UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES
QUIMICO-BIOLOGICAS
UMSNH

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES QUIMICO-BIOLOGICAS
LABORATORIO DE BIOLOGIA DEL DESARROLLO VEGETAL

“Estudio de la sefalizacion de aminoacidos en la regulaciéon del

crecimiento de laraiz primaria de Arabidopsis thaliana”

TESIS

Que presenta

M. C. Gustavo Ravelo Ortega
Para obtener el grado de Doctor en Ciencias Biolégicas

Director de tesis

D. C. José Lopez Bucio

Codirector de tesis

D. C. Angel Arturo Guevara Garcia

Marzo de 2021, Morelia, Mich.




Este trabajo fue realizado en el laboratorio de Biologia del Desarrollo
Vegetal del Instituto de Investigaciones Quimico Biolbégicas de la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, bajo la direccién
del D. C. José Lopez Bucio y la codireccion del D. C. Angel Arturo
Guevara-Garcia (profesor-investigador del Instituto de Biotecnologia
de la Universidad Nacional Autonoma de México). Para su desarrollo
se conté con apoyos del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
(becario 333051; recurso A1-S-34768) y del proyecto DGAPA PAPIIT
UNAM (IN209420).



Esta tesis la dedico a mis padres Josefina y Daniel, pues sus
consejos, su trabajo y su esfuerzo, han sido el cimiento principal

de mi formacién académica.



AGRADECIMIENTOS

A Dios, por haberme dado la oportunidad de vivir esta experiencia profesional y

por haber puesto en mi camino a personas de las que aprendi mucho.

A mi esposa Berenice, por la compafiia, el apoyo y la paciencia que me has
dedicado estos afios, pues se convirtieron en una motivacion que me ayudo a

prevalecer.

A mis padres Josefina y Daniel, por el apoyo inmensurable que siempre me han
brindado.

A mis hermanos Daniel, Elizabeth y Liliana, y a mi familia en general, que dia

a dia han estado animandome a seguir adelante.

A mi asesor, por recibirme en su grupo de trabajo y por compartir de su

conocimiento durante estos afnos.
A mi co-asesor, por haber guiado y apoyado el desarrollo de esta investigacion.

A mis sinodales, por haber mejorado este trabajo con sus observaciones y

sugerencias.

A mis comparferos de laboratorio y amigos, por su apoyo y por todos los

momentos agradables que compartimos.



INDICE DE CONTENIDO

Pag.

RESUMEN ...t e et e e e et e e e e e e e e eenans 8
AB ST R A C T oot e et e et et e e e et e e e et e e e e e e aaee 9
1 INTRODUGCCION ....ocuiiiiiiaieiiiieieieie sttt 10
2 ANTECEDENTES ...t eeaans 11
2.1 Arabidopsis thaliana............cccovviiiiiiiiiiiiiii 11
2.1.1 Sistema radicular de Arabidopsis thaliana..............cccccccvvviiiiiiiinnnnnns 13

2.2 FILONOIMIONAS ...coiiiiiiiiiiite e e e e e e e 15
2.2.1 Auxinas: sintesis, transporte y sefializacion ..............cc..ccoeeeviiiiiinnnnnn. 16
2.2.2 Auxinas y transportadores PIN en el desarrollo radicular .................. 19
2.2.3 Regulacién de la division y el crecimiento celular a través de la
SERNAliZaCiON A€ QUXINGS .......eviiiieiiiiiiiiiiiii e e e e e e 21

2.3 AMINOACIHOS. ...ceiiieiiieiiieee ettt e e e e e e e e st eeeeaeeeeennns 23
2.3.1 Sintesis de amiNOACIHOS ........ccceiieiiiiiiiiiiiiiie e 26
2.3.2 Aminoécidos en la asimilacion de nitr0geno...........cccceeeeeeeeeiiiicnnnee. 29
2.3.3 Transportadores de aminNOACIAOS ..............uuuverrrmmmerrmnrrnnnnnnnnnnnneennnna. 30
2.3.4 Efecto de aminoacidos exdgenos sobre el crecimiento radicular ...... 31

2.4 ProteinasS MAPKS ......cooiiiiie e 32
2.4.1 MAPKSs en el desarrollo radicular..................eeeeevmiieiiiiiiiiiieiis 33
2.4.2 MAPKsenlasrespuestasde laraizalL-Glu.........ccccceeeeeeiiiiiiiinnnnnnnn. 35

3 JUSTIFICACION ...ttt 36
A HIPOTESIS ...ttt 37
S OBUIETIVOS ...t eaaans 37
5.1 ODbBJEtIVO gENEIAL......uueiiii e 37

5.2  ODbjetivos €SPECITICOS .....ovvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e 37



6  RESULTADOS ... .. 38

6.1 The growth of Arabidopsis primary root is repressed by several and

diverse amino acids through auxin-dependent and independent mechanisms and

MPKB KINASE ACHVITY. ....cceeeieeeiiiiiiie ettt e e e e e et e e e e e eeeeenes 38
7  DISCUSION Y CONCLUSIONES ......ooovieiiieeee et 50
8  PERSPECTIVAS ... et eaaans 53
9 REFERENCIAS . ... et r e e e 54

10 ANEXOS e eeane 65



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Ciclo de vida de ArabidOpPSIS ...........uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiebeeeeeeieeees 13
Figura 2. Anatomia y morfologia de la raiz de A. thaliana..............ccccccovviienennnnne. 15
Figura 3. Rutas propuestas para la biosintesis de AlA...........cccccceeeeiiiiiiiiiieeeeenn. 17
Figura 4. Modelo de la via de la sefalizacion de auxinas ..........cccccccevviiiviiieeeennn. 19

Figura 5. Flujo de auxinas mediado por los transportadores PIN para el
establecimiento y el desarrollo de la raiz ..., 21

Figura 6. Influencia de las auxinas en los procesos de la division y el crecimiento

(o= 11 - | TP PP PRTTPR PPN 22
Figura 7. Estructura y clasificacion de los 20 L-amino&cidos proteicos................. 26
Figura 8. Rutas de la biosintesis de los aminoacidos proteicos. ...........c.coceeeeeeeeens 28
Figura 9. Efecto del L-glutamato sobre el sistema radicular de A. thaliana........... 32
Figura 10. Vias de sefializacion de MAPKS.........cccoooiiiiiiiiiiie e 34

Figura 11. Identificacion de proteinas MAPKs involucradas en la sefializacion del



RESUMEN

Los aminoacidos en las plantas cumplen funciones estructurales, nutricionales y
de sefializacién. Ademas, actian como cofactores, osmolitos y precursores de
fitohormonas. En este trabajo, realizamos un andlisis detallado de las respuestas
del crecimiento de la raiz primaria de Arabidopsis thaliana a los 20 L-aminoacidos
e investigamos los posibles mecanismos moleculares que subyacen en la
actividad de estas biomoléculas. 15 de los aminoacidos evaluados disminuyeron el
crecimiento de la raiz primaria, de los cuales, L-glutamato (L-Glu), L-Leucina (L-
Leu), L-Lisina (L-Lys) y L-triptéfano (L-Trp) fueron los mas bioactivos. A través de
la aplicacion localizada de los cuatro aminoacidos sobre el sistema radicular, se
determind que el apice de la raiz es responsable de percibirlos. Estas
biomoléculas disminuyeron la de division y el crecimiento celular, y alteraron de
manera especifica la expresion de genes de respuesta a auxinas y el nivel de
transportadores PIN. Sorprendentemente, la mutante afectada en el gen de la
MAP cinasa, MPK®6, fue resistente al efecto de L-Glu, L-Leu, L-Lys y L-Trp. Con
los resultados obtenidos, concluimos que independientemente de sus propiedades
fisico-quimicas y de su influencia en la via de las auxinas, los cuatro aminoacidos

convergen en MPK®6 para reducir el crecimiento de la raiz primaria.

Palabras clave: Planta, cinasa, auxina, desarrollo, biomolécula.



ABSTRACT

Amino acids perform both structural and signaling roles for plants. Besides, these
biomolecules act as osmolytes, cofactors, and phytohormone precursors. In this
study, we performed detailed response analyses of the primary root growth

of Arabidopsis thaliana to all 20-L amino acids and investigated the possible
molecular mechanisms underlying the activity of these biomolecules. 15 amino
acids were found to inhibit the primary root growth, being L-leucine (L-Leu), L-
lysine (L-Lys), L-tryptophan (L-Trp), and L-glutamate (L-Glu) the most active.
Applying the amino acids locally on the root system, we determined that the area
that senses them is the root apex. These molecules decreased cell division and
elongation, and specifically alter the auxin-responsive gene expression and the
level of PIN transporters. Surprisingly, the affected mutant in the MAP kinase gene,
MPK®6, was resistant to the effect of L-Glu, L-Leu, L-Lys, and L-Trp. With the
results obtained, we conclude that regardless of their physical-chemical properties
and their influence on the auxin pathway, the four amino acids converge in MPK6

to reduce the primary root growth.



1 INTRODUCCION

Las células vegetales poseen diversas proteinas receptoras con las que perciben
diferentes estimulos ambientales. Es por esto que, durante la exploracion del
suelo, la raiz puede ajustar su crecimiento y desarrollo en respuesta a varios
factores abidticos y bidticos (Jiménez-Vazquez et al., 2020; Novak et al., 2015).
También, es capaz de interaccionar y formar asociaciones con especies
microbianas que mejoran el crecimiento y las defensas de la planta (Alori et al.,
2017; Kohl et al., 2019). Su plasticidad y dinamismo depende de los procesos de
division, elongacion y diferenciacion celular, los cuales son regulados fuertemente

por moléculas sefalizadoras llamadas fitohormonas.

Uno de los grupos de fitohormonas mayormente estudiado es el de las auxinas,
las cuales participan en la regulacién de casi todas las etapas del ciclo bioldgico.
Principalmente se sintetizan en la raiz y en las hojas jovenes, desde donde son
movilizadas hacia los diferentes tejidos (Zhao, 2018). En la raiz, estas moléculas
se encargan de mantener el crecimiento indeterminado y de promover programas
de organogénesis como el desarrollo de raices laterales (Lavenus et al., 2013). A
través de receptores nucleares, este tipo de fitohormonas activan una serie de
proteinas que inducen la expresion de genes relacionados con la actividad mitética

y el crecimiento celular (Sablowski y Carnier, 2014; Schepetilnikov et al., 2017).

La arquitectura del sistema radicular puede ser modificada por biomoléculas
presentes en la rizosfera, que alteran la via de sefializacion de auxinas. Tal es el
caso de los aminoacidos que se incorporan al suelo como consecuencia de la
degradacion de materia organica, representando una fuente organica de nitrégeno
(Miller et al., 2008). Diversos estudios han demostrado que la raiz primaria de
Arabidopsis thaliana puede percibir al L-glutamato como una molécula sefial que
modifica la arquitectura radicular, afectando el transporte de auxinas (Walch-Liu et
al., 2006). La sefalizacion del L-Glu en la raiz involucra la funcion de las proteinas
cinasas MEKK1 y MPK6, ambas pertenecientes a la familia de las denominadas
“Mitogen-Activated Protein Kinases” (MAPKs; Forde et al., 2013; Lépez-Bucio et

al., 2018). Asimismo, se ha reportado que diferentes aminoacidos convergen en la
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activacion de los mismos componentes moleculares para regular el crecimiento
celular y la despolarizacion de la membrana (Kim y Guan, 2011; Stephens et al.,
2008).

Este trabajo se enfocé en dilucidar las respuestas de la raiz primaria de
Arabidopsis a los tratamientos con cada uno de los 20 L-aminoacidos proteicos en
un intervalo amplio de concentraciones. Simultdneamente, se analizd si la
sefalizacion de algun (os) aminoacido (s) involucra a la via auxinica con la

actividad de la cinasa de MPKG6 o si sus efectos son independientes.

2 ANTECEDENTES

2.1 Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana revolucioné las investigaciones en la biologia molecular y el
desarrollo de plantas. Hace mas de 100 afios que comenzaron a utilizarla en este
campo del conocimiento y, hasta la fecha, suman méas de 67,000 trabajos en los
que se utilizdé como planta modelo (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/). Las
publicaciones derivadas del estudio de Arabidopsis, se toman comunmente como
punto de referencia en las investigaciones con otros organismos vegetales
(Provart et al., 2016). Es una planta dicotiledénea de la familia Brassicaceae,
descubierta en el siglo XVI por Johannes Thal en Alemania. Aunque es endémica
de Europa, Asia Central y el Noroeste de Africa, hoy en dia su distribucién
geografica abarca regiones de Norte América y Australia (Toloti-Carneiro et al.,
2015). El ciclo de vida de A. thaliana desde la germinacion hasta la senescencia
tarda alrededor de 8 semanas (Fig. 1). Durante su etapa vegetativa, desarrolla
una roseta basal de donde crecen tallos florales (escapos) que alcanzan una
altura promedio de 30 cm. Las flores son hermafroditas y de éstas emergen frutos
alargados, denominados silicuas, que contienen entre 30 a 50 semillas (Kramer,
2015).

Friedrich Laibach fue uno de los pioneros en emplear este organismo vegetal en

estudios experimentales. En 1907, durante sus estudios de doctorado en
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Alemania, analiz6 el numero de cromosomas de varias plantas incluyendo a
Arabidopsis. Posteriormente, en 1945, siendo director del Instituto de Botanica de
la Universidad de Frankfurt, obtuvo la primera coleccion de mutantes mediante la
aplicacion de rayos X, resultados que fueron publicados en la tesis de doctorado
de su estudiante Erna Reinholz. Estos avances fueron la base para proponer a
esta pequefa planta como modelo de estudio, ya que con ella, Laibach demostro
la facilidad con la que se pueden realizar analisis genéticos detallados
(Meyerowitz, 2001). Algunas de las particularidades que fomentaron el uso de
Arabidopsis como organismo modelo, son las siguientes: 1) facilidad para su
cultivo en condiciones de laboratorio, 2) disponibilidad de protocolos de
mutagénesis y métodos de seleccion de mutantes, 3) genoma pequefio, con 5
cromosomas entre los que se incluyen alrededor de 25, 000 genes, la mayoria de
copia Unica, y 4) la posibilidad de transformarla genéticamente y generar plantas

transgénicas estables (Woodward y Bartel, 2018).

Los avances en la secuenciacion del genoma de Arabidopsis y en las técnicas de
mutacion de genes especificos mediante insercion de fragmentos de ADN,
permitieron la caracterizacion de genes por “genética reversa” (Toloti-Carneiro et
al., 2015). Actualmente, bancos de germoplasma como Arabidopsis Biological

Research Center (https://abrc.osu.edu/), Nottingham Arabidopsis Stock Center

(http://nasc.nott.ac.uk) y BioResource Research Center

(https://epd.brc.riken.jp/en/), se encargan de recolectar, mantener y propagar las

variantes genéticas de esta planta de diferentes procedencias. Dichas colecciones
se pueden consultar y solicitar a través de los sitios de internet mencionados o de

la pagina de The Arabidopsis Information Resource (https://www.arabidopsis.org/),

donde también cuenta con varias herramientas bioinforméticas y bases de datos

enfocadas a Arabidopsis.
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Figura 1. Ciclo de vida de Arabidopsis. (A) Diferentes etapas del ciclo de vida de A. thaliana (ecotipo
Columbia-0). Fotografias amplificadas de (B) flor, (C) grano de polen (tomada con microscopio electrénico) y
(D) silicuas maduras. Tomado de Krédmer (2015).

2.1.1 Sistemaradicular de Arabidopsis thaliana

La productividad de una planta, cultivada o silvestre, depende de un desarrollo
optimo del sistema radicular, ya que este organo es el responsable de absorber el
agua y los nutrientes del suelo. A diferencia de otros modelos vegetales, la
arquitectura y la estructura de la raiz de Arabidopsis es muy sencilla. Presenta una

raiz primaria de origen embrionario, que mantiene un crecimiento indeterminado a
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lo largo del ciclo de vida. De esta raiz, que es la de mayor longitud, se desarrollan
raices laterales, asi como adventicias a partir del tallo, ambas de origen post-
embrionario. El andlisis microscépico de las células de la raiz es relativamente
facil debido a dos caracteristicas: 1) carecen de pigmentos, y 2) cada tejido consta
de una sola capa de células. De manera transversal, en la parte mas interna de la
raiz se localizan las células del periciclo y de los haces vasculares, ambas
rodeadas por la endodermis, el cortex y la epidermis, que es la capa mas externa.
Ademas, una pequefia parte del apice de la raiz esta cubierta por la columela y la
cofia, que la protegen de la friccion ocasionada por el contacto con el suelo.
Longitudinalmente, las raices poseen cuatro zonas celulares bien delimitadas, con
funciones especificas y estrechamente relacionadas con el desarrollo radicular
(Fig. 2A). La Zona Meristemética (ZM) es la mas proxima a la columela y alberga
células que poseen una tasa de division muy alta. Entre éstas, se encuentra un
nicho de células pluripotenciales que incluye a las iniciales del cortex y la
endodermis, las iniciales de la cofia y la epidermis, las iniciales de los haces
vasculares e iniciales de la columela (Fig. 2B). El estado indiferenciado de las
células iniciales se mantiene gracias a eventos de sefializacion provenientes de un
grupo de células con escasa actividad mitética, conocidas como Centro
Quiescente (CQ) (Petricka et al., 2012). Hacia la parte superior, las células que
derivan de las meristematicas, ingresan a la Zona de Transicion (ZT), donde
comienzan a crecer lentamente para luego aumentar su tamafio de manera rapida
en la Zona de Elongacion (ZE) adyacente. Este alargamiento implica la expansién
del citoplasma, que es acompafiada por la replicacion del ADN, un proceso
conocido como endorreduplicacion (Hayashi et al., 2013). Finalmente, las células
dejan de crecer para madurar en la Zona de Diferenciacion (ZD), un area que se
define por la emergencia de los pelos radiculares y, un poco mas adelante, de las

raices laterales (Verbelen et al., 2006).
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Figura 2. Anatomia y morfologia de la raiz de A. thaliana. (A) Cortes longitudinales y transversales de la
raiz donde muestran las diferentes zonas y tejidos. (B) Ubicacion de las células iniciales. ZD, Zona de
Diferenciacion. ZE, Zona de Elongacion. ZT, Zona de Transicién. ZM, Zona Meristemética. Modificado de
Overvoorde et al. (2010).

2.2 Fitohormonas

En las plantas se sintetizan varios grupos de moléculas conocidas como
reguladores del crecimiento o fitohormonas. Estas ejercen sus efectos por la union
a receptores, derivando en la activacion de vias de sefializacion que promueven la
expresion de genes implicados en los procesos de defensa y desarrollo vegetal.
Su biosintesis se lleva a cabo en células o tejidos especificos, de donde pueden
ser movilizadas a diferentes partes de la planta. Las cinco fitohormonas clasicas, y
las primeras en ser descubiertas, fueron las auxinas, las citocininas, las
giberelinas, el etileno y el acido abscisico. Luego se identificaron otros tipos de
reguladores de crecimiento como el acido jasmonico, el acido salicilico, los
brasinoesteroides, las estrigolactonas, el oxido nitrico, las poliaminas y algunos
péptidos (Asami y Nakagawa, 2018). Hoy en dia, se conoce que distintas vias de
sefalizacion de fitohormonas interaccionan y se autorregulan conformando

complejas redes de sefializacion (Yue et al., 2016).
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2.2.1 Auxinas: sintesis, transporte y sefializacién

Mientras investigaban el fototropismo, un fenémeno que consiste en el crecimiento
de las plantas en direccion hacia la luz, Carlos Darwin y su hijo Francis (1880),
dedujeron que una sefial enddégena y movil era la encargada de mediar los
cambios morfogénicos relacionados con la percepcion de luz. Afios mas tarde, se
demostré que esa sefal de la que hablaban eran las auxinas, un grupo de
fitohormonas que también intervienen en la reproduccion, la embriogénesis, la
elongacion del hipocotilo, el crecimiento de la raiz, y la formacion de raices
laterales y pelos radiculares (Gray et al., 1998; Vanneste y Friml, 2009).

El acido indol-3-acético (AlA) fue la primera auxina identificada y es una de las
mas bioactivas que se conocen. El AIA se produce en las hojas jévenes y en el
meristemo radicular, y se han propuesto dos vias para su sintesis: 1) la
dependiente del L-triptéfano (L-Trp) y 2) la independiente de este aminoacido, que
involucra al indol-3-glicerol fosfato y al indol (Fig. 3). A partir de la ruta del L-Trp,
se derivan cuatro precursores principales del AlA: indol-3-acetaldoxima (IAOx),
indol-3-acetamida (IAM), &cido indol-3-piruvico (IPA) y la triptamina (TAM).
Anteriormente se creia que la ruta de sintesis de AlA a partir de IAM era especifica
de bacterias, debido a que no existian evidencias que la relacionaran con plantas.
Sin embargo, ya se ha detectado a este precursor en varias especies vegetales,
asi como el gen que codifica para la hidrolasa (AMI1) que lo convierte a AlA. Otra
via también presente en bacterias es la de IPA, un compuesto que da lugar al
indol-3-acetaldehido (IAD) por la actividad de la indol-3-piruvato descarboxilasa, y
después se forma AIA mediante la participacion de la indol-3-acetaldehido oxidasa
(Mano y Nemoto, 2012). Hasta la fecha, en plantas solo se ha encontrado IPA en
A. thaliana y en Pisum sativum, pero se desconoce si en ellas puede conducir a la
produccion de IAD. Otros precursores de AlA es la TAM, gue es intermediario en
la produccion de alcaloides indol y de serotonina. Ademas, a partir del IAOx se
generan glucosinolatos indol. Ambos precursores, IAOx y TAM, se han encontrado
en especies de la familia Brassicaceae (Mano y Nemoto, 2012). Las plantas
pueden emplear varias opciones para mantener la homeostasis de esta

fitohormona, ya sea degradando el AIA a 2-oxoindol-3-acético, inactivandolo al
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conjugarlo con aminoacidos y azucares e incluso disminuyendo su biosintesis
(Schaller et al., 2015).

Corismato
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Figura 3. Rutas propuestas para la biosintesis de AIA. En flechas azules se sefiala la sintesis del L-
triptéfano (L-Trp) en el cloroplasto. La flecha morada con linea de puntos indica la via independiente del L-Trp.
Las flechas naranjas muestran los pasos donde se conocen los genes y la funcién enzimética en la sintesis de
AlA dependiente del L-Trp. En flechas rojas se esquematiza la ruta biosintética de la serotonina y de los
alcaloides indol a partir del L-Trp. Las flechas verdes indican la ruta biosintética del AIA utilizada
especificamente en las especies de la familia Brassicaceae. Las flechas negras muestran los pasos donde
aun se desconocen los genes y funciones enzimaticas que participan. Las flechas verdes con linea de puntos
sefialan los pasos donde los genes y funciones enzimaticas son poco entendidas. Las letras minUsculas en
cursiva son genes bacterianos. ASA1/2, antranilato sintasa. PAT1, antranilato fosforibosiltransferasa.
PAI1/2/3, 5-fosforibosilantranilato isomerasa. IGS, indol-3-glicerol fosfato sintasa. TSA1/TSB1/2, triptéfano
sintasa. auxl/iaaM/tms1, triptéfano-2-monooxigenasa. aux3/iaaH/tms2/AM1, indol-3-acetamida hidrolasa.
TAAL/TARL/TIR2, triptéfano aminotransferasa. CYP79B2/3, triptéfano N-hidroxilasa.
CYP71A13/CYP83B1/CYP71B15, monooxigenasa. SUR, liasa de alquiltiohidroxamato. YUCCA, flavina
monooxigensa. AAQO1, aldehido oxidasa. TDC, triptéfano descarboxilasa. NT1/2, nitrilasa.

Para la distribucién de auxinas hacia los diversos tejidos se han identificado dos
sistemas de transporte: 1) la difusién simple a través del floema y 2) el transporte
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polar, que favorece una movilizacién de auxinas de célula a célula y es mediado
por proteinas transportadoras ancladas en la membrana celular. Este transporte
polar esta basado en la teoria quimiosmatica del AlA, la cual propone que el AIA
es un &cido débil con un pKa de 4.75, que le permite adquirir dos formas quimicas
dependientes del pH: una protonada (AIAH) a pH acido, y otra aniénica (AlIA") a pH
neutro. EI pH del apoplasto es de 5.5, por lo tanto, se estima que
aproximadamente el 15% del AIA esta en forma protonada y puede viajar a través
de la membrana, mientras que, en el citosol, cuyo pH es de 7, se favorece la
estructura anionica. Debido a que esta uUltima forma estd cargada eléctricamente,
no puede atravesar libremente la membrana, y para hacerlo requiere de la funcién

de transportadores (Vanneste y Friml, 2009).

Las proteinas “Auxin transporter protein 1” (AUX1) median la entrada de AIA" al
citoplasma, sin embargo, para su expulsién hacia al apoplasto intervienen los
transportadores “ATP-Binding Cassette” (ABC) y “PIN-FORMED” (PIN). La funcion
de las proteinas AUX1 se descubri6 mediante la caracterizacion de la mutante
auxl1, que muestra resistencia a la movilizacion de auxinas al interior de la célula.
Por su parte, los transportadores ABC fueron descubiertos al ser desactivados
funcionalmente por el acido naftilftalamico (NPA) y por flavonoides, los cuales
impiden la interaccién entre las proteinas ABC y su proteina reguladora “TWISTED
DWARF 1” (TWD1). En cuanto a los genes PIN, en A. thaliana se han identificado
ocho de ellos, cuyos fenotipos mutantes coinciden con su funcibn como
transportadores polares de auxinas en la regulacién de los procesos del desarrollo
de la raiz y en las respuestas al gravitropismo (Adamowski y Friml, 2015;
Vanneste y Friml, 2009).

Las auxinas dentro de la célula estimulan la union de los represores
“‘“AUXIN/INDOLE ACETIC ACID” (AUX/IAA) con los factores de transcripcion
“‘“AUXIN RESPONSE FACTOR” (ARF), bloqueando la transcripcion de genes de
respuesta a auxinas (Fig. 4A). Durante este proceso los represores AUX/IAA
reclutan a los co-represores “TOPLESS” (TPL) y “TOPLESS RELATED” (TPR), los
cuales impiden la actividad transcripcional mediante el reclutamiento de histonas

deacetilasas (HDAC). Al elevarse la concentracion de auxinas, éstas son

18



reconocidas por las proteinas de la familia “TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE
1/AUXIN SIGNALING F-BOX PROTEINS” (TIR1/AFB), promoviendo su interaccion
con el represor AUX/IAA (Fig. 4B). Posteriormente, TIR1/AFB recluta a SKP1-
Cull-F-box (SCF), una ligasa tipo E3, formandose el complejo SCFTRVAFE que
desencadenard la ubiquitinacion del represor AUX/IAA para que pueda ser
degradado en el proteosoma 26S. Una vez que la proteina AUX/IAA es
degradada, los ARF son liberados para promover la transcripcion de los genes

regulados por este sistema (Schlatter et al., 2017; Wang y Estelle, 2014).

A

Proteosoma 26S

(ARF) |_'

Figura 4. Modelo de la via de la sefializacién de auxinas. (A) Cuando el nivel de auxinas es bajo, la
proteina AUX/IAA con la ayuda de TPL, TPR y HDAC mantiene reprimida la funcién de los ARF para evitar la
transcripcion de los genes de respuesta a auxinas. (B) Al aumentar el nivel de auxinas se favorece la
formacion del complejo SCF™RY, el cual realizard la ubiquitinacion del represor AUX/IAA para que sea
degradado via proteosoma 26S y los genes originalmente reprimidos puedan ser transcritos.

2.2.2 Auxinas y transportadores PIN en el desarrollo radicular

Desde etapas tempranas de la embriogénesis, las auxinas definen el cuerpo apical

y basal de la planta (Fig. 5A). La parte basal se divide para formar las células de

la hipofisis y del suspensor. Enseguida, el suspensor da lugar al CQ y al
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meristemo apical de la raiz. Estos eventos del desarrollo embrionario dependen de
varios maximos de auxinas creados por los transportadores PIN1, PIN4 y PIN7
(Moller y Weijers, 2009). Posterior a la germinacion, se establece un patron de
distribucion de proteinas PIN en las capas celulares de la raiz primaria, el cual
permite crear un flujo constante de esta fitohormona (Fig. 5B). Las auxinas
presentes en el nicho de células iniciales y en el CQ, se distribuyen hacia las
células de la columela y de la cofia mediante la actividad de PIN3 y PIN7.
Después, PIN2 se encarga de movilizarlas a través de las células de la epidermis
y del cortex, creando un efecto de fuente invertida. En las células vasculares,
PIN1, PIN3, PIN4 y PIN7, dirigen a las auxinas provenientes del follaje hacia el
nicho de iniciales. Este tipo de transporte crea un gradiente de auxinas a lo largo
de la raiz, manteniendo la mayor concentracion en el CQ e iniciales de la columela

(Dhonukshe, 2012).
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Figura 5. Flujo de auxinas mediado por los transportadores PIN para el establecimiento y el desarrollo
de laraiz. (A) Eventos del desarrollo embrionario coordinados por la movilizacién de auxinas y la actividad de
transportadores PIN. (B) Activacion del desarrollo de raices laterales por el transporte de auxinas y la
participacion de PIN1 y PIN2. (C) Esquema del gradiente de auxinas creado por los transportadores PIN1,
PIN2, PIN3, PIN4 y PIN7 en el meristemo radicular. Las flechas representan a los diferentes transportadores
PIN e indican los sitios de actividad de estas proteinas, asi como la direccion que generan en el flujo de
auxinas.

El transporte de auxinas es un factor crucial durante la formacion de raices
laterales. En la primera fase de desarrollo de un primordio, PIN1 conduce la
acumulacion de auxinas a las células adyacentes del periciclo para coordinar
divisiones anticlinales (Fig. 5C). Después, en la segunda y tercera fase, ocurren
una serie de divisiones periclinales que generan un total de tres capas celulares.
Luego, PIN1 concentra a las auxinas en las dos capas mas nuevas para producir
una cuarta capa. Cuando llega la fase cinco, el maximo de auxinas permanece
solamente en la punta del primordio para estimular mas divisiones anticlinales, las
cuales comienzan a ejercer presion sobre el cortex. En las etapas finales aparecen
los diferentes tipos de células, se define el CQ, se organiza el meristemo y PIN2
moviliza a las auxinas a las capas mas externas. Por ultimo, el primordio se alarga

y emerge como raiz lateral atravesando la epidermis (Petrasek y Friml, 2009).

2.2.3 Regulacién de la division y el crecimiento celular a través de la
sefalizacion de auxinas
Después de la germinacion, la raiz primaria comienza a crecer y a desarrollar
raices laterales para ampliar la busqueda de nutrientes en el suelo, todo esto es
dirigido por las auxinas, que regulan la proliferacion y la elongacion celular. Previo
a la division, la célula pasa por varias fases: en la primera (G1), incrementa la
biogénesis de ribosomas y la sintesis de proteinas, logrando aumentar el tamafio
del citoplasma. La segunda fase (S) implica la duplicacion del ADN, lo que
conlleva a que también el ndcleo se extienda. Durante la tercera (G2), la célula
sigue creciendo y se prepara para entrar en mitosis (M), que es la cuarta y ultima
fase del ciclo celular. En la etapa M el ADN se condensa en forma de

cromosomas, las cromatidas hermanas son separadas por el huso mitético, y
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finalmente, ocurre la division fisica de las células hijas, cada una con su carga de
organelos y material genético. Las fases G1 y G2 también son consideradas
puntos de revision, pues si no existen condiciones ambientales adecuadas, la
progresion del ciclo celular es suspendida (Sablowski y Carnier, 2014). Las
proteinas que promueven la transicion de G1-S o de G2-M, son cinasas de la
familia “CYCLINE-DEPENDENT KINASE” (CDK), las cuales requieren de la union
de ciclinas para ser funcionales. Por lo tanto, algunas de las estrategias que la
célula utiliza para controlar la progresion de su ciclo se basan en la sintesis y la
degradacion de ciclinas. Las auxinas influyen positivamente sobre la transcripcion
de “CYCLIN-DEPENDENT KINASE A;1” (CDKA;1) y “D3;1-type cyclin” (CycD3;1)
en la fase G1 (Fig. 6A). Asimismo, para pasar de la fase G2 a la M, las auxinas
inducen la expresion de CycA2;1, CycA2;2, CycBl;1 y CDKA;1 (Perrot-
Rechenmann, 2010; Stals y Inze, 2001).

A
&CYCD?& Cchj
CDKA CDKA
Ciclo
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citoplasmatico 17
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Figura 6. Influencia de las auxinas en los procesos de la division y el crecimiento celular. (A)
Participacion de las auxinas en la expresion de genes relacionados con la progresion del ciclo celular. (B) Las
auxinas activan a (B) TORC1 y (C) ATPasas para inducir el crecimiento celular.
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Por otra parte, las auxinas promueven el crecimiento citoplasmatico que ocurre
durante el ciclo celular, activando a la GTPasa “RHO OF PLANTS” (ROP), la cual
fosforila a “TARGET OF RAPAMYCIN” (TOR), una cinasa encargada de potenciar
la produccion de macromoléculas y de componentes celulares (Fig. 6B)
(Schepetilnikov et al., 2017). La expansion por turgencia es otro proceso de
crecimiento celular que comUnmente precede a la diferenciacion, donde las
auxinas al ser percibidas por el receptor “AUXIN-BINDIG PROTEIN 1" (ABP1),
activan ATPasas que acidifican el apoplasto (Fig. 6C) (Kim et al., 2001). Este
cambio de pH activa a las expansinas (EXP) y a la xiloglucano
endotransglicosilasa/hidrolasa (XTH), enzimas encargadas de fragmentar
componentes de la pared celular. La vacuola previamente hidratada ejerce una
presidn mecanica sobre la membrana y la pared, lo que provoca la extension de
ambas. Al mismo tiempo, las EXP y XTH son deshabilitadas, ya que el apoplasto
es alcalinizado por la activacién de canales que permiten la entrada de Ca+ y K+
al citoplasma. Finalmente, la célula produce componentes nuevos de pared celular
para remplazar a los que fueron degradados por esas enzimas (Sablowski y
Carnier, 2014).

2.3 Aminoécidos

Diferentes organismos producen y secretan moléculas que se acumulan en el
suelo. Muchas de ellas interaccionan con las raices de las plantas e influyen sobre
procesos metabdlicos, de comunicacion celular, y de defensa. Algunas otras,
impactan el desarrollo vegetal al ser percibidas o absorbidas por la raiz. Por
ejemplo, moléculas de quorum-sensing o volatiles microbianos modifican la
arquitectura del sistema radicular de Arabidopsis, afectando la sefalizacion de
auxinas (Garnica-Vergara et al., 2016; Ortiz-Castro et al., 2011). Los aminoacidos
son otras biomoléculas que se encuentran en el suelo, principalmente por la
degradacion de la materia organica o al ser secretados por plantas y

microorganismos (Jones et al., 2002). Estan estructurados por un grupo amino y
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un grupo carboxilo, ambos enlazados a un carbono o, al cual también estan
unidos un hidrégeno y un grupo radical o cadena lateral. La mayoria de los
aminoacidos son compuestos quirales que presentan formas especulares no
superponibles (isbmeros), por lo que los podemos encontrar en forma levégira (L-)
o dextrdgira (D-). Bajo una proyeccion lineal, se puede resaltar que el grupo amino
de los L-aminoé&cidos esta ubicado del lado izquierdo, mientras que en los D-
aminoacidos estd del lado derecho. Ademas, dependiendo del pH pueden
comportarse como acidos o como bases (Wu, 2009). Las variaciones en la
composicion del grupo radical definen la diversidad de los aminoacidos, de los
cuales se han identificado a mas de 900, pero so6lo 20 L-aminoacidos son los que

conforman a las proteinas (Yamane et al., 2010).

Miller y Urey (1959), al simular una atmosfera primitiva utilizando gases,
elementos y descargas eléctricas, propusieron que las condiciones ambientales de
hace 4,000 millones de afios fueron ideales para la sintesis inorganica de varias
biomoléculas que son pilares del origen de la vida. Parte de sus resultados mas
interesantes, fue la sintesis de algunos nucleétidos y aminoacidos. Estas
evidencias, junto con el conocimiento sobre el dogma central de la biologia,
respaldan la teoria de que este tipo de moléculas han acompafiado a los
organismos desde los inicios de la vida y durante su evolucion. Las células han
aprovechado de distintas maneras a los aminoacidos, pues ademas de ser los
mondmeros constituyentes de las proteinas, participan en la asimilacion de
nutrientes, en la sintesis de metabolitos secundarios y en eventos de sefializacion
(Wu, 2009).

Con base en las caracteristicas de sus grupos funcionales, los aminoacidos se
clasifican en diferentes grupos (Fig. 7). Los que presentan una cadena lateral
hidrocarbonada son alifaticos, una caracteristica estructural que los vuelve
hidrofobicos. Otros aminoacidos con propiedades hidrofébicas son los aromaticos,
gue contienen en su cadena lateral ya sea un benceno, un fenol o un indol. Esta
también el grupo de los polares sin carga, que son aminoacidos con grupos

funcionales muy reactivos, donde sus &tomos muestran diferencias
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electronegativas que producen dipolaridad. Hay aminoacidos polares que a pH
fisiolégico muestran cargas completas en sus cadenas laterales, ya que algunos
poseen grupos carboxilos que generan una carga negativa, y otros exhiben grupos
amino, que les confiere una carga positiva. Tanto los polares sin carga, como los
cargados, se consideran hidrofilicos. La L-metionina (L-Met) y la L-cisteina (L-Cys)
se clasifican como casos especiales, ya que la composicion de su cadena lateral
incluye atomos de azufre, aunque la L-Met es hidrofobico, y L-Cys hidrofilico. Otro
caso especial, es el de la L-glicina (L-Gly), cuyo grupo radical es un atomo de
hidrégeno y su pequefio tamafio favorece que pueda comportarse como
hidrofébico o hidrofilico (Voet et al., 2016).
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Figura 7. Estructura y clasificacion de los 20 L-aminoacidos proteicos. Los grupos radicales estan
sombreados en color gris. Roétulos verdes = hidrofébico, rétulos azules = hidrofilico, rétulos negros =
hidrofébico e hidrofilico.

2.3.1 Sintesis de aminoacidos
Los aminoacidos son indispensables para el funcionamiento celular, por lo que los

organismos desarrollaron rutas metabdlicas para sintetizarlos. En algin punto
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evolutivo, el linaje animalia, que incluye a los humanos, perdié la capacidad de
producir algunos de los aminoacidos que eran obtenidos con gran facilidad en la
dieta. Cualquiera de los aminoacidos que no es sintetizado por algin organismo
es considerado esencial, sin embargo, este término no es aplicable en las plantas,
ya que éstas tienen la capacidad de producir los 20 L-aminoacidos. Para la
biosintesis de diez de estos aminoacidos, las células vegetales utilizan
intermediarios de la glucdlisis, del ciclo de Krebs y de la via de las pentosas
fosfato (Fig. 8). A partir de doce pasos enziméaticos, la L-histidina (L-His) se forma
de la ribosa-5-fostato, una molécula que también sirve como suministro de la via
de las pentosas fosfato y que deriva de la glucosa-6-fosfato (Stepansky y Leustek,
2006). En el séptimo paso de la glucdlisis se obtiene glicerato, el cual es
convertido a hidroxipiruvato por medio de una deshidrogenasa. Después, la
transaminacion en el hidroxipiruvato genera L-serina (L-Ser), un aminoacido que
también sirve como precursor para la sintesis de L-Cys y L-Gly (Bogdanova y Hell,
1997; Ros et al.,, 2014; Voet et al.,, 2016). Los aminoacidos aromaticos: L-
fenilalanina (L-Phe), L-tirosina (L-Tyr) y L-tript6fano (L-Trp), se originan a partir de
la via del shikimato, que es sustentada por el procesamiento de un metabolito de
la glucdlisis (fosfoenolpiruvato) y otro de la via de las pentosas fosfato (eritrosa-4-
fosfato) (Tzin et al., 2012). Por otra parte, tres vias biosintéticas divergen desde el
piruvato para sintetizar a L-alanina (L-Ala), L-leucina (L-Leu) y L-valina (L-Val)
(Kochevenko y Fernie, 2011; Miyashita et al., 2007).
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Figura 8. Rutas de la biosintesis de los aminoacidos proteicos. Cuatro intermediarios de la glucdlisis
(rodeados por linea continua), dos del ciclo de Krebs (rodeados por doble linea) y dos de la via de las
pentosas fosfato (rodeados por linea de puntos), actilan como precursores en la sintesis de aminoacidos.

Por su parte, la sintesis de los aminoacidos cargados negativamente depende de
intermediarios del ciclo de Krebs. Por ejemplo, la transaminaciéon en el o-
cetoglutarato genera L-glutamato (L-Glu), y la transaminacion en el oxalacetato
produce L-aspartato (L-Asp) (Voet et al., 2016). Los esqueletos carbonados del L-
Glu y L-Asp sirven para la produccion de los ocho aminoacidos restantes. L-
arginina (L-Arg), L-glutamina (L-GIn) y L-prolina (L-Pro), provienen del
procesamiento del L-Glu (Okumoto et al., 2016). En cambio, L-asparagina (L-Asn),
L-isoleucina (L-lle), L-lisina (L-Lys), L-Met y L-treonina (L-Thr), surgen del L-Asp
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(Jander y Joshi, 2009). Estas biomoléculas pueden ser sometidas a reacciones
reversibles o catabdlicas que permiten la sintesis de otros aminoéacidos,
metabolitos o intermediarios de vias metabolicas como el ciclo de Krebs
(Hildebrandt et al., 2015).

2.3.2 Aminoacidos en la asimilacion de nitrégeno

La estabilidad nutricional de las plantas esta sujeta a las concentraciones de los
macro y microelementos que se encuentran en el suelo, que pueden ser
absorbidos y percibidos por las raices (L6pez-Bucio et al., 2003). El nitrégeno es
considerado un elemento esencial para el desarrollo vegetal, pues desempefia
funciones estructurales, metabdlicas y de sefializacion. El nitrato (NOs) y el
amonio (NH4*), son las dos formas inorganicas de nitrégeno que las plantas toman
del suelo por medio de transportadores, pero para ser asimiladas se requiere
condensarlas en aminoacidos. EI NOs ingresa a las células de la raiz via
transportadores, ya en el citoplasma, es reducido a nitrito (NO2") por la enzima
nitrato reductasa. El nitrito es altamente reactivo, por lo que puede ser toxico para
la célula, asi que es transportado rapidamente a los plastidos para convertirlo a
NHa4* por accion de la enzima nitrito reductasa (Masclaux-Daubresse et al., 2010).
El NH4* también puede ser tomado del suelo por las células mediante la familia de
transportadores AMT1 y AMT2. Una vez dentro del citoplasma o de los plastidos,
el amonio es incorporado a esqueletos carbonados de cetoacidos y aminoacidos
para evitar toxicidad. La glutamina sintetasa puede condensar el NH4* con el L-Glu
para formar L-GIn. Asimismo, la incorporacién de NH4* a a-cetoglutarato genera L-
Glu (Howitt y Udvardi, 2000). La integracion del nitrbgeno a aminoacidos facilita
tanto su movilizacion hacia los diferentes tejidos de la planta, como su
aprovechamiento en distintas rutas metabdlicas (Masclaux-Daubresse et al.,
2010).
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2.3.3 Transportadores de aminoacidos

Después de ser sintetizados, los aminoacidos son enviados hacia los tejidos
demandantes para contribuir con el desarrollo vegetativo y reproductivo de las
plantas. La distribucion de estas biomoléculas ocurre por proteinas
transportadoras que estan ancladas en las membranas de las células y de
organelos. En total, se han identificado a seis familias de transportadores que
regulan la entrada de aminoéacidos: “amino acid permease” (AAP), “lysine/histidine-
type transporter” (LHT), “proline/compatible solute transporter” (ProT), “aromatic-
neutral amino acid transporter” (ANT), “y-aminobutyric acid transporter” (GAT) y
“cationic amino acid transporter” (CAT) (Tegeder, 2012). AAP2 se encarga de
importar aminoacidos al floema, para que por este conducto sean movilizados
hasta los diferentes érganos (Zhang et al., 2010). Otras proteinas de este tipo son
AAP6 y AAP8, cuyas mutantes presentan niveles bajos de aminoé&cidos en el
tejido vascular (Hunt et al., 2009; Schmidt et al., 2007). Las proteinas exportadoras
e importadoras de aminoacidos también se han identificado en las membranas de
la mitocondria, vacuola, plastidos, reticulo endoplasmico y aparato de Golgi
(Okumoto et al., 2004; Palmieri et al., 2006; Pohimeyer et al., 1997; Yang et al.,
2010).

Existen suelos con un contenido alto de materia organica que, al ser degradada,
libera diversas biomoléculas, incluyendo a aminoacidos, que quedan expuestos
para su aprovechamiento por los organismos. Por ejemplo, mediante las proteinas
transportadoras de las células de la raiz, la planta absorbe los aminoacidos del
suelo como fuente de nitrégeno. En este proceso participa AAP1, que se localiza
en el apice de la raiz y en los pelos radiculares, y se encarga de tomar los
aminoacidos que en su grupo radical presentan carga neutra o negativa (Lee et
al., 2007). Esta también ProT2, que se expresa en las células de la epidermis y del
cortex, y se relaciona con la adquisicién de L-Pro (Grallath et al., 2005; Lehmann
et al.,, 2010). Por otro lado, aminoacidos neutros y negativos pueden ser
absorbidos por LHT1, el cual esta presente en las células de la epidermis, cértex y

endodermis (Brady et al., 2007; Hirner et al., 2006). Adicionalmente, la toma de
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aminoacidos positivos es llevada a cabo por AAP5, un transportador activo en las

células del cortex (Tegeder, 2012).

2.3.4 Efecto de aminoacidos exdgenos sobre el crecimiento radicular

Al parecer, los aminoacidos desempefian funciones diversas que estan vinculadas
muy estrechamente con el desarrollo vegetal, como precursores de fitohormonas,
ayudando en la asimilacion y movilizacion de nitrégeno, y regulando la actividad
de proteinas y la expresion de genes. En cambio, los amino&cidos de la rizosfera
tienen una funcién nutricional para las plantas, pues representan una fuente
organica de nitrogeno. Sin embargo, Walch-Liu et al., (2006) determinaron que el
L-Glu afecta el crecimiento de la raiz primaria de Arabidopsis actuando como una
molécula sefial y no como un nutriente (Fig. 9). El efecto de este aminoacido se
relacioné con la disminucién en el nivel de transportadores PIN, lo que disminuye
la acumulacién de auxinas en el meristemo radicular y por consecuencia, afecta la
division y el crecimiento celular (L6opez-Bucio et al., 2018). En las ultimas dos
décadas, el estudio de la sefializacion del L-Glu en plantas se ha abordado de
manera analoga a la funcibn que desempefia como neurotransmisor en
mamiferos, donde regula la plasticidad de las neuronas a través de canales
i6bnicos (receptores ionotropicos) y de cinasas (Thomas y Huganir, 2004).
Actualmente, se conoce que el L-Glu, al igual que en los mamiferos, activa
canales i6nicos que despolarizan la membrana de las células vegetales. Estos
canales estan conformados por las proteinas “GLUTAMATE-LIKE RECEPTOR”
(GLR), las cuales pueden ser activadas por mas de un aminoacido (Stephens et
al., 2008). Hasta el momento, los GLR no han sido vinculados con la regulacion
del crecimiento de la raiz, pero su inespecificidad por ligandos propone un
panorama en el que la sefalizacion del L-Glu en la raiz, puede ser alterada por
varias moléculas de este tipo. En mamiferos, diferentes aminoacidos comparten
mecanismos de sefalizacion para regular procesos de crecimiento y de
comunicacion celular, en donde las cinasas fungen como mediadoras principales
(Kim y Guan, 2011; Thomas y Huganir, 2004).
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Figura 9. Efecto del L-glutamato sobre el sistema radicular de A. thaliana. (A) Fotos representativas de
plantulas de A. thaliana en ausencia (control) y presencia de L-glutamato (L-Glu). (B) Longitud de la raiz
primaria de plantulas crecidas en diferentes concentraciones de L-Glu. Tomado de Walch-Liu et al. (2006).

2.4 Proteinas MAPKs

Una vez que los receptores membranales captan los estimulos ambientales, la
sefal es transmitida dentro del citoplasma mediante un gran nimero de proteinas,
entre ellas, las cinasas. Estas se encargan de regular las funciones de otras
proteinas, adicionandoles grupos fosfato en las cadenas laterales de algunos de
sus aminoacidos, una actividad enzimatica conocida comuUnmente como
fosforilacion (Stone y Walker, 1995). Las cascadas de fosforilacion ocurren tanto
en el citoplasma como en los organelos. Ademas, tienen una gran importancia en
la expresion de genes, ya que controlan la actividad de mdltiples factores de
transcripcion (Stone y Walker, 1995; Yoshida et al., 2015).

Las proteinas conocidas como “Mitogen-Activated Protein Kinases” (MAPKS)
pertenecen a una familia de cinasas conservada entre eucariontes. Con base en
los dominios de sus secuencias de aminoacidos y sitios de activacion/fosforilacion,
las MAPKs de plantas, fueron clasificadas de la siguiente manera: un primer
grupo, se compone de las MAP cinasa cinasa cinasa (MAPKKK) que en el
genoma de Arabidopsis esta representado por 60 genes. También esta el grupo
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de las MAP cinasa cinasa (MAPKK) y el de las MAP cinasa (MAPK), que en
Arabidopsis estan representados por 10 y 20 proteinas, respectivamente (Ichimura
et al., 2002). Las vias de MAPKs inician cuando una molécula sefial se une a un
receptor membranal que directa o indirectamente dirige la fosforilacion de una
MAPKKK, la cual corriente abajo fosforila a una MAPKK, que finalmente activa a
una MAPK (Fig. 10A). Esta dltima, puede fosforilar a diferentes proteinas
incluyendo factores de transcripcion, pero también puede ser desactivada por
fosfatasas denominadas en inglés como “MAP Kinase Phosphatases” (MKP; Xu y
Zhang, 2015). Numerosos trabajos han demostrado que varias sefializaciones
accionadas por estimulos ambientales en levaduras, mamiferos y plantas, son
reguladas por cascadas de MAPKs. Las primeras investigaciones de MAPKs en
plantas se relacionaron con respuestas a inductores provenientes de bacterias y
hongos, y a algunos factores abi6ticos, como la temperatura, la humedad y la
salinidad (Tena et al., 2001). Ademas, se conoce que varias MAPKs regulan

procesos del desarrollo embrionario, radicular, foliar y floral (Xu y Zhang, 2015).

2.4.1 MAPKs en el desarrollo radicular

Durante las etapas tempranas del desarrollo embrionario, el tejido basal comienza
a establecerse a partir de divisiones celulares que muestran planos diferentes de
segmentacion. Mutantes afectadas en los genes que codifican para una MAPKKK
(YODAJ/YDA), y para una MAPK (MPK®6), presentan patrones ectopicos de division
y un crecimiento menor en las ceélulas del suspensor (Bush y Krysan, 2007;
Lukowitz et al., 2004). Evidencias genéticas proponen a ambas cinasas como
componentes de una cascada de sefalizacion, activada por la unién de los
péptidos pequefios “EMBRYO SURROUNDING FACTOR 1” (ESF1) al receptor
“‘SHORT SUSPENSOR” (SSP), y encargada de controlar la division celular del
cigoto y del suspensor (Bayer et al., 2009). Por otra parte, las mutantes yda y
mpk6, también tienen fenotipos con raices cortas que manifiestan alteraciones de
divisién celular en la ZM y CQ (Lopez-Bucio et al., 2013; Miuller et al., 2009;

Smékalova et al., 2014). Estas divisiones anormales que se observaron en estos
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genotipos mutantes se han relacionado con la fosforilacion, mediada por MPK6, de
‘“MICROTUBULE ASSOCIATED PROTEIN 65" (MAP65), el cual es un
componente que permite estabilizar los microtibulos antiparalelos del huso
mitotico central durante la transicién de la anafase a la citocinesis (Smertenko et
al., 2006). Asimismo, una mutante con ganancia de funcion en YDA, presenta
mayores niveles de fosforilacion en MAP65, lo que sugiere que podria estar
actuando arriba de MPK6 para el control de la division celular en la raiz (Fig. 10B)
(Smékalova et al., 2014).
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Figura 10. Vias de sefializacion de MAPKs. (A) Esquema general de la sefializacion de MAPKs. (B) MAPKs
implicadas en el desarrollo radicular. Proteinas que aun se desconocen (?). Las flechas representan la
regulacion positiva de las proteinas o del proceso sefalado. Las flechas con extremos romos indican
regulacion negativa.
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Se ha propuesto que las MAPKKK, MAP3Kel y MAPK3Ke2, regulan el crecimiento
celular (Fig. 10B), ya que la doble mutante, mapk3el/mapk3s2, muestra
acortamiento en la raiz y disminucibn en la elongacién de sus células
(Chaiwongsar et al., 2012). “BUSHY AND DWARF 1” (BUD1) es otra MAPKKK
que controla la arquitectura del sistema radicular (Fig. 10B), pues al mutar o
sobreexpresar el gen que la codifica, aumenta o disminuye el desarrollo de raices
laterales, respectivamente (Dai et al., 2006). Hasta el momento se desconocen los
estimulos y receptores que activan a estas MAPKKK, asi como los posibles

blancos moleculares.

2.4.2 MAPKSs en las respuestas de laraiz a L-Glu

Diversos estudios sugieren que la sefalizacion del L-Glu en la raiz ocurre a través
de una via de proteinas MAPKs. A partir de un escrutinio de 1500 moléculas
bioactivas en Saccharomyces cerevisiae, Forde et al., (2013) identificaron dos
compuestos, el 2-(4-cloro-3-metilfenil)-2-oxoetil tiocianato (CMOT) y 1-(2,6
dimetilfenil)-2,5-dihidro-1H-pirrol-5, diona (DDPD), que inhibieron el efecto del L-
Glu en la raiz de A. thaliana (Fig. 11A). Uno de ellos, el CMOT, funciona como
inhibidor de la actividad de una proteina MAPKKK de levaduras “Serine/threonine
protein kinase 11" (STE11l), la cual es homodloga a la proteina MEKK de
Arabidopsis. Posteriormente, observaron que una triple mutante afectada en los
genes de MEKK (mekkl/mekk2/mekk3) fue resistente a la inhibicion del
crecimiento de la raiz causada por el L-Glu, mientras que la complementacién de
la mutante con MEKK1 restauré la sensibilidad al aminoacido (Fig. 11B). En
nuestro grupo de trabajo, se determiné que la mutante afectada en el gen de la
MPK®6, también fue resistente al efecto del L-Glu (Fig. 11C). Ademas, el L-Glu
promovié la actividad de cinasa de MPK6 (Fig. 11D; Lopez-Bucio et al., 2018).
Dichas investigaciones, demostraron que en la raiz de Arabidopsis, MEKK1 y

MPK®6 participan en la ruta de sefializacion del L-Glu.
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Figura 11. Identificacién de proteinas MAPKs involucradas en la sefializacion del L-Glu. (A) Inhibicion
del efecto del L-Glu en la la raiz mediante la aplicacion del 2-(4-cloro-3-metilfenil)-2-oxoetil tiocianato (CMOT).
(B) Longitud de la raiz primaria de una planta tipo silvestre (Col-8) y de una triple mutante de A. thaliana
(mekk1/2/3) afectada en genes MEKK. (C) Fotografias representativas del crecimiento de la raiz primaria de
una planta tipo silvestre (Col-0) y de la mutante mpk6 bajo condiciones control y de tratamiento de 400 uM de
L-Glu. (D) Actividad de cinasa de MPK®6 registrada mediante un ensayo de fosforilacion. Los extractos de
proteinas se obtuvieron de plantas de A. thaliana (Col-0) previamente crecidas en tratamientos control y en
tratamientos con las concentraciones indicadas de L-Glu. Las flechas indican la sefial de la actividad de
cinasa de MPK6 y MPK3, deducida por comparacion con la actividad detectada en las mutantes mpk6 y mpk3.
Como control de carga, se muestra un gel de réplica tefiido con azul de Comassie (Brilliant Blue, BB). Tomado
de Forde et al. (2013; Ay B) y Lépez-Bucio et al. (2018; C y D).

3 JUSTIFICACION

El L-glutamato afecta el crecimiento de la raiz primaria de Arabidopsis thaliana
alterando la distribucion de auxinas. Recientemente, se ha demostrado que
proteinas MAP cinasas median el efecto del L-glutamato en la raiz. Tanto en

plantas como en otros organismos, varios aminoacidos convergen en una misma
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via de sefializacion para regular procesos celulares. Por lo tanto, es de nuestro
interés estudiar si otros aminoacidos ademas del L-Glu influyen en el crecimiento
de la raiz primaria, asi como dilucidar la posible interaccion entre la via de auxinas

y una cascada de MAP cinasas en este proceso.

4 HIPOTESIS

La via de las auxinas y la proteina MPK6 median la respuesta de la raiz primaria
de Arabidopsis a diferentes aminoacidos con actividad biologica.

5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
e Analizar la participacion de la via auxinica y de la cinasa MPK6 en las
respuestas de la raiz primaria de Arabidopsis a diferentes aminoacidos.

5.2 Objetivos especificos
e Caracterizar la bioactividad de diferentes aminoacidos sobre el crecimiento
de la raiz primaria de Arabidopsis.
e Evaluar la participacion de la via de las auxinas en mediar el efecto de los
aminodacidos bioactivos sobre crecimiento de la raiz primaria.
e Determinar la participacion de MPK6 en la regulacion del crecimiento de la

raiz primaria en respuesta a los aminoacidos bioactivos.
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6 RESULTADOS

6.1 The growth of Arabidopsis primary root is repressed by several and
diverse amino acids through auxin-dependent and independent

mechanisms and MPK6 kinase activity.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Amino acids serve as structural monomers for protein synthesis and are considered important biostimulants for
A_l'“m_o acids plants. In this report, the effects of all 20-L amino acids in Arabidopsis primary root growth were evaluated. 15
Biostimulants amino acids inhibited growth, being L-leucine (L-Leu), L-lysine (L-Lys), L-tryptophan (L-Trp), and L-glutamate (L-
Root development . y : . s . . __ -
Auxin Glu) the most active, which repressed both cell division and elongation in primary roots. Comparisons of DR5:
MPK6 GFP expression and growth of WT Arabidopsis seedlings and several auxin response mutants including sir, axr!

and axr2 single mutants, arf7/arf19 double mutant and &ri/afb2/afb3 triple mutant, treated with inhibitory
concentrations of L-Glu, .-Leu, L-Lys and L-Trp revealed gene-dependent, specific changes in auxin response. In
addition, L- isomers of Glu, Leu and Lys, but not L-Trp diminished the GFP fluorescence of pPIN1.:PIN1:GFP,
PPIN2::PIN2:GFP, pPIN3::PIN3:GFP and pPIN7::PIN7:GFP constructs in root tips. MPK6 activity in roots was
enhanced by amino acid treatment, being greater in response to L-Trp while mpk6 mutants supported cell division
and elongation at high doses of 1-Glu, 1-Leu, L-Lys and L-Trp. We conclude that independently of their auxin
modulating properties, amino acids signals converge in MPK6 to alter the Arabidopsis primary root growth.

1. Introduction architecture of the root system, which ultimately controls water and

nutrient uptake and determines biotic and abiotic adaptive responses.

Plants sense changes in environmental conditions as informational
cues for growth, development and adaptation [1-4]. Proteins are mac-
romolecules made of combinations of 20-L amino acids that play
structural and signaling roles in every tissue and biological process. In
addition to serving as block units for proteins, amino acids act as
signaling molecules, whose levels readjust both nutritional and meta-
bolic cell responses. In addition, these biomolecules act as osmolytes,
phytohormone precursors, cofactors and signaling compounds, and
mediate ecological interactions and adaptation to environmental stress
[5]. In this regard, particular interest has been paid towards desci-
phering the functions and mechanisms by which amino acids modify the

* Corresponding author,

Roots interact with soil microorganisms whose survival depends on
root exudates and in turn fungi and bacteria emit bioactive metabolites
influencing root behavior. A local and long-distance network links
environmental root perception with photosynthesis in leaves, so changes
in root architecture, through the modulation of growth, the formation of
new branches and epidermal cell readjustments, drive acquisition of
mineral nutrients [6]. The dynamism and plasticity of the root system
during soil exploration depend on cell division, elongation, and differ-
entiation, which are confined to specialized areas and developmental
windows. In the root apex, the meristematic zone is made up of cells
with high mitotic activity. After division, cells are displaced towards the
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transition zone, prior to reaching the elongation zone, where they in-
crease in both size and length, and then diversify and specialize in the
differentiation zone. The emergence of lateral roots and differentiation
of the epidermal cells into root hairs takes place in the differentiation
zone, and these traits are of prime importance for agriculture [7,8].

The amino acid L-tryptophan (1-Trp) acts as a precursor of auxin
(indole-3-acetic acid, IAA), a phytohormone orchestrating cell division
and elongation in roots [9,10]. IAA is unevenly distributed between and
across root cell files by efflux and influx transporters [11]. Several nu-
clear proteins mediate IAA perception and expression of genes involved
in numerous plant developmental processes. At low 1AA levels, AUX/-
IAA repressors maintain deactivated the AUXIN-RESPONSE FACTORs
(ARFs), but when the endogenous IAA level increases, auxin interacts
with its receptors, the TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1 (TIR1),
and related proteins to recruit a complex that leads to degradation of
AUX/IAA repressors, enabling the transcription of genes [11,12]. During
the G1 phase of the cell cycle, auxin induces the expression of
CYCLIN-DEPENDENT KINASE A;1 (CDKA;1) and D3;1-type cyclin
(CycD3;1) to advance to the S phase [13,14]. It also promotes the
expression of CycA2;1, CycA2;2, CyeB1;1 and CDKA;1 in G2 phase for
the progression to mitosis [14-16]. Cell elongation is also stimulated by
auxin via TARGET OF RAPAMYCIN (TOR) activity and the GTPase
ROP2 [17]. Moreover, the acidification given at the beginning of the
turgor-driven cell expansion depends on the function of ATPases acti-
vated by the putative auxin receptor AUXING BINDING PROTEIN 1
(ABP1), which is located in the apoplast [18,19]. Noteworthy, inorganic
and organic molecules such as secondary metabolites, quorum-sensing
signals, and volatiles commonly present in plant rhizospheres, modify
the root system architecture affecting auxin signaling, either acting as
agonists, antagonists or signal mimics [20,21].

Amino acids also act as signaling elements affecting protein activity,
cell signaling, gene expression, and nutrient assimilation. Around the
rhizosphere, amino acids may accumulate upon root or microbial
exudation and/or degradation of organic matter, and may act as infor-
mational molecules [22]. For instance, the primary root of Arabidopsis
seedlings senses L-glutamate (1-Glu), which antagonizes the response
and distribution of auxins in the meristem and columella cells stopping
root growth [23,24]. MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE KINASE
KINASE 1 (MEKK1) and MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE 6
(MPK6) have been proposed as mediators of the L.-Glu signaling pathway
in roots. Both proteins belong into a family of kinases conserved among
eukaryotes known as MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASES
(MAPKSs) [23,25]. MAPKs are classified into three groups: the MAPKKK
(MAP Kinase Kinase Kinase) that are activated by specific kinase re-
ceptors to consequently phosphorylate the MAPKK (MAP Kinase Ki-
nase), which in turn activates a MAPK (MAP Kinase). The MAPKs can
regulate the function of various proteins, including transeription factors,
and in plants they mediate defense, environmental stress, develop-
mental adaptation and developmental programs [26].

Given their proposed functions, amino acids can concur on common
signaling pathways to control cellular processes. For example, L-arginine
(1-Arg), 1-leucine (1-Leu), 1-lysine (1-Lys), and r-glutamine (1-Gln) pro-
mote activation of TOR kinase [27,28]. Besides, six amino acids interact
with an ionic channel subunit named GLUTAMATE LIKE-RECEPTOR 3.3
(GLR3.3) to depolarize the Arabidopsis cell membrane [29]. It is uncer-
tain which of all 20 r-amino acids could have an impact on the recon-
figuration of root architecture and how they work. In this study, traying
to understand amino acid function in roots and to gather basic infor-
mation on their bioactivity, the effects of all 20 L-essential amino acids
on growth of the Arabidopsis primary root were evaluated. A wide range
of amino acid concentrations was applied to Arabidopsis seedlings grown
axenically on Petri plates in vitro to analyze their effects on cell division
and elongation, and on the distribution of auxin transporters and
signaling responses at the root meristem. Finally, we investigated if the
more bioactive amino acids converge in an MPK6-dependent pathway,
previously found to be important in decoding the repressing effect of
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L-Glu on root growth.
2. Materials and methods
2.1. Plant material and growth conditions

Arabidopsis thaliana Heyhn Columbia-0 (Col-0), the transgenic lines
CycBl:uidA [30], DR5:GFP [31], pPIN1::PIN1:GFP [32], pPIN2::PIN2:
GFP [33], pPIN3::PIN3:GFP [34], pPIN7::PIN7:GFP [35]; and the mu-
tants axr1-3 [361, axr2-1 [37], arf7-1/arf19-1 [38], aux1-7 [39], slr [401,
tirl /afb2/afb3 [41] and mpk6-2 (SALK_073907; [42], were used for the
experiments. Generation of mpk6,/CycB1:uidA, was done by outcrossing
mpk6-2 with pollen from the transgenic line to obtain the F1 progeny,
and the corresponding plants were allowed to self-fertilize to recover the
F2 generation. We identified homozygous seedlings through assessing
the resistance of their primary roots to 1-Glu in root growth assays. The
presence of the markers was confirmed by X-Gluc staining for GUS ac-
tivity. The seedlings were propagated for at least three generations.

Seeds were disinfected with 95 % (v/v) ethanol for 5 min, 20 % (v/v)
bleach for 7 min, and washing five times with sterilized, distilled water.
After a cold stratification (5 °C) of two days, seeds were germinated and
grown on agar plates containing 0.2x MS media (Murashige and Skoog
basal salts mixture, M524; Phytotechnology). Phytagar (micro-
propagation grade, Phytotechnology) was applied to solidify the media,
and seeds were sown at one side of the plate and allowed to grow
vertically, at an angle of 65° from the surface of the medium to allow
root growth following the gravity vector. The plates were kept in a
growth cabinet (Percival AR-95 L) with a photoperiod of 16 h of light/
8 h darkness, a light intensity of 300 pmol/m’zls’l, and a temperature
of 22 °C. The seedlings were transferred into different media four days
after germination, the control condition included agar-solidified 0.2x
MS medium, and the treatments were supplemented with several con-
centrations of commercially available sources of amino acids (Sigma).

For the direct application of amino acids in specific parts of the root,
Arabidopsis (Col-0) seedlings were transferred to a vertical two-layer
split plate system. The primary root apex was exposed to medium
without amino acids in the lower layer while the rest of the root was in
contact with the respective treatment (0.2x MS medium supplemented
with an amino acid) in the upper layer, and vice versa. The root growth
was analyzed 5 days after transfer,

2.2. Measurement of cells and cell zones

For the study of the root cell zones, the roots were photographed
with the Nomarski optics on a Leica DM500B microscope. Then the
length of the meristematic zone and elongation zone were measured
using ImageJ software (https://imagej.nih.gov/ij/). Also, the cortical
cells of the elongation zone were quantified and measured. For each
treatment 15 seedling were analyzed and the experiments were repli-
cated at least three times.

2.3. Histochemical analysis

For histochemical analysis of transgenic line CycB1:uidA, seedlings
were stained and incubated overnight at 37 °C in a X-Gluc reaction
buffer (0.5 mg mL? 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-p-glucuronide in
100 mM sodium phosphate, pH 7). The stained plants were cleared and
fixed with 0.24 N HCl in 20 % methanol (v/v) and incubated for 60 min
at 62 °C. The solution was substituted by 7 % NaOH (w/v) in 60 %
ethanol (v/v) for 20 min at room temperature, Plants were dehydrated
with ethanol treatments at 40, 20 and 10 % (v/v) for 24 h each, and
fixed in 50 % glycerol (v/v). The processed roots were placed on glass
slides and sealed with commercial nail varnish. At least 9 transgenic
plants were analyzed for each treatment using the Nomarski optics on a
Leica DM500B microscope.
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2.4. Confocal imaging

For analysis of transgenic lines expressing GFP, roots were stained
with 10 mg/mL propidium iodide for 1 min, then rinsed in water and
mounted in 50 % (v/v) glycerol on microscope slides. Fluorescence
signal emitted from each transgenic root in vivo was analyzed on several
levels in a confocal microscope (Olympus FV1000 equipped with an
objective lens Olympus PlanFlour N40X and a digital camera) at
wavelengths specific to propidium iodide (568 nm excitation line and
emission SP detector of 585-610 nm) and GFP (488 nm excitation line
and emission SP detector of 500-550 nm). The propidium iodide and
GFP images were electronically overlaid to obtain the final image. The
florescence issued by root cells was quantified using ImageJ software

Table 1
Effect of all 20 L-amino acids in growth of Arabidopsis primary roots.

(https://imagej.nih.gov/ij/).

2.5. In-gel kinase assays

Total proteins were extracted from roots or shoots of Arabidopsis
seedlings grown in different treatments. The plants were ground in
liquid nitrogen and homogenized in extraction buffer: 250 mM sorbitol,
50 mM HEPES-BTP pH 7.8, 10 mM NaF, 5 mM DTT, 1 mM EDTA, 1 mM
KCl, 1 mM NagVO,, 1 mM PMSF and 40 pg/mL of protease inhibitor
cocktail (Roche Applied Science, Indianapolis, IN), then centrifuged at
12,000xg 20 min at 4 °C. Protein concentration was estimated with the
Bradford protein assay kit (Bio-Rad, Hercules, CA) using bovine serum
albumin (BSA) as a standard. The in-gel kinase assay was performed as

Concentration (yM)

Bioactivity level

L-amino acids

0/*C 100 200 400 600 800
Asp 2.06 2.01 2.08 2.07
Cys 2.03 2.06 1.98 2,16
None Gln 1.94 1.98 2.03 1.96
Gly 1.95 1.90 1.95 2
Pro 2.07 1.98 2.14 2.01
Ala 1.97 1.71 *1.56 *1.53
Low Arg 212 2.05 2.06 1.8
Asn 2.14 2.02 1.94 *1.63
Ile 2.09 *1.77 *1.61 *1.54
Glu 2.04 *1.56 *1.29 *0.86
His 2.17 *1.89 *1.65 *1.58
Met 2.06 1.81 *1.72 *0.74
Moderate Phe 2.08 *1.81 *1.58 *0.92
Ser 2.06 1.95 1.89 *1.49
Thr 2.14 1.85 *1.63 *1.09
Tyr 2.02 2.06 *1.65 1.12
Val 1.9 *1.45 *1.22 *0.99
Leu 2.05 *0.90 *0.59 *0.51 *0.43 .
High Lys 2.06 *0.36 *0.26 *0.23 *0.18 *0.18
Trp 1.92 *0.95 *0.41 *0.15 *0.15 *0.11

Values shown (cm) represent the mean + standard deviation (n = 24) following a Tukey test analysis (P < 0.05). Asterisk symbol indicates statistical differences
between the concentrations tested with each amino acid and the control treatment (*C).
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Table 2
Effect of the more bioactive amino acids on the primary root growth at low
concentrations.

Concentration (M)

L-amino acids

0/*C 10 20 10 60 80 100
Leu 1.91 1.90 181 1.66 *1.59 *1.34 *0.85
Lys 2.05 1.97 1.94 *1.13 *0.43 *0.33 *0.28
Trp 2.06 1.86 1.77 *1.43 *1.41 *1.37 *0.98

Values shown (cm) represent the mean + standard deviation (n = 24) following
a Tukey test analysis (P < 0.05). Asterisk symbol indicates statistical differences
between the concentrations tested with each of the amino acids and the control
treatment (*C).

previously described [43]. 50 pg of protein extracted from plant tissue
were fractionated onto a 10 % SDS-PAGE gel containing 0.25 mg/mL of
myelin basic protein (MBP; Sigma), as MPK6 substrate. After electro-
phoresis, the gel was washed three times with 25 mM Tris pH 7.5,
0.5 mM DTT, 0.1 mM NazVOy4, 5 mM NaF, 0.5 mg/mL BSA, and 0.1 %
(v/v) Triton X-100 for 30 min at room temperature. Proteins in the gel
were re-natured by incubating the gel in 25 mM Tris pH 7.5, 1 mM DTT,
0.1 mM NagVO,, and 5 mM NaF at 4 °C overnight with three changes.
The kinase reactions were carried out by incubating the gel in 30 mL of
the reaction buffer (25 mM Tris pH 7.5, 2 mM EGTA, 12 mM MgCly,
1 mM DTT, 0.1 mM Na3VOj, 200 nM ATP) and 50 pCi of [y-"*P]ATP
(4000 Ci_mmol; 1 Ci =37 GBq) for 60 min at room temperature. To
remove free >2P, the gel was extensively washed at room temperature
with several changes of 5 % (w/v) trichloroacetic acid and 1 % (w/v)
NaPO, until 32P-radioactivity in the wash solution was barely detect-
able. The gel was dried and exposed to a Kodak XAR-5 film. Pre-stained

- +
+

A

+
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size markers (Bio-Rad, Hercules CA) were used to calculate the molec-
ular weight of kinases. As a loading control, 20 pg of proteins from the
same extracts used for kinase assays were fractionated in a 10 %
SDS-PAGE and stained with Coomassie Brilliant Blue dye.

2.6. Statistical analysis

All experiments were repeated at least three times to assess repro-
ducibility of the effects of all amino acids and concentrations applied. All
graphs show mean values for the correspondent variable + the standard
deviation, and letters or asterisks indicate statistically significant dif-
ferences. One-way variance analysis (Student’s t test) and a Tukey sig-
nificance test (P < 0.05) were performed to all data with the
STATISTICA software (StatSoft, 2010).

3. Results
3.1. Several t-amino acids repress Arabidopsis primary root growth

Arabidopsis WT (Col-0) seedlings were transferred onto agar-
solidified MS 0.2x media supplemented with each of the 20 L-amino
acids to analyze their effects on root growth. The initial concentration
range assayed for each amino acid was between 100-1000 puM. The re-
sults showed that eleven amino acids affected at least 40 % the growth of
the primary root (Fig. 1A and B). Four amino acids slightly diminished
root length, and five had no apparent, phenotypical effect (Table 1). -
Leu, 1-Lys, and 1-Trp are the more active amino acids in reducing root
length as their effects were evident since 100 uM. A lower range of
concentrations was examined to these amino acids, from them L-Lys was
the most active, showing 50 % growth inhibition at 40 pM (Fig. 1C and

+

Fig. 2. The root apex is the zone where amino acids are
perceived. Arabidopsis (Col-0) seedlings were germinated and
grown for 5 days on agar solidified MS 0.2x media. Then, using
a vertical two-layer split plate system, the root tip or the root
upper part were simultaneously exposed to control treatment
(-) or amino acid treatment (+). Amino acid concentrations
applied were: 1-Glu (400 pM), 1-Leu (100 pM), 1-Lys (40 pM),
and 1-Trp (100 pM). 5 days later, (A) representative photo-
graphs were taken, and (B) the primary root growth was
recorded. Scale bar =1cm. Values shown represent the
mean = standard deviation (n = 24). Different letters indicate
statistical differences following a Tukey test analysis (P <
0.05).
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Fig. 3. Effect of 1- and p-amino acids on the primary root growth. Arabidopsis
(Col-0) seedlings were germinated and grown for 5 days on agar solidified MS
0.2x media, then transferred to the same media or media supplemented with -
or p-amino acids. Amino acid concentrations applied were: 1- and p-Glu (400
pM), 1- and n-Leu (100 pM), 1- and p-Lys (40 pM), 1- and o-Trp (100 pM). After 5
days, the primary root growth was recorded. Values shown represent the
mean =+ standard deviation (n = 24). Different letters indicate statistical dif-
ferences following a Tukey test analysis (P < 0.05).
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D). Given antecedents and their potent activities, as well as the con-
centrations at which they inhibit 50 % root growth, L-Glu, -Leu, L-Lys,
and 1-Trp were chosen for subsequent experiments (Table 2).

3.2. Amino acids are perceived at the root tip

Trying to reveal the root site for amino acid sensing, each of those
four selected amino acids was locally applied at the primary root apex or
the upper root zone, and after 5 days of treatment, the root growth was
assessed. The growth of primary roots was only affected when the apex
was exposed to the biomolecules, indicating that the root tip is the zone
of amino acid perception (Fig. 2A and B). Additionally, we compared the
inhibitory effect on the primary root growth between - and p-amino
acids. p-Glu had no inhibitory effect, p-Leu and p-Lys were less bioactive
that their 1-counterparts, while p-Trp was more active that the -
configuration (Fig. 3). These results suggest that the spatial arrangement
of the amino group determines the bioactivity level of the assayed amino
acids, and that not only L-amino acids but also D amino acids may
strongly repress root growth.

3.3. Amino acids affect cell division and elongation in the primary root

The root apical meristem is composed of cells that have a high
mitotic activity, which subsequently migrates toward the elongation
zone to grow and differentiate. This enables an indeterminate growth
pattern of the primary root, which enables deep growth into the ground
and overall soil exploration [8]. The expression of CycBl:uidA mitotic
marker and cell length measurements were analyzed to determine if

Fig. 4. Cell division is impaired by several

amino acids. Arabidopsis seedlings expressing

i E | ] CycB1:uidA were germinated and grown for 5

{8 )4 days on agar solidified MS 0.2x media, then

! transferred to the same media or media sup-

plemented with the specified amino acids. After

5 days, seedlings were analyzed. Amino acid

concentrations applied were: 1-Glu (400 pM), L-

Leu (100 pM), 1-Lys (40 pM), and L-Trp (100

| uM). (A) Representative photographs of CycB1:

uidA expression in primary roots. Scale bar 100

pm. (B) Number of dividing cells and (C)

meristematic zone length. Values shown repre-

sent the mean + standard deviation (n = 15).

Different letters indicate statistical differences
following a Tukey test analysis (P < 0.05).

L-Trp

0 .
Control L-Glu L-Leu L-Lys L-Trp
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1-Glu, 1-Leu, 1-Lys, and L-Trp affect cell division and/or cell elongation.
After exposure to each amino acid, Arabidopsis seedlings showed
reduced number of dividing cells and meristematic zone length
(Fig. 4A-C). Moreover, the elongation zone length as well as the number
and length of cortical cells were smaller than the control (Fig. 5A-C).
These observations indicate that L-isomers of Glu, Leu, Lys, and Trp led

L-Glu L-Leu L-Lys L-Trp
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Fig. 5. Amino acids alter cell growth processes
in the elongation zone of the primary root.
Arabidopsis (Col-0) seedlings were germinated
and grown for 5 days on agar solidified MS 0.2x
media, then transferred to the same media or
media supplemented with the specified amino
acids. After 5 days, seedlings were analyzed.
Amino acid concentrations applied were: L-Glu
(400 pM), r-Leu (100 pM), L-Lys (40 pM), and L-
Trp (100 pM). (A) Elongation zone length. (B)
Number and (C) length of cortical cells in
elongation zone. Values shown represent the
mean + standard deviation (n = 15). Letters
and asterisks indicate statistical differences
following a Tukey test analysis (P < 0.05).

Fig. 6. Amino acids modify the auxin response
around the root initial cells. Arabidopsis DR5:
GFP seedlings were germinated and grown for 5
days on agar solidified MS 0.2x media, then
transferred to the same media or media sup-
plemented with the specified amino acids. After
3 days, scedlings were stained with propidium
iodide and analyzed by confocal microscopy.
Amino acid concentrations applied were: .-Glu
(400 pM), 1-Leu (100 pM), 1-Lys (40 pM), and 1-
Trp (100 pM). (A) Representative photographs
of primary root tips expressing DR5:GFP. White
arrows indicate decreased expression of DR5:
GFP in columella cells. Scale bar 50 pm. (B)
Intensity and (C) area of GFP fluorescence were
determined. Values shown represent the mean-
+ standard deviation (n = 10). Letters indicate
statistical differences following a Tukey test
analysis (P < 0.05).

to the formation of short primary roots affecting cell division and

elongation.
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120 Fig. 7. Sensitivity of WT Arabidopsis seedlings and auxin-
J Col-0 related mutants to highly active r-amino acids. Arabidopsis
s 100 W axri-3 WT (Col-0) and mutants of genes related to the auxin signaling,
| W axr2-1 were germinated and grown for 5 days on agar solidified MS
§ ~ 80 W arf7/arfl9 0.2x media, then transferred to the same media or media
?b :‘»\: W sir supplemented with the indicated amino acids. After 5 days, the
= J_; 60 [ tirlafb2afb3  primary root growth was recorded. Amino acid concentrations
2g applied were: L-Glu (400 pM), L-Leu (100 pM), -Lys (40 pM),
5 =40 and -Trp (100 pM). The values were normalized to 100 %
g owing to the differences at the root length of WT and mutant
20 plants in MS 0.2x media without amino acids. Asterisks indi-
cate statistical differences against Col-0 determined by a x test
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Fig. 8. Expression of GFP driven by PIN constructs are diminished by 1-Glu, 1-Leu and r-Lys but not by 1-Trp. Seedlings of Arabidopsis lines expressing pPIN1:PIN1::
GFP, pPIN2:PIN2::GFP, pPIN3:PIN3::GFP, and pPIN7:PIN7::GFP, were germinated and grown for 5 days on agar solidified MS 0.2x media, then transferred to the same
media or media supplemented with the specified amino acids. After 3 days, seedlings were stained with propidium iodide and analyzed by confocal microscopy.
Amino acid concentrations applied are: 1-Glu (400 pM), 1-Leu (100 pM), 1-Lys (40 pM), and 1-Trp (100 pM). (A) Representative photographs of primary root tips. Scale
bar 100 pm. (B, C, D, E) The GFP fluorescence intensity was quantified. Values shown represent the mean =+ standard deviation (n = 10). Letters indicate statistical
differences following a Tukey test analysis (P < 0.05).
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Fig. 9. mpk6 Arabidopsis mutant is less sensitive to the root growth repressing
effect of several amino acids. Seedlings of Arabidopsis WT (Col-0) and mutant
mpk6 were germinated and grown for 5 days on agar solidified MS 0.2x media,
then transferred to the same media or media supplemented with the indicated
amino acids. Amino acid concentrations applied are: .-Glu (400 pM), L-Leu (100
uM), 1-Lys (40 pM), and 1-Trp (100 pM). After 5 days, (A) representative pho-
tographs were taken, and (B) the primary root growth was recorded. The
dashed line represents the starting point of root growth after transfer. Scale bar
=1 cm. Values shown represent the mean = standard deviation (n = 24).
Different letters indicate statistical differences following a Tukey test analysis
(P < 0.05).

3.4. Effect of amino acids on auxin responsive gene expression in primary
root

An auxin gradient, specifically located at the root apex, enables the
expression of genes involved in maintaining the undifferentiated status
of cells and the mitotic activity of the root meristem [44]. The
auxin-inducible DR5:GFP transgene was used to evaluate if amino acids
that strongly inhibit primary root growth could alter the auxin response
in the root meristem. Arabidopsis seedlings were transferred to amino
acid treatments and their growth and GFP expression was monitored
after 3 days. L-Glu, 1-Leu, and L-Lys diminished the auxin response and
the GFP expression area around the stem cell niche and columella
(Fig. 6A-C). Conversely, 1-Trp increased both registered variables. These
data imply that the short root phenotype caused by L-isomers of Glu,
Leu, Lys and Trp correlate with either a reduced or enhanced auxin
response.

3.5. Genetic dissection of the primary root response to amino acids

To study the participation of auxin signaling components mediating
the effect of amino acids, we compared the primary root growth between
WT Arabidopsis seedlings and several auxin response mutants treated
with 1-Glu, 1-Leu, 1-Lys and 1-Trp. The genotypes with a gain-of-function
mutation in the repressor AUX/IAA14 (slr), as well as mutants affected
in the gene encoding the AXR protein (axr-1), were hypersensitive to 1-
Glu when compared to the WT (Fig. 7). Another genotype with a gain-of-
function mutation in the auxin repressor AXR2 (axr2-1) and the double
mutant in ARF genes (arf7/arf19) were less sensitive that the WT to -
Leu, and 1-Lys (Fig. 7). The triple mutant defective of auxin receptors
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tirl/afb2/afb3, also was resistant to L-Lys. In contrast, all five tested
mutants exhibited clear resistance to the inhibitory effects of L-Trp
(Fig. 7). These results imply that although the effects of amino acids
repressing root growth are comparable, their mechanisms of action
involve auxin-dependent and -independent mechanisms.

3.6. 1-Glu, i-Leu, and 1-Lys but not .-Trp affect the level of PIN proteins in
the Arabidopsis primary root tip

PIN-FORMED (PIN) transporters control the auxin efflux from cell to
cell, helping to produce its constant mobilization and to preserve a
precise level of this phytohormone in the root meristem [11]. To
determine if 1-Glu, 1-Leu, 1-Lys and 1-Trp alter the amount of auxin
transporters within primary root tips, we analyzed pPINI1::PIN1:GFP,
PPIN2::PIN2:GFP, pPIN3::PIN3:GFP, and pPIN7:PIN7:GFP signals in
response to these amino acids. L- isomers of Glu, Leu, and Lys diminished
the GFP-driven fluorescence level of PIN1, PIN2, PIN3, and PIN7, in
contrast, Trp did not affect the fluorescence signals (Fig. 8). We conclude
that 1-Glu, 1-Leu, and L-Lys, antagonizes auxin flux due to the reduction
of the PIN proteins. However, 1-Trp appears to repress growth without
changing PIN protein levels in roots.

3.7. MPK6 mediates the growth repressing effects of amino acids in
Arabidopsis primary roots

Studies in mammals and plants have reported the activation of pro-
teins involved in cell signaling by distinct amino acids. In Arabidopsis,
the primary root responses to L-Glu require a signaling of MAPKs that
includes MEKK1 and MPK6 [23,25]. Therefore, we investigated if 1-Glu,
1-Leu, 1-Lys, and L-Trp root responses converge in MPK6. We exposed WT
and homozygous mpk6é mutants to treatments with amino acids, and
after five days the primary root length was measured. The results
showed that the mpké root was less sensitive to the effect of the four
amino acids tested (Fig. 9A and B). Concomitantly, the expression of
CycBl:uidA and cell length measurements revealed that unlike WT
seedlings, the mpk6 mutant maintained a higher rate of cell division and
elongation in response to amino acids (Fig. 10A-C). MPK6 activity in
roots was also enhanced by amino acids treatment, being greater in
response to 1-Trp treatments, while the samples obtained from shoots
showed a minimal signal of kinase activity (Fig. 11). These results sug-
gest that MPKG6 orchestrates the signaling of different amino acids in root
cells to alter primary root growth.

4. Discussion

Root growth and development are influenced by inorganic and
organic molecules present in the soil, some of which may act as nutrient
resources or in cell signaling. The nitrogen level in most soils is deficient,
therefore to optimize the growth of plants, fertilization is required [45].
Plants mainly take nitrogen from inorganic sources (nitrate or ammo-
nium), but they can also obtain this nutrient from organic compounds
(urea, peptides, and amino acids). For ammonium assimilation by plant
cells, it is first incorporated into 1-Glu, obtaining L-Gln [46]. Although
the nutritional role of amino acids has been investigated in animal and
plants, their functions as modulators or plant morphogenesis has just
begun to be clarified. Here, we showed that several amino acids, indis-
tinctly the group to which they belong according to their
physical-chemical properties, diminished the primary root growth of
Arabidopsis and this helps to reconfigure the whole architecture of the
root, triggering the formation of novel branches. The more bioactive
amino acids (1-Leu, 1-Lys, and 1-Trp) reduced approximately 50 % the
primary root growth at concentrations between 40-100 pM. In contrast,
at least 1 mM of ammonium is needed to achieve the reduction per-
centage of the root length produced by these amino acids [47]. These
data suggest that amino acids modify root growth through a mechanism
independent of nitrogen assimilation. This assumption is supported by
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previous research showing that exogenous 1-Glu treatments of Arabi-
dopsis roots affect growth apparently antagonizing auxin signaling.
Thus, 1-Glu activity as well as that of three additional molecules, namely
Leu, Lys, and Trp is unlikely to be explained by a nutritional effect, but
rather they may acts as signal molecules perceived at the root apex [23,
24].

The root cap and the transition zone, both located in the root apex,
are responsible for sensing environmental stimuli or signals from mi-
croorganisms and other plants that modify root growth. For example,
the root cap mediates responses to several tropisms, while the transition
zone senses the availability of aluminum and phosphate [48,49].
L-isomers of Glu, Leu, Lys, and Trp reduced the primary root length only
when they were applied at the root apex, but not to the lateral root area,
a result that delimits the possible perception sites of these biomolecules.
Different amino acids appear to use the same transporter proteins to
move inside root cells and be mobilized to different cell layers. 1-Glu,
L-His, and neutral amino acids are substrates of AMINOACID
PERMEASE 1 (AAP1), and L-Arg and r-Lys of AMINOACID PERMEASE 5
(AAPS). Furthermore, LYSINE HISTIDINE TRANSPORTER 1 (LHT1)
takes up at least five amino acids, including 1-Glu [50,51]. All mentioned
transporters are localized in root apex areas [52].

ol
Control L-Glu L-Leu L-Lys

Plant Science 302 (2021) 110717

Fig. 10. The primary roots of Arabidopsis mpk6
mutants maintain more cell division than WT in
response lo amino acids. Arabidopsis (Col-0)
seedlings expressing CycBl:uidA and homozy-
gous mpk6/CycBI:uidA were germinated and
grown for 5 days on agar solidified MS 0.2x
media, then transferred to the same media or
media supplemented with the specified amino
acids. After 5 days, seedlings were analyzed.
Amino acid concentrations applied are: 1-Glu
(400 pM), 1-Leu (100 pM), 1-Lys (40 pM), and -
Trp (100 pM). (A) Representative photos of
CycB1:uidA and mpk6/CycB1:uidA on control
condition and treatments with indicated amino
acid are shown. Scale bar 100 pm. (B) Number
of dividing cells and (C) meristematic zone
length in WT (Col-0) and mpké genotypes were
recorded. Values shown represent the mean-
-+ standard deviation (n = 15). Different letters
indicate statistical differences following a
Tukey test analysis (P < 0.05).

L-Trp

It is still unknown the nature of the components that mediate the first
steps in the signaling of amino acids that alter root growth. Arabidopsis
GLUTAMATE-LIKE RECEPTORs (GLRs) and their homologous mammals
ionotropic Glu Receptors (iGluRs), control the flux of ions to depolarize
the cell membrane in response to 1-Glu [53]. However, GLR3.3 partici-
pates in sensing of several amino acids to promote membrane depolar-
ization [29]. In the processes mentioned, amino acids could share a
mechanism to modify the root development as 1-Glu, L-Leu, 1-Lys, and
1-Trp had the same targets to inhibit the primary root growth, all of them
altered the cell division and elongation programs.

Auxins are major phytohormones responsible for regulating root
growth, promoting cell division and growth in the meristem and elon-
gation zone, respectively. In one of the Trp-dependent pathways for IAA
synthesis, cytochrome P450 enzymes (CYP79B2 and CYP79B3) catalyze
the conversion of L-Trp to indole-3-acetaldoxime (IAOx). A reduction in
the primary root growth of Arabidopsis results either from CYP7B2
overexpression, that maintains high levels of IAA, or the cyp7B2/
cyp79B3 double mutation, that exhibits low levels of IAA [54]. Note-
worthy, mutants defective in auxin transporters, such as pinl and pin2,
have a short root phenotype [35], suggesting that both a dysfunctional
auxin biosynthesis or transport, impair the indeterminated root growth
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Fig. 11. Several amino acids induce MPK®6 activity in roots. In-gel kinase assays
were executed with 50 pg of total protein extracts from 7-day-old seedlings
under the following conditions: (A) Roots or (B) shoots excised from WT (Col-0)
seedlings that were germinated and grown on MS 0.2x media, then transferred
to the same media or media supplemented with the indicated amino acids for
60 min. Amino acid concentrations applied were: 1-Glu (400 pM), 1-Leu (100
pM), 1-Lys (40 pM), and 1-Trp (100 pM). In each assay Coomassie Brilliant Blue
stained gels (BB) are shown as the loading controls. Protein extract from the
mpk6 and mpk3 mutant seedlings grown on MS 0.2x media was included in
assays to identify the corresponding kinase, which is indicated by arrows (For
interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is
referred to the web version of this article).

program in Arabidopsis. In this sense, some amino acids that halt root
growth decreased the responses to auxins (i.e. 1-Glu, 1-Leu, and 1-Lys),
while 1-Trp, considered the precursor for IAA biosynthesis in plants,
might increase auxin biosynthesis. Furthermore, the GFP fluorescence
driven by PIN transporters fused to their own promoters were only
reduced by L-Glu, 1-Leu, and 1-Lys, but not by L-Trp, suggesting that the
first three amino acids modified root growth by decreasing transport of
auxin, while the effect of L-Trp appears to be independent of auxin
transport. Each of the auxin-related signaling mutants whose growth
was compared to the WT was resistant to the 1-Trp treatment, but only
some of them were resistant to L- Leu and 1-Lys. In contrast, the 1-Glu
effect caused a hypersensitive response in slr and axr1-3 mutants. Thus,
these amino acids could impact at the same time on other signaling and
metabolic processes, creating a specific interaction with the auxin
signaling machinery. The selectivity of some auxin signaling compo-
nents to alter the root growth is also observed in the bioactivity of
various auxins or other compounds [55,56].

Plant MAPK signaling cascades, in addition to coordinating defense
and stress responses, participate in the regulation of different develop-
mental processes [26]. Previously, it was reported that MEKK1 and
MPK6 coordinate the root growth in response to 1-Glu [23,25]. In this
work, we observed that 1-Leu, 1-Lys, and L-Trp also converge in MPK6
kinase to reduce primary root growth. Several studies have indicated
that specific MAPKs can be activated by more than one molecule to
control a particular plant development process. For example, the TOO
MANY MOUTH (TMM) receptor senses the EPIDERMAL PATTERNING
FACTOR 1 (EPF1) and EPIDERMAL PATTERNING FACTOR 2 (EPF2),
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two small peptides implicated in regulating stomatal development [57,
58]. A MAPKs signaling cascade activated by TMM that includes MPK6
phosphorylates the transcription factor SPEECHLESS (SPCH) [59-61].
Also, EPIDERMAL PATTERNING FACTOR-LIKE 4 (EPFL4) and
EPIDERMAL PATTERNING FACTOR-LIKE 6 (EPFL6) are other signal
peptides that regulate the inflorescence architecture through ERECTA
(ER) receptor and the YDA-MKK4/MKK5-MPK3/MKP6 module [62,63].
Our results support MPK6 as a key component involved in primary root
responses to growth repressing amino acids, independently of their
function as agonist or antagonist of the auxin signaling pathway. SLR
and AXR-1 could negatively regulate the signaling of 1-Glu mediated by
MPKG6. Furthermore, these data suggest that the effect of L-Leu and L-Lys
share the same positive regulation through AXR2-1 and ARF7/ARF19. In
the other hand, 1-Trp takes part of the auxin machinery to reduce the
primary root growth and this may occur via transcriptional or
post-transcriptional induction of MPK6.
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7 DISCUSION Y CONCLUSIONES

Diversas moléculas del suelo modifican la arquitectura del sistema radicular,
actuando como nutrientes o sefiales que impactan los procesos del desarrollo. Las
plantas adquieren principalmente el nitrdgeno absorbiendo el nitrato y el amonio a
través de la raiz, pero también pueden obtener este nutriente capturando urea,
péptidos y aminoacidos que se encuentran en el suelo (Liu y Von Wiren, 2017).
Ademas, el amonio es asimilado y movilizado por las plantas mediante su
incorporacion a aminoacidos (Masclaux-Daubresse et al., 2010). Se ha reportado
que el L-Glu afecta el crecimiento de la raiz, siendo percibido como molécula sefial
y no como fuente de nitrégeno (Walch-Liu et al., 2006). En este trabajo se evalu6
la bioactividad de los 20 L-aminoacidos proteicos en el desarrollo de la raiz de
Arabidopsis, observando que la mayoria de ellos reduce el crecimiento de la raiz
primaria, siendo los mas bioactivos L-Leu, L-Lys y L-trp. Estas tres ultimas
moléculas afectaron el 50% del crecimiento en un rango de concentraciones de
40-100 uM. En cambio, para que el amonio produzca un acortamiento similar de la
raiz, se necesitan aplicar concentraciones mayores a 1 mM (Liu et al., 2013).
Estos datos demuestran que la disminucion en el crecimiento de la raiz a causa de

los aminoé&cidos no se debe a un desequilibrio en la homeostasis de amonio.

Se evalud la especificidad del efecto de los L-aminoacidos mas bioactivos
comparandolos contra sus D-isémeros, encontrdndose que la represién del
crecimiento de la raiz se pierde para el D-Glu, y disminuye para D-Leu y D-Lys. De
manera opuesta, el D-Trp tuvo un mayor efecto que el L-Trp. Por lo tanto, se
concluyé que el cambio en la disposicion espacial del grupo amino en los
diferentes isomeros, si influye sobre el nivel de actividad que tienen estos
aminoacidos en la raiz. Particularmente, el efecto de L-Trp y D-Trp puede estar
asociado a su funcién como precursores en la biosintesis de auxinas, y no a su
posible actividad como molécula sefial. Se ha reportado que el D-Trp es
aprovechado de manera mas eficiente que el L-Trp por algunas especies de
plantas para la produccion de auxinas (Law, 1987; Mcqueen-Mason y Hamilton,

1989). Por otra parte, estos cuatro L-aminoacidos afectaron el crecimiento de la
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raiz solo al ser aplicados en el apice de la raiz primaria, pero no tuvieron efecto
cuando se aplicaron en las raices laterales. Este resultado delimita la zona celular
gue se encarga de percibir a estas biomoléculas, abriendo la posibilidad de que
todas ellas sean reguladas por un mecanismo similar. La cofia y la zona de
transicion, que se encuentran en el apice de la raiz, se encargan de percibir varios
estimulos ambientales que modifican el desarrollo radicular. (Kong et al., 2018;
Wang et al., 2014). Los aminoacidos del suelo pueden ser captados por las células
de la raiz a través de transportadores tales como AAP1, AAP5 y LHT1, los cuales
estan localizados en el apice y carecen de especificidad (Lee Y. H. et al., 2007;
Svennerstam et al., 2011). Mediante su unién a receptores tipo GLR, algunos L-
aminoéacidos promueven el flujo de iones en las células del follaje. De este modo,
modulan la apertura de estomas e inducen la expresion de genes de defensa
(Kong et al., 2016; Toyota et al., 2018; Yoshida et al., 2016). El L-Glu y otros cinco
aminoéacidos (L-Ala, L-Asn, L-Cys, L-Gly y L-Ser) despolarizan la membrana a
través de la misma subunidad GLR3.3 (Stephens et al. 2008). Estos datos
evidencian que los aminoacidos comparten mecanismos de percepcion y

movilizacion.

Las auxinas ayudan a mantener el crecimiento de la raiz primaria induciendo
ciclos mitéticos en la zona meristematica y estimulando el crecimiento celular en
las zonas de transicion y de elongacién (Perrot-Rechenmann, 2010; Stals y Inze,
2001). En la sintesis de AlA, la conversion de L-Trp a indol-3-acetaldoxima es
catalizada por las enzimas citocromo P450 (CYP79B2 y CYP79B3), que es un
paso limitante, ya que cuando la expresion de sus genes es inducida o suprimida,
se aumentan o se disminuyen los niveles de auxinas, respectivamente,
provocando en ambos casos la reduccién de la longitud de la raiz (Walsh et al.,
2006). Alteraciones similares en el crecimiento de la raiz, también se presentan en
las mutantes de los transportadores PIN1 y PIN2 (Blilou et al., 2005), indicando
que el transporte y la sefalizacion de auxinas son esenciales para el crecimiento

de la raiz.
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Los aminoéacidos L-Glu, L-Leu y L-Lys disminuyeron la respuesta a auxinas y el
nivel de transportadores PIN en la raiz. Sin embargo, el L-Trp incremento la
sefalizacion de auxinas, pero no modificé el nivel de los transportadores PIN.
Estos datos sugieren que al menos los tres primeros aminodcidos afectaron el
crecimiento de la raiz en detrimento del transporte de auxinas, pero para el caso
del L-Trp, sus efectos podrian estar asociados con el incremento en la biosintesis
de AIA. Varias mutantes afectadas en genes que codifican para componentes de
la sefalizacién de auxinas fueron resistentes al efecto del L-Trp, un dato que
respalda la relacion entre la funcion de este aminoacido como precursor de AlA, y
el acortamiento de la raiz. Por otra parte, solamente algunas de las mutantes de
auxinas (axrl-3 y slrl) son hipersensibles al L-Glu, mientras que otras (axr2-1y
arf7arf19) comparten resistencia a L-Leu y L-Lys. Esto indica dos posibilidades: 1)
que estos tres aminoacidos no dependen de manera directa de la via de las
auxinas para impactar el crecimiento de la raiz, o 2) que simultdneamente, regulan
eventos de sefializacién y metabdlicos que conllevan a crear una interaccion
especifica con elementos de la maquinaria de la sefializacion de auxinas. Diversos
compuestos auxinicos, también muestran selectividad por componentes de la via
de las auxinas para alterar el crecimiento y desarrollo de la planta (Walsh et al.,
2006).

Los médulos de MAPKs regulan el desarrollo vegetal y las respuestas contra
estreses abidticos y bibticos (Bayer et al., 2009; Bush y Krysan, 2007; Lukowitz et
al., 2004; Tena et al., 2001). Estudios previos mostraron que MEKK1 y MPKG6
coordinan la sefalizacion del L-Glu en la raiz (Forde et al., 2013; Lopez-Bucio et
al., 2018). Asimismo, en el presente trabajo, se observo que L-Leu, L-Lys y L-Trp
convergen en MPKG6 para afectar el crecimiento de la raiz primaria. Las mismas
vias de MAPKs pueden ser requeridas por diferentes moléculas durante el
desarrollo. Por ejemplo, los péptidos “EPIDERMAL PATTERNING FACTOR 17
(EPF1) y “‘EPIDERMAL PATTERNING FACTOR 2” (EPF2), estan involucrados en
la formacion de estomas. Ambos son percibidos por el receptor “TOO MANY
MOUTHS” (TMM), el cual, activa una cascada de MAPKs que incluye a MPK®,
para fosforilar al factor de transcripcion “SPEECHLESS” (SPCH) (Hara et al.,
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2007; Hunt L. y Gray, 2009; Lampard et al., 2008; Wang H. et al., 2007). Otros
péptidos sefial, como “EPIDERMAL PATTERNING FACTOR-LIKE 4" (EPFL4) y
‘EPIDERMAL PATTERNING FACTOR-LIKE 6" (EPFL6), influyen en la
arquitectura de la inflorescencia a través del receptor ERECTA (ER) y del modulo
de MAPKs YDA-MKK4/MKK5-MPK3/MPK6 (Meng et al., 2012; Uchida et al.,
2012). Los resultados presentados aqui, sugieren que diversos aminoacidos,
independientemente de su actividad antagonica (L-Glu, L-Leu, L-Lys) o inductora
(L-Trp) de la respuesta a auxinas, confluyen en MPKG6 para afectar el crecimiento

de la raiz primaria.

8 PERSPECTIVAS

- El efecto del L-Trp en la expresion de DR5:GFP y en el crecimiento de la raiz de
las mutantes de auxinas y de mpk6, permite plantear la hipotesis de que la
cinasa MPK6 es un regulador positivo de la sintesis o la sefalizacion del AlA.
Para responderla, se propone analizar el crecimiento de la mutante mpk6 en
tratamientos de AIA y de sus precursores. Bajo estas mismas condiciones, se
evaluaria la expresiéon de DR5:GFP en el fondo genético de mpké.

- El L-Glu y el L-Trp modifican de manera opuesta la respuesta a auxinas en el
area de la columela, por lo que es interesante determinar si las células de la
columela son el sitio de percepcion de diferentes aminoacidos. Para esto, como
primer paso, se piensa llevar a cabo la comparacion del perfil de expresion de
genes de células de la columela de plantas expuestas a condiciones control y a
tratamientos con aminoacidos, con el fin de identificar genes que codifiquen para
receptores potenciales de aminoacidos. Posteriormente, se evaluaria la posible
participacion de los genes identificados para mediar la sefalizacion de
aminoacidos, analizando el crecimiento de la raiz de sus mutantes en
tratamientos con aminoéacidos bioactivos.

- El analisis de la bioactividad de los aminoacidos en el crecimiento de la raiz, se
realizé en medios de cultivo con suficiencia de amonio y nitrato. De tal manera,

se desconoce el efecto que estas biomoléculas pueden tener al utilizar medios
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deficientes de nitrdgeno, y si la cinasa MPK6 podria estar involucrada en este

proceso.
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Abstract

Key message The function and components of L-glutamate signaling pathways in plants have just begun to be elu-
cidated. Here, using a combination of genetic and biochemical strategies, we demonstrated that a MAPK module is
involved in the control of root developmental responses to this amino acid.

Abstract Root system architecture plays an essential role in plant adaptation to biotic and abiotic factors via adjusting signal
transduction and gene expression. L-Glutamate (L-Glu), an amino acid with neurotransmitter functions in animals, inhibits
root growth, but the underlying genetic mechanisms are poorly understood. Through a combination of genetic analysis,
in-gel kinase assays, detailed cell elongation and division measurements and confocal analysis of expression of auxin,
quiescent center and stem cell niche related genes, the critical roles of L-Glu in primary root growth acting through the
mitogen-activated protein kinase 6 (MPK6) and the dual specificity serine—threonine—tyrosine phosphatase MKP1 could
be revealed. In-gel phosphorylation assays revealed a rapid and dose-dependent induction of MPK6 and MPK3 activities
in wild-type Arabidopsis seedlings in response to L-Glu. Mutations in MPK6 or MKP1 reduced or increased root cell divi-
sion and elongation in response to L-Glu, possibly modulating auxin transport and/or response, but in a PLETHORAI and 2
independent manner. Our data highlight MPK6 and MKP1 as components of an L-Glu pathway linking the auxin response,
and cell division for primary root growth.

Keywords Arabidopsis - L-Glutamate - MPK6 - MKP1 - Auxins - Root development

Introduction

Root system architecture is regulated by extrinsic and intrin-
sic factors such as hormones, nutrient availability and envi-
ronmental conditions (Lopez-Bucio et al. 2003; Malamy
2005; Fukaki and Tasaka 2009). Following germination,
the primary root grows to anchor the plant, explores the soil
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and senses the biotic and abiotic stimuli for adaptation. In
Arabidopsis thaliana, the primary root is comprised of con-
centric tissues, each made up with cell files that originate in
its distal portion, which includes the root apical meristem
(RAM), the quiescent center (QC) and four peripheral sets of
initials or stem cells, each of whom divide for self-renewing
and to generate new cells (Dolan et al. 1993). The daughter
cells produced after mitosis progressively increase in size
and then differentiate into the internal root tissues as well
as the root cap, the most distal structure with protective and
nutritional functions (Scheres et al. 2002; Cederholm et al.
2012; Kanno et al. 2016).
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Several phytohormones and genetic elements play a role
in the control of root growth through modulating QC and
stem cell identity. Local auxin biosynthesis and distribu-
tion at the root tip determines stem cell fate and meristem
proliferative capacity. Indole-3-acetic acid (IAA) transport
mediated by the PIN-FORMED proteins (PIN1, 2, 3, 4
and 7) allow the formation of a concentration maximum in
stem cells that is evidenced by the expression pattern of
the synthetic auxin response marker DR5:GFP (Casimiro
et al. 2001; Vieten et al. 2005; Kfecek et al. 2009). IAA
induces the expression of WUSCHEL RELATED HOME-
OBOX 5 (WOXS5) and AP-2 domain transcription factors
PLETHORA (PLT1-4) to establish stem cell fates (Aida
et al. 2004). It further controls cell division at the G2-M
phase transition of the cell cycle via activation of CYCLIN
B1 (CYCB1), as well as other cyclin and cyclin-dependent
kinases (Blilou et al. 2005; Chapman and Estelle 2009; Ding
and Friml 2010).

During soil exploration, roots encounter and react to a
wide variety of bioactive molecules released by plants or
microorganisms. Amino acids, which serve as building
blocks of proteins, can act as nutritional cues or as signal-
ing molecules in the rhizosphere to modulate root system
architecture (Moe 2013; Forde and Roberts 2014; Biancucci
et al. 2015; Okumoto et al. 2016). Despite the nutritional
effects that most amino acids may have for plant growth,
L-glutamate (L-Glu), which is best known for its role as a
neurotransmitter in the mammalian nervous system, acts as
signaling molecule to modulate plant development through
the participation of the MAPK MEKK1 (Walch-Liu et al.
2006; Forde et al. 2013; Forde 2014). Although plants pos-
sess proteins that share sequence similarity with animal
ionotropic glutamate receptors (iGluRs) (Lam et al. 1998;
Qi et al. 2006), there is no compelling evidence for any func-
tional link between 1.-Glu and the iGluRs in plants. However,
the related plant proteins, termed glutamate like receptors
(GLRs) are involved in many physiological and adaptive
responses such as touch and cold stress (Meyerhoff et al.
2005), pollen tube growth (Michard et al. 2011), leaf-to-leaf
wound signaling (Mousavi et al. 2013), lateral root devel-
opment (Vincill et al. 2013), and stomatal aperture (Kong
etal. 2016).

L-Glu elicits a specific sequence of changes in root growth
and branching patterns through inhibition of cell division in
the primary root while activating lateral root initiation and
growth (Walch-Liu et al. 2006; Forde 2014). L-Glu sensing
activates genes encoding transcription factors, kinase/phos-
phatase enzymes and elicitor-responsive proteins (Kan et al.
2017). Interestingly, the evolutionarily conserved mitogen
activated protein kinase MEKK 1 from Arabidopsis plays a
key role in the 1-Glu signal transduction pathway influencing
root architecture, but in an independent manner to its kinase
activity (Forde et al. 2013). Therefore, the MAPKKK and
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MAPKK proteins acting upstream of MPKG6 to control the
responses to L-Glu remain to be discovered.

Mitogen activated protein kinases (MAPKSs) are enzymes
that mediate responses to various extracellular stimuli and
plant developmental programs (Asai et al. 2002; Bush and
Krysan 2007; Colcombet and Hirt 2008; Fiil et al. 2009;
Xu and Zhang 2015). These are the terminal components
of the MAPK modules comprising three kinases (MAP3K/
MAP2K/MAPK), which follow a sequential activation of
downstream protein targets by phosphorylation. MAPKs
have overlapping substrates and upstream activators result-
ing in functional redundancy (MAPK Group 2002; Andreas-
son and Ellis 2009; Sudrez-Rodriguez et al. 2010). Particu-
larly, MPK3 and MPKS6, two of the twenty MAPKSs encoded
in the Arabidopsis genome, act redundantly in ethylene
biosynthesis, pathogen response and stomatal development
(Asai et al. 2002; Liu and Zhang 2004; Djamei et al. 2007;
Lampard et al. 2008). However, in some cases the activ-
ity of MPK6 cannot be compensated by other MPKs, as
demonstrated by the embryo and root phenotypes observed
for the Arabidopsis mpk6 mutants (Bush and Krysan 2007;
Lopez-Bucio et al. 2014).

Although MAP kinases interact to drive plant mor-
phogenesis, it is the reversible protein phosphorylation,
catalyzed by these kinases and their cognate phosphatases,
which finally provides the regulatory network underlying
most biological processes (Bartels et al. 2010). Several
phosphatases modulate the MAPK cascades through de-
phosphorylation of different MAP kinases, thus inactivating
the pathway (Keyse 2008; Bartels et al. 2009). Biochemical
and genetic studies revealed that the dual specificity ser-
ine—threonine and tyrosine phosphatase MKP1, physically
interacts with MPK3 and MPK6 influencing their activity
in vivo (Ulm et al. 2001, 2002), then this phosphatase repre-
sents a good candidate in mediating root architectural adjust-
ments to diverse stimuli via MPK6 (Lopez-Bucio et al. 2014;
Contreras-Cornejo et al. 2015).

In this report we investigate the response of Arabidop-
sis primary roots to L-Glu through in-gel phosphorylation
assays, primary root growth and cell division and elonga-
tion analysis in wild-type (WT) plants and MAPK-related
mutants mpk3 and mpko6 as well as in the mkp I phosphatase
deficient mutant. Moreover, through expression analysis of
PIN1, 2, and 7 auxin transporters, quiescent center and stem
cell niche genes, the important roles of the MPK6 kinase and
the MKP1 phosphatase in L-Glu signaling became evident.
Our results provide compelling evidence that these enzymes
are components of the L-Glu sensing mechanism controlling
Arabidopsis primary root growth.

67



Plant Molecular Biology

Materials and methods
Plant material and growth conditions

Arabidopsis thaliana Heyhn Columbia-0 (Col-0) and
Wassilewskija (Ws) WT ecotypes were used. The mpk6-
2 line (SALK _073907) in Col-0 background (Liu and
Zhang 2004) was obtained from the Salk T-DNA collec-
tion (Alonso et al. 2003). mpk3 mutant T-DNA insertion
line (SALK_151594) in Col-0 background (Wang et al.
2007a, b), was kindly donated by Dr. Shuqun Zhang from
Missouri University. mkpl mutant in Ws ecotype (Ulm
et al. 2001) was kindly donated by Dr. Scot C. Peck from
Missouri University. mkpl mutant introgressed into Col-0
ecotype (Bartels et al. 2009) was kindly donated by Dr.
Marina A. Gonzilez Basteiro from Dr. Roman Ulm Labo-
ratory (University of Geneva, Switzerland). CycB/I: uidA
(Coldn-Carmona et al. 1999), DR5::GFP (Ottenschliger
et al. 2003), PINI::PINI:GFP (Benkova et al. 2003),
PIN2::PIN2:GFP (Bliluo et al. 2005), PIN7::PIN7:GFP
(Bliluo et al. 2005), WOX5:GFP (Ding and Friml 2010),
PLTI:CFP (Galinha et al. 2007) and PLT2:CFP (Galinha
et al. 2007) markers, were mobilized into the mpk6 and
mkpl mutant backgrounds by directed crosses.

All seeds were surface sterilized and incubated at 4 °C
for 3 days to break dormancy, then grown on agar (0.8%
w/v 461 Bacto™ Agar BD DIFCO, Sparks, MD) solidi-
fied 0.2x MS medium (Caisson, Laboratories, Inc., Noth
Logan, UT), which in that dilution provides 1.99 mM of
nitrogen (0.54 mM from KNO; and 1.45 mM from NH,
NO,), as carbon source 1% (w/v) sucrose was added. In
all the analyses pH was adjusted to 6.7 to avoid any effect
caused by changes in the pH. L-Glu was purchased from
Sigma (Sigma-Aldrich Corporation St. Louis, MO) and
added to the medium at the indicated concentrations. Seed-
lings were grown on vertically oriented Petri dishes main-
tained in growth chambers at 21 °C under a 16:8 h light:
darkness photoperiod with 105 pmol/mzls light intensity.
Photographs of the Petri dishes were taken in a stereomi-
croscope (Nikon SMZ1500) equipped with a digital cam-
era (Nikon SIGHT DS-Filc, Nikon Corporation, Tokyo,
Japan).

In-gel kinase assays

Arabidopsis seedlings were ground in liquid nitrogen
and homogenized in extraction buffer 250 mM sorbitol,
50 mM HEPES-BTP pH 7.8, 10 mM NaF, 5 mM DTT,
I mM EDTA, 1 mM KCI, 1 mM Na,;VO,, 1 mM PMSF
and 40 pg/ml of protease inhibitor cocktail (Roche Applied
Science, Indianapolis, IN), then centrifuged at 12,000xg

20 min at 4 °C. Protein concentration in the extracts was
estimated with the Bradford protein assay kit (Bio-Rad,
Hercules, CA) using BSA as a standard. The in-gel kinase
assay was performed as previously described (Zhang and
Klessig 1997). Briefly, 50 ug of protein extracted from
plant tissue were fractionated onto a 10% SDS-PAGE
gel containing 0.25 mg/ml myelin basic protein (MBP,
Sigma), as substrate for the kinases. After electrophoresis,
the gel was washed three times with 25 mM Tris pH 7.5;
0.5 mM DTT; 0.1 mM Na;VO,; 5 mM NaF; 0.5 mg/ml
BSA; 0.1% (v/v) Triton X-100 for 30 min at room tempera-
ture. Proteins in the gel were re-natured by incubating the
gel in 25 mM Tris pH 7.5; 1 mM DTT; 0.1 mM Na,VO,
and 5 mM NaF at 4 °C overnight. The kinase reactions
were carried out by incubating the gel in 30 ml of kinase
buffer 25 mM Tris pH 7.5; 2 mM EGTA; 12 mM MgCl,;
1 mM DTT; 0.1 mM Na,VO,; 200 nM ATP, and 50 u Ci of
[7—32PJATP (4000 Ci_mmol; 1 Ci=37 GBq), for 60 min at
room temperature. To remove free 2P, the gel was exten-
sively washed at room temperature with several changes
of 5% (w/v) trichloroacetic acid and 1% (w/v) NaPO, until
32p_radioactivity in the wash solution was barely detect-
able. The gel was dried and exposed to a Kodak XAR-5
film. Pre-stained size markers (Bio-Rad, Hercules CA)
were used to calculate the molecular weight of kinases. As
loading control 20 pg of proteins from the same extracts
used for kinase assays were fractionated in a 10% SDS-
PAGE and stained with Coomassie Brilliant Blue dye.

Generation of MPK6::uidA transgenic line

A 997 pb upstream intergenic region of MPK6 (At2g43790)
gene was amplified by PCR from genomic DNA of Arabi-
dopsis with the primers: forward-5'-CACCAGAGAATC
GTGCCTAA-3 and reverse-5'-GACCGGTAAAGATGA
AAG-3'. A gateway system entry clone was generated clon-
ing the amplified promoter into the pENTR/D-TOPO vector
(Invitrogen™). The construct was transferred to the destiny
binary vector pMDC163 by LR recombination reaction. A
sequenced vector containing MPK6 promoter fused to uidA
E. coli gene (MPKG6: :uidA) was used to transform Agrobac-
terium tumefasciens, then infiltrated into Arabidopsis WT
plants (Col-0) via the floral-dip method (Clough and Bent
1998). The expression patterns of five independent trans-
genic lines were evaluated and data confirmed that all five
lines had similar expression patterns in both root and aerial
tissues.

Statolyth staining
To analyze the root cap structure, the roots were fixed over-

night with 4% (v/v) paraformaldehyde (Sigma-Aldrich)
in 0.025 M phosphate buffer pH 7.2, then incubated with
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a Lugol solution (1:2 w/w, iodine: potassium iodide, pH
4.0-4.5) for 10 s and rinsed with water. Finally, the roots
were mounted in water on microscope slides and imme-
diately analyzed using a transmission microscope (Nikon
Eclipse E600) equipped with a digital camera (Nikon SIGHT
DS-File, Nikon Corporation, Tokyo, Japan).

Confocal imaging

For microscopy images, roots were stained with 10 mg/ml
propidium iodide solution for 1 min, then rinsed in water
and mounted in 50% (v/v) glycerol on microscope slides.
Fluorescence signal emitted from each root was analyzed on
several levels in a confocal microscope (Olympus FV1000
equipped with an objective lens Olympus PlanFlour N40X
and a digital camera) at wavelengths specific to propidium
iodide (568 nm excitation line and emission SP detector of
585-610 nm), GFP and CFP (488 and 458 nm excitation
line, respectively, and emission SP detector of 500-550 nm
for both). The propidium iodide and GFP or CFP images
were electronically overlaid to obtain the final image. The
florescence issued by root cells was determined using Image
J software (https://imagej.nih.gov/ij/).

Statystical analysis

All graphs show mean values for the correspondent variable
+ the standard error, and letters or asterisks indicate sta-
tistically significant differences. One-way variance analysis
(Student’s ¢ test) and a Tukey significance test (P <0.05)
were performed to all data with the STATISTICA software
(StatSoft, 2010).

Results

L-Glu inhibits primary root growth and promotes
lateral root development

To determine the effects of L-Glu in modulating root system
architecture and to establish an experimental system for the
genetic dissection of the L-Glu response, Arabidopsis WT
seedlings (Col-0) were grown on agar-solidified MS 0.2x
media supplemented with increasing concentrations of L-
Glu. A dose dependent inhibition of primary root growth
was observed in seedlings 7 days after germination (DAG)
by increasing L-Glu concentrations, with effects ranging
from around 15% (100 pM) to 70% (800 uM) of growth
inhibition (Supporting Fig. S1). Concomitantly, lateral root
formation and growth was stimulated by L-Glu, giving rise
to a more branched and exploratory root system (Supporting
Fig. S1). These data indicate that 1.-Glu can be perceived by
Arabidopsis roots to orchestrate morphogenetic programs.
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L-Glu induces MPK3 and MPK®6 activities

In mammals, the L-Glu signal transduction pathway involves
protein phosphorylation cascades (Wang et al. 2007a, b).
Recently, the MAPKs MPK3 and MPK6 were related to
primary root growth and in the auxin response (Ldpez-
Bucio et al. 2014; Contreras-Cornejo et al. 2015), opening
the possibility that these kinases may also mediate 1-Glu
sensing. To address this question, the myelin basic protein
phosphorylation activity was analyzed in WT seedlings and
in sectioned roots from WT seedlings grown in media sup-
plemented with increasing L-Glu concentrations. An increase
in MPK3 and MPKG6 activities was observed in extracts
from whole plants treated with L-Glu (Fig. 1a, Supporting
Fig. S2a). Interestingly in roots only MPK6 activity was
increased in response to treatments with low (100, 200 uM)
L-Glu concentrations (Fig. 1b, Supporting Fig. S2b). Addi-
tionally, the temporality of the L-Glu effect over MPKs activ-
ities was evaluated 10 days after germination (DAG) in WT
seedlings transferred to liquid media supplemented or not
with 200 and 400 uM L-Glu for 30 and 60 min. As shown in
Fig. 1c and Supporting Fig. S2¢, treatment of seedlings with
200 or 400 uM of 1-Glu by 30 and 60 min, clearly induced
both MPK3 and MPK6 activities.

The phosphatase MKP1 is a regulator of MAPK activity
(Ulm et al. 2002). Then, to evaluate if this enzyme could
be involved in modulates the L-Glu inductive effect, the
MPK6 and MPK3 activities were compared in WT and mkp
mutants. Interestingly, both kinases were induced by L-Glu
in mpkl mutant background, even at higher levels than in the
WT (Fig. 1d, Supporting Fig. S2d). An additional Kinase
assay from seedlings exposed to 200, 400 and 600 uM 1.-
Glu shows that the activity of MPK6 in mkp! background is
higher than MPK3 and occurred in a dose dependent manner
(Fig. le, Supporting Fig. S2e). All together these last obser-
vations suggest that although MKP1 acts as a modulator
of MPK6 (and MPK3) activity, other phosphatases could
participate in the regulation of these kinases.

Primary root growth responses to L.-Glu in WT plants
and MAPK related mutants

To genetically establish the relationship between the MAPK
signaling module and root sensing of L-Glu, WT (Col-0),
mpk6 and mkpl mutant seedlings were germinated and
grown 5 days in MS 0.2x media, then transferred to the same
media with or without increasing L-Glu concentrations (0,
100, 200 and 400 uM), 5 days after transfer the primary roots
were measured and the growth percentage obtained. L-Glu
had a dose dependent inhibitory effect on root growth in WT
seedlings. Indeed, mpk6 mutants were less sensitive to 1.-
Glu treatments and displayed longer primary roots (Fig. 2a,
b). In contrast mkpl mutants displayed greater sensitivity to
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Fig.1 1-Glu induces MPK3 and MPK6 activities. In-gel kinase
assays were conducted with 50 pg of total protein extracts from
7-day-old seedlings under the following conditions: Whole WT (Col-
0) seedlings (a) or excised roots (b) from seedlings that were germi-
nated and grown on MS 0.2x media supplemented with the indicated
L-Glu concentration. (¢) WT (Col-0) seedlings grown on MS 0.2x
media, and transferred to the indicated 1.-Glu concentration for 30 and
60 min. (d) WT and mkp! seedlings grown on MS 0.2x media and

root growth inhibition caused by L-Glu (80%) than the WT
(45%) (Fig. 2a, b). Daily measurements from O (Fig. 2c) or
400 uM L-Glu (Fig. 2d) show an early root inhibition of
WT seedlings and mkp/ mutants when compared to mpk6
mutants, which were less sensitive to the L-Glu treatments
on root growth inhibition (Fig. 2c¢, d).

Since natural variation exists in different Arabidop-
sis ecotypes related to their L-Glu sensitivity (Walch-Liu
et al. 2006), an additional experiment including the mkp/
mutant allele in the Ws (mkp1/Ws) ecotype was performed.
As shown in the Supporting Fig. S3, it was observed that
the primary root of the mkp1/Ws mutant also was over-
sensitive to L-Glu regarding root growth inhibition. These
results demonstrate that the oversensitivity to L-Glu on mkp/
mutants occur in at least two independent ecotypes.

Functional redundancy between MPK6 and MPK3 in
different plant developmental and stress responses has
been reported, and since L-Glu induced the activity of
both kinases (Fig. 1), the root responses of WT and mpk3
seedlings to L-Glu were compared. The mpk3 mutant

0 200 400 600

e s < 1303
b_zé—

transferred to the indicated 1-Glu concentration for 30 min. (e) mkpl
seedlings germinated and grown on MS 0.2X media supplemented
with the indicated 1-Glu concentrations. In each assay Coomassie
Brilliant Blue stained gels (BB) are shown as the loading controls.
Extracts from the mpk6 and mpk3 mutant seedlings grown on MS
0.2x media were included in assays to identify the corresponding
kinase, which are indicated by arrows. The gel images are representa-
tive of at least three independent experiments

seedlings were slightly oversensitive to the L-Glu-induced
root growth inhibition (Supporting Fig. S4). These results
suggest that MPK6 and MKP1 are components of the L-
Glu signaling pathway orchestrating root growth, whereas
MPKG6 likely function independently of MPK3 to modulate
the growth response to L-Glu.

To determine if L-Glu could regulate MPK6 expres-
sion at the transcriptional level, the MPK6 promoter was
fused to the uidA reporter gene (MPK6::uidA). Transgenic
Arabidopsis seedlings expressing this construct were ger-
minated and grown 5 days in MS 0.2X media, then trans-
ferred to the same media with or without 400 uM L-Glu
and MPK®6 expression was evaluated after 5 days in L-Glu
treatment. MPK6 was expressed in differentiated vascular
tissues of the primary root in control conditions, and L-Glu
does not modify the MPKG6 expression intensity or distri-
bution pattern in primary roots (Supporting Fig. S5), sug-
gesting that L-Glu responses are orchestrated most likely
via the posttranscriptional regulation of MPK6.
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Fig. 2 Primary root responses to L-Glu are altered in mpk6 and mikpl
mutants. Seeds from WT (Col-0), mpk6 and mkp! mutants were ger-
minated and grown for 5 days on agar solidified MS 0.2x media, then
transferred to the same media supplemented with the indicated L-Glu
concentrations. Primary root length (a) and root growth percentage
(b) were measured and calculated 5 days after transfer. The percent-
ages of root growth in the treatments were calculated regarding the
primary root length of seedlings grown in MS 0.2xX media as 100%
of growth (control in b). Seeds from WT (Col-0), mpk6 and mkpl

MPK6 and MPK1 are involved in root meristem
response to L-Glu

L-Glu is likely perceived at the primary root tip, where
it inhibits the mitotic activity of the root apical meris-
tem (Walch-Liu et al. 2006). To determine if the primary
root growth resistance or oversensitivity of mpk6 and
mkpl mutants to 1-Glu, respectively, could be related
to changes in cell elongation and/or cell division, both
mutants were out-crossed with transgenic Arabidopsis
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mutants were germinated and grown for 5 days on agar solidified MS
0.2x media, then transferred to the same media (c¢) or supplemented
with 400 uM -Glu (d) and primary root length was measured daily
after transfer. Different letters in (a) represent Tukey’s post hoc test
significant differences (P<0.05). Star marks in (b, ¢, d) indicate
Student’s 7 test significant differences comparing mpk6 and mkpl
mutants with the WT (Col-0). Values are the mean =+ standard error
from 30 seedlings cultivated on three independent plates

seedlings expressing CycBI:uidA (Colén-Carmona et al.
1999) and the growth of homozygous mpk6/CycBI1:uidA
and mkpl/CycBI:uidA seedlings were compared to that
of WT plants after 5 days of exposure to 400 uM L-Glu.
The results show that £-Glu inhibits both cell elonga-
tion and mitotic cell activity in WT plants, while that
the mpk6 and mkp/! mutants are resistant or oversensi-
tive to these effects, respectively (Fig. 3a, b). Comparison
of CycB1:uidA expression in meristems, clearly showed
that ©-Glu decreases the number of mitotic cells in WT
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Fig.3 L-Glu impairs cell elongation and proliferation in roots via
MPK6 and MKPI1. Arabidopsis seedlings expressing CycBl1:uidA,
or homozygous mpk6/CycBI:uidA or mkpl/CycBI:uidA plants were
germinated and grown for 5 days on MS 0.2x media, then transferred
to same media or to media supplemented with 400 uM L-Glu. Elon-
gation zone length (a) and number of cells expressing CycBI:uidA

(Fig. 3c, d) and specially in mpk! (Fig. 3g, h), but only
slightly in mpko6 plants (Fig. 3e, f). Determination of the
length of the first four cells located after the transition
zone where rapid growth started showed that L-Glu drasti-
cally inhibits cell elongation, mainly in the WT and mkp/
mutant seedlings that are more sensitive to the effects of
L-Glu (Fig. 4a, b). These data indicate that L-Glu affects
the establishment of the growth zone of the primary root
inhibiting both cell division and elongation through the
participation of MPK6 and MKP1.

Given the effects of L-Glu on mitotic activity and
the contrasting root growth response of mpk6 and mkp 1
mutants, the structures of the root cap and production of
starch grains in treatments of 0, 200, 400 and 600 uM L-
Glu were analyzed. In WT plants the number of starch
grains in the root cap decreases by 400 uM L-Glu treat-
ment, and in mkp /] mutants that L.-Glu concentration prac-
tically abates the accumulation of starch in the root cap.
In contrast, in the mpk6 mutant 400 and even 600 uM
L-Glu treatment had only a minor effect on starch grain
production, as well as on the overall structure of the root
cap (Supporting Fig. S6). These data indicate that L-Glu
impairs the activity of root cap initials and disrupts root
cap formation and starch grain production.
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(b) were analyzed 5 days after transfer. Representative photos of
CycBl:uidA (¢, d), mpk6/CycB1:uidA (e, f) and mkpl/CycB1:uidA
(g, h) on control condition and 1-Glu treatments are shown. Values
are the mean + standard error of 15 plants analyzed. Different letters
represent significant differences in a Tukey’s post-hoc test (P <0.05).
Scale bar 100 um

MPK6 and MKP1 influence the auxin response
and the abundance of auxin transporters in roots
treated with L-Glu

Auxin distribution within primary root tips controls cell
division and elongation (Blilou et al. 2005). To analyze
possible changes in auxin distribution triggered by L-Glu in
roots, the auxin response at the primary root tip was moni-
tored using the auxin-inducible DR5::GFP construct (Otten-
schldger et al. 2003). The results showed that in WT Arabi-
dopsis seedlings transferred to media supplemented with
400 uM L-Glu, the auxin response was slightly decreased
after few days of exposure (Fig. 5a—d, m). In these assays,
mpk6/DRS::GFP seedlings, which display an insensitive L-
Glu phenotype in primary roots, the auxin response seems to
be not affected (Fig. 5e-h, m), whereas in mkpI/DR5::GFP
plants the L-Glu treatment affect auxin response disrupt-
ing the DR5:GFP auxin maximum after 3 days in L-Glu
(Fig. 5i-m).

To determine if changes in the auxin response by L-Glu
is dependent of the expression of the PIN family of auxin
efflux transporters, the level of PIN1, PIN2 and PIN7 was
determined in WT, mpk6 and mkp! seedlings that express
the reporter fusion proteins PINI::PINI1:GPF (Benkova
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Fig.4 L-Glu impairs cell elongation in roots via MPK6 and MKP1.
Seeds from WT (Col-0), mkp6 and mkpl mutants were germinated
and grown for 5 days on MS 0.2x media, then transferred to same
media (a) or to media supplemented with 400 uM r-Glu (b). The
lengths of the most proximal cells in the elongation zone were meas-
ured. The elongation cell leaving the transition zone of the root was
defined as cell 1, while the cell approaching the differentiation zone
was defined as cell 4. Values are the mean+standard error of 12
plants analyzed. Star marks indicate Student’s # test significant differ-
ences comparing mpk6 and mkp! mutants with the WT

et al. 2003), PIN2::PIN2:GPF (Bliluo et al. 2005) and
PIN7::PIN7:GPF (Bliluo et al. 2005). L-Glu decreased
the expression of PIN1, PIN2 and PIN7 in WT seedlings
(Fig. 6a, b, g, h, m, n, s—u). But interestingly, in mpk6
mutant background the expression of PIN1, PIN2 and
PIN7 were not affected (Fig. 6c, d, i, j, 0, p, s—u). In con-
trast, in mkpl mutant background, the level of all three
PIN proteins drastically diminished by L-Glu treatment,
which correlated with changes in the structure of the root
tip (Fig. 6e, f, k, 1, g—u). Together, these data show that the
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Fig.5 1-Glu affects auxin distribution in Arabidopsis primary roots.
Arabidopsis DR5::GFP, mpk6/DR5::GFP and mkpl/DR5::GFP seed-
lings were germinated and grown for 5 days on MS 0.2x media, then
transferred to same media or to media supplemented with 400 uM
L-Glu. After 1, 2, or 3 days in treatment plantlets were stained with
propidium iodide and analyzed by confocal microscopy. Repre-
sentative photographs of primary root tips from: DRS::GFP (a-d),
mpk6/DR5::GFP (e-h) and mkpl/DR5::GFP (i-1), are shown. Scale
bar 100 um. The GFP florescence (m) was determined using Tmage J
(https://imagej.nih.gov/ij/). Star marks indicate Student’s 7 test signifi-
cant differences between treatments and their respective control. The
experiment was repeated two times with similar results (n=12)

repression of root growth by L-Glu may be closely related
to an impaired auxin distribution and response, possibly
linked to phosphorylation/dephosphorylation events medi-
ated by MPK6 and MKP1 proteins.
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Fig. 6 1-Glu affects the levels
of PIN auxin transporters in
Arabidopsis roots. Arabidop-
sis seedlings harboring gene
constructs with auxin trans-
porter proteins fused to the
GFP proteins PIN1::PINI:GFP,
PIN2::PIN2:GFP and
PIN7::PIN7:GFP were trans-
ferred to mpk6 and mkpI mutant
backgrounds by outcrossing.
Seeds from homozygous lines
were germinated and grown for
5 days on MS 0.2x media, then
transferred to the same media
or to media supplemented with
400 uM L-Glu for 5 days. After
treatment roots were stained
with propidium iodide and ana-
lyzed by confocal microscopy.
Representative photographs
from: PINI::PINI:GFP (a,

b), mpk6/PINI1::PIN1:GFP (c,
d) mkp1/PINI::PIN1:GFP (e,
f); PIN2::PIN2:GFP (g, h),
mpk6/PIN2::PIN2:GFP (i, ),
mkp1/PIN2::PIN2:GFP (k, I);
PIN7::PIN7:GFP (m, n), mpk6/
PIN7::PIN7:GFP (o, p) and
mkpl/PIN7::PIN7:GFP (q, r),
are shown. Scale bar 100 um.
The GFP florescence (s—u)

was determined using Image J
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L-Glu affects quiescent center gene expression
through MPK6 and MKP1

To examine whether L-Glu driven changes in primary root
growth involve changes on QC identity, we analyzed the
expression of WOX5:GFP (Ding and Friml. 2010) in WT
and in mpk6 and mkpl mutants in response to 400 uM
L-Glu. L-Glu seems to affect in a similar way the number
of cells comprising the QC in WT (Fig. 7a, b) and mpk6
(Fig. 7c, d) seedlings. But notably, L-Glu treatment causes
the loss of QC identity in mkpl mutant (Fig. 7e, f), which
correlates with mkp/ mutant altered root tip structure.
We conclude that MKP1 is a positive regulator for the

maintenance of QC identity, which apparently impact the
root response to L-Glu.

L-Glu inhibits expression of PLETHORA1 and 2
transcription factors in an MPK6/MKP1 independent
manner

The space-temporal expression of AP2 transcription factors
such as PLETHORA1 (PLT1) and PLT?2 are involved in QC
specification and stem cell activity, helping to establish and
maintaining the root meristem (Aida et al. 2004). Then, we
found interesting to examine the expression of these tran-
scription factors in primary roots of WT and mpk6 and mkp1
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Fig.7 1-Glu affects QC identity. Arabidopsis plants expressing
the WOXS5 QC identity marker on wild-type (WOX5:GFP), and on
mpk6  (mpk6/WOX5:GFP) and mkpl (mkpl/WOX5:GFP) mutant
backgrounds, were germinated and grown for 5 days on MS 0.2x
media, then transferred to same media or to media supplemented
with 400 pM L-Glu for 5 days. After treatment roots were recovered,
stained with propidium iodide and analyzed by confocal microscopy.
Representative photographs of root tips from: WOX5:GFP (a, b),
mpk6/ WOX5:GFP (¢, d) and mkpl/WOX5:GFP (e, f), arc shown.
The experiment included 15 seedlings and was repeated three times
with similar results. Scale bar 100 um

mutants treated or not with 400 uM L-Glu, using PLTI:CFP
and PLT2:CFP gene constructs (Galinha et al. 2007). Sur-
prisingly, PLT1 and PLT2 levels were strongly repressed
by L-Glu in WT (Supplementary Fig. S7a, b, g, h, m, n),
but also in mpk6 (Supplementary Fig. S7c, d, i, j, m, n)
and in mkp/ (Supplementary Fig. S7e, f, k—n) mutant back-
grounds, it irrespective of the contrasting effect that L-Glu
has over root growth of the mpk6 and mkpImutants. Thus,
L-Glu repression of PLT1 and PLT?2 likely contributes to
primary root growth inhibitory effects of this amino acid,
whereas the growth resistance of mpk6 to L-Glu cannot be
explained only by the expression of PLT1 and PLT2 at the
root stem cell niche.

@ Springer

Discussion

Research aimed at identify the molecular signaling
components involved in L-Glu-mediated root responses
have yielded limited success, and the mechanisms of L-
Glu sensing in plants remain mostly unknown. Previous
research showed that the mpk6 mutants had a longer pri-
mary root than that of the WT (Lépez-Bucio et al. 2014),
whereas the mkp/ mutants display a short root phenotype,
which contrasts with mpk6 seedlings (Bartels et al. 2009),
thus opening the possibility that a MAPK module could
orchestrate root architectural responses to this bioactive
amino acid.

Using in-gel kinase assays, it was observed that L-Glu
supplementation rapidly induces MPK3 and MPKG6 activi-
ties in Arabidopsis seedlings, suggesting that both kinases
could mediate the changes in root architecture elicited by
L-Glu. However, the fact that mpk6 was less sensitive to L-
Glu in primary root growth assays, whereas mpk3 resulted
slightly oversensitive, indicate that MPK6 and MPK3 play
distinct functions in L-Glu sensing by primary roots. This
result is not surprising, as both kinases seem to act inde-
pendently in the embryo and root development programs
of Arabidopsis (L6pez-Bucio et al. 2014). The participa-
tion of MPK6 depends of its posttranscriptional activity,
since its transcript levels or expression patterns does not
change in time when L-Glu elicit changes in the primary
root, then we propose that MPKG6 act as a molecular switch
inducing L-Glu responses by phosphorylation/dephospho-
rylation reactions.

Our data provides the first compelling evidence of the
participation of a MAPK cascade in plant perception of
L-Glu. A previous report demonstrated that the MEKK 1
kinase (a MPKKK) plays a key role in L-Glu perception,
since mutation of this gene renders plants insensitive to
L-Glu effects on primary roots (Forde et al. 2013). How-
ever, it is still unclear whether the kinase activity or other
unrelated function of this protein is determinant for the
L-Glu insensitivity of roots. An obvious follow-up of
this research should focus identifying the MPKKs act-
ing upstream of MPK6. Very recently, MPK6 was related
to the effects of high concentrations of hydrogen sulfide
inhibiting primary root growth, via acting downstream of
reactive oxygen species and upstream of nitric oxide accu-
mulation. Similarly to L-Glu, hydrogen sulfide repressed
the distribution of auxin and reduced the meristematic
cell division potential in root tips (Zhang et al. 2017). It
remains to be determined if -Glu changes reactive oxygen
distribution and/or nitric oxide levels.

In A. thaliana, MAPKs are regulated by MAP kinase
phosphatases (MKPs). MKP1 has an important role in
biotic, abiotic and genotoxic stresses and interacts with
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and dephosphorylate MPK6 in vivo (Ulm et al. 2002; Bar-
tels et al. 2009). To test if MKP1 participates in the root
L-Glu perception likely regulating MPK6, we compared
the root growth response of WT and mkp/ mutants to L-
Glu, and the mutants displayed the opposite root pheno-
types, forming shorter primary roots than WT plants in
response to this amino acid. The MKP1 loss of function
phenotype is consistent with an increased MPK6 activity,
which is also evident in our in-gel kinase assays. How-
ever, it was observed that the mkp mutants preserved a
basal MPKG6 activity, which further increases following
L-Glu supply, indicating that other phosphatase (s) may
participate redundantly with MKP1. In this sense, addi-
tional factors possibly involved in this signaling pathway
are the PROTEIN TYROSINE PHOSPHATASE! (PTP1),
which physically interacts with MPK6 and coordinates
with MKP1 to repress plant defense responses (Bartels
et al. 2009; Gupta and Luan 2003) and the Toll Interleukin
1 Receptor/Nucleotide Binding/Leucine Rich Repeat (TIR-
NB-LRR) receptor-like resistance gene homolog of the
SUPPRESSOR OF NPR1-1, CONSTITUTIVEI (SNC1),
which is a natural modifier of MKP1 (Li et al. 2007; Bar-
tels et al. 2009), which may also influence the develop-
mental responses modified by 1-Glu via MAPK signaling.

The primary root growth inhibition of WT plants
treated with L-Glu was initially attributed to inhibition
of cell division (Walch-Liu et al. 2006), but the possi-
ble role of cell elongation has been unclear to date. Our
results first confirm that L-Glu inhibits both cell division
and elongation, and in particular, roots of mkp/ mutant
scedlings fail to express the mitotic marker, CyeBI1:uidA
at lower L-Glu doses or times of exposure, consistent with
its L-Glu hypersensitive phenotype. The role of L-Glu in
repressing cell division and elongation could be related
to an impaired auxin biosynthesis and transport based on
analysis of (1) the effects of L-Glu on growth and root
meristem structure, (2) the contrasting root phenotype of
mpk6 and mkpl mutants, and (3) expression of DR5::GFP
and auxin transporters of the PIN family. Decreased auxin
responses as revealed by the DR5::GFP auxin-inducible
gene marker in mkp/ seedlings in response to 1.-Glu treat-
ments suggest that auxin biosynthesis at the root meris-
tem is affected by L-Glu. This process depends on MPK6
because its corresponding mutants show normal accumula-
tion of auxin at the root meristem under the same or higher
1.-Glu concentrations. These observations are in agreement
with previous data by Walch-Liu et al. (2006), in which
two loss-of function mutants at the AXR1 locus (axrl-
3 and axrl-12) were hypersensitive to L-Glu repression
of growth and help to explain why the sensitivity of root
growth to L-Glu declines markedly when the temperature
is increased over the range 20-26 °C (Forde 2014), since
high temperature promotes auxin biosynthesis (Gray et al.

1998; Franklin et al. 2011; Sun et al. 2012), thus relieving
the negative effects of L-Glu on roots.

In Arabidopsis seedlings lacking MPK6 or MKP1 pri-
mary root growth was either resistant or oversensitive to
L-Glu. This can be explained because asymmetric release
of IAA from the QC and collumela initial cells to the epi-
dermis and lateral root cap through the PIN2 transporter
drives differential cell expansion in elongation zone tissues
(Blilou et al. 2005). Consistently, mkp! and mpk6 mutants
showed contrasting expression of PINI::PINI1:GFP and
PIN2::PIN2:GPF, suggesting that L-Glu impairs auxin trans-
port via directly or indirectly influencing the levels of PIN
proteins. One possible explanation is that the loss of PIN1
and PIN2 abundance in mkp/ (but not in mpk6) seedlings
may represent an indirect consequence of the differentia-
tion of the root meristem, as a result of their failure to keep
cell division active following L-Glu perception, whereas
sustained PIN1 and PIN2 expression in mpk6 mutants may
directly depend upon the loss of activity of MPKG6 kinase.
In this scenario, MPK6 appears to be a repressor of PINI
and PIN2 protein accumulation in roots, a process tightly
influenced by 1.-Glu.

The transcription factor WOXS5 is expressed exclusively
in the QC and represents an important element for the con-
trol of cell proliferating activity of the surrounding initial
cells. L-Glu treatment appears to affect the number of cells
comprising the QC in the WT and mpk6 mutant in similar
manner. But in mkpl mutant the QC is lost, suggesting that
L-Glu affect QC activity depending upon MKP1. It is pos-
sible that the loss of WOXS5 expression in mkp! mutants
affects the proliferating activity of initial stem cells, which
then differentiate or that there is a mechanism negatively
regulated by MKPI that induces the accumulation of dif-
ferentiation promoting factors such as the ACR4 kinase
or the transcription factor CDF in initial cells, repressing
WOXS5 and terminating the stem cell pool (Pi et al. 2015).
The results that L-Glu alters root cap development (Support-
ing Fig. S6), further suggests that it inhibits proliferation
of columella cell initials in the root distal region, which is
accompanied by impaired cell differentiation, as amyloplast
(starch containing plastids present specifically in columella
cells) are no longer visible in mkp! mutants in response Lo
400 uM 1-Glu treatment, whereas in mpk6 mutants the amy-
loplasts are present even at greater L-Glu concentrations.

The auxin-inducible transcription factors PLETH-
ORA1-4 redundantly control the undifferentiated fate of
the meristem and mitotic activity. In accordance to the
auxinic regulation of PLT1 and PLT2 expression (Aida
et al. 2004), PLT1:CFP and PLT2:CFP tusion proteins
decreased in response to L-Glu in WT and mpk6 or mkp1
mutants. These data provide an important insight for a
direct role of L-Glu in regulating meristem activity in
WT plants, that is likely independent upon the activity
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of MKP1 or MPK®6, since expression of both transcrip-
tion factors in the mutants appears similarly reduced
even thought their meristems manifest clearly contrasting
responses to L-Glu. In conclusion, this work provides evi-
dence of the participation of the MPK6 and MKPI in the
plant perception of a bioactive amino acid. The elucida-
tion of the upstream components in the MAPK signaling
pathway in this node is certainly an important avenue to
follow, which needs to be considered for future studies.
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Primary root growth inhibition (%) ~~
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Supplementary Fig. S1. L-Glu affects Arabidopsis primary root development. (a) Primary
root length inhibition caused by L-Glu. Data was obtained from seedlings grown on MS
0.2x media supplemented with the indicated L-Glu concentrations. The percentages of root
growth inhibition were calculated taken into account the primary root length of seedlings
grown on MS 0.2x media as 0% of inhibition. Values are the mean =+ standard error (n=15)
from three independent experiments. Different letters represent statistically different means
by a Tukey’s post-hoc test (P<0.05). Representative seedlings growing in MS 0.2x media

(b) or MS 0.2x media supplemented with 400 uM L-Glu (¢) are shown. Scale bar in (b) = 1
cm.
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Supplementary Fig. S2. L.-Glu induces MPK®6 activity. Image J (https://imagej.nih.gov/ij/)
densitometric analysis of the MPK6 activity bands from the kinase assays showed in Figure
1. In all cases MPK6 activity in the control condition was taken as 1 on Arbitrary Units
(AU)
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Supplementary Fig. S3. L-Glu effects in wild-type and mkp/ mutants in Wassilewskija
(Ws) genetic background. Plants were germinated and grown for 5 days on MS 0.2x media,
then transferred to the same media supplemented with 400 uM L-Glu. The primary root
length was measured 5 days after transfer and the growth inhibition was calculated taken
primary root length of seedlings grown in MS 0.2x media as 0% of inhibition. Values
shown are mean = standard error (n = 15). Star marks indicate Student's t-test significant
differences at £<0.001.
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Supplementary Fig. S4. mpk3 mutant performance in response to L-Glu treatment. (a)
Comparison between root growth inhibitions caused by 400 uM L-Glu on wild-type (Col-0)
and mpk3 null mutant. Data were recorded from seedlings grown on MS 0.2x media
supplemented with 400 pM L-Glu. The percentages of root growth inhibition were
calculated taken primary root length of seedlings grown in MS 0.2x media as 0% of
inhibition. Values are mean =+ standard error (n = 15). Star marks Student's t-test significant
differences at P<0.001. In (b) and (c) representative Petri dishes with 7-DAG wild-type
(Col-0) and mpk3 mutant seedlings grown side by side on MS 0.2x media and MS 0.2x
media supplemented with 400 uM L-Glu, respectively.
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Supplementary Fig. S5. MPK6 pattern expression is not affected by L-Glu treatment. A
promoter fusion with the widA gene (MPK6::uidA) was generated and the expression of
MPKG6 was evaluated at root apical meristem. MPK6::uidA plants were germinated on MS
0.2x media, then transferred to same media or to media supplemented with 400 uM L-Glu
and expression patterns were analyzed at 1, 2, 3, 4 and 5 days after transfer. Representative
pictures of roots from plants grown on MS 0.2x media (a, b, ¢, d, e) or 400 uM L-Glu (f, g,
h, i, j) are shown. Scale bars = 100 pm.
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Supplementary Fig. S6. L-Glu affects columella structure in mkpl but not in mpk6
mutants. Wild-type (Col-0), mpk6 and mkp ! mutants were germinated and grown for 5 days
on MS 0.2x media, then transferred to same media as control and media supplemented with
200, 400 or 600 uM L-Glu, as indicated. 5 days after transfer seedlings were collected and
their roots were stained with Lugol’s solution to analyze the starch content in columella
cells. Representative photographs of root tips of different plant lines in each experimental
condition are shown. The experiment was repeated three times with similar results (n=15).
Scale bars = 100 um.
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Supplementary Fig. S7. L-Glu represses PL7/ and PL1?2 expression in Arabidopsis roots
in an MPK6-MKP1-independent manner. Marker lines PL71:CFP (a-f) and PLT2:CFP (g-
1) on WT (a, b, g, h) and on mpk6 (c, d, i, j) and on mkp! (e, f, k, I) mutant backgrounds,
were grown on MS 0.2x media supplemented with 400uM or without (Control) L-Glu.
Confocal micrographs were taken 7 days after germination with a propidium iodide
counterstain and representative images per genotype are shown. Scale bar represents 100
um. The CFP florescence (m, n) was determined using Image J (https://imagej.nih.gov/ij/).
The fluorescence intensity of the lines in 400 uM of L-Glu was compared to their
respective control and star marks indicate Student's t-test significant differences. The
experiment included 15 seedlings and it was repeated three times with similar results.
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Abstract

2

Main conclusion A MAPK module, of which MPKG6 kinase is an important component, is involved in the coordination
of the responses to Pi and Fe in the primary root meristem of Arabidopsis thaliana.

Abstract Phosphate (Pi) deficiency induces determinate primary root growth in Arabidopsis through cessation of cell divi-
sion in the meristem, which is linked to an increased iron (Fe) accumulation. Here, we show that Mitogen-Activated Protein
Kinase6 (MPK®6) has a role in Arabidopsis primary root growth under low Pi stress. MPK6 activity is induced in roots in
response to low Pi, and such induction is enhanced by Fe supplementation, suggesting an MPK6 role in coordinating Pi/Fe
balance in mediating root growth. The differentiation of the root meristem induced by low Pi levels correlates with altered
expression of auxin-inducible genes and auxin transporter levels via MPK6. Our results indicate a critical role of the MPK6
kinase in coordinating meristem cell activity to Pi and Fe availability for proper primary root growth.
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RAM Root apical meristem

Introduction

Plant survival to adverse growth conditions, such as water
stress and nutrient deficiency, depends on diverse adaptive
responses, including remaodeling of the root architecture.
The availability of macro- and micronutrients influences
root development via complex hormonal and morphologi-
cal adjustments collectively termed as root foraging (Lopez-
Bucio et al. 2003; Giehl and von Wiren 2014; Ruiz Her-
rera et al. 2015). Phosphate (Pi) is a fundamental element
required for photosynthesis and metabolism. Pi deficiency
inhibits primary root growth and induces lateral root and
root hair formation (Lopez-Bucio et al. 2002; Sdnchez-
Calderdn et al. 2005; Wang et al. 2019). This enables bet-
ter soil exploration, which is accompanied by an increased
expression of high-affinity phosphate transporters and
exudation of phosphatase, which together allow plants to
improve Pi capture from inorganic and organic resources
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(Sédnchez-Calderdn et al. 2005). Besides, during Pi limita-
tion, primary and lateral root meristems shift from indeter-
minate to determinate growth, ceasing cellular proliferation
and initiating differentiation of stem and meristematic cells
(Sdnchez-Calderdn et al. 2005; Wang et al. 2019).

Some proteins orchestrating the primary root growth
responses to Pi starvation have been identified. The mul-
ticopper oxidase genes LOW PHOSPHATE ROOTI and
2 (LPRI and LPR2) play a role in sensing local Pi levels,
since mutations of both genes confer primary root growth
resistance to the determinate growth program induced by
Pi starvation (Svistoonoff et al. 2007). The Ps-type ATPase
(PDR2) gene is required for root apical meristem (RAM) and
stem cell maintenance during Pi deficiency by supporting
the expression of the SCARECROW (SCR) transcription
factor and acts upstream of LPRI (Ticconi et al. 2009). The
OXOPHYTODIENOATE REDUCTASE3 (OPR3), which
participates in jasmonic acid biosynthesis, is also required
for root adaptation to Pi deficiency as part of a signaling
network involving ethylene and gibberellins (Zheng et al.
2016). ALUMINUM SENSITIVE3 (ALS3) originally iden-
tified as involved in plant tolerance to aluminum toxicity
(Larsen et al. 2005) was more recently independently iden-
tified as a gene named HYPERSENSITIVE TO Pi STARVA-
TIONI10 (HPS10), and its mutation drives hypersensitivity
to Pi deficiency (Belal et al. 2015). ALS3/HPS10 together
with its interactor SENSITIVE TO ALUMINUM RHI-
ZOTHOXICITY1 (STAR1) constitutes a putative ATP-
binding tonoplast transporter (Dong et al. 2017). Two addi-
tional mutations causing insensitivity to Pi deficiency are
SENSITIVE TO PROTON RHIZOTOXICITY1 (STOPI) and
ALUMINUM-ACTIVATED MALATE TRANSPORTERI
(ALMTI) (Balzergue et al. 2017; Mora-Macfias et al. 2017).
STOPI protein is a zinc finger-type transcription factor that
regulates the ALMT1 gene expression encoding a malate
transporter localized in the plasma membrane of root cells
(Tokizawa et al, 2015).

Several reports evidenced the participation of iron (Fe)
in the control of plant responses to Pi deficiency. Pi starva-
tion increases Fe accumulation in roots and induces callose
deposition (Ward et al. 2008; Ticconi et al. 2009; Miiller et al.
2015). Genome-wide (ranscriptome and proteome analyses of
plants exposed to Pi deprivation showed an over-expression
of genes and proteins that regulate Fe homeostasis, cell wall
remodeling, and reactive oxygen species (ROS) generation.
The FERRIC REDUCTASE DEFECTIVE3 (FRD3) medi-
ates an apoplastic Fe redistribution linked to Pi-dependent root
growth (Hoehenwarter et al. 2016). LPR1 has a ferroxidase
activity that converts Fe’* to Fe** in endoplasmic reticulum
and cell wall. The mutation of the PDR2 drives root inhibition
hypersensitivity to Pi deficiency and higher accumulation of
Fe** in the root apoplast (Ticconi et al. 2009; Miiller et al.
2015). The mutants als3/hps10 and star] both hypersensitive
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to Pi starvation overaccumulates Fe>* in roots (Belal et al.
2015; Dong et al. 2017). In contrast, the accumulation of Fe
is reduced in root tips of both stop ! and almt! mutants whose
roots are insensitive to Pi deficiency (Balzergue et al. 2017,
Mora-Macias et al. 2017). The STOP1-ALMT1-mediated
accumulation of Fe* in the stem cell niche of roots under Pi
deficiency raises the levels of ROS causing an increase in dep-
osition of callose in cell walls and plasmodesmata that restricts
the intracellular movement of the SHORT ROOT (SHR) tran-
scription factor, which is responsible for the maintenance of
the root stem cell niche (Miiller et al. 2015; Mora-Macias et al.
2017). Altogether, these data show that a low-Pi/high-Fe ratio
is important for the control of root growth, but the signaling
cascade mediating this interaction is currently unknown.

Mitogen-activated protein kinase (MAPK) cascades include
the enzymes MPKKK, MPKK and MPK that are activated
sequentially by phosphorylation and play a role in responses
to biotic and abiotic stresses, as well as in regulation of plant
growth and development (Hamel et al. 2006; Mishra et al.
2006). In the Arabidopsis genome, 60 MPKKKs, 10 MPKKs,
and 20 MPKs enzymes are encoded, but, due to their func-
tional redundancy, only few of them have been character-
ized. From these, MPK3 and MPK6 play a complimentary
role in inflorescence development, embryogenesis, and sto-
matal patterning (Bush and Krysan 2007; Wang et al. 2007,
Meng et al. 2012), and both regulate growth responses during
plant-microbe interactions, genotoxic stress, ROS accumula-
tion, and hormone signaling (Asai et al. 2002; Ulm et al. 2002;
Takahashi et al. 2007; Yoo et al. 2008; Wang et al. 2010; Xu
et al. 2014; Contreras-Cornejo et al. 2015). Non-redundant
functionality has also been demonstrated among them, since
mutation of the Arabidopsis MPK6 gene results in altered seed
and embryo development, root architecture, and L-glutamate
response phenotypes that are independent of MPK3 function
(Lépez-Bucio et al. 2014b, 2018).

In a recent report, MPK3 and MPK6 activities were
enhanced during Pi deficiency influencing Pi acquisition
through increasing the expression of Pi transporters (Lei et al.
2014). However, the specific relation of these MAPKSs with the
low Pi/Fe adaptive responses in roots and shoots, as well as
their contribution to the root growth and architectural recon-
figuration under Pi starvation remains o be investigated. In
this report, we provide evidence of the specific participation of
MPKG6 in the modulation of primary root growth in response to
contrasting Pi and Fe levels, likely affecting auxin homeostasis
in the root meristem.
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Materials and methods
Plant material and growth conditions

Arabidopsis thaliana Columbia-0 (Col-0) WT seedlings
were used in all experiments, and mpk6-2 mutant line
(SALK_073907/mpk6-2) was previously reported by
Liu and Zhang (2004) and was obtained from the Salk
T-DNA collection (http://arabidopsis.org). The trans-
genic reporter genes DR5::GFP (Ottenschldger et al.
2003), PINI::PINI1:GFP (Benkova et al. 2003) and
PIN2::PIN2:GFP (Blilou et al. 2005) transgenic lines were
mobilized into the mpk6-2 mutant background by outcross-
ing. Seeds were surface sterilized with bleach and rinsed
three times with sterilized deionized water and incubated at
4 °C during 3 days to break dormancy. The seeds were ger-
minated and grown in 1% agar solidified 0.2x MS medium
containing 0.25 mM KH,PO,, 4.125 mM NH/NO,,
3.758 mM KNO;, 0.6 mM CaCl,, 0.3 mM MgSO,,
1.0 uM KT, 20.04 yM H;BO,, 19.99 yM MnSO,-H,0,
6.0 pM ZnS0,-7H,0, 0.2 pM Na,Mo0O,-2H,0, 0.02 uM
CuS0,-5H,0, 0.021 pM CoCl,-6H,0, 19.99 pM
FeS0O,-7H,0, and 20 pM Na,EDTA-2H,0. For non-Pi and
non-Fe treatments medium lacking KH,PO, and/or FeSO,,
was used. Seedlings analysis was performed at different
days after germination being the final time 10 days after
germination. Alternatively, the seeds were germinated in
0.2x MS medium and grown for 5 days, and then trans-
ferred to new plates containing fresh 0.2 MS complete
medium or medium lacking KH,PO, and/or FeSO,. Plates
were incubated vertically on a growth chamber (Percival
ARO935L, Percival Scientific) at 21 °C under 16:8 h of light/
darkness photoperiod at 105 pmol/m? light intensity and
analyzed at 2, 4, or 6 days after transfer.

Root analysis

Primary root length was measured using a ruler and repre-
sentative images were taken with a digital camera (Sam-
sung digital camera SCC-131A). Photographs of meris-
tems were captured with a digital camera (Nikon D50).
Tukey’s post hoc and Student’s £ tests were used for testing
differences among treatments using SigmaPlot 11 (Sys-
tat Software). For confocal analysis, primary roots were
stained with 10 pM propidium iodide (PI) and mounted
in coverslips for analysis by confocal microscopy (Olym-
pus FV1000). Pl was exited at 568 nm and detected at
560-660 nm. Fluorescent proteins were excited at 488 nm
and detected at 500-550 nm. Meristem measurements
were done from at least ten representative images using the
Imagel program (National Institutes of Health, Bethesda,

MA, USA). The presence of Fe in the roots was revealed
following the method of Roschzttardtz et al. 2009. Briefly,
roots were incubated for 30 min in Perls stain solution
(4% (viv) HCL, 4% (w/v) K, [Fe (CN)g]-3H,0). For diam-
inobenzidine (DAB) intensification, roots were quickly
washed with double-distilled water (ddH,O) and incubated
(1 h) in methanol containing 10 mM sodium azide and
0.3% (v/v) HyO,, washed with 100 mM sodium phosphate
buffer (pH 7.4), and then incubated for up to 30 min in
the same buffer containing 0.025% (w/v) DAB (Sigma-
Aldrich) and 0.005% (v/v) H,0,. The staining reaction was
stopped washing with ddH,O and roots were mounted in
coverslips for stereoscopic microscope analysis.

The presence of callose was assessed as described by
Stadler et al. (1995). Briefly, the roots were treated with
a solution of aniline blue (Sigma-Aldrich) 0.1% (w/v)
in 100 mM Na-phosphate buffer (pH 7.2) for 1.5 h, and
mounted in coverslips for analysis by confocal microscopy
(Olympus FV1000). The fluorescence of callose was exited
a 405 nm and detected between 480 and 515 nm.

In-gel kinase assays

Total proteins were extracted from roots or shoots of plants
grown in the different treatments. The seedlings were frozen
and ground in liquid nitrogen and re-suspended in extrac-
tion buffer containing 100 mM HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-
1-piperazineethanesulfonic acid) [pH 7.5], 5 mM EDTA,
5 mM EGTA |ethylene glycol tetraacetic acid], 10 mM dithi-
othreitol [DTT], 10 mM Na;VO,, 10 mM of NaF, 50 mM
B-glycerophosphate, 10% glycerol, and 7.5% polyvinylpo-
lypyrrolidone, supplied with a protease inhibitor mixture,
and centrifuged at 16,300 g for 15 min at 4 °C. The protein
concentration was determined using the Bio-Rad protein
assay kit using bovine serum albumin (BSA) as standard.
The in-gel kinase assay was performed as described by Lu
et al. (2002). For this, 50 pg of total protein extracted from
plant tissue were fractionated on a 12% SDS polyacryla-
mide gel containing 0.25 mg/mL of myelin basic protein as
substrate for the MPKs. After electrophoresis, the gel was
washed three times for 30 min each with 25 mM Tris, pH
7.5,0.5mM DTT, 0.1 mM Na,VO,, 5 mM NaF, 0.5 mg/mL
of BSA, and 0.1% (v/v) Triton X-100 solution, at room tem-
perature. Proteins in the gel were re-natured by incubating
the gel in a solution containing 25 mM Tris, pH 7.5, | mM
DTT, 0.1 mM Na;VO,, and 5 mM NaF at 4 °C overnight
with three changes. The kinase reactions were carried out by
incubating the gel in 30 mL of the reaction buffer (25 mM
Tris, pH 7.5, 2 mM EGTA, 12 mM MgCl,, 1 mM DTT,
0.1 mM Na;VO,, and 200 nM ATP) and 1.85E +6 Bq of
y-32P ATP (> 1.48E + 14 Bg/mmol; Perkin Elmer Inc) for
60 min at room temperature. To remove free 32P, the gel was
washed repeatedly at room temperature with several changes
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with a solution of 5% (w/v) trichloroacetic acid and 1% (w/v)
NaPPi until 32P radioactivity in the wash solution is unde-
tectable. The gels were dried on Whatman 3MM paper and
exposed to X ray films.

Results

MPK6 modulates the primary root growth response
to Pi deficiency

The first developmental response of Arabidopsis experienc-
ing low Pi availability stress is the inhibition of primary root
growth (Lopez-Bucio et al. 2002; Sanchez-Calderdn et al.
2005). To test a possible role of MPK6 on this response, we
compared the growth of the primary roots of the wild-type
(WT) and mpk6 mutant seedlings in media supplemented
with increasing Pi concentrations. In agreement with the pre-
vious reports, the primary root growth of the WT decreased
as the concentration of Pi in the medium went down (Fig. 1).
Interestingly, the primary roots of mpk6 mutants showed
an exacerbated sensitivity to Pi deficiency (Fig. 1). Root
phenotypes associated with the low Pi availability are the
greater density and length of root hairs (Bates and Lynch
1996; Miiller and Schmidt 2004). These traits were altered in

a - Col-0
l:l mpk6

Primary root length (cm)

2000 1000 100

Col-0 mpk6

Fig.1 MPK6 loss of function exacerbates the growth repressing
effects of Pi limitation in Arabidopsis primary roots. a Effects of dif-
ferent Pi supplementation on primary root growth of 10 days after
germination WT (Col-0) and mpk6 mutant seedlings. Different let-
ters indicate statistical differences from a Tukey’s post hoc analysis
(n=60). b Representative WT (Col-0) and mpk6 mutant scedlings
grown side by side in media supplied with 2000 or O uM Pi
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mpk6 mutants, in which RAM differentiation occurred ear-
lier and at lower Pi doses than the WT, and correlated with
the production of root hairs closer to the root tip (Fig. 2).

To evaluate with more detail the responses of RAM faced
with Pi deficiency, a confocal microscopic analysis of pri-
mary roots was conducted. After 6 days of germination in
Pi deficiency, RAM widening was induced and deformation
of the root tips was evident (Suppl. Fig. S1). In addition, the
mitotic activity in the meristematic zone, the integrity of
the statocytes and the functionality of the quiescent center
(QC) of WT and mpk6 mutant seedlings were compared in
different Pi availability (Suppl. Fig. S2). These three param-
eters showed that the mpk6 mutant is more susceptible to Pi
deprivation as manifested by less mitotic activity, damage
in the statocyte structure and loss of expression of the QC
marker in mild Pi concentration where WT roots only show
slight changes (Suppl. Fig. S2). Consistent with their over-
sensitivity to Pi deficiency, mpk6 root meristem widening
is faster and more severe than in the WT, occurring 2 dag
(days after germination) at 10 uM Pi and 4 dag at O uM Pi,
respectively (Fig. 3a—d).

n () B (o))
o o o o
o o o o

Growth zone length (um) o
=
o

0
2000

1000 100 50 10 1

Fig.2 a Effects of different Pi supplementation on growth zone
length at 10 days after germination of WT (Col-0) and mpk6 mutant
seedlings. Different letters indicate statistical differences from Tuk-
ey’s post hoc analysis (n=15). b Phenotypes ol root hairs of WT
(Col-0) and mpk6 mutant seedlings in response to Pi availability.
Scale bar1 cm. The experiment was repeated three times with similar
results
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Fig.3 MPKG6 loss of function affccts phosphate scnsing and root
meristem structure of Arabidopsis. a, b Confocal microscopy images
from propidium iodide stained primary roots of WT (Col-0) and
mpk6 mutant seedlings grown for a 2 or b 4 days after germination
on media with the indicated Pi concentration. Scale bars 100 um. ¢,
d RAM width (measured at 100 pm from the root tip) of WT (Col-

Subsequently, we evaluated the effects of Pi deficiency
on another allele of mpk6 (mpk6-3) previously charac-
terized (Liu and Zhang 2004), which was as sensitive
to Pi deficiency as the mpk6-2 allele (Suppl. Fig. S3).
Since it is well supported experimentally that the mpk3
and the mpk6 mutants do not have the same root pheno-
type (L6pez-Bucio et al. 2014a, b, 2018), this study was
focused on mpk6 mutants. However, given that MPK6
and MPK3 have redundant functions in plant signaling
(Bush and Krysan 2007; Wang et al. 2007; Meng et al.
2012), the effect of Pi starvation on the mpk3 mutant was
assessed. The roots of mpk3 mutants were less sensitive
than the WT to Pi deficiency (Suppl. Fig. S4), which sug-
gests that MPK3 and MPK6 play opposite roles during the
low Pi acclimation response in Arabidopsis primary roots.
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0) and mpk6 mutant scedling obtained from a and b conditions,
respectively. The graphs show the mean+standard error (bars) from
12 plants analyzed. Statistically significant dillerences determined
by Student’s 7 test from treatments are represented with asterisks at
P indicated. The experiment was repeated independently three times
with similar results

MPK6 and MPK3 are differentially regulated in roots
and in shoots by Pi availability

Previously, Lei et al. (2014) showed that MPK3 and MPK6
activities increase in A. thaliana seedlings under low Pi
stress. However, since the root is the organ where the avail-
ability of Pi is primarily sensed, we aimed to establish if
these two kinases are differentially regulated in roots and
in shoots. For this purpose, we performed in vitro kinase
assays in both shoot and root tissues of Arabidopsis seed-
lings grown under different Pi availability. In shoots, the
activities of both kinases were enhanced by Pi deficiency,
but, in roots, only MPK®6 activity was detected and specifi-
cally induced (Fig. 4). These data suggest that MPK3 and
MPKG6 may act to control shoot responses to Pi deficiency,
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Fig.4 Pi starvation induces
MPK3 and MPK®6 activities.

Shoot Root

Col-0

a In vitro kinase assays were

mpk6 mpk3 Col-0

conducted on shoots from
wild-type (Col-0) and mpk6 and
mpk3 mutant seedlings, and on
roots from WT seedlings. All
scedlings were grown under
2000 or 0 uM Pi supplementa-
tion as indicated. Arrows indi-
cate phosphorylation activity of
MPKG6 and MPK3, respectively.
BB =Coomassie blue-stained
gel used as loading control.
Imagel (https://imagej.nih.gov/
ij/) densitometric analysis of the
b MPK6 and ¢ MPK3 activities
bands showed in the respective
kinase assay. In all cases, the
band of activity in 2000 pM Pi
was taken as a reference (Rela-
tive activity =1). The graphs
show the mean + standard error
(bars) from two independent
experiments. Statistic signifi-
cant differences determined by
Student’s 7 test from treatments
are represented with asterisks at
P=0.005
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but only MPKG6 acts as a non-redundant regulator of primary
root growth associated with Pi deficiency.

MPK6 mediates Fe-depending root responses
during Pi deficiency

Iron homeostasis is an important factor determining pri-
mary root growth inhibition by low Pi (Ward et al. 2008;
Miiller et al. 2015; Hoehenwarter et al. 2016). Thus, we
tested the effects of Fe supplementation on WT and mpk6
mutant seedlings grown under Pi starvation. An analysis
of root width and root tip structure at 4 and 6 dag showed
that, in WT plants, the primary root widening begins at 4
dag in the presence of 8 uM Fe or higher (Fig. 5a), and
exacerbates at 6 dag at 8 and 16 uM Fe (Fig. 5b, d). mpk6
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mutants changed their root apical structure earlier and at
lower Fe concentrations, since 4 uM Fe treatment for 4
dag was sufficient to induced root thickness, and root hairs
formed closer to the root tip at 4 dag in 8 and 16 uM Fe
implying a depletion of RAM activity (Fig. 5a, c), which
is maintained and even boosted by day 6 in all tested Fe
concentrations (Fig. 5b, d).

The inhibition of primary root growth under Pi limitation
has been associated with accumulation of Fe and callose
deposition in the meristem (Miiller et al. 2015). The roots
of the mpk6 mutant accumulate much more Fe than the WT
roots in conditions of optimal and low availability of Pi, sup-
porting an interrelation between the accumulation of Fe and
the exhaustion of the meristem (Suppl. Fig. S5). On the other
hand, callose deposition was similarly observed (Suppl. Fig.
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0/8

Col-0

Fig.5 MPKG®6 loss of function alters the sensitivity of roots to phos-
phate deprivation and iron supply. Confocal microscopy images from
propidium iodide stained primary roots of WT (Col-0) and mpk6
mutant seedlings grown for a 4 or b 6 days after germination, on
media depleted of Pi and supplemented with increasing Fe concentra-
tions. Scale bars 100 pm. ¢, d RAM width (measured at 100 pm from
the root tip) of WT (Col-0) and mpk6 mutant seedling obtained from

S5); nevertheless, the roots of the mpk6 mutant in the condi-
tion of low Pi availability were fully differentiated.

To determine whether the activation of MPK6 during the
low Pi stress would be related to Fe availability, we per-
formed in vitro kinase assays on shoots and roots of seed-
lings grown in low Pi with increasing Fe concentrations.
When compared to the basal MPK6 activity in the — Pi/+Fe
condition, the kinase activity of MPK6 was induced in a
similar way in both organs from 2 uM Fe (Fig. 6a—d). In
these experiments MPK3 activity was also induced in shoots
(Fig. 6a), but it was not even detected in any Pi/Fe balance in
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a and b, respectively. Graphs show the mean + standard error (bars)
from 12 plants analyzed. Statistic significant diferences determined
by Student’s t test (b) or Tukey’s post hoc (d) from treatments in rela-
tion to RAM width of WT in 0/0 Pi/Fe condition are indicated with
asterisks (b) or letters (d) at P indicated, respectively. The experiment
was repeated independently three times with similar results

roots (Fig. 6¢), supporting the fact that MPK6 has a specific
role in regulating root responses to Pi deficiency.

Pi deficiency affects auxin response
and the expression of auxin transporters PIN1
and PIN2 via MPK6

Auxin plays a major role in regulating root growth and
development (Leyser 2010). To test the possible link of
MPKG6 with auxin signaling in Pi deficiency responses,
we analyzed the expression of DR5::GFP auxin marker in
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Fig.6 Fe induces MPK3 and
MPKG6 activities in shoots, but
it only induces MPKG6 activity
in roots of Arabidopsis under Pi
starvation. /n vitro kinase assay
was conducted on a shoots and
¢ roots from WT (Col-0) seed-
lings grown in media depleted
of Pi and supplemented with
increasing concentrations of Fe
as indicated. Arrows indicate
the bands corresponding to the
MPK6 and MPK3 phosphoryla-
tion activity, as shown in Fig. 3.
BB, Coomassie blue-stained gel
uscd as loading control. b and d
Image] (https://imagej.nih.gov/
ij/) densitometric analysis of the
MPKG6 activity bands showed
in the corresponding kinase
assay. In all cases, the band of
activity in 0/0 pM Pi/uM Fe
was taken as a reference (rela-
tive activity =1). The graphs
show the mean + standard crror
(bars) from two independent
experiments. Statistic signifi-
cant differences determined by
Student’s 7 test [rom treatments
are represented with asterisks at
P=0.005
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Fig.7 Pi starvation affects auxin patterning in the Arabidopsis pri-
mary root apical meristem via MPK6 function. DR5::GFP expres-
sion pattern in WT (Col-0) and mpk6 roots from plants germinated
and grown in MS 0.2X basal medium for 5 days, and then transferred
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to fresh medium containing different concentrations of Pi and ana-
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lyzed at a 4 and b 6 days after transfer. Photographs are representa-
tive of at least ten seedlings analyzed by confocal microscopy. Scale
bar 100 pm. The experiment was repeated three times with similar
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primary root tips of Arabidopsis WT and mpk6 mutants at
two developmental stages in transfer experiments. At 4 days
after transfer (dat) in WT and mpk6 mutants, the effects of
low Pi availability on auxin-responsive gene expression were
imperceptible (Fig. 7a). However, at 6 dat in WT roots, low
Pi availability affects the pattern of auxin distribution, as
well as the development of the root (Fig. 7b, upper panels at
1 and O uM Pi). In the mpk6 mutant background, the effects
of low Pi on roots were stronger. Even in optimal and sub-
optimal Pi conditions (1000 and 10 uM P4, respectively), the
DRS5::GFP auxin marker expression was lower in protovas-
cular tissues of mpk6 mutant than in the WT (Fig. 7b, left
panels), suggesting that the MPK6 loss of function by itself
has an effect on the auxin signaling pathway. The participa-
tion of MPKG6 in this signaling pathway was more evident
in limiting Pi conditions, where, in the mpk6 mutant back-
ground, auxin marker expression totally disappeared at the
QC and root meristem (Fig. 7b, bottom right panels).
Auxin positively induces the expression and accumu-
lation of PIN auxin transporters in a tissue-specific man-
ner through an AUX/IAA-dependent signaling pathway
(Vieten et al. 2005). Thus, to complement our study, the
spatial localization pattern of two PIN auxin transporters
(PIN 1 and PIN2) was determined at 6 dag on WT and mpk6
mutant roots under Pi availability. In both backgrounds

a__ 1000 0 yM Pi b

1000

0 yM Pi

PIN1::PIN1:GFP
PIN2::PIN2:GFP

mpk6 X PINT::PIN1:GFP
mpk6 X PIN2::PIN2:GFP

Fig.8 Pi starvation affects auxin transport in the Arabidopsis pri-
mary root apical meristem via MPK6 function. PIN1 and PIN2 pro-
tein localization in 6 days after germination WT (Col-0) and mpk6
root seedlings grown in media depleted of Pi or supplemented with
1000 pM Pi. a PINI::PINI:GFP and mpk6 X PINI::PINI:GFP. b
PIN2::PIN2:GFP and mpk6 x PIN2::PIN2:GFP. Photographs are
representative of at least ten seedlings analyzed by confocal micros-
copy. Scale bars 100 um. The experiment was repeated three times
with similar results

under control conditions, PINI::PINI1:GFP was detected in
the stele (Fig. 8a), whereas PIN2::PIN2:GFP was located
in cortex and epidermal root cells (Fig. 8b). In WT roots, Pi
deprivation results in a remarkable decreased expression of
both auxin transporter markers as cell differentiation pro-
gressed, but in the mpk6 mutant background the low Pi effect
was remarkably, as no GFP expression was clearly observed
in the root tips (Fig. 8a and b). Our findings suggest that
the loss of function of MPKG6 influences auxin homeostasis
dependent of the Pi availability associated responses at the
primary root tip. That results are not conclusive on the role
of MPK®6 in the transport of auxins, but considering that the
Pi deficiency affects both the pattern of auxin distribution
and the expression of the auxin transporters even in WT
plants, the future analysis of mutants affected in the synthe-
sis or transport of auxins would generate relevant results.

Discussion

Pi availability and assimilation is important for proper plant
growth and development. The previous work demonstrated
that a low-Pi/high-Fe ratio at the root tip controls Arabidop-
sis primary root growth inducing determinate developmental
patterning (Sénchez-Calderdn et al. 2005). However, cur-
rently, the signaling pathway that links Pi and Fe homeosta-
sis to root cellular programs remains unknown. Since MPK3
and MPKG6 act redundantly to modulate diverse abiotic and
developmental plant adaptive traits including the Pi uptake
efficiency (Lei et al. 2014), in this work, we explored the
possible function of these kinases in the growth of the pri-
mary root and the activity of the root meristem under con-
trasting Pi and Fe growing conditions.

The root meristem supports proper growth through a sign-
aling mechanism controlled by the quiescent center and the
surrounding initial or stem cells (Dolan et al. 1993). The
link between quiescent center integrity and mitosis could
be demonstrated during the transition from indeterminate to
determinate growth induced by Pi deficiency and contrast-
ing responses could be determined for the WT and mpk6
mutants. MPK6 and MPK3 kinases are activated by phos-
phorylation to regulate phosphate acquisition in Arabidop-
sis, acting upstream of the transcription factor WRKY75
(Lei et al. 2014). The results presented here extend this
knowledge showing that although both kinases are induced
in shoots following Pi deprivation, in roots, only MPK®6 is
induced in that condition, suggesting that, in this organ,
MPKG6 acts independently of MPK3 to contend with low Pi
stress. The fact that MPK3 and MPKG6 activities increase in
the shoot under low Pi suggests that both kinases partici-
pate in a still unknown developmental response modulated
by Pi in the aerial tissues, probably including Pi uptake,
transport and/or distribution. The differential sensitivity of

@ Springer

95



Planta

mpk6 and mpk3 in the primary root growth under low Pi
treatments, as well as the underlying differentiation of root
meristems during Pi deficiency and Fe supplementation,
provides genetic evidence of the participation of a MAPK
pathway whose members may act as mediators of the low
Pi response. In support to this suggestion, some transcrip-
tion factors mediating Pi starvation adaptive responses or Fe
translocation, such as WRKY75 and WRKY46 are phospho-
rylated by MPKs (Devaiah et al. 2007; Popescu et al. 2009;
Yan et al. 2016). The possible role of other transcription
factors involved in Pi deficiency response, such as STOP1
(Balzergue et al. 2017), as targets of MAPKs remains to be
explored.

A low-Pi/high-Fe ratio in the root changes growth from
indeterminate to determinate. Regarding the experiments
with Fe described here, it is important to note that the effects
of its supplementation at 19.99 pM (as supplemented in the
0.2x MS basal medium), are comparable to those observed
with 16 pM (data not shown). Therefore, to follow the root
response to Fe supplements under a logic increase of con-
centration, the experiments were carried out with a concen-
tration of 16 uM as maximum. It was suggested that, during
Pi deficiency, the roots take up more iron and callose deposi-
tion occurs at the root tip, which interferes with cell-to-cell
communication and results in meristem exhaustion (Miil-
ler et al. 2015). This suggestion was challenged in another
report where callose deposition in the RAM could not be
associated with Pi deficiency-induced meristem exhaustion
(Gutiérrez-Alanis et al. 2017). Since the mpk6 mutant whose
root is hypersensitive to Pi deficiency accumulates as much
callose in the RAM as the WT plants, we cannot exclude the
possibility that callose deposition occurs later, as a conse-
quence of meristem exhaustion, and may not be the causal
agent that interferes with stem cell function and orchestrated
cell division.

Several metals including aluminum, chromium, and
gadolinium induce root changes that depend on the Pi
availability; including inhibition of the primary root
growth and induction of the expression of high-affinity
Pi transporters. These developmental and biochemical
responses are normalized following Pi supplementation
(Lépez-Bucio et al. 2014a; Ruiz Herrera et al. 2015). The
exposure of Medicago sativa and Arabidopsis to cadmium
and cooper induced the activation of four distinct MAPKs
including MPK3 and MPK6 (Jonak et al. 2004; Liu et al.
2010), while the adaptive significance of MAPK signaling
in response to metal toxicity, or metal regulation of root
growth remains unknown. Fe availability has been shown
to regulate Pi inducible genes during Pi deficiency and the
clfects of Fe toxicity are alleviated by Pi (Rai et al. 2015),
consistently with the fact that under Pi deficiency plants
accumulate high levels of Fe in roots (Hirsch et al. 2006),
although, apparently, the inhibition of primary root growth
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induced by Pi deficiency does not appear to be associated
with the Fe accumulated in the RAM (Wang et al. 2019).
The precise mechanism that regulates Fe accumulation in
RAM remains unknown; however, our results show that,
indeed, the roots of the plants subjected to low Pi lev-
cls showed increased Fe accumulation, but also suggest
that MAPKs are integral elements in the low Pi/Fe stress
homeostasis, reinforcing the idea that MAPKs modules are
key players in nutrient and metal stress responses during
plant development.

Several phytohormones have been implicated in Pi
signaling, but, even though the mechanisms of phyto-
hormone-mediated root growth inhibition under low Pi
remain clusive, it is accepted that a complex interaction
between auxins and cytokinins at the root transition zone
controls root growth (Kong et al. 2018). The specific role
of auxin in the establishment of a determinate root growth
developmental program following Pi starvation is unclear.
Based on the primary root responses to auxin treatment
and the low Pi inducible expression of the TIR1 auxin
receptor, it was postulated that auxin oversensitivity was
likely responsible of the cell division to cell differentiation
transition in the meristem (Pérez-Torres et al. 2008). An
analysis of expression of auxin-responsive genes and root
development on Arabidopsis W'T and Auxin Response Fac-
tor double mutants (arf7arf19) further demonstrated the
role of Fe availability on local Pi root sensing, modulating
auxin distribution and/or sensitivity (Rai et al. 2015). Our
data are in agreement with these reports, since the deter-
minale root growth program induced by low Pi stress alters
auxin response in WT and mpk6 primary roots. A possi-
ble explanation is that the roots undergoing Pi starvation
exhibit Fe-inducible acclimation responses that disturbs
auxin transport and leads to auxin maximum dissipation
around the stem cell niche. According to the Pi hypersen-
sitivity of the mpk6 mutant, the expression of DR5::GFP
auxin marker, PINI::PINI1:GFP, and PIN2::PIN2:GFP
auxin transporters was abolished in the mutant seedlings
under Pi deficiency. Thus, our results show that low-Pi/
high-Fe ratio induced determinate root growth implies a
nutritional balance important for auxin control of root pat-
terning. Since MPK®6 activity is induced by indole-3-acetic
acid and auxin-precursors (Contreras-Corngjo et al. 2015),
and mpk6 mutants show decreased auxin-responsive gene
expression under low-Pi/high-Fe conditions, the results
presented in this work pointed out to MPK6 acting in an
auxin-signaling pathway to mediate root responses to defi-
ciency and Fe homeostasis. Elucidation of the contribu-
tion of auxins and other phytohormones in the control of
the modifications of the root architecture induced by Pi
deficiency, as well as, the specific role that MPK6 plays in
the low Pi signaling mediated by the LPR/STOP/ALMTI,
requires further investigation.
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0 uM Pi

Fig. S1 Pi availability effects on the structure of the root apical meristem of
Arabidopsis. a Confocal microscopy images from 6 days after germination roots of
seedlings grown on media supplied with the indicated Pi concentrations are
shown. Images are representative Propidium lodide stained roots from 18 plants
analyzed. Scale bar represent 100 um. b Graph shows the root apical meristem
(RAM) width (measured at 100 um from the root tip) mean * standard error (bars)
from 18 plants analyzed. Significant differences determined by ¢-Student test from
treatments are represented with asterisks at P indicated. The experiment was
repeated independently three times with similar results
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Fig. S2 Pi availability effects on the mitotic activity, statocyte structure and
quiescent center identity of the root apical meristem. Images from 6 days after
germination roots of seedlings grown on media supplied with the indicated Pi
concentrations are shown. a Images are representative Lugol’s stained roots
expressing CyB1:GUS mitosis marker and b Propidium lodide stained roots
expressing WOX5:GFP QC marker, from 18 plants analyzed to each genetic
background indicated. In both (a, b), scale bar represent 100 um. The experiment
was repeated independently three times with similar results
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0 uM Pi

Fig. S3 Pi availability effects on the structure of the root apical meristem of mpk6-3
mutant allele. Confocal microscopy images from 4 days after germination roots of
wild-type (Col-0) and mpk6-3 mutant seedlings grown on media supplied with the
indicated Pi concentrations are shown. Images are representative Propidium
lodide stained roots from 10 plants analyzed. Scale bar represent 100 pum. The
experiment was repeated independently three times with similar results
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Fig. $4 Pi availability effects on the primary root length of mpk3 mutant. a Confocal
microscopy images from Propidium lodide stained primary roots of mpk3 mutant
seedlings grown for 4 days after germination on media with the indicated Pi
supplementation are shown. b he primary root length was measured on 8 days
after germination seedlings grown on indicated media. Different letters indicate
statistical differences from a Tukeys post-hoc analysis at P=0.001 (n=20). The
experiment was repeated three times with similar results
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Fig. S5 Pi deficiency drives the accumulation of iron and callose in RAM. a, ¢ Wild-
type (Col-0; ) and b, d mpk6 mutant seedlings were grown in media with 1000 or 0
UM Pi, as indicated. In each condition the iron accumulation (a, b) and callose
deposition (¢, d) was determined by DAB or Aniline Blue stained, respectively.
Images shown are representative from 15 analyzed roots in each condition. The
experiment was repeated three times with similar results
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Resumen

Las proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAPKs) forman parte de
modulos de sefializacion que integran respuestas extra e intra-celulares
a través de la fosforilacion de diferentes substratos. Dichos médulos
influencian la actividad de factores de transcripcién para regular la
expresién genética y el desarrollo de las plantas. Si bien las primeras
investigaciones en este campo estuvieron encaminadas a esclarecer la
participacion de las MAPKs en respuestas de defensa y agobio ambiental,
en la actualidad se les ha involucrado en la germinacién, la configuracién
de la arquitectura de la raiz, la formacion de estomas, la floracién y la
senescencia. Particularmente, en la planta modelo Arabidopsis thaliana
se han identificado y clasificado 90 MAPKs, lo que sugiere una fuerte
redundancia funcional y plantea el reto de dilucidar el posible papel que
desempefia cada miembro de esta familia en los diferentes procesos de
organogénesis. En este articulo se analizan las investigaciones enfocadas
a esclarecer la participacion de las MAPKs durante el desarrollo vegetal.

Palabras clave: Plantas, desarrollo, sefializacion celular, hormonas,
fosforilacion.

Abstract

Mitogen activated protein kinases (MAPKs) are part of signaling
modules that integrate extra and intra-cellular responses through the
phosphorylation of different substrates. Such modules influence the
activity of transcripticn factors to regulate gene expression and plant
development. Nowadays the earlier investigations in this field focused on
clarifying the role of MPKs on defense and environmental stress, they have
been also involved on germination, root system architecture, formation
of stomata, flowering and senescence. Particularly, in the model plant
Arabidopsis thaliana 90 MAPKs have been identified and classified, which
suggest a strong functional redundancy and raises the challenge of
identifying the role that each member of this family plays in the different
organogenesis processes. In this article, investigations focusing to clarify
the participation of MAPKs during plant development are analyzed.

Keywords: Plants, development, cell signaling, hormones,
phosphorylation.

Introduccion
En las angiospermas, el ciclo de vida inicia con la
germinacion de la semilla y procede con la formacion
de los sistemas radicular, vegetativo y reproductivo.
Durante la etapa embrionaria queda definida la
estructura corporal de la planta con dos meristemos
principales: el meristemo del brote y el meristemo de la
raiz, que a traves del proceso de mitosis producen las
células para el aumento de talla que caracteriza a estos
organismos (Xu y Zhang, 2015). En la fase reproductiva,
se generan meristemos axilares gue daran origen a las
ramificaciones del tallo en cuyos extremos se forman
las inflorescencias. En las flores maduras se lleva a
cabo la fertilizacion de los évulos, lo que posibilita la
embriogénesis, el desarrollo del fruto, y la liberacion
de las semillas para su dispersion. En la raiz, ocurren
eventos de diferenciacion que permiten la conformacion
de un sistema radical que da soporte a la parte aérea,
la exploracion del suelo para la toma de agua y de
nutrientes y diferentes tipos de interacciones con los
microorganismos de la rizésfera, que son parte integral
del funcionamiento del organismo (Ortiz-Castro et al.,
2011).

Enlas plantas, como en otros eucariotas, 1os cambios
en las condiciones ambientales generan

1< Dr. José Lopez Bucio, jbucio@umich.mx, joselopezbucio@yahoo.
com.mx
Instituto de Investigaciones Quimico-Biolégicas, Universidad Michoacana
de San Nicolds de Hidalgo, Edificio A-1, CP 58030 Morelia, Michoacan,
México.

“senales”

0 “estimulos” que son percibidos por receptores de
naturaleza proteinica, que se localizan tipicamente en
la membrana plasmatica. Estos receptores modulan la
funcién de proteinas efectoras intracelulares mediante
cambios estructurales y/o reacciones enzimaticas como
parte de la respuesta de las células, acorde al estimulo
inicial. A esta produccion, reconocimiento y respuesta
se le denota como sistema de transduccion de sefales
0 simplemente como vias de sefializacion (Tuteja, 2009).
La fosforilacion es una reaccion enzimatica importante
debido a que participa en un gran numero de vias de
sefializacion, en esta reaccion ocurre la transferencia de
un grupo fosfato a partir de un donador, usualmente el
ATP, mediante la accion de una enzima con actividad
fosfotransferasa, conocida cominmente como cinasa,
repercutiendo en la modificacion de varios procesos
celulares (Pawson y Scott, 2005),

MAPKSs en las vias de sefializacién de organismos
eucariontes

Las cinasas activadas por mitdgenos (MAPKs, por
sus siglas en inglés Mitogen Activated Protein Kinase)
conforman “maédulos” con una funcién preponderante
en las vias de sefalizacion en eucariotas y se activan
cuando una MPKKK (MAP CINASA CINASA CINASA),
después de la interaccion con un receptor o ante la
percepcion de un estimulo, fosforila a una MPKK (MAP
CINASA CINASA), gue finalmente fosforila v activa a
la dltima cinasa del modulo, una MPK (MAP CINASA).
Esta puede fosforilar diferentes substratos proteinicos
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que desempefian una gran variedad de funciones,
desde orguestar cambios en la expresién genética para
promover la division celular hasta coordinar programas
de muerte o senescencia (Mishra et al, 2006; Xu vy
Zhang, 2015). La primer MAPK se identificé en células
de mamiferos y fue nombrada como MAP-2 Kinase
(MICROTUBULE ASOCIATED PROTEIN-2 KINASE),
posteriormente, el término “MAPK” se establecio
para describir a cinasas estimuladas por mitégenos
como el factor de crecimiento epidérmico, el factor de
crecimiento derivado de plaquetas, la trombina y la
insulina (Rossomando et af., 1989).

Las MPKs de mamiferos se dividen en cuatro grupos:
las ERK1 y 2 (EXTRACELULAR RESPONSE KINASE),
las JNK1, 2 v 3 (JUN AMINO-TERMINAL KINASES),
las protelnas p38 (p38a, P38P v p386) v la ERKS, que
son activadas por las MPKKs, MPKK1/2, MPKK4/7,
MPKK3/6 y MPKKS5, respectivamente, pero que pueden
ser activadas por mas de una MPKKK para responder
a diferentes estimulos (Chang y Karin, 2001; Pearson el
al. 2001: Turjanski et al, 2007). Hasta la fecha y més de
30 arios de investigacion, han revelado que las MAPKs
coordinan aspectos adaptativos que son ubicuos en
mamiferos, levaduras y plantas.

En plantas, la primer MAPK se identifico en chicharo
y desde entonces se les ha relacionado con respuestas
a estrés bidtico y abidtico, y se ha revelado su presencia
en diferentes especies como arroz, tabaco, alfalfa y en
Arabidopsis thaliana (Taj et al., 2010). Las MAPKs de
Arabidopsis conservan un alto nivel de homologia con
otras MAPKs de mamiferos o levaduras en la secuencia
de aminoéacidos gue las componen (Ichimura et al.,
2002).

Clasificacion de las MAPKs en Arabidopsis

En el genoma de Arabidopsis se han identificado 60
MPKKK, 10 MPKK y 20 MPK. Dentro de cada familia
y de acuerdo con sus caracteristicas estructurales, las
MPKKKs del grupo A se distinguen por un dominio
cinasa similar a la STE (SERINE/THREONINE-PROTEIN
KINASE) y BCK1 (BYPASS OF C KINASE 1) de
levaduras y a MEKK1 de mamiferos. En cambio, tanto
el grupo B como el C se asemejan mas a la proteina
RAF (RAPIDLY ACCELERATED FIBROSARCOMA) de
mamiferos. Las MPKKs tienen una secuencia consenso
de fosforilacion S/TxxxxxS/T (la “x” equivale a cualguier
aminogacido) y el alineamiento de este dominio con otras
MPKK de eucariontes ha permitido su clasificacion de
cuatro grupos (A-D). El grupo B se caracteriza por tener
un dominio similar al de NFT2 (NUCLEAR TRANSPORT
FACTOR 2 PROTEIN) que posibilita su transporte
al interior del nucleo. Los genes de los grupos C y D
no presentan intrones y las proteinas codificadas por
éstos, poseen posibles dominios de acoplamiento con
otras proteinas. A las MPKs que conforman el grupo
A se les ha relacionado con respuestas ambientales
y hormonales, mientras que a las del grupo B se les

vincula con la tolerancia al agobio ambiental y las del C
con la regulacién del ritmo circadiano. Las cinasas del
grupo D se diferencian por un dominio C-terminal méas
grande (lchimura et al., 2002).

Participacion de las MAPKs durante el desarrollo de
Arabidopsis

Las MAPKs coordinan las respuestas a diversos tipos
de estrés tanto bidtico como abiético y con procesos de
organogénesis durante el ciclo de vida que se discuten
a continuacién (Figura 1).

Desarrollo embrionario

La formacion de la semilla depende del desarrollo
apropiado del embrion. Las mutaciones en la MPKKK4
(vda) y en la MPKB (mpk6) de Arabidopsis causan
defectos embrionarios (Lukowitz et al, 2004), en
particular, en la mutante mpk6 se producen divisiones
ectopicas en el suspensor afectando la organogénesis
del meristemo apical de laraiz (Lopez-Bucio et al., 2014;
Bushy Krysan, 2007). El receptor con actividad de cinasa
(RLK, RECEPTOR LIKE KINASE) denominado SSP1
(SHORT SUSPENSOR 1) activa a YDA cuando percibe
al péptido pequefic ESF1 (EMBRYC SURROUNDING
FACTOR 1) y esta via culmina con la fosforilacion de
MPK8 (Costa et al, 2014).

Arquitectura de la raiz
La raiz es uno de los drganos mas importantes para
el crecimiento y productividad de las plantas. Entre
los factores principales que regulan su desarrollo
destaca la sefializacion de hormonas como las auxinas
y las citocininas, la disponibilidad de nutrientes, la
abundancia de metales, asi como la interaccién con
microorganismos (Lopez-Bucio et al, 2002; Ortiz castro
et al, 2011; Gruber et al, 2013; Lépez-Bucio et al,
2014; Sozzani y lyer-Paszuzzi, 2014). El gen MPKE se
expresa en la raiz de Arabidopsis, principalmente en la
zona de crecimiento. En concordancia con su posible
funcion en este organo, las mutantes mpké tienen un
mayor crecimiento de la raiz primaria. Adicionalmente,
las MAPKs MPKK7-MPKG regulan el desarrollo de las
raices laterales. Se ha demostrado que las auxinas
inducen la actividad de MPK8, y que MPKG6 fosforila al
transportador de auxinas PIN1, estos datos sugieren
la participacion de las MAPKs en la regulaciéon de la
respuesta a auxinas para regular el desarrollo del
sisterna radical (Mdller et al,, 2009; Lopez-Bucio et al,
2014; Contreras-Cornejo et al,, 2015; Jia et al., 2016).
Las mutantes yda a diferencia de las mutantes mpk6é
muestran fenotipos de raiz primaria corta, sin embargo,
tienen una mayor produccion de raices laterales. MPK6G
fosforila a MAPB5 (MICROTUBULE ASSOCIATED
PROTEIN 65), protefna gue permite la estabilizacion
de los microtdbulos del huso mitdtico central durante la
anafase y la citocinesis (Smertenko et al., 2006). MAP65
participa corriente abajo del modulo  YDA-MPKG,
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Figura 1. Seializacion por MAPKSs. La via inicia cuando una molécula sefial es detectada por un receptor tipo cinasa, posteriormente
éste puede activar de manera directa o indirecta a una MPKKK, la cual fosforilara a una MPKK para que sea activada y fosforile a una MPK.
Finalmente, la MPK activa a proteinas substrato que pueden ser enzimas o factores de transcripcion.

regulando los procesos de division celular de la raiz
y la actividad del nicho de células madre (Smékalova
et al., 2014). La mayor densidad de raices laterales en
yda se relaciona con la produccion de altos niveles de
la auxina acido indol-3-acético (AlA), causados por la
expresion de enzimas biosintéticas, como la triptéfano
sintetasa y las nitrilasas.

Por otra parte, la cinasa MEKK1 est& involucrada en
la formacién de ralces laterales (Su et al., 2007) y en la
percepcion del L-glutamato, un aminoécido que actua
como nheurotransmisor en animales y cuya aplicacion
en plantas causa una disminucion en el crecimiento
de la raiz primaria y un aumento en la ramificacion del
sistema radical (Forde et al., 2013). Esta informacién
evidencia un panorama donde la interaccion entre
sefiales ambientales, MAPKs, v la biosintesis de auxinas
posibilitan la organcgénesis vegetal.

Diferenciacion de los estomas
Los estomas son células epidérmicas de las hojas
que participan en el intercambio de gases y la
transpiracion. Durante la diferenciacion de las células
epidérmicas en estomas, los receptores TMM (TOO
MANY MOUTHS) y ER/ERL1/ERLZ (ERECTA Y ERECTA
LIKE), reconocen a los péptidos pequefios EPF1 y 2
(EPIDERMAL PATTERNING FACTOR) para activar al
moédulo conformado por YDA, MPKK4/MPKKS y MPK3/
MPK& (Figura 2). Las alteraciones en la expresion de
EPF1y EPFZ2 cambian la densidad de estomas, dado
que la sobrexpresion de ambos genes reduce su
numero, mientras que la doble mutante mantiene una
sobreproduccién de estas estructuras (Hara et al,, 2007;
Hunt et al., 2009).

La pérdida de funcién de TMM causa una mayor

densidad de estomas. La sefial podria ser transmitida
por tres correceptores tipo cinasa de la familia ERECTA
denominados ER, ERL1 y ERL2 (Nadeau y Sack, 2002;
Shpak et al, 2005). Las mutaciones sencillas y dobles
de er, erll y erl2 alteran la formacion de estomas y la
triple mutante también presentd fenotipos similares a
los antes descritos para la doble mutante epfi epf2
y la mutante tmm (Hunt et al, 2009; Nadeau y Sack,
2002; Shpak et al., 2005). Las mutaciones de pérdida o
ganancia de funcion de las MAPKs antes mencionadas
causan alteraciones fenotipicas contrastantes en la
densidad de estomas (Bergmann ef al, 2004; Wang
ot al, 2007), en tanto que la eliminacién del factor de
transcripcion SPCH (SPEECHLESS) impide la formacion
de estas estructuras. SPCH es fosforilado in vitro por
las cinasas MPK3 y MPK®6, por lo que se ha ubicado
corriente abajo del médulo YDA-MKK4/MKK5-MPK6
(MacAlister et al., 2007; Lampard et al., 2008).

Floracion

Las flores son los ¢rganos de la reproduccién, que
antecede la embriogénesis y la formacion de los frutos
y semillas. La planta mutante mpké6 tiene una fertilidad
masculina disminuida, lo cual fue relacionado con
defectos en el tamafio de las anteras, siendo éstas
mas pequefias que en las plantas silvestres (Meng et
al., 2012). Las mutantes mpk6 y mpk3 tienen defectos
en la orientacion del tubo polinico, con un crecimiento
iregular que dificulta su llegada al 6vulo (Guan et al.,
2014). Estas MPKs tienen como sustrato a los factores
de transcripcion WRKY34 y WRKY2, va que las
mutaciones en estos genes reducen la viabilidad del
polen y provocan alteraciones en el crecimiento del
tubo polinico, mientras que con ensayos de fosforilacion
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Figura 2. Cascada de senalizacion para el control de la formacién
de los estomas. Los receptores TOO MANY MOUTHS y ER/ERL1/
ERL2 reconocen a los péptidos pequefios EPF1 y EPF1 mediante el
modulo de MAPKs (YDA-MPKK4/5 y MPK3/6), asi se activa al factor
de transcripcion SPEECHLESS. Lo anterior permite la diferenciacion
de las células epidérmicas para formar los estomas, células de las
hojas que se abren o cierran para permitir el intercambio de gases.

se demostro la activacion de WRKY34 por MPK3/MPK6
(Guan et al., 2014).

El receptor ERECTA (ER) y sus pardlogos ERL1/
ERL2 controlan el desarrollo normal del évulo (Torii
et al., 1996). ERL2 mostré insuficiencia en la fertilidad
femenina causada por un defecto en la divisién celular
en el tegumento y por la interrupcién del desarrollo del
saco embrionario (Pillitteri et al., 2007). Se ha sugerido
que MPK3 y MPK®6 actuan corriente abajo de ER/ERL1/
ERL2, ya que alteraciones similares en la produccion
de dvulos se manifiestan en las mutantes dobles mpk3
mpk6 (Wang et al., 2008).

El médulo conformado por las MAPKs YDA-MKK4/
MKK5-MPK6/MPK3 participa corriente abajo de la
sefializacion de los péptidos pequefios EPFL4/EPFLG
para orquestar la floraciéon (Uchida et al,, 2012; Meng
et al, 2012). Cuando se elimina la funcién de YDA
el pedicelo se acorta y la inflorescencia se agrupa
estrechamente, o opuesto ocurre en mutantes de
ganancia de funcién. Las lineas MKK4/MKK5 ARNi
y la pérdida de funcion de MPK6/MPK3 presentaron
los defectos similares en la inflorescencia (Meng et al.,
2012). Estas anormalidades disminuyen la eficiencia del
proceso de polinizacion. En la version mutante de MPK6
modificada en el dominio de activacion, se observd un
fenotipo de flores con sépalos y pétalos més pequefios,
incluso los pétalos tienen dobleces muy pronunciados,
lo que ocasiona que el carpelo sobresalga de la flor
desde etapas muy tempranas.

Abscision de las inflorescencias

La abscicién es el proceso mediante el cual diferentes
6rganos como las hojas, los pétalos, las flores y los frutos
se desprenden de la planta, permitiendo su recambio
y/o la dispersion de las semillas (Cho et al., 2008).

El péptido IDA interacciona con el receptor HAESA
(HAE), de la familia ER (Jinn et al., 2000; Butenko et al.,
2003), y se ha reportado que las cinasas MKK4/MKK5
participan corriente abajo de IDA/HAESA ya que tienen
fenotipos similares a los de las mutantes ida, sugiriendo
que estas MPKK son reguladores positivos del proceso
de la abscision de las inflorescencias. Por su parte los
genes MPK6 y MPK3 se expresan durante la abscision
de 6rganos florales y sus mutaciones sencillas ocasionan
defectos en la abscision, mientras que la doble mutante
condicional mpk6 mpk3 muestra fenctipos ain mas
dréasticos que los observados en las mutaciones simples
de mpk6 'y mpk3. Estos datos sugieren la participacion
del moédulo MKK4/MKK5-MPK6/MPK3 corriente abajo
de IDA-HAE para regular positivamente la abscision de
los 6rganos florales (Cho et al., 2008).

Senescencia

La senescencia es un proceso de deterioro de las
hojas que conduce a la removilizacién de nutrientes
hacia otras partes de la planta, principalmente los
6rganos reproductivos. Se ha descrito que la MPKK9
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participa en este proceso, esto se evidencié debido
a que las mutaciones en MKK9 causan un retardo en
la senescencia de hojas, mientras que la ganancia de
funcién de MKK9resulta en una senescencia prematura.
Ensayos de fosforilacién permitieron comprobar que
MKK9 actla cascada arriba de MPK6, y la mutante
mpk6 fenocopia a mkk9 en el retraso de senescencia en
tanto que la ganancia de funciéon de MKK9 es suprimida
en el fondo genético de mpk6 (Zhou et al., 2009). Por
otra parte, se ha demostrado que la MPKKKT interactia
con el factor de transcripcion WRKY53 relacionado con
la senescencia, para formar un complejo, fosforilarlo e
incrementar su afinidad con el ADN (Miao et al., 2007;
Miao et al., 2008).

Conclusiones

Las cascadas de sefializaciéon de MAPKs, ademas
de coordinar respuestas de defensa o tolerancia
a estrés, también participan en la regulacion de
distintos procesos del desarrollo en las plantas. Las
investigaciones que se han realizado con el fin de
entender dichos procesos, muestran un panorama
donde ocurren interacciones entre fitohormonas y
estimulos ambientales de diversa magnitud. Aunque se
desconocen muchos de los componentes moleculares
que posibilitan las respuestas celulares a cinasas
especificas, los factores de transcripcion de la familia
WRKY desempefian una funcién crucial en la formacion
de estructuras florales y reproductivas, relacionadas a
eventos de fosforilacion. Diversas clases de receptores
reconocen moléculas bioactivas, incluyendo péptidos,
que activan la sefalizacién por MAPKs, entre las mas
estudiadas destacan MPK3 y MPK6. La MPK6 es
activada en Arabidopsis durante la interaccién con
el hongo simbionte Trichoderma atroviride y se ha
establecido que durante esta interaccion desempefa
una funcién importante en la configuracion del sistema
radical en respuesta a los metabolitos bioactivos del
hongo (Contreras-Cornejo et al., 2015; Figura 3). Con
los avances alcanzados en técnicas para estudios de
interaccion proteina-proteina sera posible identificar
en los proximos anos, los blancos moleculares de
las cinasas y dilucidar su papel en el crecimiento y
desarrollo de las plantas.
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Prefacio

La respuesta de las plantas a los estimulos ambientales, debida en gran medida a la
activacion de las cascadas de senalizacion y al cruce de senales entre ellas para regular
el adecuado desarrollo vegetal, es la tematica del libro “Fronteras en la biologia:
sefializaciéon y comunicacion de las plantas®, correspondiente al tercer volumen
de la serie Fronteras en la biologia del desarrollo de las plantas. La biologia
vegetal ha tenido varias etapas importantes, iniciando con la nutricién y el transporte,
la fotosintesis y otros procesos del metabolismo, con avances generales de los efectos
de algunos compuestos conocidos como hormonas vegetales. No obstante, hubo que
esperar al desarrollo de la biologia molecular para integrar estos conocimientos con
la informacion genética y su expresion, entre cllos el mecanismo molecular de accidn
de las hormonas: la percepciéon de senales endogenas o exogenas, la transmision de
estas seflales y su transformacion en otras, formando rutas o vias de senalizacion o
transduccién que culminan en la modificacién de un proceso, siendo comin la
modulacion de la expresion de genes especificos. Estos mecanismos hormonales, entre
otros, permiten que haya una comunicacion molecular entre las diferentes estructuras
de una planta y su ambiente abiético v bidtico, lo que la mantiene en constante alerta
para responder y adaptarse a las condiciones existentes, ya que por su naturaleza sésil la
planta “esta obligada™ a vivir en el sitio donde germiné y se establecid. Los tres primeros
capitulos de este libro presentan una revision actualizada de las vias de sefializacion de
las principales fitohormonas, haciendo un énfasis especial en las auxinas, ya que éstas
participan practicamente en la regulacién de todos los procesos del desarrollo vegetal,
desde la embriogénesis hasta la senescencia. Es tal su importancia, que en el capitulo
tres se analiza su antagonismo con las citocininas para regular ¢l mantenimiento de
los meristemos de la raiz y de los brotes apicales, y permitir el crecimiento y desarrollo
continuo de las plantas. No podria dejar de analizarse la via de senalizacion del
regulador maestro TOR, originalmente encontrada en levaduras y animales donde
integra las senales de energia, disponibiidad de nutrientes y factores de crecimiento
que permiten el desarrollo; en las plantas cada vez se reporta mas su participacion en
dicha integracién. En los altimos capitulos se revisan los mecanismos moleculares que
participan en ¢l transporte de aztcares, en la deficiencia del hierro, y los involucrados
en la tolerancia a los metales pesados. La ediciéon de este libro, al igual que los dos
anteriores de la serie “Fronteras en la biologia del desarrollo de las plantas®
es uno de los objetivos del curso de “Biologia del desarrollo vegetal” que se imparte a
los estudiantes de posgrado del Instituto de Investigaciones Quimico Biologicas de la
UMSNH. Finalmente, agradecemos a todos los autores su esfuerzo por presentar de
manera actualizada la informacion existente en las diferentes areas analizadas y que
cumple con el proposito de divulgar los avances cientificos e introducir a los estudiantes
en este ambito.

Elda Beltran Pefia
José Lopez Bucio

Miguel Martinez Trujillo

Morelia, septiembre de 2018
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La via de las proteinas cinasas activadas
por mitégenos en la regulacién del
crecimiento y desarrollo vegetal

Gustavo Ravelo Ortega, José Lopez Bucio y Elda Beltran Pena

a via de senalizacion de las proteinas cinasas activadas por

mitogenos (MAPK) se encuentra conservada entre diferentes
organismos eucariontes. En esta via participan varias proteinas
cinasas que desencadenan una cascada de fosforilaciones que
finaliza en la regulacion de la actividad de otras cinasas, enzimas
y factores de transcripcion. En las plantas se han identificado
y clasificado 90 proteinas cinasas MAPKs, pero la mayoria de
ellas se desconoce como participan en los diferentes procesos
celulares. Las primeras investigaciones que determinaron su
funcion en las plantas las asociaron con respuestas de defensa
y estreses ambientales. Posteriormente, se determind que
dichas vias también participan en el desarrollo y crecimiento
de las plantas; aunque varios de los componentes de la via de
sefializacion de las MAPK que participan en estos procesos de
organogénesis no se han podido establecer. En esta revision
se describe de manera general la clasificacion de las proteinas
MAPKSs en plantas y se analizan las investigaciones que se han
enfocado en dilucidar la via de las MAPK involucrada en la
regulacion del crecimiento y desarrollo vegetal.
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Capitulo 5. La via de las proteinas cinasas activadas por mitoégenos ...

Introduccién

Las células poseen mecanismos que les permiten
percibir estimulos bidticos o abidticos. En eucariontes
este tipo de senales son percibidas por receptores que
se localizan en la membrana plasmatica y modulan la
funcién de varias proteinas a través de una secuencia
de reacciones enzimaticas denominadas cascadas de
sefializacion (McCarty y Chory, 2000). La fosforilacién
es una reaccién enzimdatica importante debido a que
participa en la mayoria de las cascadas de sefializacion,
repercutiendo en varios procesos celulares (Pawson y
Scott, 2005). Una de las vias de sefializacién que se
basa en la fosforilacién y se encuentra conservada
entre los eucariontes es la de las MAPK. Esta cascada
de sefalizacién inicia cuando el receptor membranal
es estimulado y activa directa o indirectamente a la
triple cinasa MAPKKK, la cual fostorila a la cinasa
doble MAPKK que a su vez fosforila a la cinasa
sencilla MAPK (Fig. 1 A). Esta aliima MAPK fosforila
a varias proteinas blanco entre las cuales destacan
otras cinasas, enzimas o factores de transcripcion
(Xu y Zhang, 2015). El término MAPK fue utilizado
por primera vez en mamiferos para describir a una
proteina cinasa a la que se denominé ERK o pp44, la
cual es esumulada por varios mitdgenos como el factor
de crecimiento epidermal, el factor de crecimiento
derivado de plaquetas, el forbol-12-miristato-13-
acetato, la trombina v la insulina (Rossomando et al.,
1989). Actualmente la via de sefializacién MAPKs
estimulada por estos mitogenos donde participa la
ERK se encuentra completamente clucidada (Fig.
1B). El mecanismo de esta via inicia con la unién del
mitégeno al receptor cinasa, el cual se autofosforila
v recluta al complejo GRB2-SOS formado por el
GROWTH FACTOR  RECEPTOR-BOUND
PROTEIN 2 (GRB2) y el SON OF SEVENLESS
(SOS), el cual intercambia el guanosin difosfato (GDP)
unido a la proteina RAS por el guanosin trifosfato
(GTP). RAS-GTP activa a la MAPKKK, RAPIDLY
ACCELERATED FIBROSARCOMA (RAF), lo que
conducira a los eventos de fosforilaciones secuenciales
de la MEK (MAPKK) v la ERK (MAPK). Finalmente
la ERK fosforila a los factores de transcripcion que
permiten la expresion de varios genes como los
MYC que codifican para proteinas que activan a las
cinasas dependientes de ciclinas (CDKs), estimulando
la progresién del ciclo celular de la fase G1 a la S.
También dichos mitdgenos promueven la sintesis de
la fosfatasa MPK, la cual regula negativamente a la
cinasa ERK (Pearson ¢t al, 2001; Long et al., 2015).
En la actualidad otras vias de sefializacion de las
MAPKSs en respuesta a diversos estimulos ambientales
han sido establecidas en levaduras, mamiferos
y plantas. Las primeras investigaciones de la via
MAPK en plantas la relacionaron con las respuestas
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Figura 1. Via de sefalizacion de las MAPKs en
eucariontes, (A) La via inicia cuando una molécula senal
es detectada por un receptor tipo cinasa, posteriormente
¢éste activa de manera directa o indirecta a una cinasa
MAPKKK, la cual fosforilara a una MAPKK para que sea
activada y fosforile a su vez a una cinasa MAPK. Finalmente,
estd Gltima activa a proteinas substrato que pueden ser
factores de transcripcion. (B) Via de sefializacion de las
MAPK estimulada por mitdgenos en mamiferos, Cuando
el mitégeno es percibido por el receptor GFR recluta al
complejo GRB2-50S, el cual activa a la proteina G, RAS
al cambiarle GDP por GTP. RAS-G'TP activa a RAL una
MAPKKK, para que inicie una serie de fosforilaciones de
manera secuencial entre las proteinas MEK-ERK-Iactor de
transcripcion (FT). Esta via termina con la expresion de los
genes MYC y MPR. MPK es una foslatasa que actia como
regulador negativo de ERK.

a inductores provenientes de las bacterias, los hongos,
los estreses salino y oxidativo y también a algunos
factores ahidticos como la temperatura, la humedad,
la hiperosmolaridad, el contacto y las heridas (Tena e
al., 2001). Todas las vias MAPK antes mencionadas no
han sido completamente clucidadas, excepto dos que
son estimuladas por el péptido FTLG22 (Fig. 2). Dicho
péptido es un componente de la flagelina, proteina
del flagelo bacteriano, el cual es percibido por plantas
mediante el receptor cinasa FLS2 y el correceptor
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Figura 2, Vias de las MAPK involucradas en las
respuestas de defensa contra patogenos. Ll péptido
FLG22 constituyente del flagelo bacteriano  activa  dos
distintas vias de defensa. Ambas comparten componentes
como el receptor (FLS2), el correceptor (BAKI) vy la
MAPKKK (MEKKI). La senalizacion corriente abajo de
MEKK modula distintas proteinas MAPK en cada via de
defensa. Una de ellas permite la expresion del gen 24035 que
codifica para una cnzima que intervienc en la sintesis de la
camalexina. En la segunda via se expresan genes PRI que
codifican para glucanasas o quitinasas.

BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1-associated
receptor kinase 1 (BAKI). Este complejo fosforila y
activa corriente abajo a la MEKK1 (MAPKKK) que
fosforila a la MKKI1/MKK2 (MAPKK), la cual a su
vez, fosforila a la MPK4 (MAPK). Esta altima cinasa
al fosforilar a la proteina MECKEL SYNDROME

TYPE 1 (MKSI) libera al factor de transcripcién
WRKY33, el cual promueve la  expresion de
PHYTOALEXIN DEFICIENTS (PAD3), una enzima
requerida para la  sintesis de camalexina, un
compuesto antimicrobiano. La segunda via estimulada
por cl péptido FLGS22 también recae sobre MEKK
que fosforila a la MKK4/MKKS3, la cual al fosforilar
a las cinasas MPK3/MPK6 acdvan al factor de
transcripcion VirEl-INTERACTING PROTEIN 1
(VIP1). Este factor a su vez incrementa la expresion de
los genes relacionados a la defensa PATHOGENESIS-
REIATED 1 (PRI) (Tena et al., 2001; Colcombet y
Hirt, 2008; Pitzschke et al., 2009). Las proteinas MAPK
de las plantas han sido clasificadas de acuerdo a los
siguientes criterios: 1) la homologia que presentan con
otras MAPK previamente identilicadas en mamileros
o levaduras; ii) al tipo de estimulo al que responden
y 1ii) a las caracteristicas estructurales de la secuencia
de aminoicidos que las conforman (Ichimura et al.,
2002). Las vias de las MAPK se han visto implicadas
en la regulacion de diferentes procesos de crecimiento
y desarrollo de las plantas, aunque pocas proteinas
MAPK que participan en dichas vias han sido
identificadas (Xu y Zhang, 2015). En esta revision se
describen cuales son los elementos propuestos para
la clasificacion de las proteinas MAPKs de plantas y
también se proporciona un panorama de los procesos
de crecimiento y desarrollo de las plantas que son
regulados por la via de las MAPK.

1. Clasificacién de las proteinas involucradas
en las vias MAPKSs en plantas

En el genoma de Arabidopsis thaliana se han identlicado
60 MAPKKK, 10 MAPKK y 20 MAPK. La
familia que comprende tres grupos (A-C) y presenta
mayor diversidad en los dominios estructurales es
la MAPKKK (Tabla 1). Las proteinas del grupo A
presentan un dominio cinasa similar al de la SERINE/
THREONINE-PROTEIN KINASE (STELD) y al
BYPASS OF C KINASE (BCK1) de levaduras y al de
la proteina MEKKI de mamiferos. En cambio, tanto
las cinasas del grupo B como del C se asemejan mas al
dela proteina RAF de mamiferos. Todas las MAPKKIKC
del grupo B presentan un domino N-terminal grande
(Ichimura e al., 2002). Por otra parte, en las proteinas
MAPKK la secuencia consenso de fosforilacion es S/
TxxxxxS/T (x equivale a cualquier aminoacido) y el
alineamiento de este dominio con otras MAPKK de
eucariontes ha permitido su clasificacion en cuatro
grupos (A-D) (Tabla 1). El grupo B se caracteriza por
tener un dominio de NUCLEAR TRANSPORT
FACTOR 2 PROTEIN (NFTI2) en el C-terminal, el
cual en otras proteinas esuimula la eficiencia del importe
nuclear de proteinas cargo. Los genes de los grupos C
y D no presentan intrones y poseen posibles dominios
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Tabla 1. Clasificacion y caracteristicas de las proteinas MAPKSs. Se resalta en color rojo las MAPKs de A. thaliana.

AtMPK3 (A1) TEY |
PSMAPK3 (A1)
MsSAMK (A1) TEY
CaMK1 (A1) [T TEY |
NIWIPK (A1) [[TEY |
(A1) TEY
PcERMK (A1) TEY
AsMAP1 (A1) [[TEY
TaWCK-1 (A1) [[ TEY
OsMAPK2 (A1) [[_TEY
ZmMPK4 (A1) A [TTEY |
ZmMPK5 (A2) TEY
ZmMPK5 (A2) [ [ TEY
CaMK2 (A2) TEY
NINTF4 (A2) TEY
NtSIPK (A2 TEY |
PsD5 (A2) [ [ TEY
MsSIMK (A2) TEY
EeMPK (A2) TEY
AIMPK10 (A3) TEY |
AtMPK4 (B1) [LTEY I
AtMPK 11 (B1) [[_TEY
AtMPK12 (B1) [ [ TEY
MsMMK2 B1) g [T _TEY
AtMPK5 (B1) [[ TEY
MsMMK3 (B2) [[ TEY [T
AtMPK13 (B2) TEY
NINTF6 (B2) [T TEY
AtMPK1 (C1) TEY
AtMPK2 (C1) TEY
tNTF3 (C1) TEY
PhMEK1 (C1) TEY |
PsMAPK2 (c1)y ¢ TEY |
PaMAPK (C2) [T TeY
AtMPK7 (C2) [[ TeY
AtMPK14 (C2) [_TEY
OsMAPK3 (C2) TEY
OsMAPK4 (C2) TEY
AtMPK8 (D1) (L[ TDY |
AMPK15 (D1) [ [ ToY |
OsMPKG2 D1 | TDY |
AtMPK9 (D1) LT _TDY |
AIMPK17 (D1) [ 1DY ]
OsBWMK1 (D1) DY |
OsRMAPK2 D) p TDY |
AtMPK16 (D1) 1DY |
AtMPK18 (D2) TDY |
AIMPK19 (D2) TDY |
MsTDY1 (D2) [[TDY
CarMAPK (D2) [ TDY
AtMPK20 (D2) [TDoY
OsMPKG (D2) TDY
[ Domain CD [] Region rica en acido glutadmico

[ ] Dominio cinasa [ ] Region rica en serina
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de acoplamiento con otras proteinas (Ichimura e/ al.,
2002). Finalmente, las cinasas MAPK se clasifican en
cuatro grupos donde A, B v C presentan el motivo
de los aminoacidos TEY como sitio de fosforilacion
v las del grupo D el TDY (Tabla 1). A las proteinas
que conforman ¢l grupo A sc les ha involucrado con
respuestas ambientales y hormonales, a las del B a
estreses ambientales y sobre ¢l grupo C solo existe un
reporte que lo involucra con la regulaciéon del ritemo
circadiano. Micntras que las del grupo D a diferencia
de los demas contiene un C-terminal mas grande
(Ichimura ¢ al., 2002).

2. Vias de seializacion de las MAPK que
regulan el crecimiento y desarrollo vegetal

2.1.Desarrollo embrionario

Durante el desarrollo temprano del endospermo
en A. thaliana fueron identilicados tres genes
Atlgl0747, Atigl 0745 v Atlgl 0717 que se expresaron
exclusivamente en los sacos de dvulos del embrion.
listos genes codifican a los péptidos pequeiios
EMBRYO SURROUNDING FACTOR 1 (ESFI).
La regulacién negativa de los transcritos de los genes
ESF! mediante lineas de ARN de interlerencia
(esfI_ARN1) mostr6 fenotipos con semillas mas
pequenas y morfolégicamente anormales. También
los embriones de las plantas esfi _ARNi presentaron
defectos en el patron de division celular y una
disminucién del namero de células del suspensor
(Costa et al. 2014). También al interrumpir la
funcién del gen que codifica para el receptor cinasa
SHORT SUSPENSOR (SSP) se presentaron fallas
en la elongacién del cigoto v una disminucion en cl
tamano de las células basales, causando la supresion
del crecimiento normal del suspensor (Bayer et al
2009). Los defectos antes mencionados en las lincas
esf1_ARNI, se han reportado también en las plantas
con pérdida de funcion de los genes YODA (YDA)
y MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE 6
(MPRG6), los cuales codilican para una MAPKKK
v una MAPK respectivamente. En las plantas yda
v mpkt también se presenta una alta incidencia de
embriones expuestos fuera de la cubierta de la semilla
(Lukowitz et al., 2004; Bush y Krysan, 2007). Lista
evidencia genética suglere una via de seflalizacion
que inicia cuando el péptido ESF1 es percibido por el
receptor cinasa SSP que activa a YDA. Después YDA
fosforila a una MAPKK no identificada vy ésta a su
vez fosforila a la cinasa MPKG6 (Fig. 3). Actualmente
se desconocen los blancos de MPK6 en esta via
schalizacion, aunque existe la posibilidad de que scan
factores de transcripcion que regulen la expresion
de genes relacionados con el control de la divisién
celular del cigoto y del suspensor durante las ctapas

tempranas del desarrollo embrionario. Por otra parte,
durante el desarrollo embrionario de Arabidopsis
se identifico la expresion de los genes MAP3Rel/
MAP3Re2 que codifican para una MAPKKK que

MAP3Ke1/
MAP3Ke2

11173

DIVISION CELULAR j

ETAPAS TEMPRANAS ) (ETAPAS TARDIAS)

Y Y

DESARROLLO EMBRIONAL )

Figura 3. Vias de las MAPK que regulan distintas
etapas del desarrollo embrionario de Arabidopsis
thaliana. Fl péptido ESIl y su receptor cinasa SSP
modulan corriente abajo a YDA y a MPKG6, las cuales
regulan ¢l desarrollo embrionario en ctapas tempranas
y en las tardias solo se ha senalado la participacion de
MAP3Kel /MAP3Ke2, lLos componentes que aln sc
desconocen en las vias de senalizacion son mostrados por el
simbolo de interrogacion (7).

127



Capitulo 5. La via de las proteinas cinasas activadas por mitégenos ...

se encuentra estrechamente relacionada con las
MAPKKK: CELL DIVISION CYCLLE 7P y 15P
(CDC7P y CDCI15P) de levaduras. La mayoria de
las semillas de la doble mutante mapSkel mapSke2
mostraron una detencion en el desarrollo del embrion
en la ctapa globular o de corazdn, lo cual indica la
importancia de estas MAPKKK en la regulacion de
las etapas tardias del desarrollo embrionario (Fig. 3)
(Chaiwongsar et al., 2012).

2.2.Regulacién de la arquitectura radicular

La expresion de MPE® en la raiz primaria de Arabidopsis
s¢ observa principalmente en la zona meristematica
y de transicion. La raiz de las plantas mpk6 presentod
divisiones celulares ectopicas vy planos de division
desordenados, especificamente en la parte apical del
meristemo v en el centro quiescente. También en las
plantas mpk6 se evidenciaron tres diferentes fenotipos
de raiz: larga, corta y sin desarrollo, donde el primer
fenotipo mostrdé un mayor nimero de raices laterales
que la planta silvestre. Estos resultados muestran la
importancia de la funcion de MPKG en el desarrollo
de la raiz y en la regulacion negativa del desarrollo
de raices laterales (Miller et al., 2010; Lopez Bucio e
al., 2014). Las alteraciones de la mutante mpk6 en los
patrones de division de la zona meristematica de la
raiz fueron similares a las del fenotipo de yda, lo que
sugiere que MPKG6 participa corriente abajo de YDA
en la modulacion de los planos de divisién celular de la
raiz (Smékalova et al., 2014). Se ha reportado a partir
de ensayos de fosforilacion que la MPK6 fosforila
a la proteina MICROTUBULE ASSOCIATED
PROTEIN 65 (MAP65), la cual es una proteina
que permite la estabilizacion de los microtibulos
antiparalelos del huso mitético central durante el
transcurso de la anafase a la citocinesis (Smertenko e
al., 2006). Ademas, en las plantas de Arabidopsis WL
v las mutantes de pérdida y ganancia de funcion yda
v ANydal respectivamente, se mostrd por ensayos
de inmunofluorescencia que la proteina MAP65 se
localiza sobre los microtibulos del huso mitdtico, en
mayor cantidad en las plantas yda v en menor en las
ANydal respecto al control. En extractos de la raiz de
las mutantes yda y de la silvestre se identifico mediante
ensayos de inmunodeteccion con fosfoctiquetado a
MAPG5 fosforilada. En las mutantes yda y en la planta
silvestre, los niveles de fosforilacion de la proteina
MAP65 fueron moderados, en tanto que en la mutante
ANydal fueron significantemente altos. Estos Gltimos
experimentos permitieron  sugerir que la MAP65
participa corriente abajo del médulo YDA-MPKG6,
regulando los procesos de division celular de la raiz
(Fig. 4) (Smékalova ¢l al., 2014). En estudios recientes se
ha demostrado que las cinasas MPK3/MPKG6 actian
en Orpza satiwa independientemente o de manera

coordinada con las auxinas y citocininas durante el
desarrollo de la raiz. También se ha sugerido que estas
MAPK regulan la actividad de algunos transportadores
de auxinas de la familia PIN (Fig. 7). Cabe mencionar
que las mutantes yda! y ANydal presentaron mayor
densidad de raices laterales y defectos en division
celular. En estas mutantes se encontraron altos niveles
endbgenos de la auxina Acido Indol Acético (AIA). Un
analisis proteémico revelé que el incremento del AIA
se debla al aumento de las enzimas biosintéticas de esta
auxina, como la triptéfano sintetasa (involucrada en la
sintesis del triptdfano, precursor de AIA) y las nitrilasas
(encargadas de convertir el indol-3-acetonitrilo a ATA).
ydal también presentd patrones alterados de division en
la epidermis, en tejidos internos v en el nicho de células
fuente dela raiz. Con estos resultados, los investigadores
propusieron que YDA regula el desarrollo de la raiz
a través de un mecanismo dependiente de auxina
(Fig. 7) (Smékalova e/ al., 2014). Los resultados antes
mencionados  evidencian un  panorama  complejo
donde la vinculacion de senales ambientales, la via
de las MAPK, las fitohormonas y los transportadores
de auxinas regulan el sistema arquitectonico de la
raiz (Singh ef al.,, 2015). La expresion de las cinasas
MAP3Kel v MAP3Ke2 en la raiz y su funcion se
ha relacionado con el crecimiento de la raiz, debido
a que la doble mutante mapSke! map3ke2 presenta un
fenotipo con una raiz mucho més corta que la planta
silvestre y una reduccidon en la expansién celular de
la raiz (Fig. 4) (Chaiwongsar et al.,, 2012). La cinasa
MEKKI es una MAPKKK que se piensa que esta
involucrada en la formacion de raices laterales, debido
a que el fenotipo de la mutante mekk/carece de raices
laterales (Su et al., 2007). Recientemente a MEKKI
tambi¢én se le ha asociado con la senalizacion del
L-glutamato exogeno y su efecto sobre la arquitectura
de la raiz de A. fhaliana, al observar una disminucion en
el erecimiento de la raiz primaria y un aumento en el
desarrollo de raices laterales (Fig. 4) (Forde ¢/ al., 2013).
Por otra parte en Arabidopsis se aislaron las mutantes
bushy y dwaif 1 (budl), ambas identificadas como una
MAPKK. La expresion disminuida de BUDI en A.
thaliana, aumentd el transporte de auxinas y el nimero
de raices laterales (Fig. 4) y un resultado contrario
s¢ observo en las plantas que sobreexpresan BUDI,
demostrando que esta cinasa es un regulador negativo
de los transportadores de auxinas y por lo tanto de la
arquitectura de la raiz (Fig. 7) (Dai et al., 2006).

2.3.Desarrollo foliar
2.3.1. Formacién de estomas
En Arabidopsis la sobreexpresion de EPFI y EPF2

provoco una disminucion en la densidad de estomas
y el efecto opuesto se observo cuando se realizaron
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Figura 4. Identificacion de las vias MAPKs que regulan el desarrollo radicular. Las protcinas YDA y MPK6
controlan el patrén de division celular, mientras que las cinasas MAP3Kel/MAP3Ke?2 intervienen en procesos de expansion
celular. MEEKT modula la sefializaciéon del L-Glu para promover ¢l desarrollo de raices laterales y BUDI disminuye cl
numero de raices laterales. Los componentes que atin se desconocen en las vias de sefializacién son indicados con el simbolo

de interrogacion (?).

inserciones en la regiéon codificante de estos genes,
las cuales interrumpen la funcién de estas proteinas.
La doble mutante de estos genes provocd un
agrupamiento de estomas. Los genes EPIDERMAL
PATTERNING FACTOR 1 (EPFI) y EPIDERMAL
PATTERNING FACTOR 2 (EPF2) codifican para
péptidos  pequenios. Estos resultados permiticron
proponer que los péptidos EPF1 y EPF2 regulan
¢l patron de formacién de estomas. Durante el
desarrollo de la hoja la expresiéon de ambos genes
se concentrd en los meristemoides, en las células
madre guardia y Gnicamente FZPF1 se expreso en los
estomas. Por lo tanto, se ha sugerido que EPI'2 es el
que determina la cantidad de células que entraran

o permaneceran dentro del linaje de estomas,
debido a que este péptido sélo se expresa antes del
desarrollo de estomas (Hara e al., 2007; Hunt y Gray,
2009). Se ha sefialado que la proteina TOO MANY
MOUTH (TMM) es la encargada de percibir a los
péptidos EPF1 y EPF2, debido a que las mutantes tmm
presentan fenotipos con mayor densidad y agrupacion
de estomas. Aunque el receptor TMM carece de un
sitio de reconocimicento intracelular para transmitir
la senal externa al interior de la célula, los resultados
de otras investigaciones han permitido sugerir que la
sefial podria ser transmitida por tres correceptores
tipo cinasa de la familia ERECTA denominados ER,
ERLI y ERL2 (Nadeau y Sack, 2002; Shpak et al.,
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2005). Las mutaciones simples y dobles de er, erll y
erl2 alteraron el patron de la formacion de estomas
v la triple mutante er erl] erl2 también presentd un
fenotipo similar a los antes descritos para epf] ep/2 y
para la mutante /mm (Nadeau y Sack, 2002; Shpak
et al., 2005; Hunt y Gray, 2009). Se ha sugerido que
corriente abajo del receptor TMM y los correceptores
ER/ERLI/ERLZ2 la sefal es modulada por YDA,
MKK4/MKK> (MAPKK) v MPK3/MPK6 (Fig.
5A.), debido a que mutaciones de pérdida y ganancia
de funcién de estas MAPKs muestran las mismas

alteraciones fenotipicas en la densidad y en el
agrupamiento de los estomas (Bergmann ¢/ al., 2004;
Wang ef al, 2007). El gen SPEECHLESS (SPCH)
codifica para un factor de transcripcion que al perder
su funcion impide la formacion de estomas, sugiriendo
que SPCH es necesario para la formacion del linaje
de estomas. La proteina SPCH es fostorilada in vitio
por las cinasas MPK3/MPKG6, ademas el genotipo
de plantas yda bajo el fondo genético de la mutante
speh presentd un fenotipo deprovisto de estomas. Estos
resultados indican que SPCH se encuentra corriente

- N

MKK4/MKK5

SENESCENCIA FOLIAR

\[DESAF{F{OLLO DE ESTOMAS)/

.

)

Figura 5. Vias de las MAPKSs involucradas en el desarrollo de estomas y la senescencia foliar. (A) La evidencia
genética sugicre que la via de sefalizacion modulada por MAPKSs controla el patron de formacion y el desarrollo de estomas,
(B) las cinagas MKK9 y MPKG han gido sefialadas como promotoras de la sencscencia foliar. Por otra parte, la MEKK
puede fosforilar directamente al factor WRKY33 o formar un complejo, el cual aumenta la estabilidad de su union con el
ADN vy de esta manera no permitir la expresion de genes que regulan la senescencia foliar. Los componentes que atn se
desconocen en las vias de sefializacion son mostrados por el simbolo de interrogacion (?).
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abajo del modulo YDA-MKK4/MKK5-MPKG6 (Fig.
5A) (MacAlister et al., 2007; Lampard et al., 2008).

2.3.2. Senescencia foliar

Las plantas mutadas en MARY presentan retardo en
la senescencia de hojas, mientras que la ganancia
de funcién de MAKY resulta en una sencscencia
prematura. Estos resultados sugieren la participaciéon
de la cinasa MKK9 en la via de sefalizacién
involucrada en el proceso de senescencia de las hojas
de Arabidopsis. Se ha propuesto que la fosfatasa MPK6
participa corriente abajo de MKK9 para regular la
senescencia de las hojas debido a los resultados de los
siguientes experimentos: ensayos de fosforilacion de
la MKKD9 sobre la fosfatasa MPKG6, la mutante mpk6
respecto al retraso en la senescencia es una fenocopia
de mkk9 y porque la senescencia prematura expresada
por la ganancia de funcién de MKERY es suprimida en
el fondo genético de mpk6 (Zhou et al., 2009). (Fig.
5B). Por otra parte, la evidencia de que la proteina

(] CPFLY O

L

© pa

MEKKI1 se une al promotor de WREY535 e interactiia
con cl factor de transcripcion WRKY53 para formar
un complejo, y que al fosforilar directamente a
WRKY)53 incrementa su actividad de union al ADN,
de manera sorprendente finaliz6 con la propuesta
de que los médulos de sefalizacién en la via MAPK
manticnen una sccucncia MPKKK-MPKK-MPK-
substrato y que tienen una funcionalidad cinasa Gnica.
Con estos hallazgos a MEKKI se le ha relacionado
con la senalizaciéon que regula la senescencia de las
hojas de A. thaliana, debido a que estudios previos
reportaron que el factor transcripcional WRKY53
s¢ encuentra involucrado en este proceso (Fig. 5B)
(Miao et al., 2007; Miao et al., 2008).

2.4.Desarrollo floral
2.4.1. Abscisién de érganos florales

Se ha sugerido que el gen IDA que codifica para un
péptdo pequeiio de 77 aminoacidos es el esimulo
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Figura 6. Vias de las MAPKSs que regulan distintos procesos del desarrollo floral. La mayoria de estas vias
MAPKSs comparten componentes, pero se propone que la combinacion con las otras proteinas, y el espacio-tiempo en que se

encuentran determinan una respuesta especifica.
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REGULACION DE LA ARQUITECTURA RADICULAR

Figura 7. La regulacion de la arquitectura radicular
puede ser controlada de manera positiva o negativa
por distintas vias de las MAPK. YDA y MPK3/
MPKG6 promueven la expresién de enzimas involucradas
en la sintesis del AIA. La misma via puede participar en
regulacion de los transportadores PIN, los redirigen a las
auxinas a zonas especificas donde regulan el desarrollo de
las raices laterales. De manera opuesta a YDA y a MPK3/
MPKG6, BUDI regula negativamente a los transportadores
PIN, afectando el desarrollo de raices laterales.

que controla la abscision floral (Butenko et al., 2003).
En A. thaliana sc aislé la mutante inflorescence deficient
in abscission (ida) la cual mantiene una deficiencia en
la abscision floral. HAESA (HAE) es el receptor de
IDA propuesto, el cual es una cinasa de la familia
ERECTA. Al reducir la funciéon de HAE en plantas
transgénicas antisentido se encontré un retardo en
la senescencia floral y se observo que la severidad
del fenotipo dependia de la cantidad de la proteina
HAE producida (Jinn e/ al., 2000). Las plantas
con expresion MAR4/MKRS disminuida también
mostraron fenotipos similares a los de las mutantes
ida, sugiriendo que estas MAPKK son reguladores
positivos de este proceso. Ademas en las plantas
transgénicas con formas activas de MKK4/MKKD)5
se rescato el fenotipo silvestre en las mutantes ida y

en la doble mutante de los genes paralogos hae hsi2.
También se ha reportado que los genes de las cinasas
MPE6/MPE3 sc expresan durante la abscision de los
organos florales. En una linea transgénica se modificd
MPE6 en el motivo de activacién para obtener una
proteina disfuncional, posteriormente esta planta
transgénica se cruz6 con plantas mpk3, observandose
en la doble mutante mpk6 mpk3 fenotipos defectuosos
en la abscision mas drasticos que los observados
en las mutaciones simples de mpk6 y mpk3en. Estos
datos sugieren la participacién del médulo MKK4/
MKK5-MPK6/MPK3 corriente abajo de IDA-HAE
en la regulacion de la abscision de los 6rganos florales
(Fig. 6) (Cho et al., 2008).

2.4.2. Arquitectura de la inflorescencia y
desarrollo de érganos florales

En A. thaliana el gen ER codifica para un receptor
cinasa de la familia ERECTA y la pérdida de funcién
de esta proteina en las plantas er mostrd un fenotipo
con inflorescencia compactada y pedicelos cortos
(Torii el al., 1996). Los péptidos EPFL4 y EPFL6 han
sido reportados como los ligandos de ER. La doble
mutante epfl4 epfl6 presento las mismas caracteristicas
de las plantas er y la sobreexpresion de ambos
péptidos rescataron el fenotipo silvestre en las plantas
er. Se ha propuesto que corriente abajo de EPFL4/
EPFL6-ER la senalizacion se encuentra modulada
por las MAPKs YDA-MKK4/MKK5-MPK6/
MPK3 (Fig. 6) (Uchida et al., 2012), debido a que
cuando sc anula la funcién de YDA, el pedicelo se
acorta y la inflorescencia se agrupa estrechamente,
el efecto opuesto ocurre en las mutante de ganancia
de funcion. Las lineas MREK4/MERS ARNi y la
pérdida de funcion de las MPK6/MPK3 presentaron
los mismos defectos en la inflorescencia (Meng el
al., 2012), la mutante mpk6 mostré6 una fertilidad
masculina baja, la cual se relacioné con defectos en
el tamano de las anteras, debido a que estos érganos
fueron mas pequenios en la mutante que en la linca
silvestre y estas anormalidades dificultan la eficiencia
en la polinizacién. En la version mutante de MPE6
modificada en el motivo de activacién, se observd un
fenotipo con sépalos y pétalos més pequenos, incluso
los pétalos presentaron dobleces muy pronunciados,
lo que ocasioné que el carpelo sobresaliera desde el
extremo de la flor en etapas muy tempranas, lo que
sugiere que esta cinasa modula el desarrollo de los
organos florales (Fig. 6) (Bush y Krysan, 2007).

2.4.3. Desarrollo del polen, crecimiento y
orientacién del tubo polinico

Se ha sugerido que las cinasas MAP3Kel/
MAP3Ke?2 participan en procesos involucrados en el
funcionamiento normal de la membrana plasmaética
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del polen (Fig. 6), debido a que la pérdida de funcién
de estas MAPKKK (MAP3K) present6 alteraciones
en la estructura del polen: irregularidades en la
membrana plasmatica, engrosamiento de la intina
y la degeneraciéon de las mitocondrias, lo que
comprometi6 la viabilidad del polen (Chaiwongsar et
al., 2006). Estudios previos mostraron que las mutantes
mpk6/mpk3 tienen defectos en la orientacién del tubo
polinico, presentando un crecimiento irregular que
dificulto su llegada al funiculo, lo que ocasion6é una
disminuciéon en la entrada al micrépilo del ovulo
(Guan et al., 2014). También las mutaciones del factor
de transcripcion WRRY34 y de su homdlogo WRRY?2,
redujeron la viabilidad del polen y provocaron
alteraciones en ¢l crecimiento del tubo polinico.
Estos resultados y los derivados de los ensayos de
fosforilacion, indican que la activacion de WRKY34
por las cinasas MPK3/MPKG6 controla el crecimiento
del tubo polinico (Fig. 6) (Guan et al., 2014).

2.4.4. Desarrollo del 6vulo

El receptor ER 'y sus pardlogos ERLI/ERL2
fueron reportados como reguladores de los procesos
involucrados en ¢l desarrollo normal del 6vulo. La
planta mutante en el gen del receptor £RL2 presentd
una haplo-insuficiencia en la fertilidad femenina,
provocada por una proliferacion celular reducida en
el tegumento y por la interrupcién del desarrollo del
saco embrionario (Pillitteri e/ al., 2007). Se ha senalado
que las MPK3/MPKG6 actGan corriente abajo de
ER/ERLI/ERL2 (Fig. 6), debido a que las mismas
alteraciones antes mencionadas s¢  presentaron
cuando la mutacion en MPKR3 se encontraba en un
fondo genético mpk6 (Wang et al., 2008).

Conclusién

Las cascadas de senalizacién de la MAPK en plantas
ademas de relacionarse con las respuestas de defensa
o tolerancia a estreses, también participan en la
regulacion de distintos procesos del desarrollo. Las
investigaciones que se han realizado con ¢l fin de
entender el enlace de la via MAPK con el desarrollo
de las plantas, presentan un panorama complejo
que involucra una red de senalizacién que depende
de conexiones entre las fitohormonas, los estimulos
ambicntales, las intcracciones con otras proteinas o
con el ADN y una actividad que deriva del espacio y
tiempo. Hasta el momento se desconocen muchos de
los componentes proteicos de las diferentes vias de las
MAPK en plantas. Al parecer varias de las respuestas
del desarrollo en plantas son moduladas por una
scnalizacion que depende de las mismas proteinas
MAPKS. Sin embargo, lo que determina el tipo de
respuesta son los diferentes estimulos y receptores
que direccionaran a las proteinas MAPKs para que

activen substratos especificos, los cuales regularan la
expresion génica o la actividad de otras proteinas.
El progreso de nuevas tecnologias vy estrategias
experimentales esta permitiendo la clucidacion de la
funcionalidad que tienen las proteinas MAPKs para
interactuar directa o indirectamente con los factores
que regulan ¢l crecimiento y desarrollo de las plantas.
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