and propidium iodide counterstain.
Representative images from 15 individuals per trteatment are
shown. The experiment was repeated three times with similar
results. Scale bar: 100 pm.

Discussion

PGPR produce and emit a vast VOCs repertoire that
interfere with the hormonal balance of the host, for
example, DMHDA has been reported for rhizobacteria
that establish beneficial relationships with plants, in
which it apparently acts as a quorum-sensing
compound and plays ubiquitous functions such as
primary root growth inhibition in phylogenetically
distant plant species (Velazquez-Becerra et al. 2011;
Castulo-Rubio et al. 2015; Valencia-Cantero et al.
2015). A recent study characterized several DMHDA -
related amines with varied length of the fatty acid
moiety and found that they affect basic cellular
programs in Arabidopsis primary roots, including cell
division and elongation. Indeed, DMHDA enhanced
the expression of the JA-responsive gene marker
pLOX2:GUS, while JA-related mutants jarl, coil-I,
and myc?2 affected on JA biosynthesis and perception,

respectively, were compromised in DMHDA

responses, which indicates that the volatile can induce

JA biosynthesis and requires components of this
signaling pathway for bioactivity. In this previous
report, detailed analysis of auxin-regulated gene
expression, root architectural changes in WT, and
auxin-related mutants aux!-7, tirl/afb2/afb3, and arf7-
1/arf19-1 indicated that DHDMA sensing acts in an
auxin independent signaling manner (Raya-Gonzalez et
al. 2017).

Auxin and cytokinins regulate almost every aspect
during the system
architecture. Both of them influence cell division,

reconfiguration of the root
elongation, and differentiation during root growth, but
the possible interaction between DMHDA and JA
acting downstream with the cytokinin signaling
pathway was not previously investigated. Since
DMHDA is a natural bioactive substance whose levels
may determine cross-kingdomplant-bacteria relations,
and JA is well known as a molecule
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Fig. 4 Shoot-derived jasmonic acid (JA) represses A. thaliana primary root growth. Wild-type (Col-0) 4. thaliana seeds were
germinated and grown for 4 d on 0.2X MS medium and then transferred and grown to plates with fresh media for 5 d with their shoots
placed over 0.2X MS drops supplemented with ethanol (control), 64 uM JA or 128 uM JA. a Growth kinetics of primary roots after
transfer to the treatments, b representative images of plants after 5 days of growth in control conditions and 128 uM JA drops treatments.
Note that shoot contact with the drop of mediumwith high JA concentration repress growth of primary roots. Error bars represent SD
from 30 seedlings and diffrerences at p<0.05. The experiment was repeated twice with similar results.
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Fig. 5 Jasmonic acid (JA) induces J4Z1 expression in epidermal cells of Arabidopsis cotyledons. Seeds from transgenic Arabidopsis
seedlings harboring the JAZI/TIFY10A-GFP construct were germinated and grown for 4 d on 0.2X MS medium and then transferred
to plates with fresh media with their shoots placed over the surface of 0.2X MS drops supplemented with ethanol (a—c), 64 uM JA (d—
f), or 128 uM JA (g—i), at 0 h (a, d, g), 12 h (b, e, h), or 24 h (c, f, i). The seedlings were incubated with propidium iodide, and confocal
micrographs were recorded in cotyledons (scale bar = 100 um). Note that shoot contact with the drop of medium supplemented with
JA increases JAZI expression in nuclei from epidermal cells. Representative images are shown from at least 15 seedlings. The
experiment was repeated twice with similar results
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controlling plant defense, growth and defense trade-
offs may be fine-tuned via crosstalk with cytokinin
signaling. With this premise, combined application of
DMHDA and JA with cytokinin was performed and
growth of A. thaliana primary roots was assessed.
Interestingly, growth inhibition by JA and DMHDA not
only could be related to a downregulation of expression
of CK response genes, but also CK supplementation
could normalize root growth in plants exposed to the
volatile and JA together. These data suggest that
DMHDA and JA act to repress CK signaling in the
Arabidopsis primary root.

Application of JA to the shoot mimics the effects of
wounding or herbivory, since it is a messenger during
plant adaptation to biotic challenges (Henkes et al.
2008; Zhang and Baldwin, 1997). Thus, we
investigated the possible antagonism interaction of JA
with CK using a systemic approach in which only the
shoots o f 4. thaliana seedlings were laid on drops of
medium supplemented with 64 uM and 128 pM of JA,
whereas the roots grew over medium lacking JA. Shoot
aupplemented of JA inhibited primary root qoeth,
which correlated with J4AZI upregulation both in
cotyledons, stems and primary roots. JAZI1 expression
could be observed in nuclei of stomatal guard cells and
in surrounding epidermal cells in response to JA.
Concomitantly, CK-response in the primary root cap
clearly was downregulated by contact of cotyledons
with drops supplemented with JA. It apeears that JA
from cotyledons is progressively translocated to other
tissues such as the stem and root. Recently, JA
transporters were identified in A. thaliana, including
JAT1 (an ABC family transporter) and GTRI1 (a
glucosinalate transporter) (Li et al. 2017; Ishimaru et al.
2017). It is possible that JAT1 as well as GTR1 could
be involved in the translocation of accumulated JA
from shoot to the roots to balance growth and defense.

Fig. 6 Leaf-derived jasmonic acid (JA) systemically induces
JAZI expression in A. thaliana primary roots. Seeds from
transgenic Arabidopsis seedlings harboring the JAZ1/TIFY10A-
GFP construct were germinated and grown for 4 d on 0.2X MS
medium and then transferred to plates with fresh media with their
shoots placed over the surface of 0.2X MS drops supplemented
with ethanol (a—c), 64 uM JA (d—f), or 128 uM JA (g—i) for O (a,
d, g), 12 h (b, e, h), or 24 h (c, f, i). The seedlings were incubated
with propidium iodide, and confocal micrographs of the
expression pattern were recorded in roots (scale bar = 100 pm).
Note that shoot contact with the drop of medium supplemented
with JA increases J4Z1 expression in nuclei of most root tissues.
Representative image are shown from at least 15 seedlings
analyzed. The experiment was repeated twice with similar results.

I I w
Thus, we propose that upon DMHDA perception, the
rising levels of JA moves to the root, where it repress
cytokinin signaling, and thus inhibits cell division and
elongation as previously reported (Raya-Gonzalez et al.
2017). To confirm the latter premise, mechanical
wounds were made with a needle in the cotyledons of
4-day-old Arabidopsis seedlings, and this treatment
diminished root growth from day 2 onwards. The
induction of JA biosynthesis could be demonstrated via
an increase in expression of LOX2::GUS, which was
upregulated as early as 3 h after wounding and this was
sufficient to repress CK signaling at the very root tip,
which increased with time. Taken together, our data

provide conclusive evidence that a volatile compound
from rhizobacteria can influence two plant canonical
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pathways, on a first sight DMHDA increases JA
biosynthesis and signaling and on the other hand, it
targets cytokinin signaling in roots. Thus, by means of
chemical communication major adaptive traits in plants
are reinforced by the root microbiome.

Fig. 7 Shoot-derived jasmonic acid (JA) systemically represses
cytokinin responsive gene expression in roots. Seeds from
transgenic Arabidopsis seedlings harboring the T7CS::GFP
construct were germinated and grown for 4 d on 0.2X MS
medium and then transferred and grown to plates with fresh
media with their shoots over the surface of 0.2X MS drops
supplemented with ethanol (a—c), 64 uM JA (d—f), or 128 pM JA
(g—i) for 0 (a, d, g), 12 h (b, e, h), or 24 h (c, f, i). The seedlings
were incubated with propidium iodide, and confocal micrographs
of the expression pattern in roots were recorded (scale bar = 100
um). Note that shoot contact with the drops of medium
supplemented with JA decreases TCS::GFP in collumela cell
layers of the primary root. Representative image are shown from
at least 15 seedlings analyzed. The experiment was repeated
twice with similar results.
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Fig. 8 Wounding of cotyledons locally induces LOX2:GUS and systemically represses Arabidopsis primary root growth. Wild-type
(Col-0) seeds were germinated and grown for 4 d on 0.2X MS medium and the two cotyledons were wounded with a sterilized nail. a
Representative images of LOX2:GUS expression in control plants (upper panels) and wounded cotyledons (lower panels). b Growth of
primary roots after cotyledon wounding. Note that cotyledon wounding systemically represses growth of primary roots. Error bars in b
represent SE from 60 seedlings and different letters indicate statistical differences at p < 0.05. The experiment was repeated twice with

similar results
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Informacién suplementaria

Supplementary figure 1.

JA upregulates expression of JAZ7 in nuclei of epidermal cells in cotyledons.
Representative confocal images of epidermal cells of cotyledons 12 h after contact with

0.2X MS medium drops without JA (a) or supplemented with 128 uM JA (b).
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Supplementary figure 2.

Expression of early JA-response JAZ1 gene shows JA signaling translocation from
shoot to stem. Representative confocal images of epidermal cells of stems 24 h after
contact with 0.2X MS medium drops without JA (a and d) or supplemeted with 64 uM
(b and e) or 128 uM (c and f).

46



Supplementary figure 3.

TCS::GFP expression is systemically downregulated by cotyledon wounding.
Cotyledons of 4 dag seedlings were wounded and the root apex was photographed
with a confocal microscope. Representative images are shown from at least 15

seedlings analyzed. The experiment was repeated twice with similar results.
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7. Discusion.

Las rizobacterias promotoras del crecimiento (PGPR) han coevolucionado con las
plantas, de tal manera que han creado relaciones intimas durante el paso del tiempo,
tal es el caso de los nédulos formados por la simbiosis entre las bacterias rizobiales
fijadoras de nitrégeno y las fabaceae, especificamente las pertenecientes a las sub-
familias Caesalpinioideae y Papilionoideae (Andrews et al., 2018). De varias maneras,
las PGPR ayudan a las plantas a sobrellevar y a adaptarse a condiciones
desfavorables, i.e. pueden activar la resistencia sistémica inducida (ISR), para
enfrentar ataques de organismos necrotrofos (e.g. Fusarium sp. 0) y hemibibtrofos
(e.g. Pseudomonas syringae o Colletotrichum orbiculare) (Ryu et al., 2004). Se ha
demostrado que la activacion de la ISR depende de la estimulacion de la via de
sefnalizacion del acido jasmoénico (AJ) e interesantemente algunas PGPR como
Bacillus subtilis GB03 lo hacen por un mecanismo menos estudiado, mediante la
liberacion de compuestos volatiles organicos (VOC), lo que resulta en una disminucion
de hojas sintomaticas por el ataque del patdégeno necrétrofo Pectobacterium
carotovora (antes Erwinia carotovora) (Ryu et al., 2004).

En nuestro grupo de investigacion se estudia la PGPR Arthrobacter agilis UMCV2 que
produce el VOC dimetil hexadecilamina (DMHDA), un aminolipido capaz de inhibir el
crecimiento del hongo fitopatégeno Botrytis cinerea y del oomicete Phytophthora
cinnamomi (Velazquez-Becerra et al., 2011; Velazquez-Becerra et al., 2013). En
Arabidopsis thaliana, la DMHDA actua activando la via de sefializacion del AJ e inhibe
el crecimiento de la raiz primaria, como se ha visto que lo hace el AJ (Staswick et al.,
1992; Raya-Gonzalez et al., 2017). Sobresalientemente, la DMHDA tiene un efecto
inhibidor conservado sobre el crecimiento de la raiz primaria de diferentes especies
como Medicago sativa, Sorghum bicolor y Pinus devoniana (Velazquez-Becerra et al.,
2011; Castulo-Rubio et al., 2015; Valencia-Cantero et al., 2015). Estudios en
Arabidopsis thaliana, han dilucidado que el crecimiento de la raiz es controlado
principalmente por una interaccion antagonica entre los reguladores maestros del
crecimiento auxinas y citocininas, formandose un gradiente de concentraciones. En la
zona meristematica se encuentra una relacion de concentraciones del acido indol
acético (AlA) alta — citocininas (CK) baja, la cual gradualmente se invierte en la zona

de transicion/elongacién a AlA baja — CK alta. Las auxinas promueven la division
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celular en la zona meristematica, mientras que las CK diferencian las células
provenientes del meristemo estableciendo la zona de transicidon/elongacion
(Moubayidin et al., 2009; Heidstra y Sabatini, 2014; Fonouni-Farde et al., 2016).
Debido a que la caracteristica mas prominente de las CK es la capacidad de promover
el crecimiento (Schaller et al., 2014), mientras que el AJ se destaca por su efecto
inhibidor del crecimiento (Staswick et al., 1992), se convierte de nuestro interés
particular, la interaccidén entre el AJ y las CK durante el crecimiento de la raiz en
relacion a la respuesta a la DMHDA. Casos de interaccion antagoénica entre AJ y CK
en diversos aspectos del desarrollo de las plantas han sido documentados, por
ejemplo, en los cotiledones de calabaza la divisiéon celular promovida por CK es
revertida por el AJ, o la senescencia de las hojas de arroz inducida por el AJ es
contrarrestada por la suplementacion de CK, entre otros casos (Stoynova-Bakalova et
al., 2007; Liu et al., 2015).

Experimentos que se realizaron en el presente trabajo utilizando a la linea reportera
JAZ1::JAZ1:GFP como marcador de respuesta a AJ, junto con los resultados de Raya-
Gonzalez et al. (2017), demuestran que la DMHDA actua a través de la activacion de
la via de sefalizacion del AJ, y como se ha reportado, a su vez el AJ puede inhibir el
crecimiento de la raiz primaria (Staswick et al., 1992). Destacadamente, se demostrd
que el efecto inhibidor sobre el crecimiento de la raiz primaria de A. thaliana que tiene
la DMHDA y el AJ es contrarrestado por la adicién de zeatina, una CK. Para corroborar
tal antagonismo entre la DMHDA vy el AJ con las CK, usamos las lineas reporteras
ARR5:GUS y TCS::GFP marcadoras de respuesta a CK. Observamos que tanto la
DMHDA como el AJ reprimen la expresion de ambos marcadores de CK, demostrando
que hay una interaccién negativa entre la DMHDA y el AJ con las CK durante la
inhibicién del crecimiento.

Por otra parte, estudiamos el funcionamiento del AJ como molécula sefial sistémica,
ya que se ha propuesto que la sistemina es la responsable de transportar la senal a
las partes no dafiadas de la planta después del ataque del patégeno o herida mecanica
(Ryan, 2000). Para esto, utilizamos gotas de medio MS (0.2X) con altas
concentraciones de AJ, 64 y 128 uM, sobre las que los cotiledones de plantulas de A.
thaliana de la linea reportera JAZ1::JAZ1:GFP se recargaron, la demas parte se posé
en medio MS 0.2X sin AJ. La activacion en la expresion del marcador de AJ en los

cotiledones empezé desde las 3 horas después del tratamiento y gradualmente fue
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aumentando hasta tener un maximo de expresion a las 24 h, 48 h después la senal
disminuy6 para ambas concentraciones de AJ, aunque sin llegar a la expresién control.
Observamos que la sefal del AJ viaj6 a el hipocatilo, pasando por la coronilla (zona de
unién entre hipocdtilo y raiz) y hacia la raiz, lugares donde se activé la expresion del
marcador de AJ, el mismo patréon de expresion se obtuvo desde las 3 h, donde hubo
un maximo de expresién a las 24 h y decaimiento a las 48 h que tampoco llegé a la
expresion basal.

En la parte media de la raiz la sefal tardé en llegar, activandose la expresion del
marcador de AJ hasta 6 h y 12 h después del tratamiento a la concentracion de 128
MM y 64 uM de AJ, respectivamente, la expresidon maxima fue a las 24 h y la senal
decayo a las 48 h después del tratamiento sin llegar a la expresion control para ambas
concentraciones. Sin embargo, la expresién de JAZ1::JAZ1:GFP no se observé en el
meristemo de la raiz primaria. Un segundo marcador de la sefial de AJ,
JAZ10::JAZ10:GFP, fue activado en el meristemo apical alas 6 hy alas 12 h después
del tratamiento en los cotiledones a las concentraciones de 128 yM y 64 uM de AJ,
respectivamente. Interesantemente, la expresion de JAZ10::JAZ10:GFP continud
hasta las 48 h sin disminuir en la concentracion de 64 uM de AJ y hubo una leve
disminucién pero igual se mantuvo constante la sefal a la concentracion de 128 uM
de AJ. Comparablemente la DMHDA activa la expresion del JAZ1::JAZ1:GFP
marcador de AJ.

Ya que teniamos demostrado que la sefal del AJ desde los cotiledones viajé hasta el
meristemo de la raiz primaria, utilizamos la misma metodologia de las gotas de medio
con AJ pero ahora usando el marcador de CK TCS::GFP para demostrar que mientras
la via de sefializacion de AJ se activaba la sefial de CK se reprime de manera
sistémica. Como esperabamos, la expresion del marcador de CK se reprimid, en
cuanto la expresion de los marcadores de AJ aumentd sistémicamente, esto se
correlacion6 con una inhibicién sistémica del crecimiento de la raiz primaria.

Bien sabido es que en respuesta a las heridas mecanicas el AJ es biosintetizado
(Wasternack y Strnad, 2018). El uso de las gotas de medio con AJ simula a las heridas
mecanicas, para corroborarlo, usamos las lineas reporteras de biosintesis LOX2::uidA
y respuesta JAZ1::JAZ1:uidA a AJ, herimos los cotiledones con una aguja y
observamos que ambos genes reporteros se activaban. Aun mas, en la linea

LOX2::uidA solo herimos un cotiledon, y la expresidén del marcador 12 h después se
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activd en el cotiledon sistémico no herido. También las heridas en los cotiledones
inhibieron el crecimiento de la raiz primaria, lo cual se correlaciond con una represion
en la expresion del marcador a CK TCS::GFP. Con esto aclaramos que el AJ puede
funcionar como molécula sefnal que viaja desde su lugar de biosintesis, donde ocurre
el dano, hasta las partes sistémicas de la planta para regular negativamente el
crecimiento, e.g. en la raiz primaria antagonizando la sefial de CK. Otros trabajos
también indican que el AJ es la molécula sefal que actua después de una herida (Li
et al., 2002).

8. Conclusion.

La DMHDA es un compuesto volatil producido por las PGPR con efecto en organismo
de diferentes reinos, desde las mismas bacterias hasta plantas, hongos, oomicetes y
muy probablemente en animales también. In planta, la DMHDA tiene su efecto represor
del crecimiento de la raiz primaria a través de la estimulacion de la via de sefializacion
del AJ y este a su vez antagoniza a las CK. Adicionalmente el AJ (como la hace la
sistemina) puede funcionar como molécula senal sistémica en respuesta a estrés

bidtico y abidtico.
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CAPITULO 3
Mecanismos moleculares que controlan el desarrollo de los

meristemos en plantas
FErnesto Vizquez Chimalhua, José Lipez Bucio, Eduardo Valencia Cantero y Elda Beltrdn Pefia

Introducciéon

1.

Caracteristicas de los meristemos
1.1. Actividad y composicion del meristemo apical de la raiz
1.2, Estructura y funciéon del meristemo del brote apical

Identidad y mantenimiento del centro quiescente del meristemo apical de la raiz
2.1. La expresién de los genes PLETHORA (PLT) ubica y mantiene

la organizacion del centro quiescente

2.2. La actividad del complejo SHR/SCR regula la identidad
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Introduccién

Durante la evolucién de las plantas terrestres, los
meristemos fueron innovaciones morfolégicas tan
eficientes para su desarrollo que les permitieron
la formacién de estructuras complejas como
la vasculatura, los tallos, las hojas y las raices
(Bennett, 2015). Tanto el meristemo apical de la
raiz (MAR) como del brote apical (MBA) presentan
una poblacion pequefia de células iniciales
indiferenciadas cuya funciéon consiste en generar
células diferenciadas destinadas a la formacion de
tejidos u oOrganos. La compleja morfologia de las
plantas esta coordinada por las actividades de los
meristemos y la organogénesis (Leiboft ¢t al., 2015).
Las divisiones de las células iniciales en la zona
central del MAR generan células de division rapida,
que al ser desplazadas permiten el establecimiento
de una zona de transiciéon y posteriormente de una
zona de elongacién-diferenciacion en la raiz (Bitonti
y Chiappetta, 2011). En el MBA, la zona periférica
al CO (que marca el limite entre la divisiéon y la
diferenciacién) presenta células que eventualmente
se diferenciaran en los primordios de las hojas
(Skylar y Wu, 2011). Las células meristematicas son
pequenas y con citoplasmas densos, mientras que
las de la zona de transiciébn empiezan a alargarse
e inician su diferenciacion. Cuando las células
transcurren a la zona de elongacién adquieren un
grado superior de diferenciaciéon, donde los nicleos
son empujados por vacuolas grandes hacia la pared
celular. Posteriormente, en la zona de diferenciacion
las células alcanzan su tamano maximo aunado
a una diferenciaciéon especifica que da origen a
los primordios de organos (Takatsuka y Umeda,
2013). En la organogénesis, la célula indiferenciada
fundadora es la primera destinada a convertirse
en algin tipo de tejido u oérgano, para lo cual
transcurre por una serie de divisiones hasta alcanzar
su funcién especifica. En el estado diferenciado, las
células pueden responder a senales de activacion
que dan como resultado un primordio diferenciado,
el cual posteriormente formara drganos y tejidos
especializados. Es importante notar que las fases
de proliferaciéon y diferenciaciéon estan espacial y
temporalmente separadas (Chandler, 2011).

Las células vegetales presentan una pared rigida,
que les impide moverse activamente, sin embargo
son desplazadas pasivamente por las divisiones que
se llevan a cabo durante el desarrollo de un tejido
(Gailochet y Lohmann, 2015). Asi que el destino
de las células hijas durante y después de la division
asimétrica esta permanentemente supervisado por
factores intrinsecos (ARNs y proteinas) y también
por senales extrinsecas (luz y agua) (Hove y Heidstra,
2008). La combinacién de las sefales externas junto

con la reparticion asimétrica de las moléculas internas,
van cambiando el destino celular hasta que llegan a la
etapa de diferenciacién terminal y la formacion de un
organo. La capacidad de regular el cambio del destino
celular requiere una comunicacién continua entre
los diferentes dominios funcionales de la planta. El
acoplamiento entre la actividad y mantenimiento de
los meristemos, junto con la division y diferenciacion
celular durante la organogénesis, requiere de una
transmisiéon de senales intercelulares a través de los
diferentes dominios. En dichas vias de sefnalizacion
que regulan finamente el desarrollo de las plantas,
participan las fitohormonas, péptidos y programas
de transcripciéon genética. El centro quiescente
pluripotente, localizado en medio del grupo de células
iniciales tiene como funcién primordial proveer células
nuevas al nicho de las iniciales y controlar el destino
de las células hijas derivadas de las iniciales, las cuales
progresivamente se convertiran en tejidos y érganos
diferenciados. Este capitulo se enfoca a la revision
de los mecanismos moleculares que mantienen el
nicho de las células fuente y el tamano del meristemo,
poniendo de manifiesto la relevancia de las células
quiescentes en dichos procesos. También se discuten
algunos defectos en la formacion de érganos vy tejidos
durante el desarrollo de las plantas provocados por
un desequilibrio entre la comunicaciéon de las células
quiescentes y las iniciales del nicho que lleva a un
funcionamiento incorrecto del meristemo.

1. Caracteristicas de los meristemos

Los meristemos del brote apical y de la raiz son
generados durante la embriogénesis. Después de
la germinacién de la semilla y el desarrollo de las
plantas, los meristemos se sitGan en las puntas de los
ejes del brote apical y de la raiz (Fig. 1A) (Doerner,
2003). Estas estructuras, controlan el numero, el
tiempo de aparicion y la forma de los drganos,
todos ellos eventos regulados por el ambiente y el
estado genético de la planta (Bennett y Leyser, 2006).
Especificamente, en Arabidopsis el MBA cambia
su identidad para crear a los meristemos axilares
(MA), durante la transicién de la fase vegetativa a la
de floracion. Los MA se forman entre el MBA y el
primordio de la hoja (Doerner, 2003); dicha zona se
caracteriza por presentar una concentraciéon minima
de auxinas. Tal fenémeno qued6 de manifiesto en las
mutantes pinl (uno de los acarreadores de eflujo de
auxinas) que presentaron una formacién defectuosa
de los MA (Hofmann, 2014). Posteriormente, durante
la fase reproductiva (después de la transicion floral), la
naturaleza y propiedades de los meristemos axilares
nuevamente cambia al crearse los meristemos de las
inflorescencias que daran origen a las flores (Benlloch
et al., 2007). De hecho, los meristemos laterales
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Figura 1. Arquitectura de los meristemos en Arabidopsis. (A) La organogénesis depende de los meristemos basal y
radicular. (B) E1 MAR es radialmente simétrico y consiste de un centro de células quiescentes (CQ) rodeado por cuatro tipos
de células iniciales (columela, epidermis/capa lateral de la raiz, corteza/endodermis y vasculatura/periciclo). La division de
las células iniciales genera linajes celulares que conforman el meristemo, el cual esta delimitado hasta la zona transitoria a la
elongacion/ diferenciacion. (C) EI MBA contiene tres capas (L1, L2 y L3) y tres zonas de desarrollo: periférica (ZP), central
(2C) y la zona medular (ZM). El centro organizador (CO) se localiza en la conjuncion de las tres zonas y mantiene el nicho
de células fuente. La division de las células iniciales de la ZC genera células amplificadoras transitorias que forman la ZP'y
posteriormente se diferencian a un primordio de érgano (PO). Adaptado de Sparks et al., 2013.

axilares y de las inflorescencias son estructuras
homologas, cuyos patrones de expresion genéticos
son similares (Bennett y Leyser, 2006). Al contrario
del MAB, en el MAR no se observan cambios de
identidad durante el desarrollo de la planta (Doerner,
2003), no obstante, ambas estructuras presentan un
nicho de células iniciales que al dividirse generan

células nuevas que se diferenciaran en diferentes tipos
celulares (Stahl y Simon, 2010). El microambiente
del nicho de células fuente, es el responsable del
desarrollo pos-embrionario de los 6rganos completos
(Tucker y Laux, 2007). Interesantemente, a pesar de
la distancia evolutiva tan grande con las plantas, en
el nicho de células madre de animales que sustenta al
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tejido especifico adulto se conservan factores similares
a los que mantienen reprimida la diferenciacion del
nicho de las células fuente vegetales (Scheres, 2007).

1.1.Actividad y composicién del meristemo
apical de la raiz

En la base de la raiz se encuentra el MAR, embebido
en el interior del meristemo proximal de la raiz donde
se localiza el nicho de células fuente. Las células
iniciales que forman parte del nicho de células fuente,
producen todos los tejidos de la raiz a partir de cuatro
tipos celulares: columela, epidermis/capa lateral de
la raiz, corteza/endodermis y vasculatura/periciclo.
En el corazoén del nicho de células fuente se presenta
un centro de células quiescentes (CQ) (Fig. 1B) que
controla el destino de las células iniciales (N1 et al.,
2014). En A. thahana, el CQ se compone de cuatro
células que raramente se dividen y, que funciona tanto
para producir células iniciales como para mantener
mitoticamente activas y en estado indiferenciado a
las células iniciales que lo rodean (Dinneny y Benfey,
2008). La divisién de las células iniciales genera una
célula de auto-renovaciéon que mantiene a la inicial
y forma a una célula hija; de esta tGltima, se generan
células conocidas como amplificadoras transitorias
que progresivamente se desplazan hasta alcanzar
la zona de transicién en la raiz primaria (Fig. 2A).
Cuando estas células amplificadoras llegan a la
zona de elongacion y diferenciacion adquieren las
propiedades especificas del tejido, de tal manera
que el crecimiento y desarrollo de la arquitectura de
la raiz es sostenido por el MAR (Perilli et al., 2012),
donde el mantenimiento y funcionamiento del CQ
es vital en la integridad de la raiz. En A. thaliana, la
relaciéon entre el tamaifio de la raiz, el meristemo y
el CQ es muy clara. El CQ de otros tipos de raices
presenta diferentes formas que les permite amoldarse
al patron de las células en division (Dubrovsky y
Barlow, 2015). Ademas, en las raices finas de arboles
y plantas herbaceas la existencia del CQ no ha sido
confirmada e incluso en determinados cactus no se ha
localizado el CQ) en la raiz (Barlow, 2015).

1.2.Estructura y funcién del meristemo del
brote apical

El MBA se localiza en la punta del brote apical y
comprende tres capas sobrepuestas de células distintas
(L1-L3). La L1, al ser la mas externa, contacta con
el medio ambiente y mediante divisiones anticlinales
forma la epidermis. La capa inferior L2 se divide
anticlinalmente y genera el tejido fundamental,
mientras que la mas interna la L3 se divide de forma
anticlinal y periclinal produciendo la vasculatura
(Gaillochet et al., 2015). En el MAB se observan
tres regiones: la zona central (ZC) de baja division

celular, la periférica (ZP) con divisiones celulares
mas rapidas y la zona medular (ZM) (Skylar y Wu,
2011). La ZC sc sitta dentro de las capas celulares
L1-L3 del meristemo donde también se ubican las
células iniciales. En la capa L3 localizada en base del
meristemo, yace el centro organizador (CO) (Fig. 1C),
el cual, al igual que el CQ) del MAR rara vez se divide
(Gaillochet y Lohmann, 2015). Para ser incorporados
a los primordios de hojas o tallo, los linajes de células
derivadas de las divisiones de las células iniciales en
la ZC requieren ser impulsados lateralmente hacia la
ZP o en forma basal hacia la ZM (Wyrzykowska et al.,
2006). EI CO a pesar de ser un nucleo con escasas
células quiescentes, tiene un efecto directo sobre las
células vecinas iniciales de la ZC, las cuales son las
células fundadoras de los dominios diferenciados de
las plantas. El CO esta implicado en varias funciones:
sustentar a las células iniciales, aumentar el proceso
mitético y controlar la pluripotencia de la zona, por
tal motivo la actividad y mantenimiento del CO
regula el tamafio del meristemo y por consecuencia el
funcionamiento correcto del MBA (Ueda et al., 2004;
Daum et al., 2014).

2. Identidad y mantenimiento del centro
quiescente del meristemo apical de la raiz

El nimero de células en el CQ) varia entre las especies
de plantas, en maiz Jea mays es de 500 hasta 1200
células y en Arabidopsis como se menciond antes esta
formado solo por cuatro células (Heyman et al., 2014).
Enmaiz, las células del CQ) se encuentran detenidas en
lafase G1 del ciclo celular hasta por 150 h, a diferencia
de las células iniciales que lo rodean, donde la misma
fase dura alrededor de 2 h o menos (Clowes, 1965).
Se ha observado que la eliminacion de células de la
raiz al tratarlas con rayos X provoca el acortamiento
de la raiz, ademas de activar la divisiéon celular del
CQ vy detenerla en las células iniciales circundantes
(Barlow, 2015). En A. thaliana, la eliminacion del
CQ con un rayo laser indyjo la diferenciacion de las
células iniciales (van den Berg et al., 1997). Asi que,
mientras las células del CQ permanezcan latentes
e indiferenciadas, las iniciales circundantes seran
mitbticamente activas con un grado de diferenciacién
incipiente. Lo antes mencionado, comprueba que
para mantener el nicho de células fuente, se requiere
de una conexién de senales de corta distancia entre las
células que lo forman.

2.1.La expresion de los genes PLETHORA
(PLT) ubica y mantiene la organizacién del
centro quiescente

La posicion exacta del nicho de células fuente desde
el desarrollo embrionario hasta el pos-embrionario,
esta determinada en gran parte por las auxinas. A
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Figura 2. Mecanismos moleculares que controlan el MAR. (A) El mantenimiento del nicho celular depende de
la actividad de las proteinas PLT. La expresion de los genes PLT es inducida por las auxinas y esta restringida por los
transportadores de eflujo de auxinas PIN, a su vez las PLTs activan la transcripcion de los PIN'y por lo tanto el transporte
polar del AIA. Los péptidos RGF también controlan pos-transcripcionalmente la expresion de PLT en el nicho de células
iniciales (NCI). MP (Meristemo proximal), Z'T (Zona de transicién), ZED (Zona de elongacién/diferenciacion). (B) La
transcripcion de los PLT esta regulada por el cofactor TPL y las auxinas mediante la degradacion de BDL/IAAL2 y la
subsecuente liberaciéon del factor transcripcional MONOPTEROS (MP)/ARF5. (C) SHR se expresa en la estela y se mueve
hacia la endodermis, la célula inicial del tejido fundamental y el centro quiescente donde activa la expresion de SCR. En
el tejido endodérmico, el complejo SHR-SCR activa la expresion de CYCD6;1 promoviendo la divisiéon celular, mientras
que en el CQ activa la expresion de WOX5. CLE40 es expresado en las células diferenciadas de la columela donde actaa
via su receptor ACR4. La senal intracelular formada por CLE40-ACR4 reprime la expresiéon de WOX)5, limitando asi su
dominio de expresion. (D) La célula inicial, primero crece y después se divide reproduciéndose ella misma y una hija,
esta ultima a su vez, se divide para producir los linajes celulares del cortex y la endodermis. (E) La expresion de WOX5 es
activada por el complejo SHR-SCR y conjuntamente regulada por el AIA via MP/BDL. (F) La escasa divisiéon del centro
quiescente, en parte esta controlada por WOXS5 al reprimir la expresion de C21CD3:5. SHR-SCR activa la expresién de
CYCDO6;1 pero la proteina RBR inactiva al complejo SHR-SCR. La interaccion RBR-SHR-SCR es interrumpida por los
complejos CYCD6;1-CDKA;1 y CYCD3;3-CDKA;1 que fosforilan a RBR. Adaptado de Helariutta et al., 2000; Mockaitis y
Estelle 2008; Aichinger et al., 2012; Perilli ¢t al., 2012; Polyn et al., 2015.

73



Capitulo 3. Mecanismos moleculares que controlan el desarrollo ...

partir de la acumulacién maxima de auxinas en el
CQ, se establece un gradiente de auxinas a lo largo
de la punta de la raiz que correlaciona con el patrén
de expresion de los genes PLETHORA (PLT), que
codifican para factores de transcripciéon miembros de
una familia de proteinas que presentan un dominio
AP2 (Fig. 2A) (Aida el al., 2004). Los analisis de
expresion de los genes PLT han mostrado que ellos
definen la programacion de las células iniciales, la
actividad mitética y la diferenciacion celular en el
meristemo. El dominio de actividad de las PLT se
extiende hasta las células amplificadoras transitorias
(Fig. 2A). Las mutantes sencillas plt] o plt2 presentan
pérdida de identidad de las células iniciales, lo que
ocasiona un incremento en la diferenciacion y el
namero de filas celulares de la columela, mientras
que la triple mutante plt! pit2 plt3 no presenta raiz
(Galinha et al., 2007; Liy Xue, 2011). En contraste, la
expresion ectopica de los genes PLT1 o PLTZ resulta
en la proliferacion de las células iniciales, asi como
en la formacion ectopica de nichos de células fuente
(Galinha et al., 2007; Dinneny y Benfey, 2008). La
expresion de los genes PLT3, PLT) y PLT7 durante
la formacion de los primordios de las raices laterales
esta regulada por los factores de transcripcion de
respuesta a auxinas ARF7/ARIF19 (Hothuis e al.,
2013). El dominio de actuacién de los PLT esta
limitado por los transportadores de eflujo de auxinas
PIN, los cuales controlan la concentracion de auxinas
(Fig. 2A). A su vez, los factores PLT mantienen la
transcripcion de los genes PIVN, ayudando asi a la
estabilizacion del nicho de células iniciales en la raiz
de A. thaliana (Blilou et al., 2005). Especificamente, la
transcripcion de los genes PLT1 y PLT2 depende del
ARF5/MONOPTEROS (MP), ademas el promotor
de los PLT es el objetivo directo del co-represor de
la respuesta a auxinas TOPLESS (TPL) a través del
complejo PLT-BDL (Smith y Long 2010). (Fig. 2B).
También, se ha reportado que un pequeiio grupo
de péptidos sulfatados en tirosina conocidos como
Root Growth Factor (RGFs) mantienen el nicho de
células iniciales después del desarrollo embrionario,
al definir el dominio de expresién de los PTL (Fig.
2A) (Matsuzaki et al., 2010; Li y Xue, 2011). Los
RGFs son expresados en el drea de las células iniciales
y la primera capa celular de la columela (Perilli et al.,

2012).

2.2.La actividad del complejo SHR/SCR
regula la identidad del centro quiescente

El complejo de las proteinas SHORT-ROOT (SHR)
/SCARECROW (SCR) también ubica la posicion
del nicho de las células fuente. Los genes SHR y SCR
codifican para factores transcripcionales miembros de
la familia GRAS (acrénimo de los genes GAI, RGA,

SCR). Ambas mutantes shr o ser muestran un fenotipo
de raiz corta y pérdida de las capas de la endodermis
y el cortex y solo en shr el destino de la endodermis
se pierde totalmente (Long, 2015). SHR se expresa
en el procambium durante la embriogénesis, y en
el desarrollo pos-embrionario en la estela (cilindro
vascular y periciclo) pero no en las células iniciales
cortex/endodermis ni en las del CQ). La diferencia
entre el dominio de expresion y actuacion indica que
la organizacion radial del tejido fundamental depende
de un mecanismo no auténomo, es decir, la proteina se
sintetiza en un tejido y viaja a otro donde lleva a cabo
su funcién (Fig. 2C). Normalmente la célula inicial
del tejido fundamental se divide anticlinalmente para
reproducirse ella mismay a una célula hija, esta tltima,
posteriormente se divide periclinalmente para formar
los linajes celulares de la endodermis y el cortex (Fig.
2D). En la mutante shr-1, la célula inicial del cortex/
endodermis se localiza en su posicién correcta,
donde se divide anticlinalmente, sin embargo, la
célula hija ya no puede dividirse lo que sugiere que
SHR es requerida en la divisiéon que forma el tejido
fundamental, llevando informacién célula-célula a
corta distancia a partir de la estela (Helariutta et al.,
2000). La proteina SHR en la estela se localiza tanto
en el citoplasma como en el ntcleo; posteriormente
SHR se desplaza hacia la endodermis, la célula inicial
cortex/endodermis y la capa adyacente del CQ,
donde se ubica en el nicleo con ayuda de la proteina
SCR (Aichinger et al., 2012). El complejo SHR/SCR
a su vez activa la transcripciéon de SCR (Nakajima et
al., 2001). En la embriogénesis el gen SCR se expresa
en la célula precursora del CQ), después en la etapa
pos-embrionaria, su dominio de expresion se extiende
a la célula inicial del tejido fundamental y a su célula
hija (Fig. 2C). SCR se expresa en la célula hija antes de
su division asimétrica, después de la division persiste
su expresion en la capa celular endodérmica. En las
mutantes scr-/ tampoco ocurre la division asimétrica
de la célula hija de la inicial cortex/endodermis, lo
que resulta en una sola capa celular de identidad
mixta. Interesantemente, en la mutante ser-1, el
CQ tiene forma aberrante y la raiz cesa de crecer,
mostrando que SCR mantiene tanto la identidad
del CQ como la de las células iniciales (Helariutta e
al., 2000; Sabatini ¢t al., 2003). La combinacién de la
actividad de PLT junto con el heterodimero SHR/
SCR (Dinneny y Benfey, 2008) posicionan al CQ
de manera longitudinal y radial respectivamente
(Heyman et al., 2014). Al mismo tiempo, SCR controla
la actividad de las células iniciales y la diferenciacién
de su progenie, al prevenir la expresiéon de ARRI
(factor de transcripcion regulado por las citocininas)
en el CQ) e incluso controlando la expresion de ARRI
hasta la zona de transicion de forma no auténoma via
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auxinas (Moubayidin et al., 2013).

2.3.La expresion de WOXS5 mantiene las
caracteristicas del centro quiescente

El mantenimiento del nicho de células fuente en
el MAR se establece por la expresion de WOX5,
cuyo producto génico es un factor transcripcional
que preserva el estado indiferenciado del CQ y
la identidad de las células iniciales que lo rodean.
Durante la embriogénesis, WOX5 se expresa en la
hipoéfisis mediante su activaciéon transcripcional por el
complejo SHR/SCR/MP, el cual se forma cuando se
degrada el represor BDL a través de la senalizacion
auxinica (Fig. 2E); en las mutantes shr, scr, mp o
bdl, 1a expresion de WOX5 es casi indetectable. A su
vez, la transcripcién de WOX) esta confinada por la
expresion de CLAVATA3/EMBRYO-SURRONDING
REGION 40 (CLE40) que codifica para el péptido
pequenio CLE40. CLE40 se expresa en las células
de la columela donde promueve su diferenciaciéon
(Fig. 2C). La mutante cle40-2 contiene una capa
extra de células iniciales de columela en la fila D2,
donde deberian localizarse células de columela
diferenciadas. Asi que, la diferenciacion de las
células hijas estd retrasada y también se presenta
una expansion del dominio de expresion de WOX5.
Por el contrario, la adiciéon del péptido sintético
CLE40p de manera dosis dependiente, estimula la
diferenciacion de las células iniciales de la capa D1
de la columela. Estas observaciones sugieren que
la reduccién de la actividad de CLE40 permite la
proliferacion de las células iniciales, mientras que su
incremento promueve la diferenciacion de las células
distales (Stahl ez al., 2009). CLE40 es percibido por el
complejo de receptores tipo cinasa ARABIDOPSIS
CRINKLY 4 (ACR4) y CLAVATAI (CLV1) de la
membrana plasmatica (Fig. 2C). Dichos complejos,
preferencialmente se localizan en los plasmodesmos
donde regulan directamente la movilidad de factores
derivados del CQ como WOX5. En forma similar a
cle40, las mutantes acr4 y clvl también presentaron una
capa adicional de células iniciales de columela (Stahl
et al., 2013; Richards e al., 2015). Lo anterior, indica
que el efecto regulador directo de la senal CLE40-
ACR4-CLV1 actda rio arriba sobre el dominio
de expresion de WOX5 (Fig. 2C), y se ha sugerido
que este podria ser un mecanismo de regulacién del
destino celular independiente de WOXS5, debido
a que CLE40p aumenta la diferenciacion de las
células iniciales de la columela atn en las mutantes
wox5, donde ya existe diferenciacién celular en las
células iniciales (Pallakies y Simon, 2014). El factor
WOX5 puede retrasar la division celular en el CQ
al reprimir la expresion de CYCD3;3 (ciclina que
regula el ciclo celular) (Fig. 2F), manteniendo asi su

quiescencia. En tanto que en la columela las ciclinas
CYCD3;3 y CYCDI;1 promueven la proliferacion
celular (Forzani et al., 2014). La division en el CQ
depende de la actividad de SCR, debido a que la
proteina RETINOBLASTOMA-RELATED (RBR)
al unirse a SCR y formar el complejo RBR-SCR-
SHR lo inactiva, impidiendo asi la division asimétrica
y preservando la quiescencia de CQ (Fig. 2F). En el
tejido maduro de la endodermis, el complejo CDK-
CYCDG6;1 fosforila a RBR e interrumpe la interaccién
RBR-SCR-SHR, y a su vez SCR y SHR activan la
expresion de CYCDG6;1 (Fig. 2C). En el CQ no hay
expresion de CYCD6;1, lo cual puede deberse a un
factor inhibidor desconocido del circuito SCR-SHR
(Fig. 2F), posiblemente la division asimétrica del CQ
esté controlada por otras ciclinas que al formar un
complejo con la CDK fosforilan a la proteina RBR
(Cruz-Ramirez et al., 2012; Crruz-Ramirez ¢t al., 2013;
Heidstra y Sabatini, 2014).

3. Operatividad del centro organizador del
meristemo del brote apical

Las plantas para adaptase a los cambios ambientales
modifican la produccién y tamano de los érganos
como las flores y hojas (Weiss et al., 2016). El MBA
produce planos corporales morfolégicamente
complejos mediante la coordinacién de la actividad
de las células iniciales y la organogénesis de hojas o
brotes (Leiboft et al., 2015). E1 MBA de A. thaliana
consiste de alrededor de 500 células (Yadav et al.,
2011), donde en la ZC yacen las células iniciales con
escasa actividad mitéticay en la ZP se localizan células
con mayor division llamadas células amplificadoras
transitorias (AT). Las AT son las células fundadoras
de los primordios de 6rganos. El nicho de células
fuente es mantenido por un ntcleo celular quiescente
denominado centro organizador (CO) que subyace
en la base de la ZC, mientras que por debajo de ¢l
se origina la zona medular (ZM) meristematica del
tejido vascular. Todas las células de los brotes apicales
formados pos-embridénicamente derivan de tres células
iniciales localizadas en cada una de las capas de la ZC
(Bosca et al., 2011). Un ntmero limitado de células
iniciales es mantenido y sus hijas son posicionadas en
la ZP (Fig. 1C). Durante el desarrollo, las células AT
de la ZP entran a una diferenciacién mayor iniciando
la formacién de los primordios de los 6rganos laterales
(Fig. 1C) (Stahl y Simon, 2010). Se ha sugerido, que
la regulacion de la velocidad de division de las células
iniciales es indispensable para la transicion oportuna
de las células hijas hacia su diferenciacion; en este
contexto, se vuelve importante entender el mecanismo
molecular que mantiene el nicho de células iniciales
(Yadav et al., 2013). La eliminacién del nicho de células
iniciales desencadena en las células circundantes una
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reprogramacion génica y la formacion de novo de un
nicho de células iniciales que empiezan a expresar
al gen WUSCHEL (Gaillochet y Lohmann, 2015).
Lo anterior, demuestra que el destino celular esta
determinado tanto por la comunicacién célula-célula,
como por la posicién actual de las células y no por
una herencia de linaje. En consecuencia, los patrones
de formacién del meristemo ocurren mediante una
auto-organizacion y no dependen de un punto estable

de referencia (Adibi et al., 2015).

3.1.La expresién de WUSCHEL en el centro

organizador mantiene el nicho meristematico
La expresion del factor de transcripcién homedtico
WUSCHEL (WUS) inicia en el estado embrionario
de 16 células y gradualmente se va restringiendo
al centro del meristemo embrionario, donde se
expresa solamente en 25-30 células del CO (Schoof
et al., 2000; Yadav et al., 2011). En el CO, después del
desarrollo embrionario, WUS reprime directamente
la transcripciéon de los genes que codifican para
los factores transcripcionales ~ARABIDOPSIS
RESPONSE REGULATORS (ARR5, ARR6, ARR7
y ARR15) tipo A que funcionan como represores de

la respuesta a citocininas (CK) (Fig. 3B). Los genes
ARR tipo A controlan negativamente el tamano del
meristemo y su represion es necesaria para el correcto
funcionamiento del meristemo (Leibfried et al., 2005).
WUS es importante para mantener la identidad tanto
del CO como de las células iniciales; mutantes wus
muestran una pérdida de identidad de las células
iniciales y una terminacién prematura de los brotes
y las flores después de su formacion (Schoof et al.,
2000). El factor WUS limita su dominio de expresion
al viajar a través de los plasmodesmos hacia el interior
de las células iniciales para activar la transcripcion de
CLV3 (Fig. 3By C) (Yadav et al., 2011). CLV3 codifica
para un pequeno péptido de 13 amino acidos, el cual
se expresa en las tres capas (L1-L3) de la ZC y es
secretado al espacio extracelular (Yadav et al., 2011;
Wong et al., 2013). CLV3 se une al dominio de los
receptores CLAVATAL (CLV1), CLAVATA?2 (CLV2),
CORYNE (CRN)/ SUPPRESSOR Of LLP1 2
(SOL2) y RECEPTOR-LIKE PROTEIN KINASE
(RPK2) para activar una via de senales que reprime
la expresion de WUS (Fig. 3B). Asi, se presenta un
ciclo de retroalimentacién negativa en el que WUS
expresa su propio represor (Schoof el al., 2000; Song

B cLvs
B wus/AHK4

[ cLvi

Figura 3. Mecanismos moleculares que controlan el MBA. (A) Regulacion entre los limites del meristemo y los
primordios de 6rganos. ASI reprime la expresion de ANOX para iniciar la diferenciacién de los primordios de érganos,
mientras que en el domo del meristemo, STM/KNOX mantienen la indiferenciaciéon reprimiendo la expresién de 457. El
area verde indica la concentraciéon maxima de auxinas en el primordio de érgano. (B) El nicho de células iniciales (azul) es
mantenido por la actividad de STM y por el circuito negativo WUS-CLV3. STM activa la transcripcion de /P77 que cataliza
la biosintesis de CK. LONELY GUY (LOG) sintetiza a la CK activa en la capa mas externa del meristemo. La CK promueve la
expresion de los genes miembros de la familia CYCD3 y de STM. La CK activa se mueve de la capa externa L1 del meristemo
hacia el CO (rojo) donde promueve la expresion de WUS. El factor transcripcional WUS mantiene la identidad de la células
en el centro organizador inhibiendo la trascripcion de los represores de la senal de la CK, ARR7/15. También WUS regula
negativamente la expresion del receptor GLV3 (el cual a su vez inhibe la expresion de WUS) para sostener su propia expresion.
El color gris del meristemo indica la predominancia de la CK. (C) El dominio de expresion de CLVI (area amarilla) se
traslapa con el dominio de WUS, aunque, CLVI se alcanza a expresar alrededor del CO vy la zona medular. E1 CO tiene alta
sensibilidad a la CK debido a que la expresion de AHE4 se sobrepone con la de WUS. Modificado de Aichinger et al., 2012.
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et al., 2012). En mutantes ¢/, el dominio de expresion
de WUS se incrementa y la iniciaciéon de organos
se retrasa, mientras que en mutantes dobles de o,
la expresion ectopica de WUS provoca un sobre-
crecimiento del meristemo, demostrando que los
genes CLVI, CLV2, CLV3 delimitan el dominio de
expresion de WUS, y simultineamente promueven
la progresion de las células meristematicas hacia
la iniciacion de 6rganos (Schoof et al., 2000). Por
otra parte, CLVI se expresa en la capa L3 de la
ZC (dominio de WUS) y todavia se detecta en las
células laterales y en la ZM (Fig. 3C). Sin embargo,
WUS reprime directamente la expresion de CLVI,
reduciendo el efecto de CLV3, lo que establece un
ciclo de auto-regulacién positivo, que sustenta su
propia expresion en el CO (Fig. 3B) (Schoof et al.,
2000; Heidstra y Sabatini, 2014). Es importante
seflalar que WUS también reprime la expresion de
los genes de diferenciacion celular ASYMMETRIC
LEAVES 2 (AS2), BREVI-PEDICELLUS (BP), KANADI
1 (ENAT1) y SCR (Yadav et al., 2013).

3.2. Las citocininas promueven el
mantenimiento del centro organizador

Las citocininas (CK) sittan al CO y mantienen el
desarrollo del meristemo al inducir la expresion de
WUS (Fig. 3B) y disminuir la de CLVI (Gordon et
al., 2009; El-Showk et al., 2013). En mutantes ¢&v3, las
CK inducen un aumento de tamafio del meristemo
lo que significa que la via de senalizacion CLV3-
CLV1 actha como amortiguador de los efectos de
las CK (Heidstra y Sabatini, 2014). WUS en el
CO, reprime la expresion de los genes ARR tipo A
y contradictoriamente su sobre-expresiéon reduce
los niveles del transcrito de WUS mimetizando el
fenotipo de la mutante wus (Gordon et al., 2009).
En el MBA, existe una concentraciéon alta de CK
que mantiene indiferenciadas a las células del CO
y de la ZM, mientras que en la ZP se localiza un
maximo de auxinas que permite la inducciéon del
brote y la diferenciacién de érganos (Fig. 3A y B).
Simultdneamente, el dominio de expresion de WUS
se traslapa con el de AHK4 dentro del meristemo
en la ZM (Fig. 3C), sensibilizando a un grupo de
células que sintetizan a las CK (Chickarmane et al.,
2012; Schaller et al., 2014). En A. thaliana, LOG4 es
una de las enzimas que participa en la sintesis de
las CK y que se localiza especificamente en la capa
epidérmica L1 (Fig. 3B), no obstante, la produccién
de CK es regulada negativamente en parte por la
actividad de WUS. Comparativamente en arroz,
LONELY GUY (LOG) media la sintesis de las CK hasta
la segunda o tercera capa externa del meristemo
(Chickarmane et al., 2012; Adibi et al., 2015). Las CK
activas se difunden de la epidermis en la punta del

meristemo hacia la ZM, alcanzando un maximo de
concentracion en el CO (Fig. 3B), el cual regula la
expresion de WUS (Schaller et al., 2014). En arroz,
LOG se expresa en un grupo celular discreto en
todos los meristemos de la panicula en desarrollo,
incluyendo los meristemos laterales y florales. Las
mutantes log presentan un meristemo pequeno con un
tamano de la panicula reducido y una disminucion
en el nimero de 6rganos florales. Sorpresivamente,
se observo que los niveles de CK aumentan debido al
descontrol de la retroalimentacién negativa generada
por los genes ARR tipo A (Zhao, 2008).

3.3.La expresién del STM mantiene al
meristemo del brote apical

Los genes SHOOTMERISTEMLESS (STM) en
Arabidopsis y KENOTTEDI(KENI) en maiz codifican
para factores transcripcionales de la familia KNOX1
que previenen la diferenciacién y endoreduplicacion
a través de las CK. Ambos genes se expresan
especificamente en el domo del meristemo y no en
los 6rganos laterales ni en las células fundadoras de
los primordios de 6rganos. Los factores KNOXI se
posicionan rio arriba de la sintesis de CK, debido a
que STM, KNAT2 (de Arabidopsis) y KN1 inducen
exclusivamente la expresion del gen /P77 que codifica
para una de las enzimas implicadas en la sintesis
de CK (Fig. 3B) (Yanai et al., 2005; Skylar y Wu,
2011). Sucesivamente las CK inducen la expresion
de STM, formando un ciclo de retroalimentacién
positiva, y también promueven la expresion de tres
genes miembros de la familia de las ciclinas C1YCD3
(CYCD3;1/72/3) (Fig. 3B). Asi que STM actta a
través de las CK para transcribir a las ciclinas D, que
al ejercer un control sobre el ciclo celular, estimulan
la iniciacién de los ciclos mitéticos e inhiben los
endociclos (Scofield ez al., 2013; Schaller et al., 2014).
En las mutantes alélicas de stm fuertes, intermedias y
débiles se logran formar las hojas, tallos y flores, sin
embargo, los MBA dan origen a primordios fusionados
que terminan en una filotaxis aberrante de los érganos
centrales ectopicos. Los érganos aberrantes se forman
debido a que las células meristematicas centrales
de los brotes se diferenciaron e incorporaron en un
primordio ectépico. También los meristemos florales
presentaron defectos parecidos, que finalizaron
prematuramente en estambres centrales, por lo que se
deduce que en las mutantes stm se agotaron las células
centrales de los meristemos florales y de brotes. Se
ha reportado que STM también ayuda a definir los
limites entre el meristemo y los primordios de 6rganos
(Fig. 3A). En las células fundadoras de hojas, es
necesario reprimir la expresiéon de S7M para obtener
el correcto desarrollo de hojas en plantas como maiz y
A. thaliana. La proteina STM interacciona de manera
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antagoénica con el factor transcripcional MYB AS1
(miembro de los factores ARP), el cual forma un
heterodimero con la proteina AS2 que presenta un
dominio LOB (Lateral Organ Boundaries) el cual se
une a la regiéon promotora de los genes BPy KNATZ2
tipo ANOX1 (Fig. 3A) (Hay y Tsiantis, 2010). Por el
contrario, en el meristemo S7M reprime la expresion
de ASI para mantener el estado de indiferenciacion
celular (Fig. 3A) (Zhou et al., 2014).

Conclusién

El centro celular quiescente en los meristemos
abastece al nicho de células iniciales y consolida
un dominio fisiolégico diferente, a partir del cual
se originan los tejidos y oOrganos diferenciados.
Dicho dominio se caracteriza por presentar células
indiferenciadas que mantienen una tasa de division
baja, en comparacion con las células adyacentes. Para
mantener este nicho de células iniciales y quiescentes
se necesitan programas que regulen el desarrollo y
la pluripotencia celular. El centro quiescente es de
gran relevancia y para conservar ese estado expresa
WUS o su gen relacionado WOX5, requeridos para
el mantenimiento del nicho celular del MBA y del
MAR respectivamente. Por otra parte, las células
iniciales también expresan genes como los de la
familia CLV, los cuales regulan a las proteinas del
centro quiescente, permitiendo un intercambio de
informacién entre las diferentes regiones del nicho.
Otras relaciones importantes son las del complejo
SHR-SCR que regula el ciclo celular en el CQ) via
la expresion no autébnoma de WOX5 o STM que
indirectamente a través de la senalizacion de las CK,
activan la transcripcién de las ciclinas D. Lo antes
mencionado, demuestra que existen Interacciones
muy complicadas entre las diferentes regiones del
nicho. Como el estado del nicho de las células fuente
influye en el tamafio del meristemo, si en las células
quiescentes sucede un desajuste operativo las células
iniciales funcionaran incorrectamente; este desajuste
provocara desde una diferenciacién prematura del
meristemo hasta una desregulacion del ciclo celular
y la formacién de 6rganos ectopicos, e incluso podria
afectar a las zonas de elongacion y diferenciacion.
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De la endosimbiosis a las primeras
plantas terrestres

Ernesto Vazquez Chimalhua

la accion de las plantas desde hace miles de

millones de afos. Las plantas son organismos
fotosintéticos capaces de capturar luz solar como
fuente de energia y de fijar CO2 (dioxido de car-
bono) atmosférico para aprovecharlo en su propio
desarrollo, es decir, son autotrofos debido a que
toman moléculas inorganicas como alimento. Otro
rasgo muy importante de las plantas es la cualidad
de producir el oxigeno que respiramos.

Desde su origen, las plantas han sido los pro-
ductores primarios y por lo tanto la base de la red
alimenticia de los ecosistemas terrestres, dando
sustento nutricional a los organismos heterétrofos
(que se alimentan de moléculas organicas creadas
por los organismos autdtrofos) como los humanos.
Hoy en dia, también son la materia prima de varios
articulos de uso cotidiano como papel, madera, re-
sinas, algoddon, medicinas, etc. Es importante men-
cionar que las plantas han sido parte trascendental
del desarrollo de nuestras sociedades y culturas.

EI modo de vida actual ha sido moldeado por
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Las plantas y sus caracteristicas de ancestros ma-
rinos

Las plantas evolucionaron a partir de mi-
croorganismos unicelulares simples nombrados
procariontes, caracterizados por no tener un nu-
cleo definido. Tales microorganismos procariontes
eran marinos y formaban estructuras sedimenta-
rias hechas de carbonato llamadas estromatolitos.
En el suroeste de Groenlandia se ha encontrado el
registro fosil mas antiguo de estos organismos. El
hallazgo corresponde al edn arcaico, que compren-
de de hace 4 mil a 2 mil quinientos millones de afios
(Ma) y se remonta a hace 3, 770 Ma, tan solo cer-
ca de 700 Ma después de la formacion de la tierra
(hace 4, 500 Ma).

Se ha sugerido que, aquellos pioneros que pu-
lularon bajo la atmosfera reductora arcaica y colo-
nizaron el planeta tierra, eran bacterias reductoras
de sulfato y arqueas productoras de metano. Mien-
tras transcurrian esos tiempos arcaicos, las bacte-
rias evolucionaron a ser fotosintéticas, lograron ab-
sorber la luz para utilizarla como energia mediante
la produccion de pigmentos. En el presente, siguen
existiendo bacterias fotosintéticas, un ejemplo es la
bacteria verde sulfurosa (Chlorobia) que se ha en-
contrado en fumarolas a 2 mil quinientos metros de
profundidad en el océano pacifico de México.

De las cianobacterias a los cloroplastos en plantas

Fue hace ~2, 600 Ma, que las cianobacterias
aparecieron en la tierra a partir de la evolucion de
las bacterias fotosintéticas. Durante la evolucion
de las cianobacterias, la membrana plasmatica en
donde se realizaba la fotosintesis se especializd
invaginandose, de tal modo que se formaron las
membranas tilacoides. La mayoria de las cianobac-

terias modernas contienen membranas tilacoides
organizadas en capas internas paralelas alrededor
de la membrana plasmatica. Las cianobacterias se
distinguieron porque producian oxigeno al realizar
la fotosintesis, incrementandose asi la cantidad de
oxigeno en la atmosfera terrestre al inicio del prote-
rozoico, edn que comprende entre 2, 500 a 542 Ma.
El incremento de oxigeno cambid el estado de la
atmosfera de reducido a oxidado, eliminé el efecto
invernadero termal provocado por el gas metanoy
propicid los prerrequisitos atmosféricos para la vida
aerobica como la conocemos ahora. Actualmente,
es bien sabido que las cianobacterias evolucionaron
a los cloroplastos utilizados para la fotosintesis por
las plantas terrestres.

La teoria endosimbidtica sobre el origen de los eu-
cariontes explica la evolucion de los protistas

La teoria endosimbidtica propuesta inicial-
mente por el ruso Constantin Mereschkowsky en
1905, fue retomada para explicar el origen de las
células eucaridticas en 1967 por Lynn Margulis. La
teoria endosimbidtica propone que la mitocondria
y los plastidos fotosintéticos de una célula euca-
ridtica son el resultado de la evolucion de antiguas
simbiosis con organismos de vida libre. Se conside-
ra que alrededor de hace 1, 9oo Ma las arqueas evo-
lucionaron a células eucariotas, caracterizadas por
tener compartimientos internos que conforman el
nucleo y la mitocondria.

La hipdtesis sobre el proceso de evolucion de
los eucariontes o eucariogénesis dice que, parale-
lamente se formaron el nicleo y la mitocondria.
Se cree que, en los consorcios de microorganismo
contenidos en los estromatolitos marinos, algu-
nas arqueas engulleron a bacterias. De tal suerte
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que, los productos de des-
perdicio metabdlico de la
bacteria engullida le servian
como recursos energéti-
cos a la arquea hospedera.
Eventualmente, la bacteria
engullida se convirtio en en-
dosimbionte y finalmente
origino la mitocondria.

De forma sincroniza-
da al establecimiento de la
mitocondria, la transferen-
cia de genes entre la bacte-
ria endosimbionte y la ar-
quea hospedera ayudo a la
creacion del ndcleo celular,
definido por una envoltu-
ra membranosa. En el nicleo celular se localizé el
ADN (acido desoxirribonucleico) quimérico de am-
bos organismo interactuantes. Los descendientes
de estas quimeras crearon organismos unicelulares
eucariontes a los se les lamd protistas y, en los cua-
les evoluciond la division celular mitdtica y luego
meiotica.

El proceso de endosimbiosis dirigio la evolu-
cionde lasalgasy la transicion del ambiente marino
al terrestre por parte de las plantas

Entretanto avanzaba el proterozoico, en el
mar algunas cianobacterias que fueron fagocitadas
por protistas, co-evolucionaron convirtiéndose en
endosimbiontes. Las cianobacterias endosimbidti-
cas dieron paso a la creacion de los plastidios (or-
ganulos utilizados para llevar a cabo la fotosintesis)
dentro de los protistas, convirtiéndolos en algas.

A partir de un Unico evento simbidtico se
desarroll6 el ancestro comun que dio origen a las
algas verdes, rojas y glaucofitas. Se estima que las
algas verdes se originaron hace ~1, 8oo Ma, com-
patiblemente los restos de una alga roja primigenia
fueron hallados en tapetes microbianos fosilizados
que datan desde hace 1, 600 Ma. La adaptacion a
vivir en aguas dulces como lagos y rios por parte de
las algas verdes les otorgd una gran ventaja para

[ ]
De Vries, J., Stanton A., Archibald J.M. y Gould
S.B. (2016). Streptophyte Terrestrialization in Light of
Plastid Evolution. Trends in Plant Science. 21:467-476.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pub-
med/26895731

Honrubia, M. (2009). Las micorrizas: una relacién
planta-hongo que dura mds de 400 millones de arios.
Anales del Jardin Botanico de Madrid. 66:133-144.
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Simbiosis !’
Algas verdes con hongos \'\ ' \

migrar al ambiente terres-
tre. Se ha postulado que du-
rante el periodo Ordovicico,
de ~485 a 443 Ma, las algas
verdes colonizaron la super-
ficie terrestre para generar
los ancestros de las prime-
ras plantas terrestre.

Ahora, se sabe que las
algas verdes y las plantas
" primeras terrestres mas primitivas,
 plantasterrestres |35 briofitas, estan muy rela-
cionados genéticamente. El
microfdsil mas antiguo de la
primera planta terrestre es
de hace ~480 Ma, se trata de
esporas con caracteristicas
parecidas a las esporas de las briofitas hepaticas
modernas. Para lograr establecerse en la tierra, las
primeras plantas tuvieron que solucionar muchas
adversidades, entre la cuales estaba la adquisicion
de minerales. Se ha arguido que la simbiosis con
algunos hongos micorricicos ayudo a las primeras
plantas terrestres (tipo briofitas) a adquirir los mi-
nerales de la tierra. Esporas fosilizadas de hongos
micorricicos de 450 Ma de antigledad evidencian
su presencia en aquellos tiempos. Incluso, existe
evidencia fosil precdmbrica (de hace 551 a 635 Ma)
de que antes de adaptarse a la tierra, las algas lo-
graron hacer simbiosis con las hifas de hongos en el
ambiente marino.

La asociacion simbidtica de los hongos mico-
rricicos con las primeras plantas terrestres empe-
z6 con un intercambio de nutrientes. Los azUcares
producidos por la fijacion del CO2 en las plantas
eran cedidos a los hongos micorricicos, a la vez, los
nutrientes minerales del suelo que eran adquiridos
por los hongos micorricicos eran provisionados a
las plantas hospederas.

La simbiosis de las plantas primitivas con los
hongos micorricicos permitié que las plantas am-
pliaran el drea de captacion de nutrientes, facilitan-
do la terrestrializacion de las plantas.
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Starr, C., Taggart R., Evers C. y Starr L. (2009).
Biologia, la unidad y la diversidad de la vida. Editorial
Cengage Learning. 12a edicion. 368-387 pp.

http://www.revistaciencias.unam.mx/images/
stories/Articles/73/CNS07302.pdf.
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10.3. Addendum lil.
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Figura adicional 1. La expresion del marcador de AJ JAZ1::JAZ1:GFP es

activada por la DMHDA en la raiz de Arabidopsis thaliana.




10.4. Addendum IV.

JAZ10::JAZ10:GFP
12 4h

128 pMJA

Figura adicional 2. Activacién sistémica desde la parte aérea del marcador de AJ
JAZ10::JAZ10:GFP en la raiz de Arabidopsis thaliana.
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10.5. Addendum V.

LOX2::uidA
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Figura adicional 3. Expresion sistémica del marcador de AJ LOX2::uidA en los

cotiledones no heridos.
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10.6. Addendum VI.
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Figura adicional 4. Expresiéon del marcador de AJ JAZ1::JAZ1:uidA en respuesta
a las heridas en los cotiledones.
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