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RESUMEN

Debido a su condicion sésil, las plantas estan expuestas a una serie de
condiciones ambientales altamente variables y frecuentemente adversas, y
presentan un tipo de desarrollo llamado indeterminado, en el cual la
organogeénesis es la base de los cambios morfolégicos que ocurren después de la
germinacion. El desarrollo indeterminado es posible gracias a la actividad de los
meristemos, regiones celulares mitdticamente activas durante periodos
prolongados, incluso durante todo el ciclo de vida. Esto les otorga a las plantas
gran plasticidad fenotipica, asi como la capacidad en algunas especies de modular
su crecimiento cuando las condiciones no son idoneas. La regulacion genética del
desarrollo indeterminado es un tema novedoso para las areas de la fisiologia, la
genética y la biologia celular y su estudio es importante para generar un cabal
entendimiento de la biologia de las plantas.

La percepcion de estimulos ocurre gracias a la sintesis de un conjunto de
sustancias conocidas como reguladores del crecimiento vegetal que activan rutas
de senalizacion y finalmente modulan la expresion genética. En el sistema
radicular, cuyo desarrollo comienza con la formacién de la raiz primaria, las
auxinas y el etileno juegan un papel importante y se sabe que existen elementos
comunes en las rutas de transduccién de sefiales orquestadas por ambos
compuestos. Sin embargo, gran parte del papel que juegan componentes de la
sefalizacion del etileno en el mantenimiento del meristemo y por lo tanto del
desarrollo indeterminado de la raiz primaria (proceso tradicionalmente atribuido a
las auxinas) aun se desconocen.

En este trabajo fue posible comprobar que la cinasa CONSTITUTIVE TRIPLE
RESPONSE1 (CTR1), regulador negativo de la sefalizacion del etileno, juega un
papel fundamental en el mantenimiento del meristemo de la raiz primaria. Esto
ocurre en parte mediante una induccién de la sintesis del acido indol-3-acético
(AlA) y la expresion subsecuente de genes dependientes de auxinas. De una
manera interesante, se pudo demostrar un efecto independiente al AlA sobre la
expresion de un conjunto de factores de transcripcion que incluye a PLETHORA1
y 2 (PLT1 y 2), SHORT ROOT (SHR) y SCARECROW (SCR). Ademas,
encontramos que el efecto negativo del etileno y en particular de CTR1 sobre la
actividad del meristemo, se integra con el transporte polar de auxinas in vivo
mediante la actividad del transportador de AIA, PIN FORMED2 (PIN2). Este
estudio propone que la interaccién auxinas-etileno es critica para el desarrollo
indeterminado de la raiz.

Palabras Clave: regulacion genética, fisiologia vegetal, fitohormonas, raiz
primaria, meristemo.



ABSTRACT

Plants exhibit a sesile condition and thus are exposed throughout their life span to
constantly changing conditions in their environment, which are frequently
challenging for them. To cope with these adverse situations, they display an
indeterminate developmental program, characterized by organogenesis as the
basis for post-embrionary growth. This is opposed to the determinate development
of animals, whose architecture is completed during the embrionary phase.

Indeterminate development is sustained by meristems, regions with mitotically
active cells that remain undifferentiated for extensive periods, and even the whole
life cycle. This developmental strategy renders plants highly plastic such that most
species are able to modulate their growth when conditions are not favorable.
Understanding the mechanisms and genetic factors underlying indeterminate
growth represents a major goal for plant physiologists and molecular biologists.

Environmental sensing occurs through the synthesis of a wide and diverse group of
chemical compounds denominated growth regulators or phytohormones that
activate signalling cascades and ultimately modify gene expression. Root system
development begins with the embryonic formation of a primary root and the
regulators auxin and ethylene play an important role in this process. Several
signaling elements are known to be shared by both compounds, yet, major issues
about the involvement of ethylene signalling pathway components in the
maintenance and activity of the primary root meristem remain elusive, since its
regulation has been traditionally attributed to auxins.

The present research assessed the role of the kinase protein CONSTITUTIVE
TRIPLE RESPONSE1 (CTR1), a negative regulator of ethylene response, and
demonstrates its function for root meristem maintenance. Interestingly, it was found
an IAA independent control over the expression of a group of transcription factors
that include PLETHORA1 and 2 (PLT1 and 2), SHORT ROOT (SHR) and
SCARECROW (SCR), whose protein products control meristem function.
Moreover, we found that ethylene, and more specifically CTR1, is integrated in vivo
by the IAA transporter protein PIN FORMED2 (PIN2). Our study shows that auxin-
ethylene crosstalk is responsible of root indeterminacy.



1. INTRODUCCION

Las plantas estan expuestas a una serie de factores ambientales altamente
variables. Para adaptarse a dichas condiciones, producen diversos compuestos
bioldgicamente activos que regulan cascadas de sefalizacion y que modifican en
ultima instancia la expresion genética. Estas son conocidas en conjunto como
fitoreguladores (Santner et al., 2004).

El sistema radicular es importante para las plantas pues les brinda anclaje al suelo
y participa en la adquisicion de agua y nutrientes. De sus componentes, la raiz
primaria es la primera estructura formada después de la germinacién y debido a la
actividad mitética en una regién en su apice llamada meristemo, representa la
fuente celular que abastece su crecimiento y la posterior formacién del resto de
organos, a cuyo conjunto y forma conocemos como arquitectura de la raiz (Smith y
De Smet, 2012).

El etileno y las auxinas desempefan un papel importante en la formacion de la
raiz primaria. Tanto los componentes genéticos de las rutas de sintesis y
sefalizacion para los dos compuestos, asi como algunos de los aspectos del
desarrollo que controlan, han sido ampliamente estudiados en la planta modelo
Arabidopsis thaliana. Resulta evidente la existencia de elementos convergentes en
diferentes aspectos, incluyendo la biosintesis, el transporte y la percepcion del
etileno y las auxinas. A la fecha, dichos mecanismos permanencen bajo
investigacion. Uno de estos elementos es la proteina CONSTITUTIVE TRIPLE
RESPONSE 1 (CTR1), cuya expresion regula de manera negativa la sefializacion
del etileno y ha sido implicada en el control del programa de elongacion celular,
promoviendo la sintesis de acido indol-3-acético (AlA) (Woodward y Bartel, 2005;
Blillou et al., 2005; Strader et al., 2009; Le et al., 2001).

La caracterizacion fenotipica de la raiz primaria en ctr1 y otras mutantes de A.
thaliana afectadas en las rutas de sintesis y sefalizacion de etileno, indica un
papel importante e independiente al del AIA en el mantenimiento de la actividad
del meristemo de la raiz primaria y el desarrollo indeterminado. Asi, mediante un
enfoque genético y fisiologico, este trabajo pretende generar informacion que
esclarezca dicha posibilidad, asi como de los componentes y los mecanismos que
puedan estar implicados.



2. ANTECEDENTES

2.1. Las plantas

A pesar de las muy diversas adaptaciones existentes en los diferentes sub
ordenes que integran al reino vegetal (Plantae) y de la gran cantidad de especies
descritas, que a la fecha ascienden a alrededor de 374,000; poseen todas
caracteristicas fundamentales unificadoras. Entre estas podemos destacar que
son organismos multicelulares compuestos por células eucariontes recubiertas por
una pared celular compuesta principalmente por celulosa, que son organismos
autotrofos que sintetizan carbohidratos mediante la fotosintesis, y que aunque no
pueden desplazarse, pueden orientar su crecimiento hacia fuentes esenciales de
recursos como la luz, el agua y los nutrientes minerales (Christenhusz y Byng,
2016; Taiz y Zeiger, 2002).

Las plantas vasculares desarrollaron un plano corporal que consta de dos partes
fundamentales, el sistema aéreo y el sistema radicular. La porciéon aérea esta
compuesta por los tallos y hojas que representan el sitio donde se lleva cabo la
fotosintesis, y portan las estructuras reproductivas. El sistema radicular se
compone de una raiz primaria y raices laterales de diferentes o6rdenes que les
permiten el anclaje al suelo y ademas llevan a cabo la captacion de agua y de
nutrientes. Ambos sistemas estan interconectados por tejidos conductores que
transportan agua y nutrientes desde las raices a la parte aérea y los productos
fotosintéticos en el sentido inverso (Smith y De Smet, 2012; Himanen et al., 2002).

Debido a que son los productores primarios de la mayoria de los ecosistemas y la
fuente principal del oxigeno atmosférico que permite el sustento de gran parte de
los organismos vivos, las plantas son especimenes valiosos e interesantes para el
estudio de procesos genéticos, celulares, fisiologicos, morfogenéticos y
adaptativos.

2.2. Arabidopsis thaliana como modelo de estudio

A partir de una serie de trabajos clasicos que datan de las décadas de 1960 y 70,
A. thaliana se ha convertido en la especie predilecta para el estudio de la genética
y el desarrollo de los vegetales. Se trata de una angiosperma dicotiledénea
perteneciente a la familia Brassicaceae, originaria de regiones templadas de
Eurasia y Africa. En la naturaleza se comporta como una herbacea anual cuya
reproduccion se basa principalmente en la autopolinizacion. Debido a estas
condiciones, posee un ciclo de vida bastante corto, una talla manipulable para su
crecimiento in vitro y una prolifica produccion de semillas (Pigliucci, 2002; Malamy,
2005).



La gran cantidad de trabajos realizados con ella han permitido que actualmente se
encuentren secuenciados al menos 119 de las 125 Mb que componen su genoma,
organizado en aproximadamente 26,000 genes y 5 cromosomas bien
caracterizados. Esto ha permitido determinar la funcion de numerosos genes
mediante la generacion de una extensa coleccion de lineas mutantes, que aunada
a la alta eficiencia que presenta para diversas técnicas de transformacion
genética, la convierten en un excelente modelo biolégico (Bevan y Walsh, 2005;
The Arabidopsis Genome Initiative, 2000).

2.3. El sistema radicular de A. thaliana

El desarrollo del sistema radicular de Arabidopsis inicia en la etapa embrionaria
con la formacion de la raiz primaria, la cual funciona como 6rgano pivotante del
que se originan raices laterales que pueden ramificar en diversos ordenes para
aumentar la capacidad exploratoria y asi optimizar la obtencidn de agua y
nutrientes. Existe ademas otro tipo de érganos conocidos como raices adventicias,
que tienen funciones similares en el soporte, exploracion y captacion de recursos
pero tienen un origen independiente a la raiz primaria (Smith y De Smet, 2012).

La raiz primaria consta de tres zonas diferentes, segun el tipo y la actividad de las
células que las componen. La primera de ellas llamada zona meristematica, se
localiza en el apice y esta constituida por un grupo central de células conocido
como nicho de células iniciales, que como se analizara con mayor detalle en el
subtema siguiente, mantienen caracteristicas embrionarias y se dividen
mitéticamente, auto-renovandose en cada ciclo de division. Las células hijas de las
iniciales se dividen en rondas posteriores, por lo que son desplazadas cada vez
mas lejos del nicho. A medida que esto sucede, su capacidad mitética disminuye y
comienzan a aumentar lentamente de tamafo en sus tres dimensiones (Ilvanov y
Dubrovsky, 2013). Mientras la actividad del meristemo se mantenga intacta, las
células producidas alcanzan la zona de elongacion, donde el crecimiento de las
células ocurre preferentemente en su eje apical-basal hasta alcanzar una longitud
de entre 10 y 20 veces mayor que aquellas del meristemo. Este aumento de
tamano correlaciona con la formacion de una vacuola central y un aumento en la
actividad metabdlica. Una vez alcanzado su tamafo final, entran en la zona de
diferenciacion, donde adquieren las funciones especificas del tejido al que
corresponden (Scheres et al, 2002). En la Figura 1 se muestran dos
acercamientos de la regidn apical de la raiz primaria en cortes longitudinales que
evidencian estas zonas (A), y su disposicion tisular (B).
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Figura 1. Morfologia y anatomia de la raiz primaria de A. thaliana. (A) Corte longitudinal de la
raiz primaria mostrando las diferentes zonas de la raiz. ZM zona meristematica, ZE zona de
elongacion y ZD zona de diferenciacion. Nétese la diferencia en la longitud celular entre ZM y ZE y
la presencia de pelos radiculares en ZD. (B) Corte longitudinal y acercamiento mostrando la
disposicion tisular de la raiz primaria. (C) Acercamiento del nicho de células iniciales del meristemo
de la raiz primaria mostrando las células que lo componen. (D) Células iniciales con los patrones
de divisién caracteristicos para cada una, mostrados en lineas negras. Barra de escala para
(A)=200 pm, (B)= 100 ym, (C)=50 pym.

Las raices laterales se originan a partir de un tejido llamado periciclo localizado
internamente en la raiz primaria. De manera general la formaciéon de estas
estructuras se puede dividir en cuatro etapas principales: 1) la estimulacion y des-
diferenciacion de células del periciclo, 2) divisiones celulares periclinales
(paralelas respecto al plano de crecimiento del periciclo) y anticlinales
(perpendiculares respecto al periciclo) que forman un primordio, 3) emergencia del
primordio y 4) activacién de un meristemo de la raiz lateral que permite continuar
su crecimiento y desarrollo (Malamy y Benfey, 1997; Casimiro et al., 2001).
Finalmente, las raices adventicias se originan en la parte aérea de la planta, en el
hipocotilo o tallo, como respuesta a condiciones de estrés y ante variaciones en
las concentraciones de auxinas y otros fitoreguladores (Falasca y Altamura, 2003).

Las zonas meristematica, de elongacion y de diferenciacion estan presentes tanto
en las raices laterales como en las adventicias. Las zonas de diferenciacion
pueden ubicarse por la presencia de pelos radiculares, los cuales se originan en
células de la epidermis conocidas como tricoblastos. Su funcién es la de ampliar la
superficie de contacto de las raices con el suelo, optimizando la captacion de agua
y nutrientes. El mecanismo que especifica la identidad de los tricoblastos esta
determinado por la posicion de las células epidérmicas con respecto a las células
corticales; aquellas en contacto con 2 células corticales forman pelos radiculares



mientras que las adyacentes a una sola célula cortical no lo haran. La formacion
del pelo radicular requiere la expansion de la pared celular del tricoblasto mediante
enzimas celulasas y expansinas, asi como un reacomodo del citoesqueleto (Dolan
et al., 1994; Foreman y Dolan, 2001; Lee y Schiefelbein, 2002).

2.4. El meristemo apical de la raiz primaria

Las plantas presentan un desarrollo conocido como indeterminado, en el que la
organogeénesis es la base de los cambios morfolégicos post-embrionarios y ocurre
en los sistemas aéreo y radicular (Nawy et al., 2005). El desarrollo indeterminado
es posible gracias a la actividad mitética en los meristemos, que da origen a las
células que sustentan el crecimiento de los diferentes tejidos y 6rganos. Los
meristemos se mantienen mediante una poblacion celular conocida como nicho de
células iniciales, que comparten con las células madres de los animales la
capacidad de auto renovacion y la ausencia de diferenciacion celular (Aichinger et
al., 2012; Scheres, 2007).

En el meristemo apical de la raiz primaria de A. thaliana, el nicho de células
iniciales esta compuesto por un grupo de 4 a 8 células centrales llamado centro
quiescente, rodeado de 4 tipos diferentes de células troncales multifuncionales, o
iniciales (Scheres et al., 2002). El centro quiescente posee un indice mitdtico
bajo y mediante experimentos en los que se elimina, ya sea por dafio mecanico o
mediante un laser, ha quedado claro que se originan en él sefiales que reprimen la
diferenciacion celular del resto del nicho y que funcionan como un reservorio que
permite regenerar a las células iniciales que pudiesen sufrir dafios durante el
crecimiento. Su baja tasa proliferativa puede explicarse como un mecanismo
preventivo de errores en la replicacion del genoma pues mientras las células
meristematicas en general presentan una hipersensibilidad ante agentes
mutagenicos como la zeocina o la bleomicina, o la radiacion UV, el centro
quiescente es altamente resistente y sobreexpresa genes responsables de la
reparacion del ADN (Fulcher y Sablowski, 2009; Curtis y Hays, 2007; Heyman et
al., 2014). Las células iniciales se ubican de manera particular respecto al centro
quiescente, segun la direccionalidad correspondiente del tejido que originaran. En
cada division se producen dos células hijas; aquella en contacto con el centro
quiescente mantiene la identidad original mientras que la otra se dividira
nuevamente y posteriormente se alargara y diferenciara.

En la Figura 1C, se aprecia que por encima del centro quiescente se localizan de 6
a 8 iniciales de la estela con un patréon de divisidon periclinal que da origen a los
haces vasculares y al periciclo. En ambos lados en la parte superior dos iniciales
originan el cortex y la endodermis mediante divisiones anticlinales. Hacia ambos
lados de la parte inferior se encuentran las iniciales de la epidermis y de la cofia,



que se dividen primero periclinalmente; la célula hija que no conserva la identidad
de inicial formara la cofia y la nueva inicial pasa por otra divisién anticlinal que la
renovara y dara origen a la epidermis. Finalmente, por debajo se ubican 4 iniciales
de la columela que se dividen periclinalmente para dar origen a este tejido cuya
finalidad es la de proteger al meristemo y de llevar a cabo la percepcion del
estimulo gravitatorio. En la figura 1D se observa en una ampliacion de cada uno
de los tipos de células iniciales con los patrones de divisidbn caracteristicos
mencionados en las lineas anteriores (Overvoorde et al., 2010; Bitonti y
Chiappetta, 2011).

2.5. Reguladores del crecimiento vegetal

Los procesos del crecimiento y del desarrollo vegetal dependen de la integracion
de senales ambientales y enddgenas, que junto con un programa genético
determinan su morfologia (Gray, 2004). Los reguladores del crecimiento vegetal o
fitohormonas son un conjunto heterogéneo de sustancias quimicas producidas
endogenamente en bajas concentraciones, que integran cada uno de los
estimulos percibidos por las plantas y activan cascadas de senalizacion que
modifican en ultima instancia la expresién de los genes responsables de los
caracteres fenotipicos que les brinden la mejor adaptacién posible (Su et al.,
2017). De manera general y resumida mencionaremos a los reguladores del
crecimiento vegetal que han sido mejor estudiados, asi como los procesos en los
que intervienen. Las auxinas estan implicadas en la regulacién de la division y
expansion celular, asi como en el desarrollo de las raices laterales y pelos
radiculares y la dominancia apical. Las citocininas promueven la division celular en
los meristemos y participan en los procesos de germinacion y senescencia. El
etileno participa en la regulacion de las divisiones celulares del meristemo y en la
elongacion de la raiz primaria, ademas de promover el desarrollo sexual, la
maduracion de los frutos y orquestar diferentes respuestas a estrés. El acido
abscisico es un promotor de la latencia de las semillas y participa de forma
importante en respuestas adaptativas a estrés. El acido jasmonico participa
también en la regulacibn de respuestas a estrés y es mejor conocido por
desencadenar diferentes mecanismos de defensa. Los brasionoesteroides
participan en la regulacion de la expansion celular y la fotomorfogénesis. El acido
salicilico es junto con el acido jasmonico un importante modulador de respuestas
de defensa. Las estrigolactonas participan en la regulacion de respuestas
adaptativas a estrés abidtico (Su et al., 2017; Gray, 2004; Santner et al., 2009;
Pacifici et al., 2015).

El numero de moléculas con funcion senalizadora ha ido en aumento con el
desarrollo en las técnicas quimicas de identificacion y cuantificacion, asi como con
el estudio de los procesos del desarrollo siendo influenciados. Actualmente se



reconocen al acido jasmonico, los brasinoesteroides, el acido salicilico, las N-acil
etanolaminas, las estrigolactonas, el glutamato, el acido nitrico y las especies
reactivas de oxigeno como mensajeros celulares en diferentes aspectos de la
fisiologia vegetal (Lopez Bucio et al., 2006; Pitzschke et al., 2006; Morquecho
Contreras y Lopez Bucio, 2007; Santner et al., 2009).

2.6. Las auxinas

Las auxinas conforman un amplio grupo de sustancias, de las cuales el acido
indol-3-acético (AIA) es la mas abundante y fisiolégicamente relevante en las
plantas. Su molécula consiste de un grupo indol (compuesto por un anillo
aromatico unido a un anillo pirrélico) y un grupo carboxilo que le otorga una carga
negativa, en su carbono tres (Taiz y Zeiger, 2002).

2.6.1. Biosintesis y transporte

Se han descrito dos rutas de sintesis de AIA en plantas, una que inicia con el
aminoacido triptéfano (Trp) como precursor, y otra independiente de éste (Ouyang
et al., 2000; Zhang et al., 2008). De aquellas dependientes de Trp, se conocen
cuatro ramificaciones, con intermediarios quimicos diferentes, y unque estas
ultimas convergen en diferentes pasos enzimaticos, la mas comun vy
fisiologicamente activa es la ruta del acido indol-3-pirdvico (AIP) (Taiz y Zeiger,
2002; Mano y Nemoto, 2012).

Un primer paso enzimatico mediado por la Trp trans-aminasa cataliza la
separacion del grupo amina del Trp para formar AIP. Posteriormente, una AIP
descarboxilasa genera indol-3-acetaldehido (IAld), que en ultima instancia es
oxidado por la IAld deshidrogenasa para producir AlA (Taiz y Zeiger, 2002, Saini
et al., 2013). La sintesis de AlA esta asociada con todos los eventos del desarrollo
vegetal pero es mayor en meristemos y tejidos aéreos en crecimiento, semillas en
proceso de germinacion, asi como en los meristemos, incluido el de la raiz
primaria. En esta ultima, se tiene evidencia de un sitio de sintesis en el nicho de
células iniciales, asi como en la columnela (lkeda et al., 2009, Casimiro et al.,
2001).

La actividad auxinica depende de su concentracion celular y tisular, por lo que
posterior al proceso biosintético, se requiere un mecanismo para la formacion de
gradientes, que pueda satisfacer esta condicién. Hay dos tipos de transporte de
auxinas. El primero es pasivo y ocurre a través del floema, donde el AIA producido
en la parte aérea de la planta puede viajar en disolucion, a distancias
relativamente largas. El AlA es un acido débil (pka= 4.75) y en el apoplasto de los
tejidos donde se deposita, que es relativamente acido (pH=5), se encuentra tanto
en forma protonada (IAAH) como disociada (AIA- + H*). El IAAH puede difundir a



través de las membranas celulares bajo gradientes de concentracidon, y en el
citosol con un pH cercano al 7, se disocia casi en su totalidad. Debido a que el
AlIA" no puede salir pasivamente, tiende a acumularse en las células, induciendo
las respectivas respuestas fisioldgicas (Taiz y Zeiger, 2002).

En procesos demandantes de AIA o que ocurren a distancias cortas respecto a
otros sitios de sintesis, donde los gradientes necesitan formarse frecuentemente
en direccion opuesta a la atraccidn gravitatoria, la difusion de AIAH proveniente de
los organos aéreos de la planta resulta insuficiente, por lo que la sintesis
localizada aporta cantidades adicionales de auxinas. Otro tipo de transporte es
llamado polar, pues afade el aspecto de direccionalidad, e involucra la actividad
de dos clases de permeasas co-transportadoras de protones que utilizan el
gradiente electroquimico formado a través de la membrana plasmatica como
fuente de energia (Friml, 2003). La primera clase esta constituida por proteinas
importadoras de AIA- del medio extracelular, como AUXIN RESISTANT1 (AUX1) y
LIKE AUX1 (LAX), cuya localizacion en la membrana celular es uniforme en toda
la célula; la segunda esta compuesta por un conjunto de proteinas exportadoras
del AIA" del citosol, de las cuales las mejor caracterizadas son las proteinas PIN-
FORMED (PIN). Estas ultimas estan codificadas por una familia de 8 genes, de
los cuales 5 (PIN1, 2, 3, 4y 7) tienen actividad en la raiz. La expresion de algunos
de estos elementos es especifica en ciertos tejidos, mientras que en otros
muestran actividad redundante, y su localizaciéon en la membrana celular es
diferencial respecto a los planos apical-basal y lateral de las células, dando origen
a un flujo auxinico con un patron multidireccional, esquematizado en la Figura 2A
(KFeCek et al., 2009).

El transporte polar es un proceso sofisticado e involucra la participacion de toda
una maquinaria genética que regula la formaciéon de complejos entre las proteinas
PIN y otras proteinas, como los transportadores de las familias ATP-BINDING
CASSETTE (ABCB's)/ P-GLYCOPROTEIN (PGP’s), y otras, involucradas en el
transporte vesicular de dichos elementos desde los sitios intracelulares de
sintesis, asi como la correcta localizacidon de éstos en la membrana celular,
proceso en el cual la proteina GNOM (GN) es importante, y la posterior
degradacion de las mismas (Nagashima et al., 2008; Kleine-Vehn et al., 2008;
Grunewald y Friml, 2010). Ademas de la acumulacion de AIA en el citosol, la
traduccidn de las proteinas PIN esta regulada por diversos factores ambientales,
asi como por la interaccion con vias de sefalizacion de otros fitoreguladores.
Entre los intermediarios moleculares que acoplan estas sefales, se conoce la
actividad de cascadas accesorias de sefalizacion compuestas por un grupo de
proteinas, conocidas como MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASES (MAPK's)
(Dai et al., 2006). En particular para el meristemo de la raiz primaria, PIN1 se



expresa en el cilindro vascular y endodermis, y su localizacién basal en estas
células crea un flujo de AIA" en direccion basipétala (hacia la punta de la raiz).
PINZ2 por su parte se expresa en el cortex (en posicion basal) y epidermis (posicién
apical y lateral) y crea un flujo bidireccional. En conjunto, la expresion de estos dos
transportadores permite localizar el transporte polar de auxinas abarcando todo el
ancho de la zona meristematica.

DR5:GFP %

Figura 2. El transporte polar de AIA y el maximo de auxinas. (A) Direccion del flujo polar de
AlA" dado por los patrones de expresién y localizacién sub-celular de las proteinas exportadoras
PIN1, 2, 3, 4y 7, representado por flechas negras, verdes, azules y rojas. (B) Fotografia obtenida
por microscopia confocal, de la expresion del reportero de actividad auxinica DR5:GFP, en verde,
en una planta con fondo genético Col-0, mostrando el maximo de auxinas a los 7 d.d.g.; en rojo se
muestran las paredes celulares tefiidas con ioduro de propidio. Aumento= 60X (Modificado de
Overvoorde et al., 2010).

2.6.2. Mecanismo de percepcion y senalizacion de auxinas

Cuando la concentracion intracelular de AlA alcanza cierto nivel, sus moléculas se
acoplan con las del receptor TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE1 (TIR1) y los
de la familia AUXIN SIGNALING F-BOX (AFB’s), que corresponden a elementos
de reconocimiento de un complejo proteinico de ligasas de ubiquitina tipo
Skp/Cullin/F-box (SCF), asociado a la membrana nuclear (Abel y Theologis, 1996;
Ulmasov et al.,, 1997a,b; Guilfoyle, 2007). Una vez activado el complejo, las
proteinas AUXIN/INDOLE-3-ACETIC ACID (AUX/IAA) ubicadas corriente abajo en
la ruta, son marcadas para protedlisis y su degradacion permite la funcion de
diversos factores de transcripcion conocidos como AUXIN RESPONSE FACTORS



(ARFs), que finalmente controlan la expresion especifica de genes responsables
de los efectos fisiologicos respectivos. Tanto el complejo que incluye al receptor
como las proteinas AUX/IAA, funcionan como reguladores negativos de la ruta
(Gray et al., 2001).

En concentraciones limitantes de AlA, las AUX/IAA forman complejos con una
serie de proteinas accesorias de las cuales TOPLESS (TPL) es la mejor
caracterizada, reprimiendo la transcripcion de los ARFs (Santner et al., 2009).

El modelo vigente del mecanismo de sefializacion se encuentra esquematizado en
la Figura 3. Si bien este es el modelo mejor conocido para explicar la mayoria de
los procesos en los que participa el AlA, cabe sefalar que algunas respuestas,
como la elongacion celular y el flujo de iones en la membrana plasmatica, son
reguladas a través de mecanismos independientes a los receptores TIR1 y AFB1-
5 (Schenck et al., 2010). Sin embargo la busqueda de los elementos senalizadores
responsables de estas respuestas permanece bajo investigacion pues algunas de
las proteinas putativas propuestas han generado resultados en ocasiones
contradictorios, como es el caso de la proteina AUXIN BINDING PROTEIN1
(ABP1) que fue propuesta primariamente como un receptor de AIA que mediaba
los procesos de elongacion celular (Cheng et al., 2001; Woo et al., 2002; Ljung,
2013) y que analisis genéticos de mutantes nulas han refutado su participacion en
proceso alguno regulado por auxinas (Gao et al., 2015).
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Figura 3. Via de sefalizacion del AlA en A. thaliana. (A) En concentraciones limitantes de AlA,
las proteinas de la familia AUX/IAA en complejo con co-represores como TOPLESS (TPL), se unen
a los activadores transcripcionales ARFs. Esta uniéon reprime la transcripcién de genes de
respuesta a auxinas (B) Cuando la concentracion celular de AIA aumenta, se promueve la
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ubiquitinacion y posterior degradacion de las proteinas represoras AUX/IAA mediante el
proteosoma 26S, liberando a los ARFs y permitiendo asi la transcripcion de los genes de respuesta
al regulador (Modificado de Santner et al., 2009).

2.6.3. Papel de las auxinas en el desarrollo de la raiz primaria

En concentraciones bajas, el AlA tiene un efecto promotor de la elongacion de la
raiz primaria, asi como de la formacién de raices laterales. De manera dosis
dependiente, el aumento de la concentracion inhibe la elongacion y promueve el
desarrollo de pelos radiculares y raices laterales. Un gradiente auxinico en la zona
meristematica y de elongacion de la raiz primaria, conocido como maximo de
auxinas, puede ser evidenciado por el patron de expresion de un elemento
sintético de respuesta a auxinas llamado DRS5 fusionado al transgen reportero que
codifica para la proteina verde fluorescente en plantas con genotipo silvestre (Col-
0), que es inducible ante el aumento en las concentraciones del regulador y cuyo
patrén de expresion puede visualizarse en la Figura 2B. La formacion de este
gradiente esta mediada tanto por la sintesis como por el transporte polar del AlA'y
es importante para la expresion de diferentes elementos de respuesta a auxinas;
necesarios para la conservacion de la identidad del nicho de células iniciales
(Woodward y Bartel, 2005).

La correcta expresion asi como localizacion membranal de las proteinas
exportadoras PIN, es necesaria para la formacion del maximo de auxinas. Las
lineas mutantes con pérdida de funcibn de uno o mas de estos elementos
muestran alteraciones en el fenotipo de la raiz primaria, incluyendo las respuestas
al estimulo gravitropico y al etileno (Blilou et al., 2005). De la misma manera, la
aplicacion de acido naftiltalamico (NPA), que interfiere con el transporte vesicular y
con la actividad de proteinas necesarias para la localizacion membranal de las
proteinas PIN, provoca una acumulacién auxinica en las zonas meristematica y de
elongacion afectando el crecimiento y la respuesta al estimulo gravitropico
(Bandyopadhyay et al., 2007; Titapiwatanakun y Murphy, 2009).

Una proteina expresada en respuesta a auxinas llamada WUSCHEL RELATED
HOMEOBOX 5 (WOX5), cuya traduccion ocurre especificamente en el centro
quiescente, forma parte de un complejo de factores necesarios para la
funcionalidad del mismo. Esta codificada por un miembro de una familia genética
llamada HOMEOBOX (HOX) que posee una secuencia de 180 pares de bases
altamente conservada en todos los eucariontes. Los factores de transcripcion de
60-70 aminoacidos codificados por éstos, participan en la formacion vy
organizacion de los patrones de division celular implicados en la morfogénesis, de
esta manera WOX5 nos marca la identidad del centro quiescente. En el resto de
células del nicho, la expresion genética esta estrictamente regulada por otros
elementos de respuesta a auxinas, como ARF10y ARF16 (Ding y Friml, 2010). Si
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bien WOX5 no se expresa en el resto del nicho, funciona como una senal celular
no auténoma, es decir, que migra via apoplasto a éstas, donde regula la expresion
de genes necesarios para mantener el estado indiferenciado. La mutante con
pérdida de funcion de WOX5 (wox5-1), tiene un centro quiescente con menos
células que presentan mayor tamano, y la raiz muestra diferenciacion ectopica en
las iniciales de la columnela, misma que sucede en el resto del nicho de células
iniciales y conlleva a la terminacién del crecimiento en tiempos tempranos (Sarkar
et al., 2007). La expresion de WOX5 se reprime en respuesta al bloqueo del
transporte polar de auxinas mediante tratamientos con NPA (Ding y Friml, 2010).

Otros elementos de respuesta a auxinas estan codificados por 4 genes llamados
PLETHORA (PLT 1-4). Estos se localizan corriente abajo de WOX5 en las
cascadas de sefalizacion que definen la identidad del centro quiescente y el nicho
de células iniciales (Ding y Friml, 2010). Su expresion ocurre en todo el meristemo
y promueve de manera dosis-dependiente la expresion de la proteina CICLINA B1
(CycB1), implicada en la transicion de las fases G2 a M del ciclo celular, asi como
otras ciclinas y cinasas dependientes de éstas (Chapman y Stele, 2009; Saini et
al., 2013). Se ha demostrado también que los factores de transcripcion WOX5 vy
PLTs, reprimen la diferenciacion de las células iniciales y sus células hijas
mediante la induccion de la transcripcidon de los genes que codifican para las
proteinas HISTONE-DEACETYLASE19 (HDA19) y DOF-FACTOR 4 (CDF4)
(Tanaka et al., 2007; Pi et al., 2015).

Las proteinas PLT forman parte de la familia de factores de transcripcidn
APETALA 2 (AP2), caracterizada por dos subunidades conservadas: un elemento
YRG de aprox. 20 aminoacidos hidrofilicos en el extremo N y un elemento RAYD
del cual 18 aminoacidos forman una hélice alfa anfipatica de union a ADN (Saleh y
Pagés, 2003). Mutantes individuales con pérdida de funciéon de PLT (plt1, plt2, plt3
y plt4) muestran una inhibicion moderada en la elongacién de la raiz primaria,
diferentes grados de induccidn de la divisibn de centro quiescente y de la
represion de la actividad mitética en el meristemo, asi como alteraciones en los
respectivos tamafnos de éstos. Ademas exhiben eventos de diferenciacion
ectdpicos en las iniciales de la columela y desarrollan raices primarias con
crecimiento indeterminado. Por el contrario, la doble mutante plt1plt2 presenta
meristemos con poca actividad mitética, y entre los dias 6 y 8 después de la
germinacién (d.d.g.); un alto porcentaje de plantulas tienen sus iniciales y
meristemos completamente diferenciados y sus raices entran en un programa de
desarrollo determinado. Los resultados mencionados anteriormente, ponen de
manifiesto que la actividad de estos factores es altamente redundante y necesaria
para el mantenimiento del meristemo (Ding y Friml, 2010; Aida et al., 2004). Por
otra parte, la accion conjunta de los transportadores PIN expresados en la raiz
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primaria funciona como un elemento restrictivo del dominio de expresion de los
genes PLT, que a su vez funcionan como reguladores de la transcripcion de las
proteinas PIN (Blilou et al., 2005).

2.6.4. Circuito regulatorio SHORTROOT/SCARECROW

Otro nodo regulatorio de la identidad del centro quiescente e iniciales cuya
expresion no esta regulada por auxinas, estda compuesto por dos factores de
transcripcion de la familia GRAS (nombrada asi por las inciales de sus tres
primeros miebros descritos, GIBBERELLIC-ACID INSENSITIVE, REPRESSOR of
GAl y SCARECROW) que incluye proteinas de entre 400-700 aminoacidos con
motivos altamente conservados en su grupo carboxilo, ubicados corriente arriba
de WOXS5 y paralelamente con el circuito regulatorio AIA-PLT; llamados SHORT
ROOT y SCARECROW (SHR y SCR). La transcripciéon y traduccién de SHR se
llevan a cabo exclusivamente en las células fundadoras del cilindro vascular y sus
iniciales, pero su producto proteico difunde al centro quiescente y a las iniciales de
cortex y endodermis, donde promueve la expresion de SCR (Nakajima et al., 2001;
Aida et al., 2004). SCR interactua a su vez con SHR para promover la localizacion
nuclear del complejo en el centro quiescente (Wilson et al., 2013). La pérdida de
funcion en estos genes causa defectos progresivos en la division de las células
iniciales por la desorganizacion y pérdida de identidad del centro quiescente, que
ademas implica la pérdida de expresiéon de WOX5 y la posterior diferenciacioén del
meristemo (Benfey et al., 1993, Sozzani et al., 2010). Ademas, la actividad de
estos factores de transcripcion promueve y especifica las divisiones asimétricas
caracteristicas de las iniciales del cortex y de la endodermis (Aida et al., 2004).
Los analisis de la expresion de genes especificos del centro quiescente han
revelado que parte de los blancos de los factores de transcripcion PLT, SHR y
SCR en el centro quiescente son compartidos (QC25, QC46), mientras que otros
son independientes (QC184, WOX7), por lo que se ha establecido que estos dos
mecanismos (PLT's y SHR/SCR) funcionan de manera paralela y son necesarios
para la manutencién del nicho de células iniciales (Cui et al., 2011; Aida et al.,
2004).

2.7. El etileno

El etileno (C2Hs, P.M.=28 g/mol) es un hidrocarburo sencillo en estado gaseoso.
Sus dos atomos de carbono se encuentran unidos mediante un doble enlace y
cada uno a su vez con dos atomos de hidrégeno por enlaces sencillos. Todos los
tejidos vegetales tienen la capacidad de sintetizar etileno, preferentemente en
zonas meristematicas, semillas en germinacion, érganos reproductivos, asi como
en respuesta a estrés ambiental, defensa y senescencia (Taiz y Zeiger, 2002).
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2.7.1. Biosintesis

El precursor del etileno es el aminoacido metionina, que en un primer paso
enzimatico se conjuga con una molécula de ATP por medio de la S-adenosil-
metionina sintasa, para formar S-AdoMet. Posteriormente, una acido1-carboxilico-
1-aminociclopropano sintasa (ACS) cataliza por una parte la separacion de un
grupo metilo (CH3-S) que se exporta al ciclo de Yang para producir nuevamente
metionina, y por otra, la produccion de ACC (Kende, 1989). Este paso es limitante
de la tasa de sintesis de etileno ya que la produccion de ACC esta codificada por
una familia multigenética (ACS17-12), cuya expresion estda regulada
diferencialmente por diversos estimulos ambientales y otros fitoreguladores (Chae
et al., 2003; Abeles et al., 1992). Se conoce un proceso regulatorio de la expresién
de ACS2 y ACS6 mediado por MAPK's (Hahn y Harter, 2009). En un ultimo paso,
el ACC es oxidado por la ACC oxidasa para formar etileno.

2.7.2. Senalizacion

Las caracteristicas quimicas del etileno le permiten difundirse libremente a traves
de membranas y paredes celulares, y es percibido por una familia de receptores
en la membrana del reticulo endoplasmico, de los cuales ETHYLENE
RECEPTOR1 (ETR1) es el mejor caracterizado (McDaniel y Binder, 2012). Posee
un dominio de unién a cobre, el cual es donado por el transportador RANT y
conforma el sitio de unidn a etileno. Ademas, posee dominios de actividad cinasa
con especificidad por residuos de histidina. En ausencia de etileno, ETR1 forma un
complejo proteinico con otros receptores como ETR2, EIN4, ERS1 y ERS2 y al
menos para el primero, se sabe que fosforila y mantiene con una conformacion
activa a la proteina cinasa CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE1 (CTR1). Una
vez acoplada la molécula de etileno, el complejo se disocia y CTR1 se inactiva,
permitiendo el inicio propiamente dicho de la cascada de senalizacion. Por esta
razon, tanto ETR1 como CTR1 funcionan como reguladores negativos de la ruta
(Kieber et al., 1993).

La existencia de mas de un regulador responde al hecho de que el
desacoplamiento de las moléculas de etileno de ETR1 es un proceso bioquimico
que puede tomar hasta 12 horas, por lo que de ser el unico provocaria que el
sistema fuera saturable y se volviese insensible si la produccion de etileno es
prolongada; lo cual de hecho sucede in vivo bajo condiciones de estrés y ataques
por patogenos. Asi, la presencia de los demas receptores asegura una regulacion
precisa que se ve incrementada por una rapida degradacion de los receptores y la
transcripcion de los genes que los codifican. Sin embargo, la interaccidén directa
del resto de receptores con CTR1 no ha sido comprobada a la fecha, lo que
sugiere que existen mecanismos de sefalizacion independientes a CTR1
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(Stepanova y Alonso, 2009; Galinha et al., 2007; Blilou et al., 2005; Vieten et al.,
2005; Zhang et al., 2014 ).
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Figura 4. Via de senalizacion del etileno en A. thaliana. En ausencia de etileno los receptores
mantienen activa a la cinasa CTR1 que fosforila a EIN2, la cual se encuentra marcada por las
proteinas ETP1 y 2 promoviendo su degradacion mediante el proteosoma 26S. Tanto los
receptores, CTR1 y EIN2 forman un complejo en la membrana del RE. Una vez que el receptor
acopla las moléculas de etileno, la fosforilacion sobre CTR1 cesa inactivandose e impidiendo la
fosforilacion de EIN2. En este escenario, una porcion terminal de EIN2 se escinde y migra hacia el
nucleo para activar a los factores transcripcionales EIN3 y EIL permitiendo la transcripcion de
distintos genes de respuesta al regulador (Modificado de Ju et al., 2012).

CTR1 codifica una proteina con homologia estructural de proteinas tipo RAF,
cinasas con alta afinidad por residuos de serina y treonina, asociadas a circuitos
MAPK’s donde se ubican en la parte mas alta (MKKK que fosforila a una MKK que
a su vez fosforila a una MPK) (Kieber et al., 1993). Al respecto, se ha demostrado
que actua como un represor de la regulacién del circuito MKK9-MPK3/6, implicado
en la estabilidad y la localizacién nuclear del factor de transcripcion ETHYLENE
INSENSITIVE 3 (EIN3), corriente abajo en la cascada de senalizacién (Hahn y
Harter, 2009). Sin embargo, la actividad de CTR1 ha resultado especialmente
compleja y los demas posibles blancos dentro de la cascada de fosforilaciéon que
involucra MKK’s-MPK’s permanecen desconocidos; asi como los efectos
especificos de los caracteres fenotipicos en cuya regulacion pudiesen participar
(Yoo y Sheen, 2008). Para complicar aun mas el entendimiento de esta proteina,
la adicion de etileno induce su sintesis y acumulacion en el reticulo endoplasmico,
lo que sugiere un intrincado sistema de regulacidon cuyos componentes
permanecen elusivos (Gao et al., 2003).

En ausencia de etileno, CTR1 fosforila la regién carboxi-terminal de EIN2 (Ju et
al., 2012), promoviendo su marcaje por ubiquitinacién para su posterior
degradacion. La fosforilacidn cesa en presencia del etileno permitiendo el progreso
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de la ruta de sefializacion. EIN2 también se localiza en la membrana del reticulo
endoplasmico y forma complejos con ETR1, otros receptores y CTR1; y aunque
presenta homologia estructural con proteinas transportadoras de metales,
evidencia experimental reciente sugiere su participacion en cascadas de
sefalizacion reguladas por otras fitohormonas o estimulos, y sus caracteristicas
bioquimicas permanecen desconocidas (Chang, 2010; Bisson y Groth, 2011).
Corriente abajo, la activacion de EINZ2 induce la degradacion via proteosoma de
los represores EBF1/EBF2 de los factores de transcripcion EIN3 y EIL,
respectivamente. Estos ultimos migran al nucleo, donde se anclan en las regiones
promotoras de ciertos genes, entre los cuales los mejor caracterizados son ERF1
y EBF2; desencadenando las respuestas fisiologicas. Estos genes son llamados
en conjunto elementos de respuesta a etileno (ERE’s) (Stepanova y Alonso,
2009). En la Figura 4 se encuentra un modelo vigente del mecanismo de
sefalizacion del etileno en las células.

2.7.3. Papel del etileno en el desarrollo de la raiz primaria

Uno de los efectos del etileno mejor caracterizados en A. thaliana es la “triple
respuesta”, que se puede visualizar mejor en plantas crecidas en ausencia de luz
como se muestra en la Figura 5, y esta caracterizada por una fuerte inhibicion de
la elongacion de la raiz primaria y del hipocotilo, ensanchamiento radial de éstos y
una curvatura exagerada del gancho apical, estructura con funcion protectora del
meristemo aéreo durante la germinacion. Escrutinios genéticos permitieron la
identificacion de tres tipos generales de mutantes afectadas en la triple respuesta,
segun el fenotipo de su raiz primaria. El primer grupo de mutantes es llamado efo
o sobre productor de etileno (por las siglas en inglés de ethylene overproducer)
con un fenotipo que puede ser revertido por la adicion de nitrato de planta (AgNOs
que se disocia en iones Ag*) al acaparar el sitio de unién a cobre en ETR1,
bloqueando la percepcion de etileno; este efecto se aprecia en la Figura 5B
(Strader et al., 2009). Los blancos de estas mutaciones son algunos de los genes
ACS, cuyos productos proteinicos adquieren modificaciones en sus dominios C-
terminales que les otorgan mayor estabilidad; produciendo desde 40 (mutante
eto1, gen ACS5) hasta 100 veces (mutante eto3, gen ACS9) mas etileno que una
planta con genotipo silvestre (Yoshida et al., 2005).

Un segundo grupo, definido por las mutantes ctr, se caracteriza por ERE’s
constitutivamente expresados y cuyo fenotipo fuerte de triple respuesta no puede
ser revertido por nitrato de plata, a la vez que no producen significativamente mas
etileno que una planta con genotipo silvestre. Los blancos de estas mutaciones
son diferentes alelos del gen CTR1 (Guzman y Ecker, 1990).
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Finalmente, existe un grupo de mutantes insensibles a la inhibicion de la
elongacion en presencia exdgena de etileno, llamadas ein (por las siglas en inglés
de ethylene insensitive). A este corresponden las mutantes por pérdida de funcién
en alelos de EIN2 y EIN3 asi como del receptor EIN4.

A * B %\%

ACC 0.2 uM JACC+AgNO3 16uM

Control ACC 0.2 uM Control

»

:

Figura 5. La triple respuesta y el efecto inhibitorio del etileno en la elongacion de la raiz
primaria de A.thaliana. (A) Acercamientos de las regiones que comprenden el hipocotilo y
meristemo aéreo, y la punta de la raiz primaria de plantulas con fondo genético Col-0 a los 3 d.d.g.
crecidas en oscuridad, en medios control y adicionado con ACC 0.2 uM. Nétese en linea morada la
diferencia en el grosor del hipocotilo y la linea blanca que muestra una curvatura exagerada del
gancho apical. (B) Plantulas Col-0 a los 6 d.d.g. expuestas a un fotoperiodo 14h luz - 8h oscuridad,
crecidas en condiciones control, medio adicionado con ACC 0.2uM, y la misma concentracién de
ACC suplementada con AgNOs 16 pM. Notese la reversion fenotipica que produce el nitrato de
plata. Barras de error, (A)= 1 mm., (B)=2 cm.

El efecto inhibitorio del etileno sobre la elongacion de la raiz primaria mostrado por
las mutantes sobre-productoras eto? y eto3, Figura 6A, interfiere precisamente con
el crecimiento rapido que ocurre en la zona de elongacion; y en un principio se
descarté la induccion de alteraciones en la actividad meristematica (Lee et al.,

o wiw

2001; Swarup et al., 2007; Razi¢ka et al., 2007). Posteriormente, se encontré que
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el tratamiento con el precursor biosintético ACC, aumenta el numero de divisiones
del centro quiescente que no afectan su identidad ni la de las células iniciales
(Ortega et al., 2007).

Dias después de la germi

2 4 6 8
Col-0

A
8 _

—— Col-0

+ ein2-1 I
ol &
6 L " ein2-1
5L
E ..

J

Longitud de la raiz primaria (cm)
-
T

ctr1-1

Figura 6. Efecto de las mutaciones en las rutas de sintesis o sefalizacion de etileno en la
elongacion de la raiz primaria y en la morfologia de la zona apical de la raiz. (A) Cinética que
muestra la longitud de la raiz primaria a los 2, 4, 6, 8 y 10 dias después de la germinacion. (B)
Fotografias de la region apical de la raiz primaria a los 2, 4, 6 y 8 d.d.g. Se grafican promedios +/-
el error estandar. Cada linea pertenece a grupos estadisticos diferentes, obtenidos con una prueba
de Tukey (P, 0.05). Barra de error= 0.5 mm.

En nuestro grupo de trabajo mostramos en una investigacion previa que la
sobreproduccion de etileno en la mutante eto3-7 causa, ademas de una
disminucion en la elongacion de la raiz primaria, la induccién de la formacion y la
respectiva elongacion de pelos radiculares hacia el apice de la raiz (Figura 6B);
asi como una reduccion del tamafo del meristemo y de la actividad mitética en
éste. La disminucion en la actividad mitética no compromete en ninguin momento
analizado, la identidad de la zona meristematica que es visible aun a los 9 dias
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después de la germinacion (Figura 6B). Asimismo, evidenciamos que CTR1 regula
negativamente la elongacion de la raiz primaria y la actividad meristematica,
misma que ocurre en una zona menor y que a los 9 dias después de la
germinacion se vuelve insuficiente para mantener el crecimiento en la mutante
ctr1-1. Este ultimo resultado indica que CTR71 es un elemento clave en la
sefalizacion del etileno y en la manutencion del meristemo durante las respuestas
a este regulador. De manera opuesta, el bloqueo de las respuestas a etileno en
ein2 induce la division mitética en el meristemo y la elongacion de la raiz primaria
(Méndez-Bravo, 2012 y 2015).

2.8. Interaccion entre el etileno y las auxinas en el desarrollo de la raiz
primaria

Fue la observacion de que la adicion exdégena de auxina y etileno, tiene efectos
similares en el desarrollo de la raiz primaria, la que planteé en un principio la
existencia de una interaccion entre ellos. Con el paso del tiempo se ha
demostrado que es en los procesos de biosintesis donde se ubica el primer punto
conocido de la interaccion etileno-auxinas (Muday et al., 2012).

El AlA regula directamente la expresion de diferentes genes ACS de sintesis de
etileno (Yang y Hoffman, 1984). Por su parte, el etileno participa como un
regulador de WEI2 y WEI7, dos genes que codifican subunidades de la sintasa de
antranilato; enzima limitante de la sintesis de Trp. Por medio de otros trabajos, uno
de los cuales incluye la generacion de una linea mutante afectada en la regulacion
de la formacion de pelos radiculares, cuyo analisis genético revel6 ser un alelo
recesivo de ctr1 (diferente a ctr1-1) llamado btk, se demostr6 que CTR1 actua
corriente arriba de EIN2, de manera dependiente de su concentracion, como un
represor de esta ruta de sintesis de AIA especifica del meristemo; y que la
alteracion en este sitio de sintesis afecta el posicionamiento y desarrollo de los
pelos radiculares (Stepanova et al., 2005; Ikeda et al., 2009).

La mutacion en un alelo recesivo del receptor de auxinas T/IR17 llamada wei1 (por
las siglas en inglés de weak ethylene insensitive), que confiere una resistencia
parcial a los efectos del etileno, demostré6 que es necesaria una maquinaria de
percepcion auxinica intacta para que pueda llevarse a cabo la senalizacion del
etileno; que en ultima instancia induce la formacién del maximo auxinico en el
apice de la raiz primaria. Por otra parte, la expresion de los componentes del
transporte polar de auxinas AUX1, PIN2, PIN3 y PIN7 es inducida en la raiz
primaria por la aplicacion exégena de ACC (Pickett et al., 1990; Lewis et al., 2011).
Mutaciones individuales en alelos de los genes que codifican para estos
elementos muestran ademas, diferentes niveles de insensibilidad al etileno, lo que
los coloca como blancos importantes de la interaccion. Ademas, el etileno induce
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eventos de division en el centro quiescente (Ortega et al., 2007). Acorde con estos
trabajos, los efectos del etileno sobre la elongacién de la raiz primaria, incluidos la
regulacion por parte de CTR1 de la actividad mitética del meristemo, estan
acompanados de una fuerte induccion del reportero de actividad auxinica
DR5:uidA. Con base en lo anterior, resulta plausible proponer que la senalizacion
del etileno no solo conecta con elementos en la biosintesis de auxinas, sino
también de su transporte y percepcion molecular, aspectos que demandaron
nuestra atencion durante el estudio de la biologia de la raiz de Arabidopsis.
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3. JUSTIFICACION

El desarrollo indeterminado que exhiben las plantas es una caracteristica
importante de su biologia, y los mecanismos genéticos, celulares y moleculares
subyascentes al mismo permanecen en gran medida desconocidos. La cinasa
CTR1, regulador negativo de las respuesas al etileno, participa en el control del
programa de crecimiento de la raiz, pero su impacto en la funcionalidad de los
meristemos y los procesos de division y elongacion celular, asi como su
interaccion con elementos del transporte y de la sefalizacion de auxinas no esta
del todo caracterizado. El esclarecimiento de estos aspectos aportara informacion
para el entendimiento del desarrollo vegetal.

4. HIPOTESIS

El gen CTR1 de A. thaliana es fundamental para la regulacion del mantenimiento
de la actividad meristematica en la raiz primaria, pues modula la expresién de
proteinas exportadoras de auxinas, asi como de factores de transcripcion
necesarios para la conservacion de la identidad del centro quiescente y del nicho
de células iniciales.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Estudiar la participacion del gen CTR1 de la ruta de sefializacion del etileno, en la
regulacion de la expresion de elementos del transporte polar de AIA en el
meristemo de la raiz primaria; asi como la de factores de transcripcion importantes
para el mantenimiento de la actividad meristematica.

5.2. Objetivos particulares

= Analizar a nivel tisular en la raiz primaria, la expresion de elementos de
respuesta y transporte de AIA, y de la manutencion de la actividad
meristematica en respuesta a tratamientos con auxinas y etileno.

» Caracterizar los efectos del etileno y las auxinas sobre el crecimiento de la
raiz primaria y su estructura tisular, mediados por la ruta de sefalizacion
regulada por CTR1.

= Establecer si existe una correlacion entre la funcion de CTR1 y el desarrollo

indeterminado de la raiz primaria y proponer un mecanismo que explique
esta posibilidad.
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6. RESULTADOS

6.1. CAPITULO I. CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE1 and PIN2 act
in a coordinate manner to support the indeterminate root growth
and meristem cell proliferating activity in Arabidopsis seedlings

Este capitulo corresponde a un articulo de investigacion que expone a la
comunidad cientifica internacional los principales resultados obtenidos en esta
tesis. Dicho articulo se encuentra publicado en la revista Plant Science; la cual se
encuentra indizada en el Journal Citation Reports (JCR) y tiene un factor de
impacto de 3.7. Se adjunta mas adelante el articulo completo con el formato de su
publicacion.

6.2 CAPITULO Il. La mitad oculta de las plantas

Este capitulo corresponde a un articulo de divulgacion cientifica publicado en la
revista Saber Mas, la cual es una publicacion bimestral editada por la Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, a través de la Coordinacion de la
investigacion Cientifica.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The plant hormone ethylene induces auxin biosynthesis and transport and modulates root growth and branching,
Ethylene However, its function on root stem cells and the identity of interacting factors for the control of meristem activity
Auxin

remains unclear. Genetic analysis for primary root growth in wild-type (W'T) Arabidopsis thaliana seedlings and
Root development gy b
Quiescent center

Root stem cell niche

Determinate growth

ethyl 1 that the loss-of-function of CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE1 (CTR1) in-
hibits cell division and elongation. This phenotype is associated with an increase in the expression of the auxin
transporter PIN2 and a drastic decrease in the expression of key factors for stem cell niche maintenance such as
PLETHORA1, SHORT ROOT and SCARECROW. While the root stem cell niche is affected in ctrl mutants, its
maintenance is severely compromised in the ctrl-leirl-1(pin2) double mutant, in which an evident loss of
proliferative capacity of the meristematic cells leads to a fully differentiated root meristem shortly after ger-
mination. Root traits affected in cor1-1 mutants could be restored in ctr1-Tein2-1 double mutants. These results
reveal that ethylene perception via CTR1 and EIN2 in the root modulates the proliferative capacity of root stem
cells via affecting the expression of genes involved in the two major pathways, AUX-PIN-PLT and SCR-SHR,
which are key factors for proper root stem cell niche maintenance.

1. Introduction developmental program that terminates cell division, differentiates

stem cells and halts growth [6-9]. The transit between indeterminate to

Roots provide anchorage to the soil, sense changes of environmental
conditions and participate in water and nutrient acquisition. Root de-
velopment begins with the embryonic formation of the primary root
(PR), whose growth and branching patterns determine the root system
architecture in adult plants [1]. In Arabidopsis thaliana, the primary root
is comprised of concentric rings of tissues, each made up with cell files
that originate in the root apical meristem (RAM), sustained by root
stem cell niche (RSCN), composed by the quiescent center (QC) and
peripheral initials or stem cells, which divide asymmetrically for self-
renewing [2-5].

In response to challenging factors such as low nutrient availability,
and metal or salt stress, the primary root enters a determinate

* Corresponding author.
E-mail address: jbucio@umich.mx (J. Lopez-Bucio).

hups://doi.org/10.1016/j.plamsci.2018.11.019

determinate root growth under low phosphate availability enables
higher orders of root branching for soil exploration, and although auxin
(indole-3-acetic acid, IAA) signalling seems to be an important factor in
such transition, the mechanisms triggering meristem differentiation and
its relationship with stem cell activity remain unknown [9,10].
Several phytohormones and genetic elements are involved in
growth and root patterning. Ethylene affects primary root growth re-
pressing both cell division and elongation and promotes the differ-
entiation of epidermal cells into root hairs [11-14]. Ethylene promotes
auxin accumulation in the primary root tip by up-regulating WEAK
ETHYLENE INSENSITIVE2/ANTHRANILATE SYNTHASE alphal (WEI2/
ASA1) and WEI7/ANTHRANILATE SYNTHASE betal (ASB1) genes that
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encode alpha- and beta-subunits of a rate-limiting enzyme of trypto-
phan biosynthesis that further serves as IAA precursor. Loss-of-function
mutants in these genes prevent both IAA synthesis and accumulation
[15]. Moreover, transport of auxin from the root apex to elongation
zone mediates the effects of ethylene on primary root growth [16-21].

Ethylene is perceived by receptor-related histidine kinases, which
reside at the endoplasmic reticulum and interact with the CONSTITU-
TIVE TRIPLE RESPONSE1 (CTR1) serine/threonine protein kinase [22].
In the absence of ethylene, the receptors promote CTR1 kinase activity
via phosphorylation, which represses ethylene responses, whereas
when the levels of ethylene increase, the receptors, and therefore CTR1
are inactive [22]. Once an ethylene molecule binds the receptor, it
becomes desensitized as both its binding and kinase activity shut off.
ETR1, ERSI and other receptors form heterodimers and higher order
complexes that assure fine-tuning in ethylene sensitivity that is further
enhanced by rapid receptor degradation [24]. CTR1 phosphorylates
EIN2, which encodes an Nramp homolog, whereas inhibition of CTR1
upon ethylene perception leads to cleavage and nuclear localization of
the EIN2 C terminus, allowing ethylene signal to reach the transcription
factors EIN3 and ETHYLENE RESPONSE FACTOR 1 (ERF1), which
mediate transcriptional responses [24].

In Arabidopsis, the negative regulation of the ethylene pathway,
mediated by CTR1, and the local accumulation of auxin within the QC
and meristem initials allows root indeterminacy and cell growth
[16-21] but little is known about the molecular mechanisms that act
downstream of ethylene signalling to modulate the root stem cell niche
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2 WICycB1:uidA Flg. l Eth?llene biosynthesi and/or.’v. lling
Wein2-1/CycB1.uidA  inhibits primary root growth and mitotic cell
[Jeto3-1/CycBT:uidA  activity in Arebidopsis seedlings. (A) 12-day

Elctr1-1/CyCBIUIGA  yinetic  experiment showing primary root
length for Arabidopsis (Col-0) and ethylene-re-
lated mutants ein2-1, eto1-1, et02-1 and corl-1.
Values shown are the mean + SE, n = 30.
Double isks represent independ statis-
tical groups (P < 0.05) (B) Quantification of
positive cells for GUS staining of CycBI:uidA in
the WT and mutants. Values shown represent
the mean + SE, n = 30. Different letters re-
present  means  statistically  different
(P < 0.05). (C) Representative images of
CycBlatidA expression in Col-0, ein2-1, eto2-1
and cerl-1 mutant backgrounds at 9 days after
germination. n = 30. Scale bar: 100 pm.

ein2-1/CycB1:uidA

ctri-1/CycB1:uidA

activity and maintenance. The PLETHORA (PLT1-6) family of tran-
scription factors function redundantly to support cell division and
prevent cell differentiation and depend on the PIN-FORMED (PIN1, 2,
3, 4 and 7) transporters, whose distribution within root tissues estab-
lishes an optimal auxin concentration in the meristem [25-27]. SHORT-
ROOT (SHR) and SCARECROW (SCR) belong into the GRAS family of
transcription factors required for stem cell maintenance in the root
apical meristem as their corresponding mutations cause a disorganiza-
tion of the QC and loss of stem cell activity, resulting in determinate
root growth [28-30]. Establishment of auxin gradients from the QC to
stem and daughter cells positively influences the expression of WU-
SCHEL RELATED HOMEOBOXS5 (WOX5) and PLT genes, which help to
establish stem cell fates and control differentiation via the HISTONE
DEACETYLASE19 (HDA19) and CYCLING DOF FACTOR4 (CDF4)
[21,32]. Different methods have been developed to monitor auxin re-
sponsive gene expression in Arabidopsis root tips, including analyses of
IAA-responsive promoters or promoter elements driving the transcrip-
tional activity of reporter genes. A widely used marker is DR5:GFP,
which consists of 9 inverted repeats of the 11-bp sequence 5-CCTTTT
GTCTC-3’, a 46-bp CaMV35S minimal promoter element, and a TMV
leader sequence fused to the green fluorescent protein (GFP) [33].
According to the above mentioned evidence, a balanced ethylene-
auxin cross talk is critical for stem cell niche maintenance and proper
root growth and patterning. CTR1 is, to our knowledge, one of the few
negative regulators of the ethylene signalling pathway reported to date.
However, its role on stem cell niche activity and the possible
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relationship with auxin transport or signaling components for meristem
viability remains unkuown. Here, we report that CTR1 loss of function
causes plants to form short roofs due to a reduced cell division capaciry
of meristematic cells and impaired cell elongation. This phenotype
correlates with the increase in EIRI/PINZ expression in cortex and
epidermal cell layers and stronger DR5:GFP response in these layers.
Moreaver, SCR, SHR. and PLTI expression decreases in ¢l 1 single
mutant and in c#rI-Teirl-1 double mutants, the meristem foily ditfer-
entiates leading to a determinate roof developmental program. Thus,
constitutive activation of ethylene signaling and reduced transport of
awxin to external root cell layers compromises stem cell activity and
induces cell dilferentiation.

2. Materials and methods
2.1. Plane marerial and growth condidons

Arabidopsis thaliaa {WT, Col 0), ein2 1, ewol 1 [34], ec03 1[35] and
crl-1 [36] mutants; and transgenic reporter lines CycBliuidA [27]
DR5:GFP [33], PLTI.GFP, PLT2:CFP [26], PINI:PIN1:GFP [38), and
PINZ:PIN2:GFP [39] were usced. Plants expressing cach reporter
marker were crossed to ewl-1. [Homozygous mutauts carrying the
transgenes were isolated from F2 populations and propagated to F4
generation

Seeds were surface disinfected with 95% (v/v) ethanol and 20% (v/
v) bleach for 7 and 5 min, respectively, washed and soaked in sterile
distilled water and placed in darkness at 4°C. Afrer 48 h seeds were
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placed over the surface of agar plates containing 0.2X Murashige and
Skoog medium (MS basal salts), pH 5.7, 0.6% (w/v} sucrose supple-
mented or nat with compounds: T-aminacyclopropane-1-carhoxylic
acid (ACC) dissolved in deionized water, N-1-naphthylphthalamic acid
{NPA). indole-3-acetic acid (IAA) in dimethy] sulfoxide (DMSQ). The
Petri dishes containing the media were sealed with plastic film and
placed vertically in a plant growth chamber (Percival AR95L. Percival
Scientitie, Perry, IA, USA) at 16 h light/8 h darkness photoperiod, light
intensity of 100 pmaol m*/secand ™1, temperature of 22°C and 80% re-
lative humidity: and plantlets analysed at ages indicated in the figures.
For the analysis of changes in DR5:GFP gene expression in response to
[AA; plants were grown in standard (control) MS 0.2X mediuom for 7
days, and then transferred to media with the correspouding con-
ecntration of IAA and analysed 12h later.

2.2, Gemeration of crleirl and cmlein2 double muranes

Homozygous cr? 1, eir 1 and e¢inZ 1 mutants were selected in vitro
on the basis ol their short root, agravitropic primary roots or growth
resistance ta ACC supplementation, respectively, and traosterred to soil.
c&r]-1 mutant flowers were outerossed with pollen from homozygous
eprl-1 or en2-1 mutants. All siliques developed yielded WT seedlings
and the F1 prageny was allawed ta self-pollinate ta nbrain the F2 po-
pulation. The ca'l-Ieirl-I progeny segregated four phenotypes, Wl
roots, short roots, agravitropic roots and extremely shert roots with
fully determinate growth. For ctrI-Iein2-1 double mutant selection, the
corresponding F2 seeds were grown in medinm supplied with 0.4 M
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Fig. 3. Differentiation events occur prematurely in cari-1 mutants. Detailed
comparison of root growth zones from WT (Col-0) and ctr1-T mutant seedlings.
Upper panels show representative photographs of Col-0 root tips at 3, 9 and 15
days after germination. Lower panels show representative images of ¢ 1-1 root
tips at the same times. Full arrows indicate the quiescent center, open arrows
the boundary between the last meristem cell and the first cell in elongation
zone. Asterisk finished arrows indicate the first differentiated trichoblast in the
epidermis and green small arrows show fully developed xylem poles. Images
show root tips stained with propidium iodide (red) and taken using a confocal
microscope. At least 10 individuals were analyzed for each genotype and time
and representative photographs are shown. Scale bar = 100 um. (For inter-
pretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred
to the web version of this article).

ACC, in which four phenotypes segregated, namely WT roots, short
roots, primary roots resistant to ACC and very short root hairs and ACC
resistant roots with normal root hair elongation. In both cases, the
proportions of the phenotypes were 9:3:3:1, respectively, which are
consistent with a Mendelian segregation of two recessive traits. The
primary root of plants showing the four mentioned phenotypes was
measured 10 days after germination and cellular measurements or
confocal images were taken at this time.

2.3. Histochemical analysis
Transgenic plants expressing the uidA reporter gene were stained in

0.1% 5-bromo-4-chloro-3-indolyl B-D-glucuronide in phosphate buffer
(NaH,PO, and NayHPO,, 0.1M, pH 7) with 2mM potassium
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ferrocyanide and 2 mM potassium ferricyanide for 12 h at 37 °C. Plants
were cleared and fixed by the method of Malamy and Benfey [40], and
roots mounted in 50% glycerol on microscope slides. For each line and
time analysed, at least 15 plants were mounted and photographed with
a microscope (Axio-star Zeiss Plus; Carl Zeiss, Gottingen, Germany) at
%100 magnifications. Images were captured with a digital camera
(Sony Cyber-shot DSC-S75, Sony Electronics Inc., Oradell, NJ, U.S.A.)
attached to the microscope and processed with the Image J software
(Wayne Rasband; National Institute of Health, USA).

2.4. Confocal microscopy and fluorescence quantification

Roots of transgenic lines expressing the GFP, YFP or CFP reporter
genes were prepared by soaking them into a 10 pg/ml propidium iodide
(PI) solution, and mounted on microscope slides. Fluorophore and PI
were excited by a 488 or 568 wavelength Argon laser, and fluorescent
emission was detected at 509 or 585nm respectively, with a laser
scanning confocal microscope (LSCM) (Olympus Fluo-View FV1200-
PME, Olympus Corporation, Tokyo, Japan). Fluorescence was measured
by obtaining the green (GFP and YFP) or blue (CFP) pixels in an area
comprised by the first 20 cortical cells above the QC using the IMAGEJ
software (http://rsbweb.nih.gov/ij/), in 10 micrographs per line and
treatment. We then obtained an arbitrary unit value (AU = green or
blue pixels/um::) for each individual, and means were obtained from
whole data sets. AU means for control conditions were given a value of
1, and those for corresponding treatments were adjusted relative to
these, and thus referred as relative fluorescence.

2.5. Statistical analysis

All experiments were made by triplicate with an n = 30 plants per
line and treatment. Primary root length was measured with a ruler
directly on the Petri dish. Reporter expression patterns shown in figures
are representative from 15 micrographs per line and treatment analysed
obtained from the confocal microscope. One-way variance analysis and
a Tukey significance test (P < 0.05) was performed to all data with the
STATISTICA software (Statsoft, 2010).

3. Results

3.1. Activation of ethylene biosynthesis and/or signalling inhibits
Arabidopsis primary root growth and mitotic activity in the meristem

To understand the role of ethylene biosynthesis and signalling on
primary root growth, a 12-day kinetic experiment was performed in
which primary roots of Arabidopsis WT and mutants affected in ethylene
synthesis eto1-1 and eto3-1 or signalling ein2-1 and ctrl-1 were grown in
Petri plates supplied with agar-solidified MS 0.2X medium and were
measured every three days. There was a differential phenotype among
the Arabidopsis lines tested, with ethylene insensitive mutant ein2-1
showing a longer primary root whereas ethylene overproducing etol-1
and eto3-1, or cor1-1 mutants showed decreased growth (Fig. 1a), which
correlated with smaller root meristems and reduced expression of the
mitotic marker CycBI:uidA (Fig. 1b-c: Figs. S1 and S2). These ob-
servations suggest that mitotic activity in the RAM is diminished by
enhanced ethylene signalling.

3.2. Mutation of CTR1 compromises cell division and elongation

The ctrl-1 mutants develop a short root, that is however able to
sustain some growth. To further know the cellular processes affected in
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Fig. 4. Loss of CTRI induces auxin respon-
siveness at the root tip and differendally in-
fluences PINI and PINZ expression. (A)
DR5:GFP expression in Col-0 and ctr1-1 seed-
lings. Arrows are used to indicate IAA redis-
tribution to areas surrounding the stem cell
niche and the epidermal cell layer. (C) and (E)
PINI1::PIN1::GFP and PINZ2:PIN2:GFP expres-
sion in Col-0 and cerl-1 seedlings. (B), (D) and
(F) show the relative fluorescence quantitation
from 10 seedlings analyzed. Note an important
decrease in PINI:PINI::GFP expression do-
main  and  enhanced  expression  of
PIN2::PIN2::GFP in epidermis and cortex of
ctr1-1 mutants. Representative images from 10
individuals per line and treatment are shown.
Micrographs were taken at 7 days after ger-
mination and a propidium iodide counter stain

ctr1-1/DR5:GFP

Ho

was applied to show expression domains. Scale
b bar: 100 um.
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this mutant, detailed analyses were performed in WT and ctrl-1 seed-
lings at five times (3, 6, 9, 12 and 15 days) after germination to com-
pare meristem length, meristem cell number, elongation zone length
and elongation zone number. A roughly 40-50% decrease in meristem
length and meristem cell number was evidenced in ctr1-1 mutants when
compared to the WT, while a much more marked inhibition in the total
length of the elongation zone (around 80%) and elongation zone cell
number (55%) already occurred in the mutants (Fig. 2a-d). These
morphometric data correlate with the phenotypes observed in re-
presentative confocal images of primary root tips taken from 3, 9 and
15 day-old WT and corl-1 seedlings, where mutants manifested much
more reduced elongation and RAM zones at all three times analysed
(Fig. 3). These results indicate that diminished mitotic activity and
precocious differentiation abates the cell elongation zone and con
tribute to the short root phenotype in the cal-1 mutant.

3.3. Mutation of CTR1 increases auxin response and expression of auxin
wansporter PIN2 in Arabidopsis primary root tips

Ethylene induces auxin biosynthesis and expression of auxin trans-
porters [15,41]. To determine if the short roots of corl-1 mutants are
related to an altered auxin redistribution in the meristematic region, we
next examined the expression of the auxin-inducible gene construct

0
PIN2::PIN2::GFP ctr1-1/PIN2::PIN2::GFP

DR5:GFP in WT and cer1-1 primary root tips of seedlings harbouring this
construct. When compared to WT seedlings, a redistribution of auxin
was observed in corl-1, where a dramatic increase was observed in the
meristem epidermal, lateral root cap and columella cell layers (Fig. 4a,
b, white arrows). To assess if the observed auxin redistribution pattern
in crl-1 roots is related to changes in the expression patterns of PIN
auxin efflux carriers, WT and corl-1 seedlings expressing PINI::
PIN1::GFP and PIN2::PIN2::GFP were grown in MS 0.2X medium for 7
days and GFP fluorescence determined through confocal microscopy. In
these experiments, differential results were obtained, while PIN1 de-
creased its expression level (Fig. 4c¢, d), PIN2 expression clearly in-
creased in epidermal and cortex cells of ctri-1 seedlings when com-
pared to the WT (Fig. 4e, f). Supplementation of ACC or IAA further
increased PIN2 levels in WT and cori-1 (Fig. 5a, b).

The phenotype of corl-1 mutants is pleiotropic, affecting several
growth and developmental programs in roots and in shoots. To more in
deep define the contribution of CTR1 signaling in root growth and its
relationship with auxin transport and response, we tested the response
of a loss-of-function mutant in its direct target EIN2 to ACC, IAA sup-
plementation and PIN2:PIN2:GFP expression. Interestingly, ein2-1 mu-
tants showed a marked resistance to auxin induced root growth in-
hibition (Fig. S3) that correlates with the loss of PINZ:PIN2:GFP
induction by 0.4puM ACC or 0.12pM IAA treatments, which clearly
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Fig. 5. Activation of ethylene and auxin signaling causes PIN2 overexpression.
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mutant. Confocal micrographs were taken 7 days after germination with a
propidium iodide counter stain. Representative images from 10 individuals per
genotype and treatment are shown. Scale bar: 100 pm.

promotes GFP fluorescence in the WT (Fig. S3). These data show that
perturbation of two signalling elements in the ethylene signalling
pathway, CTR1 and EIN2 influences in contrasting manner, auxin
transport and redistribution into the RAM.

3.4. Auxin transport inhibitor NPA compromises root growth and increases
auxin response in root meristerns of WT and corl-1 mutants

To gain insight into the changes in auxin transport, redistribution
and response in corl-1 roots and its possible relationship with the
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function of the root meristem, we compared root growth of Arabidopsis
WT and ctri-1 seedlings expressing DR5:GFP and monitored GFP
fluorescence following pharmacological inhibition of auxin transport
via using 1-N-naphthylphthalamic acid (NPA). NPA decreased primary
root growth in WT seedlings and exacerbated the short root phenotype
of corl mutants (Fig. 6a), while increasing the auxin response in a dose-
dependent manner at the quiescent centre, stem cell niche and colu-
mella cells (Fig. 6b). NPA treatment clearly inhibited DR5:GFP ex-
pression at the protoxylem region and lateral root cap cells in WT
seedlings, but interestingly, in ctrl-1/DR5:GFP seedlings, GFP fluores-
cence prevailed in protoxylem and lateral root cap cells despite in-
creasing NPA supplementation (Fig. 6b). These results show that en-
hanced auxin response at the root meristem of WT seedlings somewhat
mimic the cor-1 phenotype, and suggest that CTR1 may act upstream of
PIN2,

3.5. CTR1 loss of function affects expression of essential sanscription
factors for root stem cell niche activity and maintenance

The spatio-temporal expression of AP2 transcription factors such as
PLTT and PLT2, major players in the AUXIN-PLETHORA pathway, are
key factors to establish and maintain the root meristem. To determine if
the expression of PLT genes may be affected in the roots of ctrl-1 mu-
tant seedlings, we analysed the expression pattems of the transcrip-
tional fusions PLT1:GFP and PLT2CFP. The transcription of PLT1, re-
vealed by PLTI:GFP, increases from 3 to 12 days in WT seedlings
(Fig. 7a, b), but in corl-1 seedlings, it decreased gradually over time
(Fig. 7b), and by day 12 GFP expression was restricted to the quiescent
center and surrounding stem cells (Fig. 7a). By analyzing the spatio-
temporal expression pattern of PLT2:CFP we observed that PLT2 tran-
scription is reduced in the roots of ctrl-1 mutants when compared with
WT, although it remained constant over time (Fig. 7¢, d).

We also analysed the expression patterns of SHR:SHR::GFP and
SCR::SCR:YFP both in WT and cerl-1 genetic backgrounds. In roots of
WT seedlings, SHR expression slightly increased with time from 3 to 12
days (Fig. 8a, b), while in ctrI-1 SHR expression is reduced by day 3
after germination and almost absent from day 6 onwards (Fig. 8a, b).
Similar results were obtained from SCR::SCR:YFP expression, which
decreased in ctrl-1 by 6 days after germination (Fig. 8c, d). From these
findings, we propose that enhanced ethylene perception in c&r-1 roots
negatively affects the expression of PLT1, PLT2, SHR and SCR.

3.6. Indeterminate developmental program in the WT Arabidopsis primary
root was transformed into determinate in ctrleir] double mutants

The enhanced expression of PIN2 in the cg'1-1 background sug
gested that the activation of ethylene signaling drastically changes
auxin redistribution revealed by the high expression of auxin-re-
sponsive marker in the epidermal, columella and lateral root cap cell
layers. Such redistribution of auxin may contribute to alter PLT1, PLT2,
SHR and SHR expression, perhaps in a feedback loop in the case of PLT
genes. The combinatorial changes in these two major pathways may
affect cell division, elongation and/or differentiation processes in cor1-1
roots. Although severely affected in size and activity, ctrf-1 root mer-
istems are still functional in 15 d seedlings. These may be related to the
enhanced expression of PIN2 that secures a minimal transcription of
PLT1 and especially of PLT2 in the root stem cell niche, as observed in
12 day-old mutant seedlings (Fig. 7). To test this hypothesis, the genetic
interaction between CTR1 and PIN2 was explored by generating and
analyzing the root phenotypes of the ctrl-Ieirl-1 (an allelic mutant of
PIN2) double mutants. Seeds from WT (Col-0), corl-1, eirl-1 and crl-
leirl-1 backgrounds were germinated and grown for 8 d on 0.2X MS
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Fig. 6. NPA induces auxin accumulation at the root tip in WT and cor 1 seedlings. (A) Quantification of primary root growth during a 12- day kinetic experiment for
Col-0 and cor1-1 seedlings supplied or not with 2uM NPA. Single, double or mriple asterisks represent independent statistical groups (P < 0.05). (B) DR5:GFP
expression on Col-0 and cer1-1 seedlings grown in medium supplied with increasing NPA concentrations. Confocal micrographs were taken 7 days after germination
with a propidium iodide counter stain. Representative images were taken from at least 10 individuals analysed per line and treatment. Scale bar: 100 pm.

medium and primary root length, meristem length and meristem cell
numbers were quantified. Whereas the WT and eir1-1 seedlings showed
sustained root growth, corl-1 mutants were defective in root meriste-
matic activity. Notably, in cori-Teirl-1 seedlings, primary root growth
was arrested at the first days following germination, which correlated
with the complete loss of meristematic activity (Fig. 9a-c) and accounts
for the immediate terminal differentiation of cells as indicated by root
hair formation and xylem development at the root tip (Fig. 9d). These
data show that PIN2 plays a critical role in the maintenance of the root
stem cell niche of co-1-1 still observed in 15 days seedlings (Fig. 3). It
also indicates that CTR1 action (as a negative regulator of the ethylene
signaling pathway) and proper auxin transport, redistribution and re-
sponse act coordinately to sustain the indeterminate developmental
program of Arabidopsis primary roots.
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3.7. EIN2 loss-of-function restores root growth in corl-1 musants

To test the specificity of CTRI in the maintenance of primary root
meristem identity and activity, we developed a ctrl-Tein2-1 double
mutant. F2 segregating seeds were grown in 0.4uM ACC supplied
medium, which inhibits primary root growth in the WT, in order to
select and isolate ctrl-Tein2-1 homozygous double mutants. Via char-
acterization of the primary root growth and root meristem structure of
WT, ctrl-1, ein2-1 and ctri-1ein2-1 lines, it was evident that root traits
affected in crl-1 mutants could be restored in col-Tein2-1 double
mutants (Fig. 10). These data indicate that the short root phenotype of
cerl-1 mutants is unlikely due to pleiotropic, unspecific effects of this
mutation and could be correlated to a signaling mechanism involving
downstream signaling components.
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Fig. 7. The effect of mutation of CTR1 in PLTT and PLT2 expression. (A) PLTI:GFP and (C) PLT2:CFP expression in Col-0 and c&r1-1 seedlings in a 12-day kinetic
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from10 seedlings analyzed per line and treatment. Scale bar: 100 pm.

4. Discussion

This study unravels the role of a crucial genetic element in the ca-
nonical ethylene signalling pathway, CONSTITUTIVE TRIPLE RESPO-
NSET in the modulation of cell division and elongation in the root
meristem of Arabidopsis seedlings. The Arabidopsis ctrl-1 mutant was
initially identified on the basis of seedling and adult phenotypes, which
are similar to those observed in plants treated with ethylene and render
constitutive expression of ethylene-response genes [36]. Overall, our
detailed characterization of the short roots of cord-1 mutants is in
agreement with previous reports, in which reduced primary root
growth correlates with activation of ethylene signaling [14,15,36].
Moreover, the data presented imply a direct role of CTR1 and its
downstream interacting protein EIN2 on root developmental programs
not yet previously described, such as in support of the indeterminate
growth of the primary root in Arabidopsis seedlings.

Our results first confirm that ethylene negatively regulates
Arabidopsis primary root growth based on analysis of WT, eto1-1, eto3-1,
ctrl-1 and ein2-1 mutants, which show differential growth in time-
course experiments. In Arabidopsis seedlings lacking CTR1 primary root
growth was drastically reduced, which correlated with diminished cell
elongation and expression of the mitotic marker CycBl:uidA few days
after germination, consistent with its role in fundamental cellular pro-
grams that keep roots growing. Besides, DR5:GFP fluorescence in ctrl-1
primary roots revealed an increased auxin response in specific regions
of the root tip, namely, the initial cell layers, lateral root cap, columella
and epidermal cells, implying a redistribution and change in auxin

concentrations to these regions and explaining the effects of ethylene in
promoting root hair development near the tip of the root [11,12,19].
Auxin moves within the root tip in an NPA-sensitive auxin-circu-
lating loop via both acropetal and basipetal streams [42]. Asymmetric
release of IAA from the quiescent center and collumela initial cells to
the epidermis and lateral root cap through the PIN2 transporter drives
differential cell expansion in elongation zone tissues and controls root
gravitropism [42]. Our analysis of DR5:GFP distribution in primary root
tips of cor] mutants suggests that ethylene signaling promotes the ba-
sipetal (that is, root apex to base) auxin transport system via inducing
PIN2 levels in lateral root cap and epidermal cells. The activity of the
PIN family of auxin transporters is tightly linked to regulation of ac-
tivity of stem cell niche, comparison of PIN1 and PIN2 protein locali-
zation in WT and cor? seedlings, which was performed up to 12 days
after germination, revealed an increased expression of PIN2 in ctrl
roots, which is in contrast with the decrease in PINI expression. PIN
proteins are involved in a positive feed-forward loop with auxin, where
they not only transport auxin but also depend on the auxin-driven
transcriptional program for their expression. Therefore, changes in
PIN2 affect directly auxin redistribution and their own miss-regulation.
Since auxin transport influences root growth and meristem activity by
maintaining auxin homeostasis and a stable asymmetric auxin dis-
tribution [43-45], a possible explanation is that the changes in ex-
pression in PIN2 in ctrl-1 seedlings alter auxin redistribution and re-
sponse, which in turn, result in the short root phenotype, and the
reduced cell elongation zone in corl-1 primary roots. In support of this
hypothesis, a very recent article by Vaseva et al. (2018) showed that the
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short roots and ectopic root hair formation in cgJ-1 mutants was re-
lated to an ethylene-auxin signaling crosstalk in the epidermis, and
suggested that the master controller of cell expansion resides in this cell
layer, where it senses the environment and, subsequently drives growth
[45]. Our data clearly supports this assumption by demonstrating that
both CTR1 and PIN2 are required for indeterminate root growth.

Confirmation that aberrant auxin redistribution and concentration
alters root development, are data from NPA treatment, which induced
the accumulation of auxin in the root meristem of WT seedlings via
inhibiting basipetal auxin transport [46]. The importance of the basi-
petal auxin stream for ethylene sensitivity of root growth depends on
expression of auxin transporter proteins such as PIN1, PIN2, and the
influx carrier AUX1, which are transcriptionally up-regulated in re-
sponse to ethylene. Hence, that either IAA or ACC treatment up-reg-
ulates PIN2 in the external cell layers of the root tip in WT seedlings,
may reflect an increased capacity to redistribute auxin. Moreover, in
ctrl-1 mutants, the increased PIN2 levels provide a means for auxin to
reach elongating cells because it is the pivotal transporter in the basi-
petal distribution pathway that impacts root hair formation and
growth. Accordingly, loss of function in PIN2 renders roots agravitropic
and affects root hair formation, which correlates with ethylene in-
sensitivity [47-50].

In the past decades, two major pathways have been proposed as
indispensable for the maintenance of the RSCN, proper RAM activity
and root growth. In one hand, the SCR-SHR pathway plays a critical
role in RSCN maintenance since single and double mutants in SCR and

SHR develop differentiated meristems soon after germination [20]. On
the other hand, the AUXIN-PLETHORA pathway, which involves as
important players PIN proteins, supports the indeterminate program of
the roots. Halted root growth has been reported for Arabidopsis pltIplt2
double mutants between 6-9 days after germination [25]. Our data
provide an important insight for a direct role of ethylene in regulating
meristem activity that is likely dependent upon the activity of CTR1 and
its downstream interacting protein EIN2 (Fig. S4), since the root phe-
notype correlates with the drastic change in PLT1:GFP expression and
the mild, but evident, reduction in PLT2:CFP in the roots of corl-1
mutant. This conclusion is reinforced by the facts that ein2-1 mutants
had a marked resistance to auxin induced root growth inhibition that
correlates with the loss of PIN2:PIN2:GFP induction by ACC or [AA
treatments and because root traits affected in cor7-1 mutants could be
restored in crl-Tein2-1 double mutants.

We also report that both SCR and SHR expression pattemns are di
minished in the roots of ctrl-1 mutant seedlings. These observations
suggest that CTR1 acts as a negative regulator of the ethylene response
in the RAM, upstream of PLT1, SCR and SHR and is important to sustain
RSCN maintenance. In crl-1 mutant seedlings, the RAM function is
affected but still active by 15 days, while seedlings of car1-Teiri-1 (pin2)
double mutants develop a fully differentiated RAM few days after
germination, similarly to that observed in pltiplt2 double mutant and in
SCR and SHR mutants. This suggests that in a situation where ethylene
response is active in the RAM, such as under stressing growth condi-
tions, PIN2 action attenuates the ftransit from indeterminate to
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Roots play the critical functions of anchoring the plant and taking
up water and nutrients and thus, sensing the environment may help
plants to adjust their growth rate and developmental patterns. An im-
portant question is how the quiescent center, initial cells and the
meristem respond to changes in biotic and abiotic conditions, but this
remains to be investigated. The crosstalk between ethylene and auxin
signalling during plant adaptation to low nutrient or metal stress is
emerging as a key element in signal integration processes in root
meristems. For instance, plants adjust their root architecture to low
phosphate (Pi) conditions through determinate growth of primary
roots, which promotes lateral root formation and root hair develop-
ment. These responses are thought to strengthen the plant adaptive
capacity for a better P acquisition and use [6,51,52]. A hallmark of low
Pi stress in the primary root is a strong reduction of cell division and
elongation, and promotion of differentiation events [7,53]. Although
the precise role of ethylene signaling working either independently
[54] or in concert with auxin [10] to regulate the stem cell niche and
root growth is under ongoing research, our findings that mutation of
CTR1 and EIR1(PIN2) extend the roles of ethylene in the regulation of
the stem cell niche, which may also occur under environmental stress
and will help us to gain a better understanding of the possible con-
nection between CTR1-dependent signaling and the recently reported
function of the root cap in phosphate nutrition [55]. Together our data
positions the Arabidopsis CTR1 kinase and the auxin transporter PIN2
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Fig. 9. Mutation of crl and eirl causes pri-
mary root to enter a determinate root devel-
opmental program. (A) Primary root length,
(B) meristem length and (C) meristem cell
number in Col-0, crl-1, eirl-1 single mutants
and cgr1-Teir1-1 double mutant. At 7 days after
germination, double mutants show an ex-
tremely short root with determinate growth as
show by the absence of meristematic cells. (D)
Confocal micrographs showing internal root
structure, with protoxylem approaching the
quiescent centre zone. Green lines show be-
ginning and end of meristem. Arrows indicate
xylem and root hairs. Values shown are the
mean + SE, n= 30 for Col-0 and single mu-
tants and 10 for double mutant. Different let
ters represent independent statistical groups
(P < 0.05). Micrographs were taken at 7 days
after germination with a propidium iodide
counter stain. (For interpretation of the refer-
ences to colour in this figure legend, the reader
is referred to the web version of this article).

ctr1-1 eir1-1

for the genetic regulation of indeterminate primary root growth.
Ethylene has been traditionally considered a stress hormone, in-
vestigating the possible roles of environmental stressors on stem cells,
cell division or differentiation programs and their possible connection
with CTR1 and downstream effectors likely via phosphorylation events
will help clarify the adaptive relevance of determinate root growth
programs.
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Supplementary material

Days after germination

eto3-1 eto1-1 ein2-1 Col-0

ctr1-1

Figure S1. Ethylene signaling inhibits Arabidopsis primary root growth and promotes
root hair growth and development. Representative images of the primary root tip of WT
(Col-0), and ein2-1, etol-1, eto3-1 and ctrl-1 mutant seedlings in a 12-day kinetic
experiment. Ethylene overproducing and constitutive response mutants efol-1, eto3-1 and
ctr1-1 develop longer and denser root hairs at the root tip. n=30. Scale bar: 250 pum.
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Days after germination

ctr1-1/CycB1:uidA  CycB1:udiA

EXP7:udiA

ctr1-1/EXP7:uidA

Figure S2. Mitotic activity and cell differentiation in WT and ctrl-I mutants.
Representative photographs of CyeBl:uid and EXP7:uid4 in WT (Col-0) and ctrl-1
mutants in a 12-day kinetic experiment. Note that CycBI domain occurs in fewer cells; and
concomitantly EXP7 is expressed closer to the root tip in c#rl-1 mutants. Representative
images were taken from at least 10 individuals per line and treatment. Scale bar: 100 pm.
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Figure S3. EIN2 loss-of-function confers IAA resistance and disrupts inducible
expression of PIN2 by ACC and IAA. (A) Growth of WT (Col-0) and ein2-/ mutants side
by side in medium without auxin or supplemented with increasing IAA concentrations. (B)
Primary root length of plants 7 days after germination. (C) PIN2::PIN2::GFP expression in
WT and ein2-] seedlings under standard growth conditions or supplemented with 0.4 pM
ACC or 0.12 uM TAA. (D) Relative fluorescence quantification for 10 seedlings.
Micrographs were taken 7 days after germination and a propidium iodide counter stain was
applied to show expression domains. Scale bar: 100 pm. Different letters in graphs
represent means that differ statistically (P<0.05). The experiments were repeated three
times with similar results.
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La mitad oculta de las plantas

Alejandro Méndez Bravo

mas, tamanos y estilos de vida, y ya sea que

habiten un bosque, un huerto o un jardin, exis-
ten elementos comunes entre ellas. La mayoria tie-
ne un tallo o un tronco que le sirve de sostén, hojas
donde producen energia mediante la fotosintesis,
y frecuentemente flores y frutos que permiten su
reproduccion. Si bien, estas estructuras parecen
suficientes para definir a una planta, existen otras,
frecuentemente ocultas ante nuestra vista; sin las
cuales su existencia seria imposible. Estamos ha-
blando de las raices.

| as plantas presentan una gran variedad de for-

El origen de las raices

Las plantas evolucionaron en tierra firme, a
partir de las algas verdes. Entonces, estaban re-
presentadas por parientes de los musgos y las he-
paticas modernas; las cuales carecian de raices
y tejidos transportadores. Todos sus tejidos po-
seian la capacidad de absorber agua y minerales
disueltos en ella, pero no podian vivir mas que en

Coordinacion de Ir igacion Cientifica
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zonas con humedad constante y agua corriente.
Hace aproximadamente 416 millones de afos,
en el periodo Devonico, aparecieron las primeras
raices, que evolucionaron a partir de los rizoides,
estructuras encargadas de anclar las plantas al sue-
loyalasrocas.

En un principio eran raices sencillas que pe-
netraban el suelo en el orden de los milimetros, y
seguian dependiendo de la acumulacion de agua
en estos estratos superficiales. Conforme aumen-
taron en complejidad, fueron desarrollando tejidos
especializados para el transporte (el xilema lleva la
solucion de agua y minerales a la parte aérea y el
floema los productos de la fotosintesis hacia la raiz)
que adquirieron ademas la capacidad de engrosar
radialmente; lo que les permitid explorar suelos
mas profundos y adquirir el agua de estratos cada
vez mas inferiores. Este fortalecimiento hizo las rai-
ces mas resistentes y permitié a las plantas adquirir
tamanos cada vez mayores. Basados en el registro
fésil, hoy se sabe que, para finales del Devonico
(hace unos 360 millones de anos), existieron bos-
ques de licopodios, helechos y coniferas de hasta
30 metros de altura.

Funciones y datos interesantes de las raices

Las raices ramifican irregularmente en pa-
trones generalmente complejos que les permiten
explorar el suelo tanto de forma vertical como hori-

zontal. Dichas ramificaciones aumentan el area de
contacto para la adquisicion de agua y nutrientes.
Se sabe por ejemplo que la raiz de una sola planta
de centeno (Secale cereale), estd compuesta hasta
por 14 millones de ramificaciones que dispuestas
una tras otra pueden medir hasta 623 km de longi-
tud (sinincluir a unos 14 billones de pelos radicula-
res). jTodo contenido en un cubo de 23x23 cm! De
tal manera que el peso seco de la biomasa de la raiz,
puede igualar, e incluso duplicar el de las partes aé-
reas de muchas plantas.

Ademas, las numerosas ramificaciones fun-
cionan como contrafuertes que le permiten a las
partes aéreas acumular enormes cantidades de ma-
teria y lidiar al mismo tiempo contra las fuerzas de
la gravedad, del viento y de las corrientes de agua.
Es esta capacidad de anclaje en el suelo la que hace
posible que algunos arboles puedan alcanzar mas
de 100 metros de altura (Sequoia sempervirens).

Las raices de algunas especies como la papa
(Solanum tuberosum) o la zanahoria (Daucus carota)
tienen la capacidad de almacenar grandes cantida-
des de agua y reservas energéticas y representa
una adaptacion para lidiar contra climas hostiles y
suelos pobres en nutrientes. Las raices de algunas
plantas como las orquideas (familia Orchidaceae)
crecen en los arboles o rocas y no en el suelo, y son
capaces de realizar fotosintesis para optimizar su
desarrollo. Otras plantas como los manglares (di-
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ferentes especies) forman en sus raices tejidos es-
pecializados para permitir la oxigenacion, ya que
crecen en aguas estancadas pobremente aireadas.

¢Por qué estudiar las raices?

El crecimiento continuo de las raices se debe
a la generacion de células en regiones ubicadas en
sus extremos, llamadas meristemos. Las células de
los meristemos mantienen un estado indiferencia-
do, lo que quiere decir que tienen la capacidad de
formar parte posteriormente de cualquiera de los
tejidos que componen a una raiz.

Este estado indiferenciado es producto de
un complejo sistema de regulacidon genética que
funciona mediante un conjunto de sustancias co-
nocidas como reguladores del crecimiento vegetal
o, fitchormonas. Las fitohormonas son producidas
por las plantas o por microorganismos en el suelo
y variaciones en sus concentraciones o interaccio-
nes entre ellas modifican el funcionamiento de los
meristemos y por ende el crecimiento de las raices.

“-/1[';1\_
®

http:/fwww.botanica.cnba.uba.ar/Pakete/3er/LaPlan-
tas/7777/LaRaiz.html

http:/fwww.ibt.unam. mx/computo/pdfs/libro_25_aniv/ca-
pitula_18.pdf

Gonzalez, C. Blog La Planta. La Raiz
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Si un meristemo pierde su estado indiferenciado, la
raiz pierde la capacidad de seguir creciendo pero en
cambio puede dar lugar a ramificaciones que mol-
dearan la forma de la raiz para conferirle la mejor
adaptacion posible ante determinadas condiciones
ambientales (presencia de contaminantes, obsta-
culos como rocas o suelos altamente compacta-
dos).

El conocimiento de los efectos de estas fito-
hormonas, asi como de los genes que controlan la
actividad de los meristemos representa una herra-
mienta biotecnolégica muy importante. Asi por
ejemplo, si se identifican los genes responsables de
permitir el crecimiento a plantas resistentes a altas
concentraciones de contaminantes, o a bajas con-
centraciones de nutrientes; se vuelve posible gene-
rar cultivos modificados genéticamente con dichas
caracteristicas y solventar asi problemas del campo
que beneficien directamente a la calidad de vida de
las personas.

Dubrovsky, J.D. y Shishkova S. (2007). Enigmas de la raiz: la
parte oculta de la planta. En: Biotecnologia, Capitulo 28, pp.
201-212.
http://www.ibt.unam.mx/computo/pdfs/libro_z5_aniv/capi-
tulo_28.pdf
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7. DISCUSION Y CONCLUSIONES

El etileno es un regulador del crecimiento vegetal cuya sintesis ocurre a lo largo de
todo el ciclo de vida de las plantas, desde la germinacion hasta la reproduccion y
senescencia. Cabe destacar que a pesar de estar presente en la mayor parte de
los procesos del desarrollo, su produccion se ve estimulada bajo condiciones de
estrés y de manera general, se puede decir que promueve respuestas adaptativas.
En lo que compete al sistema radicular, esta bien caracterizado que tiene un
efecto represor de la elongacion de la raiz primaria, a la vez que estimula la
formaciéon de pelos radiculares (Pierick et al., 2006; Feng et al., 2017). Desde el
punto de vista adaptativo, bajo condiciones como de sequia o escasez de
nutrientes minerales, estas respuestas indican que hay una optimizacion de
recursos para aumentar la capacidad de exploracion y absorcion (Voesenek et al.,
2015).

Durante varias décadas se acepté de manera general que el etileno reprime el
crecimiento de la raiz primaria mediante la inhibicion de la elongacion celular
promoviendo un transito celular incrementado hacia la zona de diferenciacion,
descartandose su intervencion en la actividad del meristemo (Le et al., 2001;
Swarup et al., 2007; Ruzicka et al., 2007). Contrario a esta observacién, Ortega et
al. (2007), mostraron que la aplicacion exdgena de etileno promueve la divisién de
las células del centro quiescente sin alterar su identidad, o aquella de las células
iniciales que lo rodean. Con base en estos antecedentes, en nuestro grupo de
trabajo se observd que mutantes inducidas en la sintesis de etileno (efo71-1, eto3-
1) asi como la mutante ctr1-1 cuya ruta sefalizacion esta inducida
constitutivamente presentaba alteraciones en la morfologia de su region
meristematica, por lo que nos avocamos a investigar si el etileno, o bien alguno de
los componentes de su sefalizacion pudieran estar afectando dicha actividad.
Efectivamente, encontramos que estas mutantes presentan una disminucion en la
expresion del reportero de actividad mitética CycB1:uidA y que por el contrario, la
mutante insensible al regulador ein2-1, en elemento corriente debajo de CTR1,
presenta una mayor actividad mitética respecto a plantas con genotipo silvestre
Col-0. Mediciones tisulares muestran que ctr1-1 presenta un meristemo 50%
menor que esta compuesto por apenas el 45% de células respecto a las de Col-0.
(Méndez-Bravo et al., 2019). En este tenor, se mostré en otro trabajo que el etileno
disminuye el numero de células que conforman el meristemo mediante la
interaccion del receptor ETR1 con SHORT HYPOCOTYLZ2, un represor de la
sefializacion de auxinas (Street et al., 2015). Este ultimo resultado es interesante,
sin embargo soporta la hipotesis de la existencia de un mecanismo de
sefalizacion de etileno diferente al candnico donde en presencia de etileno ETR1
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desfosforila e inactiva a CTR1, que desfosforila a EIN2 y promueve la activacion
de EIN3 y EIL para promover la transcripcién de los ERFs que desencadenenan
en las respuestas fisologicas caracateristicas mencionada en los antecedentes, lo
cual a falta de mayor evidencia experimental resulta complicado de explicar
(Zhang et al., 2014).

Los fenotipos mostrados por las mutantes en la ruta canonica del etileno ctr1-1, y
ein2-1, asi como la modificacion diferencial en la actividad mitética en los
meristemos de mutantes sobreproductoras de etileno, nos indican que estos
elementos forman parte importante del mecanismo regulatorio responsable de
estos procesos. Ademas, acorde con la literatura, de donde sabemos que entre los
elementos de respuesta a etileno, se encuentran los genes WEI2/ASAT y
WEI7/ASB1 que codifican proteinas que intervienen en la sintesis de AlA en el
meristemo; obtuvimos que ctr1-1 presenta una actividad auxinica incrementada en
el centro quiescente, células iniciales, columela, cofia y epidermis, evidenciada por
la fluoresencia del reportero DR5:GFP (Stepanova et al., 2005; Ikeda et al., 2009).
Este evidente incremento en la actividad auxinica sugiere que ademas de un
incremento en la sintesis del AlA, se lleva a cabo una distribucion aberrante del
mismo en la region meristematica y en conjunto pueden explicar en parte, el
fenotipo corto de su raiz. Asi, disminuye la zona de elongacion celular, que en
ctr1-1 equivale al 20% y estda compuesta por una fraccion similar de células
respecto a las de las plantas normales (Méndez-Bravo et al., 2018); en tanto se
observa la formacion acelerada e incremento en la longitud de los pelos
radiculares hacia la punta de la raiz (Tanimoto et al., 1995; Pitts et al., 1998;
Ruzica et al., 2007).

De manera normal, el AIA producido en el nicho de células iniciales circula en
sentido basipétalo (de la base hacia la punta) y acropétalo (de la punta hacia la
base) formando un flujo que asemeja una fuente y que provee una concentraciéon
optima para el funcionamiento del meristemo y promueve la formacién de pelos
radiculares en la epidermis diferenciada (Swarup et al., 2007). El transporte
acropétalo en la epidermis esta dado por la actividad del transportador de AlA,
PIN2. La redistribucion del flujo auxinico mostrada en ctr7-1 sugiere que las
respuestas al etileno inducen el movimiento acropétalo de AIA mediante la
induccion de los niveles de PIN2. A continuacion se analizo la expresion de PINTy
PINZ2 en ctr1-1 mostrando que efectivamente, la expresion de PIN2 se encuentra
incrementada mientras que PINT1 muestra una clara represion, indicando que se
interrumpe el flujo en el sentido basipétalo promoviendo la acumulacion de AlA.
Los transportadores PIN participan en la regulacion de la actividad del meristemo,
y su transcripcion esta a su vez inducida en respuesta al AlIA, por lo que la
alteracion de sus niveles y patrones especificos tiene consecuencias directas
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sobre los procesos de division, elongacién y diferenciacion celular (Sabatini et al.,
1999; Friml et al., 2002; Vaseva et al., 2018).

Para reforzar este punto, crecimos plantas silvestres Col-0 y ctr1-1 en medio
suplementado con acido naftil-talamico (NPA) el cual impide la correcta
localizacion de los transportadores PIN en la membrana plasmatica, reprimiendo
su actividad e induciendo una acumulacion de AlA en la region apical de la raiz, lo
que inhibe la elongacion de la misma e induce la formacién de pelos radiculares
(Swarup et al., 2007) de manera similar a ctr1-1; indicandonos que CTR1 juega un
papel importante en la regulacion de los transportadores de AlA, especificamente
de PIN2. Ademas estos datos sugieren que CTR1 se encuentra corriente arriba de
PIN2 en la regulacion de la elongacidén y la diferenciacion celular de la raiz
primaria.

Respecto a la regulacion genética del mantenimiento en la actividad del
meristemo, se conocen dos rutas. Una involucra a los factores de transcripcion
PLETHORA (PLT1-4), cuyos niveles de transcripcion coinciden con la formacion
del gradiente de concentracion de auxinas en el meristemo mediante la actividad
de los tranportadores PIN y se incrementan mediante la adicion exdégena de AlA.
Entre sus blancos genéticos se ha descrito la activacion de varias ciclinas y
cinasas dependientes de ciclinas que promueven la actividad mitética, asi como la
represion de genes que favorecen la diferenciacidn celular. Acorde a esto, su
transcripcion y la concentracién de sus productos disminuyen progresivamente
hacia la zonas de elongacion y diferenciacion (Santuari et al., 2016).

Las mutantes sencillas en plt1 y plt2 presentan distintos grados de alteraciones en
la morfologia de su meristemo mientras que la doble mutante plt1plt2 presenta un
crecimiento determinado a los pocos dias después de la germinacién, indicando
que de esta familia genética, estos dos elementos son escenciales para el correcto
desarrollo de la raiz (Galinha et al., 2007; Blilou et al., 2005; Ding y Friml, 2010).
Debido a que ctr1-1 presenta alteraciones importantes en la expresion de PINT y
PIN2, asi cmo un meristemo con actividad mitética reprimida, pensamos que la
expresion los genes PLT se encontraria afectada. Analizamos la expresion de
PLT1y PLT2 durante 12 dias después de la germinacién mediante construcciones
reporteras transcripcionales y obtuvimos que sucede una disminucion progresiva
de la expresién de PLT1 que cae abruptamente entre los dias 6 y 9 después de la
germinacion. PLT2 por su parte mantiene niveles constantes a lo largo de la
cinética, pero significativamente menores que los de plantas silvestres.
Previamente habiamos observado que la adicién del precursor biosintético del
etileno ACC tiene un efecto inhibidor sobre PLT1 y PLT2 que es independiente a
la induccidn que provoca en la sintesis, transporte y respuestas a AlA. Estos datos
indican que el etileno tiene un efecto represor sobre la expresion de estos factores
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de transcripcion y que por lo tanto su papel en el mantenimiento del desarrollo
indeterminado de la raiz es importante y se encuentra regulado en gran parte por
CTR1, independientemente del incremento en la biosintesis y las subsecuentes
respuestas al AlA inducidos como parte de las respuestas a etileno.

La otra ruta implicada en el mantenimiento del meristemo esta constituida por los
factores de transcripcion SHR y SCR. Mutantes sencillas y dobles en estos genes
provocan un fenotipo de raiz con crecimiento determinado en tiempos que
coinciden con los de la doble mutante plt1plt2 (Lucas et al., 2011; Helariutta et al.,
2000). La expresion de estos factores de transcripcién no se ve alterada ni por la
adicion de AlA ni de ACC en el medio de crecimiento, sin embargo, en ctr1-1 se
observa una disminucion progresiva que alcanza niveles minimos entre los dias 6
y 9 después de la germinacion. En conjunto, estos datos indican que CTR1 ejerce
una regulacion importante y positiva sobre PLT1, PLT2, SHR y SCR; y que se
encuentra corriente arriba de estos en la regulacion de la actividad del meristemo.
Si bien los niveles y la actividad de los factores de transcripcién son minimos, son
suficientes para mantener un crecimiento indeterminado de la raiz primaria, ya que
se detectan rastros de actividad incluso hasta los 18 dias después de la
germinacion. En los mismos tiempos analizados, el reportero CycB1:uidA continua
expresandose, si bien en una regién equivalente a un 40% a la de plantas
silvestres, asi como el reportero EXP7:UidA de diferenciacion, cuya expresion no
se llega a detectar en la regidn mas apical la raiz primaria de las mutantes ctr1-1.
Especificamente, el hecho de que los niveles de expresion de PLT2 se mantengan
constantes, indica que este elemento en particular tiene un papel preponderante
en la promocion del desarrollo indeterminado bajo condiciones de estrés ambiental
y exposicion prolongada al etileno. Por otra parte, la regulacion de CTR1 sobre la
expresion de SHR y SCR genera nuevos cuestionamientos, pues la expresion de
construcciones reporteras de la misma no muestra alteraciones ante la adicion de
AIA o ACC en los medios de crecimiento (Yoo y Sheen, 2008).

La raiz primaria de ctr1-1 como ya vimos, presenta alteraciones en los procesos
de transporte de AIA, asi como los niveles de expresion de los factores de
transcripcion PLT, SHR y SCR y sin embargo, no cambia a un programa
determinado de crecimiento. Para ahondar en la importancia biologica de la
regulacion de CTR1 sobre PIN2 decidimos elaborar una mutante doble ctr1-1eir1-
1(pin2). Se obtuvo una poblacién segregante cuyos fenotipos arrojaron
proporciones de 9 plantas silvestres: 3 ctr1-1: 3 eir1-1: 1 ctr1-1eir1-1, esperada
para dos mutaciones recesivas. A diferencia de ctr1-1, eir1-1 tiene una raiz
primaria mas larga con una escasa formacién de pelos radiculares y crecimiento
agravitropico, por lo que la seleccion de los fenotipos fue un proceso
metodolégicamente sencillo. El fenotipo correspondiente a la doble mutacion es el
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de una raiz primaria extremadamente pequefa cuyo crecimiento se vuelve
determinado y por ende se diferencia completamente, proceso evidenciado por la
presencia de pelos radiculares en la punta de la raiz, haces vasculares
completamente desarrollados en esta misma region y ausencia de meristemo en
tiempos menores a los 7 dias después de la germinacion. Este resultado nos
indica que la correcta expresidén y actividad tanto de CTR71 como de PINZ2 es
necesaria para la persistencia de un desarrollo indeterminado. Asi mismo, sugiere
que bajo condiciones de estrés donde la sintesis de etileno se mantiene inducida
durante periodos prolongados, PIN2 funciona como un mecanismo atenuante de
las respuestas negativas del mismo sobre la actividad del meristemo de la raiz
primaria, e impide el cambio a un programa determinado del desarrollo. Las
implicaciones fenotipicas obtenidas pueden corresponder a una respuesta
adaptativa ante situaciones como la sequia, la baja concentracion de fosfato en el
suelo y la contaminacion por metales pesados en los que se observan fenotipos
similares a los de ctr-1eir1-1 (Lépez-Bucio et al., 2002; Sanchez-Calderdn et al.,
2005; Ruiz-Herrera y Lopez-Bucio, 2013).

Un aspecto débil de nuestros resultados era el hecho de que solamente se estudio
un alelo mutante de CTR. Si bien existen reportes de otros alelos como btk (lkeda
et al., 2009) y ctr1-2 (Kieber et al., 1993; Street et al., 2015), cuyos fenotipos de
raiz primaria son mas moderados que cir1-1, los procesos alterados son
basicamente los mismos. Ademas, el tiempo que implico la movilizacion de
transgenes reporteros a esta mutante, asi como la elaboracion de dobles mutantes
hacian inviables analisis similares con otros alelos. El hecho de usar un solo alelo
mutante, obtenido por tratamientos con etil metano sulfonato (EMS) no descarta la
existencia de mutaciones en otros genes y/o efectos pleiotropicos inespecificos.
Por esta razon, decidimos realizar una doble mutante ctr1-1ein2-1, y asi
corroborar que el fenotipo observado en cir1-1 esta relacionado con su
participacion en la ruta de sefnalizacion del etileno. La generacion F2 segregante
se crecio en medio suplementado con ACC 0.4 uM, que inhibe el crecimiento de la
raiz de las plantas silvestres, y nos permiti6 seleccionar las diferentes
combinaciones genéticas.

Los fenotipos obtenidos ocurrieron en una proporcion de 9 plantas silvestres (con
inhibicién de la elongacion de la raiz primaria equivalente a un 50% por el ACC y
pelos radiculares largos): 3 mutantes ctr1-1 (raiz corta y pelos radiculares
caracteristicos de la mutante): 3 mutantes ein2-1 (insensibles a la inhibicion de la
elongacion de la raiz y pelos radiculares cortos): 1 doble mutante ctr1-1 ein2-1
(raiz primaria insensible al ACC en la elongaciéon de la raiz primaria, pelos
radiculares con longitud intermedia entre Col-0 con ACC y ein2-1). De esta
manera, con un fenotipo que restaura la afectacion de citr1-1 en las zonas
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meristematica y de elongacion de la raiz primaria, la doble mutante refuerza la
localizacion de CTR1 corriente arriba de EIN2 en la ruta de sefializacion del etileno
y nos permite concluir que el fendétipo de ctr1-1 no es inespecifico, sugieriendo que
los mecanismos involucrados en los procesos analizados involucran elementos
corriente abajo en la misma ruta de sefalizacion. Complementariamente y con el
fin de reforzar estos resultados, analizamos la expresion del transgen reportero
PIN2:PIN2:GFP en la mutante sencilla ein2-1 crecida en adicion de ACC 0.4 uM y
AIA 0.12 uM y obtuvimos que este mantiene niveles de expresion que no varian
significativamente de los obtenidos por la mutante en condiciones control, al
mismo tiempo que la raiz primaria presenta una resistencia marcada a los efectos
de la adicion de auxinas.

Por otra parte, la elongacion de los pelos radiculares en respuesta al ACC
presente en la doble mutante ctr1-1 ein2-1 no era esperada en el fenotipo. Este
fendbmeno sugiere dos posibles escenarios. Uno de ellos en el que este proceso
involucra una inducciéon de la expresion de PINZ2, regulador positivo de la
diferenciacion de la epidermis, por parte de CTR17; independientemente de EIN2.
La estructura terciaria de CTR1 asi como su actividad de cinasa la relacionan con
la familia RAF de MAPKKK’s, que se encuentran corriente debajo de un receptor y
activan por fosforilacion a una MAPKK que finalmente activa a una MAPK
(Morrison, 2012). Estos circuitos regulatorios se encuentran ampliamente
conservados en los eucariontes y conllevan a la percepcion de una gran variedad
de estimulos ambientales para conferir una respuesta adaptativa o deletérea,
segun la naturaleza e intensidad del estimulo. Esta posibilidad se vuelve plausible
pues se ha comprobado que existen en todos los transportadores PIN, secuencias
especificas para el reconocimiento de MPK’s con subsecuentes modificaciones
postraduccionales que alteran su actividad (Dory et al., 2018). Por ejemplo, se
sabe que un circuito integrado por MKK7-MPK6 fosforila a PIN1, impidiendo la
polaridad en su localizacion en la membrana plasmatica e induciendo asi las
ramificaciones en el meristemo floral de A. thaliana (Jia et al., 2016). De esta
manera, bajo condiciones favorables para el crecimiento, CTR1 podria estar
activando una MKK-MPK que previene la localizacién de PIN2 y mantiene el flujo
de AIA en niveles 6ptimos para la formacion del maximo de auxinas en el
meristemo. A la fecha ha resultado complicado demostrar, o bien refutar la
posibilidad de que CTR1 forme parte de estos complejos y pueda asi esclarecerse
este supuesto (Hahn y Harter, 2009).

El otro escenario abonaria a la teoria de una ruta alternativa de sefializacién del
etileno donde interviene la actividad de elementos diferentes a CTR1 y a EIN2
actuando corriente debajo de los receptores y cuya identidad es a la fecha,
putativa (Zhang et al., 2014). Asi, estos resultados abren un panorama mas amplio
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para el estudio de los proceso de elongacién de los pelos radiculares, que de
manera general se atribuye al AlA, e indican que la interaccion entre elementos
sefalizadores del etileno y de las auxinas involucra procesos regulatorios bastante
complejos.

Finalmente, los conceptos que emergen de los resultados este trabajo pueden ser
representados en un modelo presente en el material suplementario del CAPITULO
I, en el cual se presenta a CTR1 en la parte superior que se encuentra regulando
negativamente la actividad de EIN2 por una parte y la sintesis de AlA por la otra.
En un escenario donde esto sucede normalmente, la actividad de PIN2 se
mantiene en niveles suficientes para promover la correcta expresion y actividad de
los factores de transcripcion PLT1y PLT2, SHR y SCR permitiendo el crecimiento
indeterminado de la raiz primaria.

7.1 Resumen de resultados

1. Mutantes en los procesos de sintesis y sefalizacion del etileno alteran la
elongacion de la raiz primaria y la actividad mitética de sus meristemos.

2. De estas, la pérdida de la funcion del regulador negativo CTR1, disminuye en
un 50% la longitud y el numero de células del meristemo y muestra un impacto
mas profundo en la inhibicion de la zona de elongacion.

3. Estos efectos correlacionan con un incremento en la concentracion de AlA 'y la
actividad auxinica en la regién del meristemo, asi como una disminucion en el
transporte basipétalo de AIA propiciado por una disminucion de la expresion de
PIN1 y un aumento en el sentido acropétalo por un aumento de PIN2.

4. CTR1 es un regulador positivo de la expresion de los factores de transcripcion
PLT1y PLT2.

5. CTR1 es un regulador positivo de la expresion de los factores de transcripcion
SHRy SCR.

6. La doble mutante ctr1-1 eir1-1 (pin2) muestra un crecimiento determinado.

7. La doble mutante ctr1-1 ein2-1 restaura la actividad meristematica y de la zona
de elongacion de la raiz primaira de ctr1-1.

7.2 Conclusiones Generales

Los resultados principales de este trabajo de investigacién aportan informacion
respecto a los mecanismos genéticos y celulares de un proceso inherente a la
naturaleza de las plantas como lo es el desarrollo indeterminado. Primeramente,
gueda de manifiesto que el etileno participa de manera importante en la actividad
e identidad del meristemo de la raiz primaria y que parte de los efectos son
independientes a la ampliamente estudiada interaccion de componentes de las
rutas del etileno y de las auxinas. Particularmente, el etileno reprime la expresion
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de los factores de transcripcion PLT1 y PLT2 mientras que el AlA la estimula.
Ademas se muestra que la pérdida de la funcion del regulador negativo de las
respuestas al etileno, CTR1, que muestra alteraciones importantes en los
procesos de division y de elongacion celular en la raiz primaria, inhibe la expresion
de SHR y SCR cuya actividad es redundante con la de PLT1y 2 en la promocién
de la actividad meristematica. Mediante estudios de dobles mutantes se muestra
que estos efectos ocurren mediante la interaccion corriente debajo con EIN2 y que
dichas afectaciones fenotipicas conllevan a un desarrollo determinado cuando se
pierde la funcion del transportador de AlA, PIN2. De esta manera se propone que
los niveles celulares de PIN2 aumentan, incrementando su funcion como un
mecanismo atenuante de las respuestas a la exposicion prolongada a altas
concentraciones de etileno, propiciadas por ejemplo por estrés ambiental de
diversas indoles. Como perspectivas de investigacion, queda esclarecer los
elementos, posiblemente corriente debajo de EIN2, o independientes de este; que
conllevan a la inhibicidn de la expresion de SHR y SCR, asi como estudiar bajo el
enfoque de las evidencias comentadas en la discusion, los procesos del desarrollo
de los pelos radiculares y la participacion de CTR1 en la morfologia de la cofia y la
columnela.
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9. ADDENDA

9.1. Addendum |I. The volatile 6-pentyl-2H-pyran-2-one from Trichoderma
atriviride regulates Arabidopsis thaliana root morphogenesis via auxin
signaling and ETHYLENE INSENSITIVE 2 functioning

Este suplemento corresponde a un articulo de investigacion de nuestro grupo de
trabajo en el que se particip6 como co-autor. El mismo se publicé en el afo 2016
en la revista New Phytologist, indizada en el Journal Citation Reports (JCR).

9.2. Addendum Il. Mecanismos de tolerancia de las plantas a los metales
pesados

Este suplemento corresponde al capitulo nimero 10 del liboro FRONTERAS EN LA
BOLOGIA: SENALIZACION Y COMUNICACION DE LAS PLANTAS, mismo que
se termin6 de editar en el 2018 por los Doctores en Ciencias, Elda Beltran Pefa
(i), José Lopez Bucio (ii) y Miguel Martinez Truijillo (iii); investigadores del Instituto
de Investigaciones Quimico Bioldgicas (i y ii) y de la Facultad de Biologia (iii) de la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Se participé como co-autor
del capitulo.
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Summary

e Plants interact with root microbes via chemical signaling, which modulates competence or
symbiosis. Although several volatile organic compounds (VOCs) from fungi may affect plant
growth and development, the signal transduction pathways mediating VOC sensing are not
fully understood.

® 6-pentyl-2H-pyran-2-one (6-PP) is a major VOC biosynthesized by Trichoderma spp.
which is probably involved in plant-fungus cross-kingdom signaling. Using microscopy and
confocal imaging, the effects of 6-PP on root morphogenesis were found to be correlated
with DR5:GFP, DR5:VENUS, H2B::GFP, PINT::PIN1::GFP, PIN2::PIN2::GFP, PIN3::PIN3::GFP
and PIN7::PIN7::GFP gene expression. A genetic screen for primary root growth resistance to
6-PP in wild-type seedlings and auxin- and ethylene-related mutants allowed identification of
genes controlling root architectural responses to this metabolite.

e Trichoderma atroviride produced 6-PP, which promoted plant growth and regulated root
architecture, inhibiting primary root growth and inducing lateral root formation. 6-PP modulated
expression of PIN auxin-transport proteins in a specific and dose-dependent manner in primary
roots. TIR1, AFB2 and AFB3 auxin receptors and ARF7 and ARF19 transcription factors influ-
enced the lateral root response to 6-PP, whereas E/IN2 modulated 6-PP sensing in primary roots.
e These results indicate that root responses to 6-PP involve components of auxin transport

and signaling and the ethylene-response modulator E/N2.

Introduction

Providing healthy food sources, grains, fuels and fiber to an
ever-increasing global population is one of the greatest chal-
lenges of this century. New techniques and products are
needed for sustainable crop productivity without damaging
soil and water resources. The 7richoderma genus includes
species that naturally associate with plant roots and are con-
sidered highly versatile beneficial fungi (Harman ezal., 2004;
Harman, 2011; Mukherjee eral, 2013). Among their various
attributes, 7richoderma spp. benefit agricultural activities, act-
ing as biofungicides and in bioremediation of soils contami-
nated with metals or chemical wastes, and eliciting plant
development and defense (Chang ezal., 1986; Bjorkman ezal.,
1998; Bjorkman, 2004; Vargas eral, 2009; Velizquez-
Robledo eral, 2011; Samolski eral, 2012; Pereira etal.,
2014; Zhao etal., 2014). These fungi produce plant growth-
promoting compounds, which have the capacity to increase
photosynthesis and biomass production and to elicit develop-
mental programs via regulation of gene expression (Chacon
etal., 2007; Shoresh & Harman, 2008; Vargas eral, 2009,
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2011; Harman, 2011; Studholme eral, 2013; Martinez-
Medina eral., 2014; Pereira etal., 2014; Rubio etal, 2014).
Trichoderma virens and Trichoderma atroviride produce the
auxins indole-3-acetic acid (IAA), indole-3-ethanol (IET),
indole-3-acetaldehyde (IALD) and indole-3-carboxaldehyde
(ICALD). These compounds stimulate cell division, elongation
and/or differentiation processes, ultimately increasing the growth
and yield of the plant host (Contreras-Cornejo etal., 2009,
2011). The role of auxins from 7richoderma in plant morphogen-
esis was investigated in detail in Arabidopsis thaliana by Contr-
eras-Cornejo ezal. (2009). Fungal colonization of A. thaliana
roots induced the expression of the auxin-inducible gene marker
DR5:uidA and increased development of lateral roots and root
hairs. It was found that mutations in genes involved in auxin
transport or signaling, including AUXI, BIG, EIRI and AXRI,
reduced the beneficial effects of 7richoderma on biomass produc-
tion and root branching. Interestingly, supplementation of A.
thaliana seedlings with all identified 77ichoderma auxins showed
a dose-dependent effect on biomass production, increasing yield
in small amounts (nM range) but repressing growth at higher
concentrations (mM range). In particular, application of ICALD

© 2015 The Authors
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inhibited primary root growth, induced adventitious root forma-
tion and increased the camalexin concentration in leaves, thus
suggesting a possible connection of auxin signaling with defense
and development (Contreras-Cornejo etal, 2011). Recent
research has further highlighted the critical role of auxin produc-
tion by Trichoderma in phystostimulation not only under stan-
dard growth conditions but also under stress imposed by abiotic
factors (Mastouri ezal., 2010, 2012; Rawat ez al., 2013, Contr-
eras-Cornejo et al., 2014a; Hashem et al., 2014).

The relationship between fungal produced auxins and root
developmental programs clicited by 7Trichoderma was found to
depend on mitogen activated protein kinase (MAPK) signaling
(Contreras-Cornejo ez al., 2015). Co-cultivation of A. thaliana
roots with 7. atroviride modulated lateral root growth and root
hair formation and increased MPKG activity, these effects proba-
bly being dependent on ethylene (ET) and auxin signaling. It was
also found that ET, IAA and TALD produced by the fungus
induced MPKG6 activity, while auxin-inducible DR5:uidA gene
expression was concomitantly enhanced in A. thaliana mutants
defective in the CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE 1
(CTR1) protein, a negative regulator of the ethylene response
pathway, which is thought to function as a MAPK kinase kinase.
Detailed analysis of root hair and lateral root responses to
T. atroviride in A. thaliana wild-type (WT) seedlings and
ethylene-related mutants er], ein2 and ein3 showed that the
effect of ET on root morphogenesis was apparently mediated by
auxin—ethylene crosstalk involving MPKG6, which fine-tunes
seedling growth and development in response to Trichoderma
(Contreras-Cornejo et al., 2015). As a consequence, MPK6, and
its MAP kinase associated cascade, probably involving CTR1 and
other components still to be identified, seems to be a regulation
node to maintain and/or amplify the hormonal effects underlying
plant development and/or defense.

The production of bioactive metabolites in 7richoderma spp. is
strain-dependent and, along with auxins, these metabolites
include volatile and nonvolatile substances such as sesquiterpenes,
6-pentyl-2 H-pyran-2-one (6-PP), gliotoxin, viridin, harzianopy-
ridone, harziandione and pepraibols (Reino e al., 2008; Vinale
etal., 2008). Exposure of A. thaliana seedlings to volatile organic
compound (VOC) blends emitted by 7richoderma increased root
branching and biomass production and accelerated flowering
(Hung et al., 2013; Contreras-Cornejo et al., 2014b). Harziano-
lide and 6-PP promoted growth of pea (Pisum sativum) stems
and tomato (Lycopersicum esculentum) and canola (Brassica napus)
scedlings. Tomato plants sprayed with 6-PP had increased
biomass and a highly branched root system, which may account
for improved water and nutrient acquisition (Vinale ez al., 2008).
These findings suggest that some 7Trichoderma metabolites may
be interpreted by plants as transkingdom signals to modulate
plant morphogenesis, but, currently, little is known about the cel-
lular, genetic and molecular mechanisms by which plants sense
these fungal metabolites.

Because 6-PP is involved in many developmental processes of
fungal growth and has emerged as a plant bioactive metabolite
(Vinale et al., 2008), it is important to uncover molecular com-
ponents specific to root architecture remodeling and their

© 2015 The Authors

New Phytologist © 2015 New Phytologist Trust

Research 1497

relationship with plant genetic programs. Here, we show that
Trichoderma atroviride produces 6-PP, whose concentrations
increase in co-cultivation with A. rhaliana seedling. Supplying A.
thaliana seedlings with 6-PP enhanced shoot and root biomass
production in a dose-dependent manner and improved root
branching and root hair growth. 6-PP did not induce an auxin or
ethylene response in primary root tips or aerial plant parts, but
increased auxin responsiveness in lateral root primordia and dif-
ferentially modulated expression of auxin transporters PINTI,
PIN2, PIN3 and PIN7. A genetic screen for 6-PP resistance
established that this compound required auxin receptors TIR1,
AFB2 and AFB3 and downstream transcription factors ARF7
and ARF19 to stimulate lateral root development. Intriguingly,
strong primary root growth resistance to 6-PP was conferred by a
loss-of-function mutant of the ethylene response regulator EIN2,
which indicates that root response to 6-PP did not occur consti-
tutively in all tissues but rather showed clear preference for speci-
fic root tissues and signaling components. The plant response to
6-PP further uncovered the contribution of a specific component
in the ethylene pathway in root architectural remodeling and
highlights the complex network of signaling molecules involved
in the fungal-plant interaction.

Materials and Methods

Plant material and growth conditions

Arabidopsis thaliana (L., Heynh.) Columbia (Col-0) ecotype, the
transgenic A. thaliana lines DR5:GFP (Outenschliger et al,
2003), DR5:VENUS (Brunoud etal., 2012); H2B::RFP (Bois-
nard-Lorig etal, 2001); CycBl:uidA (Colén-Carmona et al,
1999); PIN1:PINI::GFP (Benkova etal., 2003), PIN2:PIN2::
GFP (Blilou etal., 2005), PIN3::PIN3:GFP (Zidnikova etal,
2010) and PIN7::PIN7::GFP (Blilou ez al., 2005) and the mutant
lines axr1-3 (Lincoln etal., 1990), auxl-7 (Picket etal., 1990),
tirl/afb2/afb3 (Parry et al., 2009), arf7-1/arf19-1 (Wilmoth et al.,
2005), eirl (Roman etal, 1995), errl (Hua & Meyerowitz,
1998), ein2 (Guzman & Ecker, 1990), and ein3 (Chao etal.,
1997) were used for the different experiments. Seeds were sur-
face-sterilized with 95% (v/v) ethanol for 5 min and 20% (v/v)
bleach for 7 min. After five washes in distilled water, seeds were
germinated and grown on agar plates containing 0.2 x
Murashige and Skoog (MS) medium (Murashige and Skoog
basal salts mixture). The MS medium was purchased from Sigma.
Phytagar (commercial grade) was purchased from Gibco-BRL
(Grand Island, NY, USA). Plates were placed vertically at an
angle of 65° to allow root growth along the agar surface and
unimpeded acrial growth of the hypocotyls. Plants were placed in
a plant growth chamber (Percival AR-95L; Percival Scientific,
Perry, IA, USA), with a photoperiod of 16 h: 8 h, light: dark, a
light intensity of 300 pmol m*s™ ', and a temperature of 22°C.

Fungal growth and plant inoculation experiments
Trichoderma  atroviride  Karsten  (formerly  Trichoderma

harzianum) IMI 206040 was used. An inoculum of 1 x 10°
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spores was placed at 5 cm from A. thaliana primary roots germi-
nated and grown for 4d on agar plates containing 0.2 x MS
medium. The plates, which included 10 A. thaliana scedlings
cach, were arranged in a completely randomized design in a Per-
cival AR95L growth chamber. After 3 and 5 d of co-cultivation,
determinations of 6-PP accumulation and plant growth were per-
formed.

Effect of 6-PP on plant growth and development

6-PP (purchased from Sigma) was dissolved in ethanol. To inves-
tigate whether 6-PP could have an effect on A. thaliana growth,
the compound was supplied at different doses (0, 50, 75, 100,
125, 150, 175 and 200 uM) to the plant growth medium. In
control conditions (‘C’ in most figure pancls), we added an
ethanol volume equal to that present in the highest compound
concentration. Petri plates containing 30 plants under different
treatments were placed in a Percival AR95L growth chamber for
10 d to estimate biomass production.

Arabidopsis thaliana root system and primary root (PR) meris-
tem integrity were analyzed with a stereoscopic microscope (Leica
MZ6; Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). All lateral roots
(LRs) that emerged from the PR were counted at x 30 magnifica-
tion. Images were taken with a Samsung SCC 131-A digital color
camera adapted to the microscope and processed with the Zeiss
Axio VisioN 4AC software (Carl Zeiss). PR length was measured
for each root using a ruler. LR density was determined by divid-
ing the LR number by the PR length for each seedling analyzed.

Propidium iodide staining and GFP, VENUS and RFP
detection

For confocal microscopy, solvent- or 6-PP-treated transgenic
A. thaliana seedlings were transferred from the growth medium
to 10mgml ™" propidium iodide solution for 1 min. Secedlings
were rinsed in water and mounted in 50% (v/v) glycerol on
microscope slides. Each sample was analyzed separately for
propidium iodide (with a 568-nm wavelength argon laser for
excitation, and an emission window of 585-610 nm) and GFP,
VENUS or RFP fluorescence (488 nm excitation/505-550 nm
emission, 514 nm excitation/527 nm emission, and 532 nm exci-
tation/588 nm emission, respectively), using a confocal micro-
scope (Olympus FV1000; Olympus Corp., Tokyo, Japan), after
which the two micrographs were merged to produce a final
image. Fifteen independent seedlings were analyzed per line,
and treatment representative images were selected for figure
construction.

Determination of developmental stages of lateral root
primordia

Lateral root primordia (LRPs) were quantified 6 d after germina-
tion. Seedling roots were first cleared to enable LRPs at early
stages of development to be visualized and counted. Each LRP
was classified according to its stage of development as reported by
Malamy & Benfey (1997). The developmental stages are as
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follows. Stage I: LRP initiation (in the longitudinal plane,
approximately eight to 10 ‘short’ pericycle cells are formed).
Stage II: the LRP is divided into two layers by a periclinal divi-
sion. Stage I1I: the outer layer of the primordium divides pericli-
nally, generating a three-layer primordium. Stage IV: an LRP
with four cell layers. Stage V: the LRP is midway through the
parent cortex. Stage VI: the LRP has passed through the parent
cortex layer and has penetrated the epidermis. It begins to resem-
ble the mature root tip. Stage VII: the LRP appears to be just
about to emerge from the parent root.

Analysis of VOCs and 6-PP determinations

The VOCs released by 7. atroviride were analyzed in Petri dishes
containing 0.2 x MS medium with a solid-phase microextraction
(SPME) technique and GC-MS. The compounds were collected
for 1 h with a blue SPME fiber (PDMS/DVB; Supelco Inc., Bel-
lafonte, PA, USA) and desorbed at 180°C for 30 s in the injector
port of a gas chromatograph (Agilent 7890B; Agilent, Foster
City, CA, USA), equipped with an MS detector (5977A; Agilent)
and Mass Hunter Workstation Software (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA) for data acquisition and processing. A
free  fatty acid-phase  capillary  column  (HP-FFAP)
(30 m x 0.25 mm ID; film thickness 0.25 um) was used. In the
operating conditions, helium was used as the carrier gas
(I mlmin~") and the detector temperature was 250°C. The
column was held for 1 min at 60°C, and then programmed to
rise at a rate of 3°Cmin” " to a final temperature of 180°C,
which was maintained for 1 min. Three independent determina-
tions were made. The mass fragments were analyzed using elec-
tron impact ionization at 70 ¢V and a scan rate of 1.9 scans™ .
Fragments were read from 40 to 450 Da, and data were evaluated
using total ion count (TIC). The chromatograms of the cluted
compounds were deconvoluted and their mass spectra matched
with those of the NIST 11 mass spectral database.

The identification of 6-PP was performed by comparing reten-
tion time (Rt) and the mass spectra from an authentic standard
with those obtained in the sample. To estimate the amount of 6-
PP produced by 7. atroviride from 3 and 5 d of growth and dur-
ing the interaction 7. atroviride-A. thaliana, we constructed an
external calibration curve using a 6-PP standard following a simi-
lar method to that established by Polizzi ezal. (2011). A diluted
solution of 6-PP in ethanol was prepared. Petri dishes were filled
with 0.2 x MS medium; upon cooling of the agar, a piece of foil
(1 em?) was placed on the top with different concentrations
(10 uM to 10 mM) of 6-PP. The Petri plates were immediately
closed and sealed with parafilm and analyzed under the same con-
ditions as used for the fungal samples. A good linearity of the cal-
ibration curve (> = 0.999) was found.

Data analyses

For all experiments with WT and mutant lines, the overall data
were statistically analyzed using spss 10 Software (IBM Corp.,
Endicott, NY, USA). Univariate and multivariate analyses with
Tukey’s post hoc test were used to assess the significance of
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differences in growth and root development responses. Different
letters are used to indicate means that differ significantly
(P<0.05). GFP fluorescence in primary root tips was quantified
by determining the green pixels present in an area comprised of
the first 20 cells upward from the quiescent center, using the
IMAGE] software (htep://rsbweb.nih.gov/ij/), in 15 micrographs
per line and treatment. We then obtained an arbitrary unit value
(AU = green pixels ].lmfz) for each individual, and means were
obtained from whole data sets. AU means for control conditions
were given a value of 1, and those for 6-PP treatments were
adjusted relative to these, and are thus referred to in figures as rel-
ative fluorescence. DR5:GFP fluorescence in LR formation zones
was quantified similarly, except that the area measured comprised
the whole micrographs and statistics for these were omitted
because of technical difficulties in obtaining images on the same
focal plane.

Results

6-PP is the most abundant compound within the VOC
profile of T. atroviride

Previous reports have shown the VOC profile from 7. atroviride
grown in potato dextrose agar (PDA), malt extract agar (MEA),
or biomalt medium (BM) (Keszler ezal., 2000; Stoppacher ez al.,
20105 Siddiquee ez al., 2012; Jelen ez al., 2014; Lee et al., 2015).
All this research identified the compound 6-PP within the corre-
sponding VOC profile. To assess the possible roles of 6-PP dur-
ing the interaction of 7. atroviride with plants, in this study we
analyzed the VOCs emitted from 7. atroviride in fungal colonies
grown for 5d in Petri plates supplied with 0.2 x MS agar solidi-
fied medium. This medium was chosen because it is commonly
used for A. thaliana growth and the effects of 6-PP on plants

Table 1 Volatile organic compounds produced by Trichoderma atroviride
after 5 d of growth in 0.2 x MS medium, analyzed by solid-phase microex-
traction (SPME)-GC-MS

Normalized amount of

Compound volatile compound (%)
1,3-Octadiene 1.24+£0.17
2-Heptanone 7.17+0.83
3-Octanone 11.4+£1.17
2-Nonanone 1.11+£0.08
3-Octanol 1.08+0.05
1-Octen-3-ol 6.82+2.15
o-Bergamotene 5.51+0.11
2-Undecanone 1.72+0.13
3-Methyl-1-octene 0.88+0.04
B-Sesquiphellandrene 1.49+0.15
Unknown (a 204 mw sesquiterpene) 0.86+0.08
Unknown (a 204 mw sesquiterpene) 1.71+0.18
Unknown (a 204 mw sesquiterpene) 1.07 £0.09
6-Pentyl-2H-pyran-2-one (6-PP) 57.94+2.70

Compounds were tentatively identified on the basis of NIST 11 MS
Spectral library searches. Mean values + SE of the sum of three
independent determinations are given.
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could then be evaluated. Table 1 shows that 6-PP is the major
compound within the VOC profile (57.94%) from 7. atroviride.
This compound is an alkyl lactone, with an unsaturated six-
membered ring containing one oxygen atom and a ketone func-
tonal group. The isomer found in 7. atroviride according to
GC-MS analysis is denoted 2-pyrone, with an alkyl group at the
6-position (Fig. 1a). The identification of 6-PP was made by
comparison of the Rt (37.21 min) and mass spectra of a standard
(Fig. 1b) with those obtained from 7. atroviride colonies
(Fig. 1¢).

To determine whether plant interaction could affect 6-PP pro-
duction by the fungus, we next estimated 6-PP amounts in the
plates containing single 7. azroviride colonies and at 3 and 5 d of
direct interaction with A. thaliana seedlings. It was observed that
6-PP emission increased with time (Fig. 1d). Interestingly, at 5d
of interaction with plants, when fungi had physical contact with
the root system, the emission of the compound increased by 40%
compared with the level recorded for single colonies (Fig. 1d). At
this stage, an induction of root branching by 7. atroviride was
evident (Fig. 1e), indicating the possible participation of 6-PP in
the lateral root formation process.

6-PP increases biomass production, root branching and
root hair development in A. thaliana seedlings

To investigate the plant growth-regulating activity of 6-PP, we
tested the effects of increasing, low micromolar doses of this
compound in A. thaliana (Col-0) seedlings, germinated and
grown on Petri plates containing agar-solidified 0.2 x MS
medium. The seedlings were treated with ethanol (control treat-
ment) or with 50-200 uM 6-PP dissolved in ethanol. After 10d
of growth in medium supplied with 50-175uM 6-PP, a
roughly two-fold increase in shoot, root and total plant biomass
was observed (Fig. 2a—c). By contrast, the greatest concentration
(200 pM) of the compound did not increase biomass accumula-
tion (Fig. 2a—c). Representative photographs of plates illustrat-
ing the effects of 6-PP are shown in Fig. 2(d-g) and
photographs of individual plants are provided in Supporting
Information Fig. S1. It is noteworthy that 6-PP treatments
increased both lateral root number and density in a dose-
dependent manner, while an inhibition of primary root growth
was observed from 125 pM onwards (Fig. 3a—c). To determine
if the toxic effects of high 6-PP are responsible for primary root
growth inhibition, we analyzed the expression of the vital
marker H2B:RFP, which is specifically expressed in the nuclei of
living cells (Boisnard-Lorig et al., 2001), by confocal microcopy.
Our data indicate that 6-PP did not affect cell integrity in pri-
mary roots, as cells of roots supplied with 200 pM 6-PP did not
show cell damage or an absence or nuclei (Fig. S2a-d). To
investigate the pattern of cell division in response to 6-PP, we
analyzed the expression of CyCBI:uidA, which is expressed only
in cells in the G2/M transition of the cell cycle in the primary
root meristem (Colén-Carmona ezal, 1999). Strong primary
root growth inhibition under 150 pM or greater concentrations
of 6-PP correlated with a reduction of GUS expression in the
primary root meristem of CycBl:uidA-expressing seedlings
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Fig. 1 Molecular characterization and production of 6-pentyl-2H-pyran-2-one (6-PP) by Trichoderma atroviride IMI 206040. (a) Chemical structure of
6-PP showing the major fragment ions (m/z) of electron ionization mass spectra. (b) Total ion chromatogram and mass spectra from commercial standard
(6-PP; Rt =37.21 min). (c) Total ion chromatogram of volatile organic compounds (VOCs) from the fungus, indicating the presence of 6-PP at a retention
time (Rt) of 37.21 min. 6-PP was identified by comparison of mass spectra in the NIST 2011 library and those of a commercial standard. (d) Estimation of
6-PP content in T. atroviride and the Arabidopsis thaliana-T. atroviride interaction system. (e) Representative photographs of the fungal colonies at 3 and

5 d of growth and during the interaction with plants. Bar, 1cm.

(Fig. S3a—j). The 6-PP effects on primary root growth were
accompanied by increased root hair formation and elongation,
but decreased mature trichoblast cell length (Fig. S4a-k), sug-
gesting that high 6-PP concentrations inhibit root growth,
affecting cell division and elongation programs.

We next determined the stages of LRP development affected
by 6-PP by quantifying the number of stage I-VII LRPs originat-
ing from primary roots 6 d after germination (dag) in seedlings
treated with the solvent (control) or 75 or 150 pM 6-PP; this last
treatment strongly increased LR density (Fig. 3c). We found that
the stage distribution of LRPs was clearly modulated by treat-
ment with 6-PP. In particular, LRP stages I-VI, which represent
young LRPs, were significantly decreased in 6-PP-treated
seedlings (Fig. 4a). By contrast, the number of emerged LRs was

New Phytologist (2016) 209: 14961512
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increased two- or three-fold by 150 pM 6-PP in seedlings at 4
and 6 dag, respectively (Fig. 4b). The total number of LRPs per
seedling decreased in response to G-PP treatments (Fig. 4c),
whereas the LRP density decreased (75 pM 6-PP) or did not sig-
nificandy differ (150 uM 6-PP) among treatments (Fig. 4d).
These data indicate that 6-PP probably increases LR branching
by inducing the emergence of preformed LRPs from pericycle
cells and accelerating the growth of LRs.

6-PP regulates primary and lateral root development
through auxin signaling

LR development is tightly correlated with auxin signaling

(Fukaki ezal., 2007). To understand the role played by 6-PP in
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Fig. 2 Effect of 6-pentyl-2H-pyran-2-one
(6PP) on plant biomass production.
Arabidopsis thaliana (Col-0) seedlings were
germinated and grown for 12 d under
increasing 6-PP concentrations. (a) Shoot
biomass. (b) Root biomass. (c) Total biomass.
(d) Representative photographs of seedlings
grown in (d) 0.2 x MS medium supplied with
the solvent or (e) 75, (f) 125, and (g) 175 pM
6-PP supplemented media. Photographs
show representative plates; each treatment
included three plates. Data from (a-c) show
the mean =+ SD for three groups of 30
seedlings that were recovered from the 50
medium, excised at the root-shoot junction,

and weighed using an analytical scale.

Different letters represent means statistically

different at the 0.05 level. The experiment 0
was repeated three times with similar results.

Bar, 1cm.
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root system architecture remodeling and its possible relationship
with auxin signaling, we analyzed the expression of the auxin
responsive marker DR5:GFP in primary root tips, emerging LRs
and LRPs in transgenic A. thaliana seedlings expressing this
marker and exposed to 75 and 150 uM 6-PP. DR5:GFP
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expression did not increase in primary root tips or in emerging
LRs at 75 pM or higher 6-PP concentrations (Fig. 5a—f). How-
ever, an analysis of DR5:GFP expression in stage Il and V LRPs
showed an enhanced auxin-inducible expression in the vascula-
ture of primary roots and in developing primordia (Fig. 5g-1).
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Fig. 3 6-pentyl-2H-pyran-2-one (6PP) regulates Arabidopsis thaliana root
system architecture. Arabidopsis thaliana (Col-0) seedlings were
germinated and grown for 10 d under increased 6-PP concentrations. (a)
Primary root length. (b) Number of emerged lateral roots. (c) Lateral root
density (number of emerged lateral roots cm ). Values represent the
means of 30 seedlings + SD. Different letters represent means that are
statistically different (P<0.05). The experiment was repeated three times
with similar results.
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To further analyze possible changes in auxin accumulation and/
or responsiveness in primary root tips caused by 6-PP, a detailed

analysis was conducted in A. thaliana scedlings expressing DR5:
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VENUS treated with a concentration of auxin (IAA), or an auxin
transport inhibitor (/N-(1-naphthyl)phthalamic acid (NPA)),
which represses root growth, or with increasing 6-PP concentra-
tions. As expected, both IAA and NPA treatments increased the
auxin maximum domains in primary root tips, whereas only the
highest 6-PP concentrations tested (175 and 200 pM) produced
slightly decreased DR5 expression in root tips (Fig. S5a—i). These
darta indicate that 6-PP did not induce auxin accumulation and/
or response in primary root tips but increased the auxin response
at early stages of LR development.

6-PP modulates the expression and distribution of auxin
transporters in primary roots

Auxin is transported through the PIN family of proteins, which
are expressed in a tissue-specific manner (Vieten ez al, 2005). To
test whether 6-PP could regulate primary root growth and/or LR
formation through differential expression of the PIN family of
auxin transporters, we analyzed the pattern of PIN1, PIN2, PIN3
and PIN7 localization in primary roots and LRPs of seedlings
expressing PIN1:PIN1:GEP, PIN2::PIN2::GFP, PIN3::PIN3::
GFP and PIN7::PIN7:GFP. In seedlings grown in medium lack-
ing 6-PP, GFP fluorescence driven by PINI, PIN3 and PIN7
was detected mainly in the stele of primary roots (Fig. 6a,i,m). By
contrast, PIN2 expression was detected in the cortex and epider-
mal cells (Fig. 6e). In transgenic seedlings expressing GFP fusions
with PINT, PIN2 and PIN3 supplied with 75 uM 6-PP, the GFP
fluorescence was significantly increased (Fig. 6b,f,j), whereas
when treated with 150 M 6-PP the opposite effect was observed
for PIN1, PIN2 and PIN7 localization, as shown by decreased
GFP florescence (Fig. 6¢,g,0). In marked contrast to the other
PIN transporters, PIN3 localization in response to 150 pM 6-PP
still displayed a strong expression in the stele (Fig. 6k).
These findings suggest that 6-PP affects the expression and
distribution of the PIN auxin transporters in primary roots and
that root responses to 6-PP did not occur in all tissues but rather
showed clear preference for specific tissues and transport
components.

Effect of 6-PP on primary and lateral root development of
auxin- and ethylene-related A. thaliana mutants

Ethylene—auxin interactions regulate primary root growth and
LR initiation and emergence in A. thaliana (Ivanchenko et al.,
2008). To further determine whether there is crosstalk between
auxin and ethylene in controlling root responses to 6-PP, we ana-
lyzed the response of WT and A. thaliana triple, double or single
mutants affected in genes related to auxin transport or response
(tirlafb2afb3, arf7arfl9, axrl-3, auxI-7 and eirl) and ethylene
response (etrl, ein2 and ein3) to 6-PP treatments. To investigate
the involvement of auxin in primary and lateral root responses to
6-PP, A. thaliana W'T and mutant lines were grown in medium
supplemented with the solvent only or with 150 uM 6-PP, and
primary root growth and LR formation were analyzed at 10 dag.
It was found that all five auxin-related mutants tested showed
WT responses to 6-PP in terms of primary root growth
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inhibition (Fig. 7a). By contrast, an induction of LR formation
was lacking in tirlafb2afb3, arf7arfl19, axrl-3 and auxI-7, while
eirl seedlings showed increased LR formation in response to 6-
PP (Fig. 7b,c). To analyze possible auxin resistance in some
selected auxin-related mutants, we performed an experiment
comparing primary root growth of WT (Col-0), axrl-3, auxi-7
and arf7arf19 seedlings in medium supplied with concentrations
of NPA or TAA that strongly repress primary root growth in the
WT (Fig. S6). As expected, all three mutants tested had clear
resistance to inhibition of primary root growth by either NPA or
auxin (Fig. S6). These darta, together with the observation that
the auxin-related mutants axr1-3, aux1-7 and arf7arfl9 sustain
normal primary root growth inhibition in response to 6-PP
(Fig. 7a), suggest that an auxin-independent pathway is responsi-
ble of sensing 6-PP in primary roots.

In opposition to auxin, ethylene has been found to repress LR
formation (Lewis et al., 2011). Therefore, we focused our analysis
on root response to 6-PP, considering primary root growth.
Interestingly, the e/n2 mutant was clearly resistant to primary
root growth inhibition even at growth-repressing concentrations
of 150 uM 6-PP (Fig. 8a). This resistance was confirmed in a
dose-response curve of growth from 75 to 200 pM 6-PP (Fig. 8b,
¢). Together, these data indicate that auxin signaling components
mediate the LR responses to 6-PP, while EIN2 is a crucial
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component mediating the primary root growth inhibition
response to this fungal signal molecule.

6-PP fails to induce an ethylene response

The sustained primary root growth of e72 mutants under
growth-repressing concentrations of 6-PP suggested the possibil-
ity that the ethylene response could be induced after treatment
with 6-PP. This possibility was investigated by comparing the
effects of the ethylene precursor 1-aminocyclopropane-1-
carboxylic acid (ACC) and 6-PP on the morphology of etiolated
seedlings. After 4 d of incubation at 22°C in darkness, seedlings
germinated on agar plates containing 0.2 x MS medium were
readily distinguished from seedlings germinated in medium sup-
plied with 2 uM ACC, exhibiting highly elongated hypocotyls
and forming an apical hook at the terminal part of the shoot axis
(Fig. 9a). Conversely, ACC-treated seedlings developed the so-
called “triple-response’ consistent with its role as an ethylene pre-
cursor (Guzmin & Ecker, 1990), which consists of exaggerated
tightening of the apical hook and swelling of the hypocotyl
(Fig. 9b), and inhibition of root and hypocotyl elongation
(Fig. 9s,t). ACC also induced root hair development in dark-
grown seedlings (Fig. 9u,v). The visual features of the root-stem
transition zone treated with ACC and 6-PP are shown in
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Fig. 9(g-1), and those of the root tip in Fig. 9(m-r). Interestingly,

Stage I LRP

Stage V LRP

6-PP-treated seedlings did not develop the ‘triple response’
(Fig. 9¢—f£,5,0), and failed to form long root hairs at the differenti-
ation zone of the primary roots (Fig. 9m-r,u,v). We also com-
pared the growth of A. thaliana seedlings supplied with ACC or
6-PP and the ethylene inhibitor AgNOj5 simultancously under
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150 uM 6-PP

Fig.5 6-pentyl-2H-pyran-2-one (6PP)
modulates auxin-responsive gene expression
in the lateral root formation zone.
Arabidopsis thaliana transgenic DR5: GFP
seedlings were grown in solvent added to
0.2 x MS medium (C), or supplemented with
75 or 150 pM 6-PP. Five days after
germination, seedlings were stained with
propidium iodide and analyzed by confocal
microscopy. Micrographs show individuals
representative of at least 15 seedlings. (a-c)
Primary root tip; (d-f) emerged lateral roots;
(g-i) stage Il lateral root primordia; (j-1) stage
V lateral root primordia. Note that 6-PP
treatments increase DR5: GFP reporter
expression in the lateral root formation zone,
while it remains largely unchanged in root
tips and emerged lateral roots. The graphs in
(c, f, i, ) illustrate the differences in DR5: GFP
expression between control (left bar) and 6-
PP treatments (middle and right bars),
assessed as relative fluorescence intensity.
Bars, 100 pm.

16h: 8 h, light:dark photoperiod conditions. Although both
ACC and 6-PP were able to repress primary root growth, AgNOj5
specifically antagonized the ACC response, normalizing root
growth without affecting the 6-PP response (Fig. S7). These data
show that 6-PP did not induce an ethylene response in A.
thaliana seedlings.
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Fig. 6 Expression of auxin efflux transporters in response to 6-pentyl-2H-pyran-2-one (6PP) in primary roots. Arabidopsis thaliana transgenic PIN7::PIN7::
GFP, PIN2::PIN2::GFP, PIN3::PIN3::GFP and PIN7::PIN7::GFP seedlings were grown in solvent (C), or 75 or 150 pM 6-PP supplemented medium. Five
days after germination, the seedlings were stained with propidium iodide and analyzed by confocal microscopy. Representative micrographs of primary
root tips of (a—c) PINT::PINT::GFP, (e-g) PIN2::PIN2::GFP, (i-k) PIN3::PIN3::GFP and (m-0) PIN7::PIN7::GFP are shown (n = 15). Note that the increase of
PIN3::PIN3::GFP expression is proportional to the increase in 6-PP treatments. Graphs in (d, h, |, p) illustrate differences in each reporter expression,
assessed as relative fluorescence intensity. Values shown represent the means for 15 seedlings + SD. Different letters indicate means that are statistically
different (P <0.05). Bar, 100 um. Letters in (a) are used to indicate cell files: E, epidermis; C, cortex; En, endodermis; P, pericycle; S, stele
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Discussion

This study reveals a novel mechanism by which 7. atroviride
could promote plant growth and root branching via production
of 6-PP. Recently, the production of auxins and auxin precursors
has been reported from several Trichoderma species. In addition,
over 180 secondary metabolites have been characterized to date,
representing different classes of chemical compounds. These
compounds can be classified as volatiles, diffusible compounds
and peptaibols (Gams & Bissett, 1998; Reino ez al., 2008; Stop-
pacher et al., 2010).

New Phytologist (2016) 209: 14961512
www.newphytologist.com

New
Phytologist

D Control

M 150 . Mm6-PP

Fig.7 6-pentyl-2H-pyran-2-one (6PP)
requires components of auxin response and
transport to modify Arabidopsis thaliana
root system architecture. Arabidopsis
thaliana wild-type (Col-0) and tir1/afb2/
afb3, arf7-1/arf19-1, axr1-3, aux1-7 and
eir1, triple, double or single mutant
seedlings, respectively, were germinated and
grown for 10d in 0.2 x MS medium
supplemented with the solvent (control) or
150 pM 6-PP. (a) Primary root length. (b)
Lateral root number. (c) Representative
photographs of A. thaliana seedlings grown
in the indicated 6-PP treatment. Values
shown represent the means of 15

seedlings + SD. Different letters indicate
means that are statistically different

(P <0.05). The experiment was repeated
twice with similar results. Bar, 1.cm.

The current work builds on previous observations that fungal
released volatiles increases biomass production and lateral root
formation (Hung ezal., 2013; Contreras-Cornejo et al., 2014b).
Trichoderma viride, T. harzianum, and T. koningii are able to
produce 6-PP, which plays a role in biocontrol of phy-
topathogens such as Bowrytis cinerea, Rhizoctonia solani, and
Fusarium oxysporum, and a strong relationship exists between the
biosynthesis of this metabolite and the biocontrol ability of the
producing strains (Scarselletti & Faull, 1994; Worasatit ez al.,
1994). Interestingly, 6-PP may be involved in cross-kingdom sig-
naling, as plants are able to respond to 6-PP by increasing growth

© 2015 The Authors
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Fig. 8 EIN2 is necessary for 6-pentyl-2H-

pyran-2-one (6PP)-modulated primary root Col-0

growth. Arabidopsis thaliana wild-type (Col-
0) and etr1-1, ein2-1, and ein3-1 ethylene-
related mutant seedlings were germinated
and grown for 10d in 0.2 x MS medium
supplemented with the solvent (control) or
150 pM 6-PP. (a) Primary root length. (b)
Primary root growth of ein2 mutants in
response to increasing concentrations of 6-
PP (c). Representative photographs of Col-0
and ein2 seedlings grown side by side in the
indicated 6-PP treatment. Values shown
represent the means of 15 seedlings + SD.
Different letters indicate means that are
statistically different (P<0.05). The
experiment was repeated twice with similar
results. Bar, 1cm.

and producing more branched root systems (Vinale ez al., 2008).
6-PP is, to our knowledge, the first non-auxin-like natural
molecule that has been found to induce LR formation and root
hair development, but its mechanism of action has not been pre-
viously examined.

To understand the possible role of 6-PP in phytostimulation,
we first monitored 6-PP production by 7. atroviride as part of
the blend of volatiles emitted by single fungal colonies alone or
in interaction with A. thaliana scedlings. GC-MS analysis
showed that the production of 6-PP was induced by the pres-
ence of plants, which indicates its possible role in Trichoderma—
plant interactions. For instance, a recent report showed that
tomato plants elicited the production of harzianic acid (HA)
but negatively modulated the biosynthesis of its analog iso-HA,
suggesting that different forms of the same metabolite have
specific roles in the molecular mechanism regulating the
Trichoderma—plant interaction (Vinale ez al., 2014). Very little is
known about the mechanisms of 6-PP biosynthesis. Mutation
in the G alpha subunit gene TGAI1 of 7. atroviride leads to
decreased 6-PP production, continuous sporulation and elevated
internal cAMP concentrations, which correlates with loss of
mycoparasitic and antagonistic properties against R. solani,
B. cinerea, and Sclerotinia sclerotiorum during direct confronta-
tion (Reithner etal, 2005). The transcription factor ThCTF1
also regulates the biosynthesis of 6-PP in 7. harzianum. In
Thetfl mutants, the yellow pigmentation and coconut aroma
attributed to 6-PP production observed in the WT strain were

© 2015 The Authors
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affected, as was its antimicrobial activity (Rubio ezal, 2009).
Although the interaction of Trichoderma strains defective in 6-
PP production with plants remains to be investigated, one pos-
sibility is that such strains may still stimulate plant growth and
LR formation, as these might be able to produce auxins; alter-
natively, the net effect on root branching may rather depend on
the balance of auxin/6-PP  production and
Trichoderma. Our data clearly anticipate the existence of

release by

Trichoderma species and/or strains that promote growth without
producing auxins, suggesting that 6-PP is another critical factor
in fungal phytostimulation.

6-PP improved shoot and root growth and total biomass pro-
duction of A. thaliana seedlings, and this was related to changes
in root morphogenesis. LRs and root hairs are critical for water
and nutrient acquisition and are important traits for plant adap-
tation to soil heterogeneity. The mechanism of LR formation is
directly or indirectly related to primary root growth inhibition,
which is mediated by the synergistic action of ethylene and auxin
signaling (Ruzicka eral, 2007; Stepanova et al., 2007; Swarup
et al., 2007; Strader ez al., 2010). Contreras-Cornejo et al. (2015)
showed that the short root phenotype of mutants defective on
CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE 1 was probably caused
by auxin being accumulated in primary root tips and that both
auxin and ethylene signaling are important for 7richoderma-
induced root hair and LR formation. LR development consists of
two successive steps: LR initiation and LR emergence from the
parent root, which are controlled by auxin fluxes mediated by

t(2016)
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PIN family membrane transporters (Zazimalova et al., 2010). To
further explore the mechanisms of auxin and ethylene crosstalk in
response to 6-PP, we tested the effects of 6-PP concentrations
that cither promote (75 tM) or repress (150 pM) primary root
growth on the expression of DR5:GFP and DR5:VENUS auxin-

2016) 209: 1
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Fig. 9 6-pentyl-2H-pyran-2-one (6PP) does
not induce ethylene responses in dark-grown
Arabidopsis thaliana seedlings.
Representative photographs of (a-f) stem,
(g-1) root-shoot transition zone and (m-r)
root tip are shown. Quantitative data are for
(s) stem length, (t) primary root length, (u)
root hair number at the root tip region and
(v) root hair length at the root tip region.
Arabidopsis thaliana Col-0 seedlings were
grown in darkness for 4 d on 0.2 x MS
supplemented with the indicated
concentrations of 1-aminocyclopropane-1-
carboxylic acid (ACC) or 6-PP. Note that only
ACC is able to induce the pronounced apical
hook on the tip of the stem (b), and root hair
development, whereas 6PP inhibits root hair
formation. Data shown are mean + SD

(n =30 for stem and primary root length; 500
root hairs from 10 independent seedlings
were counted and measured). This
experiment was repeated twice with similar
results. Different letters indicate statistical
differences at P <0.05. Bars, 1 mm. C,
control.

inducible markers. Interestingly, GFP fluorescence did not
increase in the root tip in response to 6-PP treatment, consistent
with an auxin-independent mechanism mediating the bioactivity
of this compound. By contrast, we observed enhanced DR5:GFP
fluorescence after 6-PP treatment in the LR-forming regions of
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roots, particularly in the vascular tssue and during LR pri-
mordium development, which indicates an activation of auxin
signaling during the LR initiation program. The structure/activ-
ity relationship of auxin signaling with small molecules has been
extensively investigated. More than 200 natural or synthetic aux-
inic compounds have been identified, including the bacterial
cyclodipeptides cyclo(1-Pro-1-Val), cyclo(1-Pro-1-Tyr), and cyclo
(L-Pro-1-Phe). These small molecules possess weak auxin activity
and were able to activate auxin-response gene markers in the A.
thaliana root system (Ortiz-Castro et al., 2011). An interesting
possibility is that 6-PP could modulate auxin homeostasis in
specific root regions, or, possibly, its positive effect in inducing
LRP emergence is explained as an adaptive response to primary
root growth inhibition.

IAA enters cells through the action of influx carriers such as
AUXIN RESISTANT 1 (AUX1) and Like AUX (LAX1, 2 and
3) (Bennett etal, 1996; Marchant eral., 2002; Swarup etal.,
2008), and moves to adjacent cells via efflux proteins such as
PIN FORMED 1 (PIN1) and ATP BINDING CASSETTE B
19/P-GLYCOPROTEIN  19/MULTIDRUG RESISTANT 1
(ABCB19/PGP19/MDR1) (Galweiler ezal, 1998; Noh etal.,
2001). Defects in AUXI1, LAX3, PIN1, PIN2 and ABCBI19
decrease initation and/or clongation of LRs or negatively affect
root gravitropism as a result of reduced auxin transport
(Marchant eral., 2002; Benkova eral, 2003; Wu etal., 2007;
Swarup et al., 2008). Changes in the abundance and localization
of auxin transport proteins may define the growth of primary
roots or the initiation of LRs (Raya-Gonzalez eral., 2014). Our
finding that 6-PP increased auxin-induced gene expression in
regions of LR initiation suggests that 6-PP affects root develop-
ment by altering auxin distribution. Consistent with this idea,
PIN1, PIN2 and PIN7-GFP fluorescence was increased or
decreased after 6-PP treatment, respectively, indicating the possi-
ble role of PIN transporters in 6-PP root responses. At high 6-
PP concentrations (i.e. 150 pM), localized depletion of the fluo-
rescence of PIN1- and PIN7-GFP, normally found below the
primary root meristem, was evidenced. These results suggest that
6-PP treatment increased PIN transporter expression at low
doses, resulting in elevated auxin transport to the sites of LR ini-
tiation to drive LR growth, whereas higher concentrations
repress primary root growth, probably blocking expression of
PIN1 and PIN7. The increased LR branching associated with
clevated expression of auxin transporters is not surprising, as
recent studies have shown that auxin positively regulates PIN1
and PIN2 expression (Raya-Gonzalez ez al., 2014).

To investigate whether the TIR1 family of auxin receptors and
downstream signaling components are involved in A. thaliana
responses to 6-PP, we evaluated primary root growth and LR for-
mation in response to this metabolite in WT (Col-0) A. thaliana
seedlings and in tirlafb2afb3, arf7arfl9, axrl-3, auxI-7 and eirl
triple, double and single mutants, respectively. In solvent-treated
WT scedlings, 6-PP decreased primary root length in WT and all
five auxin-related mutants. Interestingly, the increase in LR for-
mation observed in WT seedlings when treated with 6-PP was
clearly reduced in tirlafb2afb3, arf7arfl9 and auxI-7 mutants.
Additional experiments testing primary root growth responses to

© 2015 The Authors
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6-PP in WT and ethylene-related mutants etrl, ein2 and ein3
revealed that this compound similarly inhibited primary root
growth in WT, e/ and ein3 lines, whereas ein2 was resistant to
primary root growth inhibition by 6-PP, which was further con-
firmed in a kinetic experiment monitoring primary root growth
in response to a wide range of 6-PP concentrations. Alterations in
the response of dark-grown seedlings to ethylene (the ‘triple
response’) have been used to characterize the ethylene signaling
pathway in plants. In response to exogenously applied ACC, etio-
lated A. thaliana seedlings show inhibition of hypocotyl and root
clongation, swelling of the hypocotyl, exaggerated tightening of
the apical hook, and induced root hair development. Although
ACC and 6-PP inhibit primary root growth, the phenotypes of
seedlings treated with ACC or 6-PP are clearly different. In fact,
6-PP-treated seedlings did not develop the ‘triple response” and
failed to form long root hairs at the differentiation zone of pri-
mary roots. An additional experiment comparing the growth of
A. thaliana scedlings supplied with ACC or 6-PP and the
ethylene inhibitor AgNOj; simultaneously showed that AgNO;
specifically antagonized the ACC response, normalizing primary
root growth without affecting the 6-PP response. These data
show that 6-PP did not induce an ethylene response in A.
thaliana seedlings and that EIN2 is a specific and critical element
mediating root responses to this fungal molecule.

These results showing the involvement of 6-PP in root devel-
opment add to the emerging functions of fungal molecules in
plants. Based on its growth-promoting activity and the involve-
ment of £IN2 in its signaling pathway, 6-PP can be regarded as a
broad-spectrum molecule used to modulate both root growth
and defense responses, and thus represents a novel compound
enabling cross-kingdom communication. Manipulating 6-PP-
dependent fungal-plant signaling and 6-PP biosynthesis in
Trichoderma may be a promising strategy for development of
fungal inoculants to enhance crop yields and plant protection in
A. thaliana and crop plants.
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Fig. S1 6-PP modities Arabidopsis root system architecture. Arabidopsis (Col-0) seedlings were
germinated and grown for 10 d under increased 6-PP concentrations. (a—¢) Photographs show

representative individual seedlings. Bar, 1 cm.
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Fig. S2 Effect of 6-PP on Arabidopsis cell viability. Arabidopsis H2B::RFP expressing seedlings
were grown for 10 d in media with the solvent only or supplied with increased concentrations of
6-PP. (a—d) Representative micrographs of primary root tips. Note that even under the highest

concentration of 6-PP tested, root tip cell remain viable and show red intact nuclei. Bar, 100 pm.
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Fig. S3 6-PP reduces the cell division zone in primary roots. Transgenic Arabidopsis
CyeBl:uidA seedlings were germinated and grown for 5 d on 0.2 x MS medium supplied with
increasing 6-PP concentrations. (a) Number of GUS expressing cells and (b) length of GUS
expression domain were quantified. (c—j) Photographs showing representative individuals from
20 GUS-stained seedlings obtained from three independent plates. Error bars represent SE from
20 GUS-stained seedlings analyzed. Different letters indicate means statistically different at P <

0.05. The experiment was repeated two times with similar results. Bar, 100 um.
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Fig. S4 Effects of 6-PP on Arabidopsis root hair development and epidermal cell length. (a) Root
hair number, (b) root hair length, and (c¢) trichoblasts length. Arabidopsis thaliana seedlings were
grown for 5 d on MS 0.2 * media with or without the indicated concentrations of 6-PP. Date
points indicate mean £ SD (n = 15). (d-k) Representative photographs of root hairs formed at the
primary root tip region of 5 d Arabidopsis seedlings supplied with the different 6-PP treatments.
I'he results (a—¢) show mean of 500 epidermal cells located at the root hair-forming zone of the
primary root from 10 independent seedlings. This experiment was repeated twice with similar

results. Different letters indicate statistical differences at P < 0.05. Bar, | mm.
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Fig. S5 Effect of 6-PP on auxin responsive gene expression in primary root tips of Arabidopsis
DR5:VENUS seedlings. Seedlings were grown in MS 0.2 x media supplied with (a) solvent, (b)
0.06 uM IAA, (¢) 2 uM NPA, (d) 75. (e) 100, () 125. (g) 150, (h) 175 and (i) 200 uM 6-PP.
Five days after germination seedlings were stained with propidium iodide and analyzed by
confocal microscopy. White asterisk and arrow in (a) indicate the epidermis and the area
surrounding the quiescent center, respectively. This latter zone defines an auxin maximum
response within the primary root tip. Note an induced expression by IAA or NPA treatments,
whereas high concentrations of 6-PP decreased expression. Micrographs show representative

individuals of at least 15 seedlings analyzed. Bar, 100 pm.
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Fig. S6 Effects of NPA and IAA on primary root growth of wild-type (Col-0) and auxin-related
mutants, Arabidopsis thaliana W'T and arf7arf19, axrl-3 and aux! mutant seedlings were grown
for 10 d on MS 0.2* medium supplemented with the indicated concentration of NPA and TAA.
Values shown represent the mean primary root length of 15 seedlings = SD. Different letters
indicate statistical differences at P < 0.05. Representative photographs of Arabidopsis seedlings
grown in the indicated treatment . The experiment was repeated twice times with similar results.

Bar, 1 cm.
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Fig. 87 Effect of AgNO; on primary root growth inhibition induced by ACC or 6-PP.
Arabidopsis thaliana Col-0 seedlings were grown for 10 d on MS 0.2x medium supplemented
with the indicated concentration of ACC or 6-PP with or without AgNO;. Values shown
represent the mean primary root length of 30 seedlings + SD. Different letters indicate statistical
differences at P < 0.05. Representative photographs of Arabidopsis seedlings grown in the

indicated treatment . The experiment was repeated twice times with similar results. Bar, 1 cm.
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9.2. ADDENDUMIII

Mecanismos de tolerancia de las plantas
a los metales pesados

Leon Francisco Ruiz Herrera, Alcjandro Méndez Bravo v José Lopez Bucio

Para definir a un metal pesado, el elemento debe presentar
una densidad de 5 g em™ como limite mferior, lo que
comprende 53 de los 92 elemenwos naturales de la tabla
peribdica. De estos 53 elementos algunos son micronutrientes
esenciales para las plantas, incluyendo al hierro (Fe), el cobre
{Cu) y el zinc {Zn). Debido a que gran canddad de estos metales
esenciales son altamente reacdvos, puecden causar toxicidad
s se acumulan por arriba de las concentraciones requericas.
Ademas, debido a que algunos metales pesados presentan
racios 16nicos similares a los micronutrientes esenciales, pueden
entrar via los wransportadores que normalmente movilizan
a dichos nuuientes. Ejemplo de este tpo de metales pesados
son el cadmio {Cd), el plomo {Ph] y el mercurio {(Hgj, los cuales
causan sintomas de toxicidad cuando se encuentran en el suelo.
Ouwo metal bastante Oxico para las raices en suelos acidos
{pH<5) es el aluminio {Al), principalmente en la forma de ion
AIP*. Debido a que los suelos acidos comprenden 50% de las
derras cultvables del mundo, los mecanismos de olerancia de
los culdvos al Al han sido ampliamente caracterizados. Por lo
tanto, aunque el aluminio no es un metal pesado también se
revisard su mecanismo de olerancia.
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Tabla 2. Planias hiperacumuladoras de metales
{Purakayastha y Chhonkar, 2010}

Concentracion
Metal Hiperacumulador reportada
{mg-kg")
Nocesea casruizscens 32,000
Zinc S, pelygaloides 6100
Potannails gt &,250

fpameez 2ipine
S, pelygaloi
Madcaao
Brassica ju

N. cacrulescens
Affz affa

MNizotiana tabacum
Stnapis afta

Cadmiz

Thlaspi iotundifelivm
Plsenn sativam
B. iuncea

Plorr::
Sonchus arvensts
Leprospeir .
Laplespeirium 0,007
scopariuim L
Cromio parium * A0
B. juncea S
fizlianthus aninus T
Astragals racamosus 14,900
- Astragalus pectinalus 4,000
Sclemo |70 e pid
Stanileyez ninnodz 34l
Actinjopteris racdiante S 28
Pretis viti 2tz
Arsarics | Pityrogrameaa

cafomanalos

Al de vimas lecnhdades con suclos extremadamente
dddes. permiten disdongniv entre acurnnladorus de
Al obligndas v facnltarivns. Lis primeras, pueden
defimirse ¢
Al en el folluje se cocuentry constantemente arviba de
T raes-ke ! de pose seeo, independicntemente de Lo

e especes on b cnales ol contenide de

concentracadn de Al solubilizade en ol suclo. Por otro
Laddo, L coneenrracidn de Al en lus pluntas taeulradvas
w5 Mindicadors” refleja en

L USee

forma aproximada of nivel del metal solubilizade en
chsnelo. Sinembarao, los niveles de Al en s partes
acreas de las acnmuladoras facultativas . pueden
vuriur dependiendo de T estucion e Madeweos y
Haridasion, 19850 NMazowra o of, 19871 Las planras
acumuladoras ohligndus no solo no maestran sintemas
de roxicidad por Al ctosucles deides, stao al courario
el metal eshiremla sn creeimicnto. Asic el Al Here an

cfecto bendfico en lus wcunaladorus obligadas, por

ciemplo la plant de 18 Camelfia sinsisi, Melocoma
malehattrecwn v Muenia albicans WWatunabe v Osula,
2001 Junsen of wf, 20100, Un cfeeto simdlur se ha
reportade cn Fucof ptny gammifize, aniac espeae que
crece e suclos doidos pere que ne es acumuladora
de Al iNallette, 19735 Fsta serie de chserviciones

pl:um':ul Prognntas ﬁsi(s](x:_" 15 lnteresantes respeeto
a lu posble funcion del Al en ol metabolisme de Lus
plmtasacomuladoras v su toleranera b roxicidnd per
Al Los resultados sugie

noque en cstas espeades, ol Al
es un micronutriente esencial pura e acumuladorus

obligadis, ya qne cstas solo pueden ereeer s

s en

suclos dcides dees en Al micntrus que ensaclos ne
acidos, }mhn's en Al preseintim NUCrOsIS y clorosis vn
Lis hejas. No esti claro s1 esto es ast paca todas plantas
hiperacumuladores de Ay es win menes conocidu L
postble fiancidn hioldgiea del Al o
Junseee ef ed, 20O

N ORTIDISINGS

o

3. Evolucién de las plantas en respuesta ala
acumulacién de metales pesados

La adaptacién o soclos con alto contenido de
metales ¥ lus vuriuciones ceotipicas cot respecto wla
resistenciy ceutnnlacion de metules comoe e, Nis Zo,
Ph. Cd. cobalre iCoic G manganeseo iNna, Cr oy Se,
cn un fendmeno cominn Macnadr, 19930 A menndo
i sola espeaie de o sfnero presenta seamnlacion
de nn metal peside, lo que sugicre qoe s ditereneias
e ol contenido de metales pesados puedew atribuiese
a proceses cvolutivos recientes iReeves y o Buker,
20000 Por cjemple, Lus pluntas acamnladeras de Ni
en Jus Rnblaceie se Bmie a une escuso ninero de
aéneres vosns dmphicacdiones taxenomicas parceen
ser significutvas o mivel de génere o especies En este
sentida, ladistribuetcn de las espeetes acomnladoras de
Ni dentro del cnorme géuere Pocfwsa dncluye tanto
especivs ucumuladoras come ne acimuladoras de Nt
sificacion

pocde ser interesante parn propesites de cl:
crtee lus especies. La caractenistica anificudor mids
importante e las aeommladoras de metales ex
mite sndistribucicn restmingiday alro grado

probiblem
de endemnisme Baker ¥ Brooks, 1989, Eu contraste,
Broadhy vy col. 20010
sgnificativas cn I cenmalacion de oweetules pesados
en ol nivel xondrice de orden Sespedadienre
Mudpighiales, Brassienles v Asrorales: v oper debajo
de Gstey o que sugiere quo caracteristicas evolutivis
primigenias podiceon nfluir on ke acmrmlacion de

repertiren variciones

metales pesudes. La hiperacamulucion del Al en las
hojas, cmestra fuertes seriades filogendticas aoun nivel

toles

taxondimico mayor que ke aconmbicion de m
pesados e generel: estu diferencia se puede explicar
por la disponibilidad de les cloaenros v sa fineion

en los procesos metabolices. Core ya se ClonG,

los suclos dcidos con Al solubilizudo comprenden

17
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Raiz de Nocceae caerulescens
NCZNT1

NCZNTH

NCZNTH1
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Epidermis/Cortex

Endodermis/Periciclo

Parénquima del Xilema Xilema

Raiz de planta no hiperacumuladora
ZIP?

ZIP?

Hacia el Follaje,

;
e '

Epidermis/Cortex

Figura 1. Modelo de transporte de Zn al interior y a través de la raiz de la planta N

Endodermis/Periciclo

Parénquima del Xilema Xilema

caer

hiperacumuladora de Zn/Cd. El csquema muestra las diferencias enme Miceea casrulescens v una planta dpiea no
acimmladora, Se ha sugendo que of mansportador NeZNT1 facilira la capracion de Zn del sucla, pero la localizacion del
homaologo de este gen en Adrebudopsiy indica que rambicn pueee estar involucrado en el transporze de esie meral 2l esrela. Enel
modclo rambicn se incica que exisre un menor secuesom de Zinen la raiz de A caeradeseens, As, en la planta hiperacomulaclora
hay una mayor cantidad de Znmovil en la raiz que puede ser rapidamente rransportacdo a mraves de L endodernmis y peridelo
al peréneuima del xlema. En ol esquema rambicn se indica como so moviliza una gran canndad de Zn al xilema en A
caevulescens, via la ATPasa de Zn/Ced HMAT para su subsceuente rransporte al follaje imodificado de Milner ez 22, 2015,

fue orginalmente identificada por su capacidad de
incrementar la tolerancia al Cd cuando se expreso
en levaduras (Bernard ¢ al, 2004, Papoyan y
Kochian, 20041 NeHMA4 P es un transportador
de membrana involucrado ¢n ol movimicnto de
cationes divalentes, principalmente Zn y Cd hada
ol xilema y s¢ expresa principalmente en las raices
y en menor medida en el follaje. Este transportador
cs micmbro de la superfamilia de ATPasas tipo P,
espectficamente de la subfamilia P, Ademas, se
ha reportado que su expresion se induce tanto por
deficicncia como por exceso de Zn, y también en
respuesta a altas concentraciones de Ced (Milner ef al.,
2005). En N casruleserns y A. halleri se ha demostrado
una correlacion entre el nivel de acamulacion de Cd
y Zn cn ol follaje y ¢l namero de copias de HMAS en
¢l genoma (Craciun ¢f af, 2012 En ambas especices,

120

s¢ han cncontrado maltiples coplas de HMAZ cn
tandem, lo que conduce @ una mayor expresion
de HMA4 y a una acamulacion de Zn y Cd. El
transportaddor  MTP1  (METAL TOLERANCE
PROTEIN 1) caracterizado cn 4. thafiana participa
cn ¢l transporte de Zn a la vacuola, tanto en raices
como cn hojas (Debrosses-Fonrouge ¢ af., 2005). En ¢l
genoma de A. thalana se han identificado ocho genes
que codifican para transportadores CDF, AtMTP1
cs un micmbro de la famiia CDF (CATION
DIFFUSION FACILITATOR) que participa en ol
transporte de cationes divalentes fucra del dtosol, ya
sca movilizindolos a L vaenola o fuera de la eélnla. En
A. thaliana, las matantes amtp ] crecidas en altos niveles
de Zn presentan un incremento en la sensibilidad a
dicho metal (Kawachi ¢f al, 2009). Los analisis del
transporte por AMP1 del Zn al interior de la vacnola,

93



Coamrale o Neeamsmos e reeevzaeia ele s planzes 2 os e

han detnosteado goe ex dependienre del pHL Ast que,
prehablenente AMMTPL sea im antiportader gue
moeviliza Hoaleitesely Zo™ v otres cationes divadentes
al dueerior de b vnenel Keawaehi v osi, 20085 Fs
mportunte resatar gue ne todes les ndembros de la
familia CIYF on L plaas saperiores se cnenentran
cie el eemoplasto, NTPT de As

co L membrana plusodtica v estacievoluerade coeel

s loen iz

trresporte de N1 foera de Ee eénla, Lo gne e aseoct
coen nna neyer doleruncia ul NioKion ¢ w2000
Owo  descubrimdento lwpertante relacionade
tanspertador ARNTTPT es que presentn i resdd

vicn e residues de histidioa, cova peedida resulia en
mmerementodel ransporee de Zn algnedar los iomes
unides w L proteitw por i pedodo de getpo twenoer.,
Lo gpe les pernnite pasur mcts edpicuncnte wteases del
spoere” del mmsporeidor Kesvaehi e of 0 200 Fn

L plta hiperaeneladorn de Zo/Cd, A dadfead se
liwnidencificade ranldaples copias de ALY TR v esto
s ha asectado con o eremento a o relermen v
acumulacion doe Zno Shalaud o of 20000 Los antores
timbice reportiren diferencs en lespresion de los

parideges de MEPE en 4. fhadfad Lo que suglere gue
otres facteres podetan regulue L expresion reaisteacla
creesta especie hipeeaenromlador.

6. Tolerancia al cadmio

Tos mecatistnes de acamnlicien de Cdoen A
rariiereny vl fudfan pueden ser los ndstios que
estis plimtas nalizan para kcaentankacion del 7Zn. T
Lol diferente

compeotwette de ke lperacnmualacion Zns
podrmcscechionthgo de Cd o b noz, Histieel momenee,
e se han ddennficade oasportudores eapecificos
puric Gd v oae plensu que este metd es translocado
alinrerior de b plae vine orros ozcspertadores de
nucrenntrientes esenciales. Debide o las stoalitndes
inicas cntee ol Zo7 v ool Gd® L se wsne que ol Cd

seahserbe por s vdees de Jas planeas o roscs de

L
Loss transpertadores de Zn o de Teo Eoovanias especies
de plhoras, ol ransportador dealer ofinddad - de
Fo. IRT. pucde mexilizar wiveles fisiolodearaenne
velevuntes de Colac b radz Pluzacef el 0 2007 0 Auque,
NeZNT1 ol rmsportader de Zo haside invalnerado
cu vl indluje de Cdoa L vadz, pavee gue sele puede
i tatal de Zog Nl
que neluse en presencin de eantidades mieromelares

II;ll'l'II(l (P} ('(v[lll s (1(' aeseri
e este metals cesu por complete ol inthje de Cd
Nhluer ef gi 200
trzusportadores de Fe son L principal rata de cateada
el Cd o L planga. Al

de transportidores Nr:

. Fares resnlodos =

crere g les

mes ndewthres de L fmdlia
np oo tnevilizan el ranicn

zesperian wveles Gslolcgicamente linportantes de
(fi .\ [1('({|_|.;l|| rstar ill\(lll][‘l‘:l{{()ﬁ on ]T]l](‘ll(’s ;lSI]l'f‘[("\'
de la mimslocaciem de Cd tacia b planen Cailliacee
of 2l 200 demaosirinen que el irmsportadaor de Mo

s owesarlos

de alr atinidad, ArNvatap 1 os nnc ransportador eon
wie amplio espectee de sasteates v fumbicn podina
wedulur chirmspore de Cd, Oteas protednas coe fus
Nramp3 v Nrampd mansporom Cd que se localizan
en kvacucda se hae ioveerado coc o remevilizecion
de les metales pesados de Lo vaenel hacia el eltesel
ilamequar ot ai, DU,

7. Tolerancia al aluminie
7.1. Aspectos fisiolégicos

Cor

estradey,

anticad de especies de veaerales nnliz

TRIGH
Cede teleraneta ad Al buasaela coc L clindecicion

iexclugicine de los ienes AP réxicos delipiee de

LCste mecandsme: censiste cre lu quelaeion del AT por

acielos ory

udces seenxdos por Las células del apiee

de Lroroiz el st de o rovieidad por Al fraves

detrnnspertaderes cspeeiulizados de L cembrana
plastecinea Delhaize of of 0 200730 Fste mceatisine doe
cimitzicien del Al fanciena cn vinos eereules, por
victple cobucdin frive, madz vosorge, asteeme enono
arim canidad de cspecies diconledoncas come lsoya,
bubtchuelus, arvoz v dsedad s thadioes Niluee ¢ wd.
2050 Debide wogre AL es un metal oy reaetive v
pvde neeracmar on varos sifos de a pared eelular

v ool stplisto del dpice de Lo vz, les mecdsies
poreneinles de rexicidad por Al son namereses o
mchnen boinbibicion de o clotgaeics v division
celulw nwedinnte sue ineraceién con preteinas .y
curbohidraros de b pared colnkw con ol deocsgquelere.
con I senadizacién por Cu, con fas prowenias Gy con
los acides moeliees (Kochwan, 1%000 Lo inbithucicn
ducida por ol Al sabie of erccimicnto due ke ruiz es
vipida v prede see detectada ndontes despucs de
L exposicion al el o que indiea goe el sintorn
1ciud de tondeidad se debe prinere wonu efecte sobiee
L vlengacion el Tuenbicn se ha demaostrado gue
ke fneeraecion del Al een ol sipiee de brorozinbibe
ol crvclndente de L rwz oo gue deju choe que Los
trceantstrnes de tolernnere ol Alvesiden enelmenstano
apicul de laormz Ry et af. 200 Las bases fistolGuiens

generiles de los nwecidsies de toleruecia al AL se
Bresate en L exelusion del meral del plec de Jaoriz o
Incluyen treseventos: - estierlaeien de fuexaducién de

i('(l:{ coarriey ll 1

j‘l(']‘(ill:\' 1

ndentris e A fefere exnda taado: cltewto. cone
tralare, les enaldes quetan ol el 20 B esndacien de
dcidos orgdmcos uetdvada por Al se lecaliza e o apice
e Lradz solo enande diche wejide b sido dutade por
chmetal, le enal mitamiza b exndacicn mnecesania de
citrado ¢ maliuto por e vz 3 ol principad preceso gue

.“IJ}J\'iI('l' iy |i| r(lll i iy 21] \l. (\()llf\if\"l' on I:I :I[‘l‘i\'}l('i[‘?ll
duel trespore de dactdos organices mis que en L sintesis

e Los aeidess Dellodze of ed . 20007 0 Oteo mecundsoine de

121

94



tolerancia del Al involucra procesos de destoxificacion
e inhibicion de la absorcion del metal por la planta.
La hortensia (Hydrangea sp.), es una planta ornamental
cuyos sépalos florales cambian de color de rosa a azul
cuando el suelo esta acidificado (Fig. 2) y este cambio
es el resultado de la acamulacion de Al y la formacion
de complejos entre este metal y los acidos delfinido-3-
glucosido y 3-cafeolilquinico que son de color azul. La
hortensia es una planta hiperacumuladora de Al que
puede exceder las 3,000 ppm de dicho metal (Ma e
al.. 1997a). Mientras que el Al forma complejos con
los acidos fenolicos en los sépalos, en las hojas se
acumula principalmente como un complejo Al-citrato
en proporcion 1:1; enun pH de 7.0 como el del citosol,
dicho Cumpl(jin es bastante estable Yy Nno es fitotoxico.
La planta de alforfon cuando crece en suelos acidos
también hiperacumula Al en las hojas, encontrandose
hasta 15,000 ppm (Ma e Hiradate, 2000). Gran
cantidad del Al acumulado se encuentra formando
complejos Al-oxalacetato en proporcion 3:1 (Ma ef al.,
1998). Estudios posteriores mostraron que este Gltimo
complejo se acumula principalmente en la vacuola de
las células de las hojas (Shen et al., 2002).

7.2, Aspectos moleculares de la tolerancia al
aluminio en arroz

El arroz es el cereal mas tolerante al Al y este
efecto no correlaciona ni con la exclusion del metal
del apice de la raiz ni con la liberacion de acidos

organicos quelantes. A diferencia de otros cereales
tolerantes al Al como la cebada, trigo, sorgo, maiz y
centeno, el arroz utiliza otro mecanismo. La genética
de la tolerancia del arroz, es mas compleja que la

tolerancia al Al en otros cereales (Famoso ¢ al.,
2011). OsNrat! codifica un transportador de metales
tipo Nramp unico que especificamente modula la
captacion de Al a través de la membrana plasmatica
de la células del apice de la raiz (Xia ¢t al.. 2010). Este
transportador parece funcionar como un complejo
con la proteina OsALSI, el cual modula el transporte
del Al absorbido del citosol a la vacuola, donde es
almacenado y destoxificado (Huang et al.. 2009).
Este mecanismo novedoso de tolerancia al Al, parece
involucrar a la pared celular de la raiz, ya que se ha
reportado que el complejo Nramp/OsALSI, remueve
al Al de la pared celular y lo almacena en la vacuola
de las células de la raiz. OsSTAR] fue el primer gen de
tolerancia al Al exclusivo del arroz que se identifico y
se determind que codificaba para una proteina con
dominio de unién a nucleotidos, caracteristico de los
transportadores tipo ABC. OsSTARI interacciona
con una segunda proteina de arroz codificada por
OsSTAR2, y en conjunto estas dos proteinas forman
un complejo transportador tipo ABC (Huang ¢ al.,
2009). Al parecer, el complejo OSSTAR1/OSSTAR2
modula el transporte de la UDP-glucosa al interior

de las vesiculas endomembranosas, las cuales al
fusionarse con la membrana plasmatica, liberan
la UDP-glucosa al apoplasto, donde modifican la
composicion de carbohidratos de la pared celular, lo
que a su vez, altera la union del Al a la pared. Otro
gen de tolerancia al Al, identificado en arroz fue
ARTI, que codifica para un factor transcripcional
tipo dedos de Zn, el cual regula la expresion de genes
inducibles por Al (Yamaji ¢ o/, 2009). La mutante
Osartl, presentd una disminucion significativa en la

Figura 2, Efecto del pH sobre el color de las flores. Hortensias azules crecidas en suclos dcidos (pH 5.0) con iones Al
solubilizados v hortensias rosas erecidas en suclos a pH 6.0 con Al en forma de aluminosilicatos (Ma ef al,, 1997a
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