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RESUMEN

Las semillas representan un medio de propagacién y de proteccion ante
condiciones ambientales adversas. Durante el desarrollo de la semilla se establecen
programas genéticos que relacionan la morfogénesis del embrion con la estructura
de la testa, los integumentos y la epidermis. Durante la germinacién, la raiz genera
los pelos radiculares y posteriormente, cuando emergen las hojas verdaderas, éstas
producen tricomas, ambas estructuras pelos radiculares y tricomas se forman

mediante el proceso de diferenciacion celular epidérmica.

En este trabajo se investigd la participacion del gen ALTERED MERISTEM
PROGRAM 1 (AMP1) que codifica para una glutamato-carboxipeptidasa, en el
desarrollo del embrién, la formacion semilla y la diferenciacion celular epidérmica. La
comparacion de la semilla en plantas silvestres y mutantes ampl mostré alteraciones
en las mutantes definidas por su fenotipo como “regulares”, “rugosas”, “irregulares” y
“protrusivas”. Las alteraciones mostradas por las diferentes clases de semillas de
ampl estan relacionadas con el proceso de germinaciéon y la formacién de pelos
radiculares y tricomas. Estos datos sugieren que la proteina AMP1 es necesaria para
coordinar el desarrollo del embrién y la testa y ademas juega un importante papel en
el establecimiento de los patrones de diferenciacion de la epidermis tanto en la raiz

como en las hojas.

Palabras clave: Arabidopsis, diferenciacién celular, tricomas, testa, pelos

radiculares.



ABSTRACT

Seeds are important for dispersal and embryo protection against adverse
environmental conditions. During seed development, genetic programs are
established, which relate embryo morphogenesis with the structure of the testa,
integuments and epidermis. During germination, roots produce root hairs, whereas

trichomes are formed in leaves through the cell differentiation process.

In this work, it was investigated the participation of ALTERED MERISTEM
PROGRAM 1 (AMP1) gene, which encodes a glutamate carboxypeptidase, in embryo
development, seed formation and epidermal cell differentiation. WT and ampl mutant
comparisons revealed that mutations in AMP1 cause alterations on seed production,
seed coat structure and embryo development as ampl mutants display four distinct
and stable seed phenotypes defined as “regular’, “raisin”, “irregular” and “burst”
seeds. The alterations on ampl seeds cause delay in germination and affects root
hair and trichome development. Our data suggest that AMP1 is necessary for the
normal seed coat and embryo establishment during seed development and plays an

important role in epidermal cell differentiation in roots and in leaves.

Keywords: Arabidopsis, cell differentiation, seed coat, root hairs, trichomes.
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1. INTRODUCCION

Las plantas son organismos eucariontes, pluricelulares, que poseen
estructuras altamente especializadas que les permiten crecer, desarrollarse y
reproducirse. Su naturaleza sésil los hace susceptibles a cambios en factores
ambientales, a los que se adaptan por su gran plasticidad fenotipica. Ademas, son
capaces de realizar la fotosintesis, lo que les otorga un papel fundamental en los
ecosistemas donde actian como productores primarios y representan la fuente

primordial de granos y semillas para la alimentacion de la poblacion (Sultan, 2000).

Dentro de los factores que pueden afectar el desarrollo de las plantas se
incluyen sefales abidticas como agua, luz, dioxido de carbono, minerales, la
gravedad, la composicion y estructura del suelo, compuestos volatiles, exudados
radiculares y bidticas como la presencia de otros organismos. Cuando se detecta un
cambio en alguno de estos factores se inducen respuestas que le permiten a la
planta adaptarse asegurando asi su supervivencia (Gersani et al., 1998; Kegge y
Pierik, 2010).

El estudio de las plantas es de vital importancia ya que al tratarse de
organismos eucariontes comparten caracteristicas con los animales y de esta
manera el estudio de los procesos vegetales podria brindar informacion acerca de los
procesos fisioldgicos en animales. Sin embargo, el objetivo principal de la “ciencia de
las plantas” es entender el funcionamiento de estos organismos que son la base de

la agricultura y la alimentacion mundial.

En biologia, para el entendimiento de procesos fisioldgicos, genéticos y
moleculares se han utilizado ampliamente modelos biol6gicos. Existen varias
especies utilizadas como modelo, entre los cuales destaca Arabidopsis thaliana
debido su genoma pequefio (125 Mb) que se encuentra completamente
secuenciado y se cuenta con un banco de mutantes para cada uno de sus 25,498
genes (Wixon, 2001). Ademas, esta planta posee un ciclo de vida corto y produce

gran cantidad de semillas.



El ciclo de vida de las plantas se divide en dos periodos de desarrollo, una
etapa juvenil y una etapa reproductiva, ambas controladas por reguladores de
crecimiento como fitohormonas y péptidos de sefalizacion (Poethig, 1990; Schultz y
Haughn, 1993; Telfer et al., 1997). El proceso de germinacion de una semilla es un
evento decisivo porque permite el establecimiento de una nueva generacion y
contribuye en la propagacion de la progenie. La semilla es una estructura que
confiere proteccion al embrion y le provee nutrientes, o que ocurre a través de una

comunicacion tisular altamente sofisticada (Lin y Schiefelbein, 2001).

La germinacion comienza con la imbibicidon o captacién de agua por parte del
mucilago localizado en la cubierta de la semilla y finaliza con la emergencia de la
radicula (Bewley y Black, 1994). Este es un proceso altamente regulado que implica
la interaccion de factores externos como la cantidad de luz y la temperatura y de
factores internos como algunas fitohormonas entre las cuales destacan el acido
abscisico (ABA), giberelinas (GA’s), auxinas, algunos nutrientes como el nitrato y
fosfato, asi como la distribucién adecuada de fotosintatos. Ademas, se ha reportado
que la estructura de la semilla esta implicada en el control de la germinacion
(Bentsink y Koornneef, 2008).



2. ANTECEDENTES

2.1. Planta modelo, Arabidopsis thaliana

Arabidopsis es una especie crucifera nativa de Europa, Asia y noreste de
Africa (Hoffmann, 2002), miembro de la familia Brassicaceae, emparentada con la
mostaza, col y el nabo, esta planta ha sido ampliamente utilizada como modelo en
investigacion (Meinke et al., 1998). Su aspecto es el de una planta herbacea,
pequefia, que presenta una base en forma de roseta con hojas anchas, un tallo con
hojas mas delgadas, sus flores son de color blanco, agrupadas en inflorescencias
cuyo fruto es una silicua (fruto simple, seco formado por dos o mas carpelos) que
produce aproximadamente treinta semillas (Fig. 1, Moreno, 1984).

Frutos

Sistema aéreo

Sistema radicular

Raiz primaria

FIGURA 1. Arabidopsis thaliana. Estructuralmente Arabidopsis estd constituida por un sistema
aéreo formado por hojas, tallos, flores y frutos, asi como por un sistema radicular conformado por una
raiz primaria y por raices laterales (Modificado de Taiz y Zeiger, 2002).



El ciclo de vida de Arabidopsis consta de dos fases: la fase juvenil que abarca
desde la germinacion hasta la fase vegetativa temprana caracterizada por el
desarrollo de la raiz, hojas y tallos y la fase reproductiva que inicia con la aparicion
de la primera inflorescencia hasta la produccién de las semillas (Boyes et al., 2001),
es decir incluye la gametogénesis, fertilizacién y embriogénesis (Fig. 2). La duracion
de estas dos fases puede variar de acuerdo a factores ambientales como la cantidad
y calidad de luz, la disponibilidad de nutrientes y agua, entre otros (Martinez-Zapater
et al., 1994).
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FIGURA 2. Ciclo de vida de Arabidopsis. El ciclo comienza en las flores de plantas adultas con la
gametogénesis donde se producen el polen y el 6vulo para que ocurra la fertilizacion, cuyo producto
serd un embrién que después de la germinacion a través de diferentes procesos de desarrollo y
maduracion, se convertird en una planta adulta donde el ciclo comenzara de nuevo.



2.2. Desarrollo de la semilla

La semilla es la estructura de propagacion desarrollada por algunas especies
pertenecientes a las espermatofitas o plantas con semilla que incluyen tanto a las
gimnospermas como a las angiospermas. Las semillas se desarrollan después de la
fertilizacion del 6vulo y estan formadas por un embrion; una estructura nutritiva, el

endospermo, y una estructura de proteccion, la testa.
2.2.1. Fertilizacion de las flores

Para que ocurra la formacién de una semilla primero debe llevarse acabo la
fertilizacion en las flores de las plantas adultas (Fig. 3A). Las flores de Arabidopsis
son hermafroditas y estdn formadas por cuatro sépalos, cuatro pétalos y seis
estambres (estructura masculina) que consisten de un filamento y una antera donde
se produce el polen. En la parte central de la flor emerge el gineceo, la estructura
femenina que contiene a los évulos y esta constituida por el estigma, estilo y el ovario
(Irish, 2010).
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FIGURA 3. Gametogénesis en Arabidopsis. (A) La gametogénesis se lleva a cabo en las estructuras
sexuales de las flores. (B) La megaesporogénesis ocurre dentro del ovario donde el megaesporocito
después de varias divisiones celulares tanto mitéticas como meidticas forma el saculo embrionario del
ovulo. (C) La microesporogénesis sucede en las anteras, el microesporocito a través de divisiones
mitéticas y meidticas producira el grano de polen.

La fertilizacién ocurre al fusionarse el 6vulo y un grano de polen. El 6vulo esta
formado por un nucleo que contiene el saculo embrionario y la chalaza de la cual
emergen los diferentes tegumentos que lo recubren. El saculo embrionario alberga

ocho células haploides: la célula huevo, dos células sinérgicas, dos nucleos polares



qgue forman a la célula central y tres cuerpos antipodales (Fig. 3B, Bewley et al.,
2013). El polen desarrollado de las microesporas en la antera (Fig. 3B), consiste de
dos células espermaticas haploides encapsuladas por una célula vegetativa haploide
(Bewley et al., 2013).
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, @\l germinativol [ N ' \X :
Células ® JHH Niceo Wl © [} > -
centrales ~ Q ’ vegatativo| G ) -4 Q ) 4/ Q?;
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FIGURA 4. Fertilizacién en Arabidopsis. Al germinar el polen experimenta la Ultima division mitotica
para producir dos células espermaticas que son atraidas por una de las células sinérgicas al microfilo.
La célula sinérgica capta el contenido de las células esperméticas para que sus nucleos se fusionen
con la célula huevo y con las células centrales y asi producir el cigoto y el endospermo,
respectivamente.

Alteraciones en el desarrollo en las estructuras sexuales reducen la fertilidad,
como es el caso de la mutacion en la proteina activada por mitbgenos MPK6, que
muestra una disminucién en el tamafio de la antera previniendo de esta manera la
liberacion del polen y provocando una reduccién de la fertilidad (Bush y Krysan,
2007).

Durante el proceso de fertilizacion el polen entra en contacto con el estigma y
germina, es decir la célula vegetativa comienza a crecer de manera polar para pasar
a través del estilo y dar lugar a la ultima division celular del grano de polen para
producir dos células espermaticas. Posteriormente, el tubo de polen entra por la
Gnica abertura de los tegumentos, el microfilo, entonces el polen cesa su crecimiento
y vierte su contenido (Higashiyama et al., 2001). Una de las células espermaticas se
fusiona con la célula huevo del 6vulo produciendo una célula diploide, el cigoto,
mientras que la otra se fusiona con la célula central ovarica produciendo una célula

triploide, el endospermo (Fig. 4, Lopes y Larkins, 1993; Faure et al., 2002).



2.2.2. Embriogénesis en Arabidopsis

Después de la fertilizacion, el cigoto formado comienza a diferenciarse a
través del proceso de embriogénesis que depende de niveles de algunas
fitohormonas y se divide en tres etapas: la etapa temprana caracterizada por un
patron apical-basal en las divisiones del cigoto y que esta regulada por la
acumulacion de auxinas (Bowman y Floyd, 2008), y la media y tardia controladas por
la acumulacion de ABA. En la fase media, el embrion debe crecer hasta rellenar las
cubiertas ovaricas (Goldberg et al., 1994) y en la tardia entra en un proceso de
latencia o dormancia donde se sintetizan proteinas que le permiten adquirir
resistencia a la desecacion y llevar a cabo el plegamiento correcto de otras proteinas
necesarias para el proceso de germinacion (Goldberg et al., 1994; Kamisugi y
Cuming, 2005).

La embriogénesis comienza cuando el producto de la fertilizacion, la célula
diploide triplica su tamafio y ocurre la primera division generando una célula apical
pequefia con citoplasma denso y una célula basal grande y vacuolada (Mansfield y
Briarty, 1991). La célula apical experimenta divisiones longitudinales y transversales
hasta formar el octdmero (ocho células), cuya parte superior contribuye a la
estructura aérea de la planta y la inferior a la radicula. La célula basal experimenta
divisiones longitudinales y forma el suspensor que nutrira al embridon, ademas la
célula superior de esta estructura, denominada hipdfisis, contribuira a formar el
meristemo radicular de la planta. En la transicion del octamero a la fase globular (Fig.
5A), se forma el tejido precursor epidérmico, el protodermo (Capron et al., 2009), en
la siguiente fase, llamada de corazon (Fig. 5B), los principales érganos embrionarios,
meristemos, hipocétilo y los cotiledones se hacen visibles (Barton y Poething, 1993;
Lee et al.,, 2010). En las fases finales de la embriogénesis: torpedo (Fig. 5C) y
cinturon (Fig. 5D) aparecen los tejidos provasculares, los primordios de los
cotiledones y la organizacion del hipocotilo y la raiz son completados (Capron et al.,
2009). De esta manera el patron estructural de la planta queda establecido desde la

embriogénesis.



FIGURA 5. Estadios embrionarios en Arabidopsis thaliana. Las fotografias muestran las etapas del
desarrollo embrionario. (A) Globular, (B) Corazén, (C) Torpedo, (D) Cinturén, (E) Embrién maduro, la
barra de escala mostrada en (E) es la misma para todas las fotografias (Modificado de Beaudoin et al.,
20009).

2.2.3. Maduracién de la semilla

La etapa de maduracién de la semilla se divide en dos eventos: uno consiste
en la reorganizacion del metabolismo y la biosintesis de algunas proteinas y
compuestos de reserva (carbohidratos, aceites y proteinas de almacenamiento) que
proveen nutrientes para el crecimiento temprano de la plantula (Thomas, 1993) y
otro, donde se adquiere resistencia a la desecacion. La desecacion le permite a las
semillas controlar la sintesis de proteinas y el dafio causado por la peroxidacién
lipidica (Lalonde et al., 1986; Leprince et al., 1990). El objetivo de la maduracién de
la semilla consiste en la inhibicion del ciclo celular, disminucion de la humedad, el
incremento en los niveles de ABA, la produccién de compuestos de reserva y

establecimiento de la dormancia (Matilla y Matilla-Vazquez, 2008).

El proceso de maduracion inicia cuando el embridn crece y cesa la division
celular (Raz et al., 2001) y termina cuando los compuestos de reserva se han
acumulado, los niveles de ABA se han incrementado, se ha adquirido tolerancia a la
desecacion y se ha establecido la dormancia (Goldberg et al., 1994; Holdsworth et
al., 2008). La dormancia se define como la incapacidad de una semilla viable para
germinar aunque las condiciones del medio sean adecuadas (Bewley, 1997) y
depende de factores internos, principalmente de hormonas, asi como caracteristicas
estructurales y morfolégicas del endospermo y la testa (Koornneef et al., 2002;
Kucera et al., 2005).



Durante las etapas temprana y media de la maduracion de la semillas se
sintetizan proteinas de almacenamiento que sirven principalmente como fuente de
carbono entre las cuales se encuentran las albuminas y globulinas, se ha sugerido
gue estas proteinas también participan en la destoxificacién de especies reactivas de
oxigeno (ERO), debido a que la abundancia de proteinas 12S, da como resultado
plantas con fenotipo hipersensible a las ERO (Galland et al., 2014). En la fase final
de la maduracion se sintetizan proteinas que permiten adquirir resistencia a la
desecacion y llevar a cabo el plegamiento correcto de otras proteinas necesarias
para el proceso de germinacion (Kamisugi y Cuming, 2005). Dentro de este grupo de
proteinas se encuentran las LATE EMBRIOGENESIS ABUNDANT (LEA), para las
cuales se han sugerido varias funciones, como la protecciéon de las membranas
celulares (Chakrobortee et al., 2012) y la estabilizacion de cristales de azucar dentro
de las semillas (Wolkers et al., 2001), y las proteinas de choque térmico (HSP) que
son conocidas por su funcién como chaperonas moleculares (Méndez-Ferreira et al.,
2013).

Los compuestos de reserva constan de proteinas y &cidos grasos, las
proteinas son almacenadas en vacuolas ubicadas en la parte central del embrién y
los acidos grasos en cuerpos oleicos ubicados en la periferia de los cotiledones
(Mansfiel y Briarty, 1992). FUSCA 3 (FUS3) es el regulador maestro del
almacenamiento de proteinas (Ezcurra et al., 1999; Redt et al., 2000) y LEC2 del

almacenamiento de lipidos (Santos-Mendoza et al., 2005; Braybrook et al., 2006).

2.3. Desarrollo del endospermo

Durante las primeras fases de la embriogénesis, los nutrientes son
proporcionados por el suspensor hasta alcanzar la fase de corazén, mientras que en
la maduracion de la semilla la nutricion estd a cargo del endospermo (Hill et al.,
2003), que transporta los nutrientes de los tegumentos al embrién a través del

apoplasto (Kim y Zamryski, 2005).



El endospermo es un 6rgano nutritivo triploide que deriva de la fertilizacion de
la célula central, consiste de una masa proximal de citoplasma que atesora una larga
vacuola central que posteriormente se diferenciara en distintos tipos celulares para
soportar las necesidades energéticas de la maduracion y germinacion de la semilla.
Su desarrollo consta de cuatro fases: sincitial, de celularizacion, diferenciacion y
muerte (Bewley et al., 2013).

La primera division de la fase sincitial del endospermo precede a las divisiones
del cigoto (Feaure et al., 2002), las divisiones celulares en esta fase se caracterizan
por no presentar citocinesis (Boisnard-Lorig et al., 2001) y contindan hasta formar un
sincitio que migra del microfilo a la chalaza (Fig. 6A). Durante este proceso se forman
tres regiones: microfilar que atesora al embrion, periferica y la de la chalaza
(Sorensen et al., 2002).

Durante la fase de corazon ocurre la celularizacion del endospermo (Fig. 6B)
(Brown et al., 1999) donde los aproximadamente 200 nucleos formados durante la
fase sincitial se delimitaran como células gracias a la formacion de sistemas de
microtubulos radiales (Bewley et al., 2013). La celularizacion es una fase
determinante en el tamafio de la semilla, una celularizacion precoz produce semillas
pequefias mientras que una celularizacion prolongada genera semillas alargadas
(Scott et al., 1998; Garcia et al., 2003; Berger et al., 2006).
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FIGURA 6. Etapas del desarrollo del endospermo de Arabidopsis. (A) Formacion del sincitio. (B)
Celularizacion del endospermo y formacion de las tres secciones del endospermo, microfilar, periférico
y chalaza. (C) Diferenciacion del endospermo. (D) Estructura de una semilla madura (Modificado de
Belmonte et al., 2013).

Se han elucidado tres vias para la celularizacion del endospermo en
Arabidopsis: la que involucra al factor de transcripcion MADS-box APETALA 2 (AP2);
la mediada por proteinas grupo polycomb (PcG, por sus siglas en ingles) y finalmente
la via de HAIKU (IKU) (Bewley et al., 2013). AP2 es una proteina involucrada en
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varias fases del desarrollo: el desarrollo del endospermo debido a que la mutacion en

este gen ocasiona una celularizacién prolongada (Ohto et al., 2009).

Las proteinas PcG son reguladores de la identidad celular que actian como
represores transcripcionales (Schuettengruber y Cavalli, 2009), estos complejos
catalizan la trimetilacion de la histona H3, sin embargo también se les ha relacionado
con el control del desarrollo del endospermo. Especificamente FERTILIZATION-
INDEPENDENT SEED-POLYCOMB REPRESSIVE COMPLEX 2 (FISPRC2) actla
en la célula central del 6vulo (Weinhofer et al., 2010), estd formado por varias
subunidades: MEDEA (MEA), FERTILIZATION-INDEPENDENT SEED 2 (FIS 2),
FERTILIZATION-INDEPENDENT ENDOSPERM (FIE) y MULTICOPY OF
SUPPRESSOR (MSI1), la mutacidbn en estos genes provoca proliferacion del
endospermo aun en ausencia de la fertilizacion (Grossniklaus et al., 1998; Kiyosue et
al., 1999; Makarevich et al., 2008). Ademas, se ha reportado que la mutacién en
MEA ocasiona que la célula central se divida y llegue hasta fase de celularizaciéon y
se desarrolle la testa aunque no haya fertilizacion (Chaudhury et al., 1997; Kiyosue et
al., 1999) por lo cual se sugiere que la funcion de MEA es prevenir la replicacion de

la célula central en ausencia de la fertilizacion.

La via mas estudiada, involucra los genes HAIKU (IKU), los cuales controlan la
transicion entre la fase sincitial y la de celularizacién (Garcia et al., 2003) donde
participa IKU1, que codifica para una proteina con motivo VQ (Wang et al., 2010).
IKU2 codifica para una cinasa con repeticiones ricas en leucina (Luo et al., 2005),
mientras que mutaciones en MINISEED3 (MINI3) que codifica un factor de
transcripcion tipo WRKY (Luo et al., 2005), ocasionan una celularizacién precoz
(Garcia et al., 2003). Estos tres genes son incluidos en una sola via ya que IKU1
regula a MINI3 y MINI3 regula a IKU2 (Garcia et al., 2003).

Durante la fase de diferenciacion (Fig. 6C) se producen cuatro tipos celulares
principales: células que acumulan almidon, células de la capa aleurdnica, células de
transferencia y células de la regién del embrién, finalmente muchas de las células del
endospermo morirdn durante la maduracion de la semilla (Orozco-Arroyo et al.,

2015). La funcion de las células de la region del embrion aun es desconocida, se
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piensa que podria proveer una zona de comunicacion entre el endospermo y el
embrion para nutrirlo o simplemente proporcionar una barrera entre ellos durante el
desarrollo de la semilla (Olsen, 2004). La funcion de las células de transferencia
facilita la transferencia de aminoacidos, sacarosa y monosacaridos entre el tejido
materno y el embridn. Las células de la capa aleuronica tienen un papel primordial
durante la germinacion ya que movilizan el almidén a través de la produccion de
enzimas liticas en respuesta a la activacion del &cido giberélico (Saoussem et al.,
2009).

Se han reportado algunas mutaciones que afectan el desarrollo del
endospermo dentro de las cuales se encuentran transparent testa glabra 2 (ttg2) que
afecta negativamente la elongacion de los tegumentos y altera el desarrollo del
endospermo y el tamafio de la semilla (Garcia et al., 2003, 2005).

2.4. Diferenciacién de la testa

La testa o cubierta de las semillas es un érgano externo multifuncional que
cubre al embrién, lo nutre y protege y puede influenciar el tamafio y aspecto de la
semilla. La testa deriva de los tegumentos del ovulo por lo cual es la Unica estructura
de la semilla cuyo origen no proviene del producto de la doble fertilizacion
(Mohamed-Yasseen et al., 1994; Weber et al., 1996). Los tegumentos son capas
celulares que recubren al ovulo maduro, van desde el microfilo hasta la chalaza. El
tegumento interno esta constituido por dos capas celulares (Fig. 7), mientras que el

externo por tres capas (Shneitz et al., 1995).

La testa esta constituida por cuatro capas: una capa epidérmica que produce
mucilago, una sub-epidérmica parenquitematosa y otra en empalizada, que
provienen del tegumento externo. Del tegumento interno deriva una capa pigmentada
gue contiene antocianinas, flavonoles y proantocianinas, que dan los colores rojo,

morado y café, es denominada endotelio (Bewley et al., 2013).
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Las principales funciones de la testa son mantener al embrién deshidratado y
en una condicién de latencia hasta que las condiciones del medio sean adecuadas
para que ocurra la germinacién, asi como protegerlo del dafio mecanico y ataque de

patégenos (Penfield et al., 2001; Huang et al., 2007).
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Microfilo

FIGURA 7. Esquema del embrién en fase de corazén. Durante la fase de corazén el endospermo
comienza la celularizacién para poder nutrir al embrion durante el desarrollo de la semilla y antes de
que ocurra la germinaciéon. Para proteger el embrién los tegumentos internos y externos del ovulo
daran origen a las diferentes capas de la testa (Modificado de Bewley et al., 2013).

La testa incrementa su tamafio después de la fertilizacion por influencia de los
programas de desarrollo del endospermo (Roszak y Kohler et al. 2011). Después de
la fertilizacién, aunque las células de los tegumentos aln se encuentran en division,
predominan eventos de expansion y diferenciacion, en los que células exteriores
sintetizan al mucilago que es secretado a la region adyacente del apoplasto
formando una bolsa en forma de dona entre la membrana y la pared celular.
Enseguida una segunda pared celular rica en celulosa es sintetizada mas alla de la
bolsa de mucilago y es conocida como columela (Fig. 8, Windsor et al., 2000).
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FIGURA 8. Testa de Arabidopsis. (A) Tincion con rojo de rutenio de la capa de mucilago presente en
la testa. (B) Micrografia electronica de la testa que muestra la estructura reticular formada por la bolsa
de mucilago y las columelas. (C) Corte transversal de testa fijada con formaldehido y etanol, las
flechas indican la acumulacién del mucilago y la cabeza de flecha la columela (Modificado de Western
et al., 2000).

La diferenciacion de las células epidérmicas no parenquitematosas a células
excretoras de mucilago comienza cuando el embrién est4 en fase de octamero.
Western et al., 2000 dividen la diferenciacion celular en cinco etapas: i)
inmediatamente después de la fertilizacion la célula crece al incrementar el nimero
de vacuolas, ii) comienza la sintesis de mucilago que ocasiona una compresion del
protoplasto celular que coincide con el inicio de sintesis de almidon que servira como
un precursor de polisacéaridos para reforzar la pared celular secundaria (Windsor et
al., 2000), iii) se forma una columna citoplasmética en el centro de la célula (la
columela) y el mucilago comienza a acumularse de manera polar en la membrana
plasmatica, iv) durante esta etapa la produccion del mucilago es completada y
comienza a formarse la columela y a degradarse el almidoén, v) finalmente ocurre una
deshidratacion del mucilago y se forma una delgada capa en arreglo hexagonal

alrededor de la columela.

El mucilago de Arabidopsis contiene grandes cantidades de ramnosa y acido
galacturonico y pequefas cantidades de otros azucares como arabinosa, galactosa,
xilosa y manosa (Voiniciuc et al., 2015) formando pectina, celulosa y hemicelulosa
(Naran et al., 2008; Arsovski et al., 2009) que bajo condiciones de hidratacion dan

lugar a una capsula de gel que cubre la semilla madura, probablemente para
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proteger al embrion durante el proceso de germinacion (Arsovski et al., 2010;
Western, 2012).

La pectina esta constituida por un grupo heterogéneo de polisacaridos, cuya
unidad es el acido poligalacturonico (PGA) que consta de una cadena de residuos
al,4 de Gal-UA. El PGA forma tres tipos de polimeros que constituyen la pectina: i)
ramnogalacturano | (RGI), una cadena altamente ramificada de residuos alternados
a1,4 de Gal-UA y a1,2 ramnosa vinculados a calcio; ii) ramnogalacturano 1l (RGII),
contiene ramificaciones vinculadas al borato lo cual lo distingue del RGI vy iii)

homogalacturano, un polimero de PGA sin ramificaciones (Brett y Waldron,1990).

Las pectinas se hidratan embebiendo a la hemicelulosa y la celulosa para
protegerlas de una posible hidrolisis al contacto con el agua. La hemicelulosa es un
heteropolisacarido formado principalmente por glucosa, fructosa y galactosa unidas
mediante enlaces B1-4, en el mucilago la hemicelulosa se presenta como unidades
de galactoglucomanano, xilanos y xiloglucanos (Voiniciuc et al., 2015). La celulosa es
un polimero de glucosas unidas mediante enlaces 1-4 que forman un esqueleto que

le da rigidez al mucilago (Taiz y Zeiger, 2002).

El mucilago presenta dos dominios que han sido identificados con rojo de
rutenio, técnicas inmunoldgicas y analisis quimico (Fig. 8A). EI domino exterior es
difuso sin una estructura obvia, pobremente adherido a la semilla y facil de extraer
por agitacion (Western et al.,, 2000; Macquet et al., 2007) compuesto de RGI,
hemicelulosa, galactanos y arabinanos. El dominio interno esta fuertemente adherido
a la semilla y no puede ser removido por agitacion, sugiriendo que podria estar unido
a la testa, la tincion con rojo de rutenio se ve mas obscura con respecto al dominio
exterior, lo cual sugiere que la pectina es mas densa en el dominio interno,
guimicamente esta conformado por RGI, hemicelulosa, celulosa y galactanos
(Western et al., 2000; Macquet et al., 2007, Huang et al., 2011; Haughn y Western,
2012).

El fenotipo de las mutantes de testa puede ser clasificarse en dos grupos: las
de pigmentacion que incluyen a transparent testa 1 (tt1), transparent testa 2 (tt2) y
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transparent testa glabra (ttg) que presentan semillas amarillas debido a alteraciones
en la sintesis de proantocianinas, ademas de dormancia reducida (Masucci y
Schiefelbein, 1996). La mutacion en TTG, también ocasiona una disminucion en la
cantidad de proteinas e incrementa el contenido de acidos grasos de reserva de la
semilla, lo que resulta en una disminucion del tamafio y peso de la semilla (Chen et
al., 2012). Se han identificado otras mutantes estructurales que incluyen a aberrant
testa shape (ats) que muestra alteraciones en el desarrollo de los tegumentos del
ovulo provocando que la semilla adquiera forma de corazén (Ledn-kloosterziel et al.,
1994) y glabra 2 (gl2) que presenta defectos en la produccion de mucilago (Rerie et
al., 1994; Massucci y Schiefelbein, 1996).

La testa puede imponer dormancia de dos formas distintas: al ser un
impedimento mecénico para la propulsion de la radicula (Debeaujan et al., 2000) y
mediando el proceso de imbibicién al controlar la captaciéon de agua mediante el
mucilago, asi como al inducir la biosintesis del ABA. Se ha demostrado que cuando
las condiciones para la germinacion no son adecuadas, ocurre la sintesis de novo de
ABA en la semilla (Lee et al.,, 2010). Las mutantes afectadas en pigmentacion
muestran mas alteraciones en la germinacidon que las mutantes estructurales
(Debeaujan et al., 2000).

Aungue la testa no sea producto de la doble fertilizacion del évulo hay
evidencia de que su formacion coordina al desarrollo del embrion mediante un cruce
de sefales con el endospermo (Roszak et al., 2011). Se han propuesto dos
mecanismos para explicar el cruce de sefales entre el desarrollo del endospermo y
el de la testa: i) el modelo de restriccién del tamafio del endospermo propone que la
expansion de las células de la testa representa una barrera mecénica al desarrollo de
la cavidad embrionaria y por ende al embrién mismo. ii) el modelo de sefalizacion de
la celularizacién, implica una molécula sefial que migra del endospermo a la testa
para sincronizar el desarrollo de la semilla. Una de las moléculas candidatas son los
flavonoides, ya que su biosintesis comienza en el endospermo después de la
fertilizacion (Debeaujon et al., 2003), alteraciones en esta via han dado lugar a

alteraciones en la celularizacion del endospermo (Scott et al., 2013; Doughty et al.,
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2014). Ademas, los flavonoides inhiben el transporte polar de auxinas mediado por
transportadores PGP afectado de esta manera el desarrollo de la semilla
principalmente en estadios tempranos (Terasaka et al., 2005). Otras moléculas
sugeridas son los polisacaridos como la sacarosa, debido a que AP2 modula la
nutricion de los tejidos maternos sintetizando sacarosa a partir de hexosas y de esta

manera modula el tamafio de la semilla (Ohto et al., 2009).

2.5. Genes involucrados en laregulacion del desarrollo de la semilla

Se han encontrado varios genes inducidos diferencialmente durante las
distintas fases del desarrollo de la semilla, muchos de los cuales guardan una
estrecha relacion con la via del ABA como son ABSICISIC ACID INSENSITIVE 3
(ABI3), FUSCA 3(FUS3), LEAFY COTYLEDON 1 (LEC1) y LEAFY COTYLEDON 2
(LEC2) cuyas mutaciones repercuten en el almacenamiento de proteinas y alteran la
dormancia de la semilla (Gutierrez et al., 2007). También se han reportado genes
involucrados en el control del tamafio de la semilla, SHORT HYPOCOTYL UNDER
BLUE1 (SHB1), HAIKU1 (IKU1), MINISEED3 (MINI3) y HAIKU2 (IKU2) que
promueven el desarrollo del endospermo aumentando el tamafio de la semilla (Wang
et al., 2010). Por lo contrario, APETALA 2 (AP2), inhibe el crecimiento de los
tegumentos y del embrién, reduciendo consecuentemente el tamafio de la semilla
(Ohto et al., 2009). El gen AUXIN RESPOSE FACTOR 2 (ARF2) también modula el
tamafio y peso de la semilla, la deficiencia de este factor de transcripciébn ocasiona
divisiones extras en los tegumentos del évulo, lo cual provoca la formacién de una
testa alargada y también regula el crecimiento de los tegumentos reduciendo el
namero de divisiones (Schruff et al., 2006). La mutacion en el gen MPK6 conlleva a
alteraciones importantes en la estructura de las semillas que van desde aumento de
tamafio, arrugas en la testa hasta la protrusion del embrién (L6pez-Bucio et al.,
2013).
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2.6. Germinacion

La germinacion es uno de los eventos mas importantes del ciclo de vida de las
plantas que comienza con la imbibicién o captacion de agua por parte del mucilago
localizado en la cubierta de la semilla y finaliza con la emergencia de la radicula
(Bewley y Black, 1994; Hermann et al., 2007). Para que ocurra la emergencia de la
radicula, se deben cumplir dos pasos secuenciales: la ruptura de la testa y la del
endospermo (Mansfield y Briarty, 1996; Liu et al., 2005; Mller et al., 2006; Carrera et
al., 2007). Durante el proceso de germinacion, la semilla tiene que liberarse de un
estado de latencia o dormancia y activar el metabolismo con la reparacion del DNA,
la movilizacién de reservas y la sintesis de RNA y proteinas de novo (Tan et al.,
2013).

Induccién de Liberacion de Ruptura de las Géiinlbacisn
dormancia dormancia envolturas del embrion
Post- Estratificacion
maduracion

= "\//' e
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inmadura madura testa aptiroee P Plantula

endospermo radicula

FIGURA 9. Germinacién de las semillas de Arabidopsis. La dormancia es inducida al final de la
maduracion, después ocurre la liberacion de la dormancia si las condiciones del medio promueven la
germinacion o se mantiene si son inadecuadas. La germinacion comienza cuando una semilla madura
capta agua a través de su capa de mucilago (imbibicién). Posteriormente, se desencadena el
catabolismo que induce la ruptura de la testa. Enseguida, sucede la ruptura del endospermo y de esta
manera la emergencia de la radicula para establecer finalmente una plantula (Modificado de Bentsink
et al., 2008).
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La germinacion de la semilla ocurre en tres fases: la primera en la cual la
hidratacion del mucilago ocurre de una manera rapida; la segunda donde la
hidratacion se mantiene constante y el metabolismo es activado para preparar la
salida de la radicula de la testa y finalmente la tercera fase donde las células de los
meristemos radicular y apical se activan para producir la raiz y el follaje (Fig. 9,
Galland et al., 2014).

2.6.1. Regulacion de la germinacion

Los factores ambientales involucrados en la germinacion son la humedad, el
frio, la disponibilidad de nitrato y la cantidad de luz (Fig. 10) (Ali-Rachedi et al., 2004;
Bethke et al., 2007). Para que se lleve a cabo la germinacion, la semilla tiene que
responder ante las condiciones ambientales que son adecuadas, algunos receptores
y moléculas sefial estan involucradas en la percepcion de sefales ambientales
durante la germinacion. Tal es el caso de los receptores de giberelinas (Voegele et
al., 2011), calmodulina (Ritche y Gilroy, 1998) y los receptores que activan MAP
cinasas (Knetsch et al., 1996). Las sefiales ambientales desencadenan cascadas de
sefalizacion que son reguladas principalmente por la interaccién de las fitohormonas
acido giberélico (GA) y ABA, mientras que el primero promueve la germinacion, el

ABA impone la dormancia en respuesta a factores ambientales.
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FIGURA 10. Procesos que controlan la dormancia y la germinacion de la semilla en Arabidopsis
thaliana. Los principales factores externos que favorecen la germinacion son la luz, el frio y el nitrato
promoviendo el crecimiento del embrién. La biosintesis del GA es inducida por la luz y esta hormona
inhibe los efectos del ABA que imponen la dormancia. Ademas, se muestran los cruces de sefiales
entre el etileno y las auxinas que inhiben y promueven, respectivamente la via del ABA. Los BR
directamente acttan sobre el crecimiento del embrion. Las flechas verdes indican la promocion de la
germinacion y las rojas la inhibicion (Modificado de Bentsink et al., 2008).

2.6.2. Regulacién hormonal de la germinacién

El ABA es una hormona sesquiterpenica que promueve la maduracion de la
semilla, deposicidn de nutrientes de reserva, tolerancia a la desecacion, induccién de
dormancia e inhibicion de la germinacion al evitar la expansion celular y la
movilizacion de compuestos de reserva (Garciarrubio et al., 1997). Esta hormona es
percibida por multiples receptores denominados PYRABACTIN
RESISTANCE/PYRABACTIN RESISTANCE-LIKE/REGULATORY COMPONENT OF
ABA RECEPTORS (PYR/PYL/RCARS) que funcionan en diferentes compartimentos
sub-celulares, una vez que el ABA esta unido al receptor, inhibe a los componentes
negativos de la via, incluyendo a TYPE 2C PROTEIN PHOSPHATASES (PP2Cs), lo
cual permite la acumulacion de la cinasa SNF1 RELATED PROTEIN KINASE
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(SNRK2) cuya fosforilacion activa la transcripcion de elementos de respuesta a ABA
(Shan et al., 2012).

Si las condiciones ambientales son adecuadas, el ABA enddgeno se hidroxila
y se promueve su catabolismo, y consecuentemente la germinacion debido a que el
ciclo celular arrestado durante la dormancia puede liberarse en ausencia de ABA
(Sanchez et al., 2005; Arc et al., 2013). Sin embargo, en condiciones adversas, la
testa inicia la biosintesis de novo del ABA, lo que a su vez, induce factores de
transcripcion que promueven la sintesis de los represores que inhiben la via del GA
para evitar la germinacion (Arc et al., 2013). Los factores de transcripcion inducidos
por ABA son ABSCISIC ACID INSENSITIVE 3 (ABI3), ABSCISIC ACID
INSENSITIVE 4(ABI4) y ABSCISIC ACID INSENSITIVE 5 (ABI5). ABI3 regula la
transicion entre la maduracion del embrion y el establecimiento de la plantula. ABI4
codifica para un factor de transcripcion APETALA 2/ETHYLENE RESPONSIVE
FACTOR (AP2/ERF) que actia como un regulador positivo de la via de ABA
(Soderman et al., 2000) coordinando el crecimiento del embrién y de las cubiertas de
la semilla, movilizando lipidos desde el embrién. Ademés, se ha demostrado que
juega un importante papel en el cruce de sefales entre ABA y GA a través de la
regulacion de genes clave para la biosintesis de ambas hormonas (Shu et al., 2013).
ABI5 se encuentra rio abajo de ABI3 y reprime la germinacién activando un grupo de
genes LATE EMBRIOGENESIS ABUNDANT (LEA). Las mutantes insensibles a ABA
como abscisic acid insensitive 1-5 (abil-5), presentan dormancia reducida
(Koornneef et al., 1984), mientras que las deficientes en GA, como la mutante

galactokinase 1-3 (gall-3) no germinan (Koornneef y van Veen, 1980).

Las giberelinas son hormonas diterpénicas sintetizadas por las tejidos en
crecimiento en los embriones o tejidos meristematicos, que promueve la germinacion
al facilitar la movilizacion de compuestos de reserva y la secrecion de hidrolasas de
pared celular para facilitar la expansion celular (Cooley et al., 1999). Su sefalizacion
comienza cuando sus niveles se incrementan y son percibidos por el receptor
GIBBERELLIN INSENSITIVE DWARF 1 (GID1), el cual forma parte de un complejo

de ubiquitinacion E3 ligasa. El blanco de este complejo son los reguladores
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transcripcionales DELLA que reprimen la activacion transcripcional de los PIFs, que
son factores que se unen a los promotores de los genes de respuesta al GA (Griffiths
et al., 2006). Recientemente, se ha demostrado que algunas proteinas tipo dedos de
zinc como la INDETERMINATE DOMAIN 1 (IDD1)/ENHYDROUS (ENY) median el
efecto del GA balanceando la maduracion promovida por ABA (Feurtado et al.,
2011). Se ha sugerido que las proteinas DELLA interactian con sitios de union a
DNA y cuando estas se unen a las ENY aumentan la acumulacion del transcrito
DELLA. Los genes de respuesta a GA codifican para algunas enzimas como las
glucanasas, endohidrolasas y proteinas tipo expansinas que hidrolizan el
endospermo y liberan la inhibicibn de ABA sobre el crecimiento del embrion
(McCarty, 1995; Dorcey et al., 2009), contribuyendo asi al crecimiento del embrién,

de tal manera que la radicula pueda emerger de la testa.

La germinacion esta determinada por un balance entre el ABA y el GA, por
consiguiente es de esperarse un cruce de sefales que regule el nivel de ambas
hormonas. Un ejemplo de dicho cruce es el ocasionado por RGA-LIKE 2 (RGL2)
principal factor tipo DELLA involucrado en germinacion (Tyler et al., 2004), que se
expresa durante la germinacién temprana en especial antes de la emergencia de la
radicula y también estimula la biosintesis de ABA y la actividad de ABI5. Por otra
parte, el ABA mejora la expresion de RGL2, sugiriendo que este ultimo juega un
papel importante mediando la interaccion del GA y el ABA durante la germinacion.
RGL2 promueve directamente la transcripcion del gen MOTHER OF FT AND TFL1
(MFT) que codifica para una proteina de unién a la fosfatidiletanolamina que participa
en la germinacion via sefalizacion del ABA y el GA. La expresion de MFT esta
regulada por ABI3 y ABI5, responde a seiales tanto del GA como del ABA y controla
la germinacion a través de una retroalimentacion negativa sobre la via del ABA (Xi et
al., 2010). Ademas, se ha sugerido que RGL2 podria también actuar como un
regulador negativo de genes que codifican para enzimas hidroliticas promovidas por
GA (Lee et al., 2002). Aunque la germinacion es regulada principalmente por el ABA
y el GA, también participan otras fitohormonas que mediante un cruce de sefales

contribuyen en algun proceso vinculado a la germinacion (Bentsink et al., 2008).
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El papel principal de las auxinas se presenta en la embriogénesis (Liu et al.,
1993; Xu y Ni, 1999; Rashotte et al., 2000; Benjamins y Scheres, 2008; Popko et al.,
2010). Su participacion ocurre en la regulacion de la dormancia y germinacion

mediante un cruce de sefiales con el ABA (Liu et al., 2007, 2013).

Las auxinas son percibidas por receptores nucleares de la familia
TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE (TIR1) y sus proteinas homologas de la
familia AUXIN-SIGNALING F-BOX PROTEINS (AFB1, 2, 3, 4). Las auxinas
promueven la interaccion entre el co-receptor (TIR1/AFB) y el represor
transcripcional AUX/IAA lo cual dirige a AUX/IAA a su degradacion mediante el
complejo SCFTRVAFB  |a degradacion del represor permite que los factores
transcripcionales AUXIN RESPONSE FACTOR (ARF) se liberen de la represion
causada por su interaccion con AUX/IAA e inicien la transcripcion de genes de
respuesta a auxinas (Shan et al.,, 2012). Las mutaciones en AFB2 y AFB3 se
manifiestan con pérdida de la raiz e hipocatilo y con frecuencia la formacion de un
solo cotiledon. En Arabidopsis se han identificado 23 ARF’s Unicamente ARF2,
ARF5, ARF3 y ARF10 se han involucrado en el desarrollo del embrion. Uno de los
reguladores claves de la expansion es AUXIN RESPONSE FACTOR 2 (ARF2) que
codifica para un factor de transcripcion tipo B3 regulado por auxinas (Li et al., 2004).
La mutacion en este gen ocasiona la produccion de semillas mas largas (Schruff et
al., 2006). Por otra parte, la pérdida de funcibn en ARF5/MONOPTERQOS (MP)
resulta en alteraciones en la hipéfisis que conducen a la ausencia de la radicula y el
meristemo radicular y frecuentemente conduce a la letalidad en el embrién (Berleth y
Jurgens, 1993; Hardtke y Berleth, 1998). La mutacion en BONDENLOSS (BDL) que
codifica para IAA12 ocasiona un fenotipo similar a mp. ARF3/ETTIN (ETT) controla
el desarrollo correcto de los tegumentos, la mutacién en este gen ocasiona efectos
similares a ats (Kelley et al. 2012), en cuanto a ARF10 esta involucrado en la
germinacion a traves del ABA, una linea transgénica que expresa un micro RNA
resistente a ARF10 (miR-160) es hipersensible a la aplicacion exdgena de ABA (Liu
et al., 2007).
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Durante la embriogénesis debe establecerse un maximo de auxinas, desde la
primera division del cigoto la célula apical muestra una acumulacion de auxinas, en
fases posteriores éstas se acumulan en la punta de la radicula, primordios de
cotiledones y la hipodfisis, este maximo de auxinas se logra probablemente por el
transporte de auxinas de origen materno hacia el embridén (Ni et al., 2001; Dorcey et
al., 2009). El transporte de auxinas en el embrion esta mediado principalmente por
proteinas tipo PIN-FORMED (PIN’s): PIN1, PIN3, PIN4 y PIN7 que son expresadas
desde las fases tempranas de la embriogénesis. PIN7 se localiza en el suspensor y
la mutacion en este gen ocasiona defectos en la formacion de la radicula y
alteraciones en los cotiledones. Sin embargo, estos defectos pueden recuperarse en
la fase globular mediante la expresion de PIN1 y PIN4 ya que al parecer durante el
periodo embriogénico los PIN’s tienen funciones redundantes, se ha visto que
mutantes afectadas en cuatro de estas proteinas, dependiendo del fondo genético,

pueden producir plantas sin radicula.

Las auxinas también estan involucradas en el desarrollo del endospermo, se
les relaciona con la especificacion y posicionamiento de la capa aleurénica (Forestan
et al., 2010). Los inhibidores del transporte de auxinas como el NPA ocasionan un
incremento en el nUmero de capas celulares en aleurona (Becraft y Asuncion-Crabb,
2000; Becraft y Yi, 2011).

Las citocininas (CK’s) son hormonas con un papel antagonico a las auxinas
qgue regulan el desarrollo del embridn, cotiledones y hojas (Rashotte et al., 2006). Las
citocininas son censadas por receptores tipo histidina cinasas que fosforilan a
proteinas denominadas ARABIDOPSIS HISTIDIN PHOSPHOTRANSFER
PROTEINS (AHP’s) que entran al nucleo e inducen la expresién de genes de la
familia ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATORS (ARR’s). Hay dos tipos de genes
ARR: los de tipo A que son reguladores negativos de la via y los del grupo B que
regulan la expresién genética como son los CYTOKININ RESPONSE FACTOR
(CRF).

Las CK's se pueden sintetizar en la semilla, pero también son transportadas

del tejido materno hacia el endospermo (Zhang et al., 2009, Rijavec y Dermastia,
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2010). Durante las primeras fases del desarrollo embrionario, los genes relacionados
a la produccion de CK’'s se asocian al desarrollo del endospermo y la testa, el
endospermo expresa ARRs tipo B (ARR1, ARR18, ARR19, ARR8), CRF2 y CRF3
(Day et al., 2008). Liu et al., (2013) han demostrado que CKY2 es un blanco de IKU.
Los receptores de citocininas ARABIDOPSIS HISTIDINE KINASE 2 (AHK2) y
ARABIDOPSIS HISTIDINE KINASE 3 (AHK3) regulan el peso y tamafio de las
semillas a través de una regulacion epigenética (via cambios en el estado de la
cromatina) que influye en la transcripcion, a través del desarrollo de los tegumentos y

endospermo por proliferacion (Sun et al., 2010; Miransari et al., 2014).

Respecto a la funcién del etileno durante la germinacion, se ha observado que
las mutantes ethylene receptor 1 (etrl) y ethylene insensitive 2 (ein2) con
alteraciones en la via del etileno son hipersensibles al ABA. El fenotipo no dormante
de la doble mutante ein2abi3-4 indica que el etileno regula negativamente la
dormancia al inhibir la accion del ABA (Beudoin et al., 2000).

Los brasinoesteroides (BR) son fitoreguladores de origen esteroideo que
participan en la regulacion del desarrollo de estomas, longitud de las células fuente,
expansion de hojas, diferenciacion de tejido vascular, etc. (Arc et al., 2013). Se les ha
atribuido una funciéon sobre la regulacién del desarrollo de la semilla, debido a que
mutantes deficientes en esta hormona tanto en Arabidopsis thaliana, como en Pisum
sativum, Solanum lycopersicum y Oryza sativa, aparte de su baja fertilidad también
presentan una disminucion en la longitud de la semilla (Fujioka y Yokota, 2003;
Morinaka et al., 2006; Nomura et al., 2007; Ye et al., 2010). El mecanismo sugerido
para esta hormona indica que BRASSINAZOLE-RESISTANT 1 (BZR1) el regulador
positivo de la via de los BR activa directamente a genes que controlan el tamafio de
la semilla (Jiang et al., 2013) como AP2, TTG2, IKU, MINI3, FIS2, MEA, FIE, MET1,
SWN y MSI2 (Sun, 2010; Jiang, 2013). Estas hormonas actuan sinérgicamente con
GA y antagonicamente con ABA (Zhang et al., 2009). Tanto el GA, etileno como BR
promueven la germinacion al inducir la ruptura del endospermo afectando a las
proteinas de la pared celular (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006; Holdsworth et
al., 2008; Finkelstein et al., 2008).
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2.7. Establecimiento de la plantula

La organizacién béasica del cuerpo de la planta, es decir tanto el patron apical-
basal como el radial de los oOrganos y tejidos son establecidos durante la
embriogénesis (Laux y Jirgens, 1997). Después de la germinacién, ocurre el
establecimiento de la plantula que consta de una radicula, un hipocétilo y dos
cotiledones. El establecimiento de la plantula es altamente sensible a las condiciones
ambientales, principalmente la luz. Bajo condiciones de luz los cotiledones se abren y
se expanden debido a un aumento de volumen por hidratacion y se restringe el
crecimiento del hipocotilo (Cosgrove, 1994; Qualil et al., 1995). La radicula termina de
emerger a los 4 dias, el hipocétilo y los cotiledones lo hacen a los 5 dias (Boyes et
al., 2001). En condiciones de obscuridad los cotiledones se mantienen cerrados
formando un gancho apical, el crecimiento de la raiz es reducido y el del hipocétilo es
altamente promovido. Durante los primeros dos dias después de la germinacién el
hipocoatilo, la raiz y los cotiledones se alargan y los pelos radiculares comienzan su
desarrollo (Von Arnim y Deng, 1996). El desarrollo de tricomas comienza hasta que
el meristemo apical produce el primer par de hojas verdaderas aproximadamente a
los 10 dias para tener una maxima exposicion a la luz y comienza la sintesis de
clorofila (Cosgrove, 1994; Quail et al., 1995). El desarrollo vegetativo de la planta

termina a los 26 dias cuando emerge la primera inflorescencia.

2.7.1. Diferenciacion de la epidermis en Arabidopsis

La diferenciacion de la epidermis en la raiz y el hipocétilo ocurre desde la
embriogénesis (Scheres et al., 1994). Este proceso continla después de la
germinacion con la formacion de los pelos radiculares en la raiz, asi como los
estomas y tricomas en la epidermis del hipocétilo y las hojas, respectivamente (Fig.
11). El gen GLABROUS 2 (GL2), que codifica un factor de transcripcion se expresa
desde etapas tempranas de la embriogénesis en la parte basal del embrion,
especificamente en las células del protodermo en la fase de corazén (Reire et al.,
1994; Lin y Schiefelbein, 2001) e interactia con la proteina GL2, WEREWOLF
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(WER) y TRANSPARENT TESTA GLABRA (TTG) una proteina con repeticiones
WD40 (Walker et al., 1999).

2.7.2. Desarrollo de pelos radiculares

La epidermis de la raiz de Arabidopsis es generada partir de 16 células madre
iniciales formadas durante la embriogénesis (Dolan et al., 1993; Scheres et al., 1994;
Baum y Rost, 1996). Los pelos radiculares son prolongaciones tubulares de células
epidérmicas de aproximadamente 10 pum, que se hacen visibles en la plantula
rapidamente después de la germinacion, sus funciones incluyen la adquisicion de
nutrientes, anclaje al suelo y la promocién de interacciones microbianas (Hofer,
1991). El primer paso para el desarrollo de los pelos es la especificacion celular de
células formadoras de pelos (células H) y de células no formadoras de pelos (células
N) (Cormack, 1949; Bunning, 1951; Dolan et al., 1993; Galway et al., 1994). Esta
diferenciacion celular estd regulada por la actividad de factores de transcripcion
pertenecientes a la via WER/TTG/CPC/GL2 que se expresan desde fases tempranas
de la embriogénesis para determinar que las células localizadas en la vecindad de
una sola célula cortical se diferencien en células N (Grierson et al.,, 2014). La
expresion de GL2 en las células N en la raiz depende de la formacion de un complejo
transcripcional en el cual TTG interactta con GLABROUS 3/ENHANCER
GLABROUS 3 (GL3/EGL3), un activador transcripcional bHLH que a su vez
interactia con WER (Bernhardt et al., 2003). En las células H se expresa CAPRICE
(CPC), que codifica para una pequefia proteina que actia como un regulador
negativo de la via WER/TTG/GL3/EGL3/GL2 (Wada et al., 1997). Este interfiere con
la unibn de WER a GL3/EGL3 de una manera competitiva (Lee et al., 2002;
Tominaga et al., 2007; Song et al., 2011; Kang et al., 2013), y la mutacién en este

gen ocasiona una disminucion en el numero de pelos radiculares.
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FIGURA 11. Patron de diferenciacion epidérmico en la radicula. (A) Expresién de GL2::GUS en la
epidermis radicular, las células que expresan la linea marcadora se encuentran en posicion N. (B)
Esquema de los genes que establecen la determinacion de las células N y células H (Modificado de
Grierson et al., 2014).

2.7.3. Desarrollo de tricomas

Los tricomas son protuberancias que poseen tres bifurcaciones y se localizan
en la parte aérea de las plantas para atraer polinizadores, proteger a la planta de la
luz UV y depredacion de insectos mediante exudados (Wagner et al., 2004). Los
tricomas se originan de células protodermicas de los primordios de las hojas, durante
la fase vegetativa se distribuyen Unicamente en las hojas de la roseta. Su desarrollo
esta controlado por una serie de factores transcripcionales que tanto en la epidermis
de la parte aérea como la radicular forman un complejo trimérico con proteinas de la
via WER/TTG/GL3/EGL3/GL2. ElI complejo esta formado por GL1, GL3/EGL3 y
TTG1 que activan la expresion de GL2, que induce la produccién de tricomas (Reire
et al., 1994). Incluso la mutacion en CPC muestra un fenotipo con un aumento en el
namero de tricomas. La mutaciéon en GL3/EGLS3 resulta en una disminucion en el
namero de tricomas y la bifurcacién de estos, de la misma manera TTG1 disminuye

el nidmero de tricomas.
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2.8. Péptidos como reguladores de crecimiento y desarrollo

Los procesos de desarrollo son regulados por la homeostasis de distintas
hormonas, al igual que en modelos animales, las plantas poseen moléculas de origen
peptidico que funcionan como reguladores del crecimiento y desarrollo, ya que
modulan la actividad meristematica, la formacion de érganos como hojas, raices y
flores (Edlund y Jessell, 1999). Los péptidos se pueden ser péptidos de secrecion y
de no secrecion (Hashimoto et al., 2008; Katsir et al.,, 2011; Matsubayashi, 2011).
Los péptidos de no-secrecion estan involucrados tanto en procesos de desarrollo
como en respuesta a estrés ambiental. Los péptidos de secrecidn participan en
procesos de crecimiento y desarrollo. Se han identificado 10 diferentes tipos de
familias que codifican para péptidos de secrecién en plantas entre las cuales se
encuentran  CLAVATA3/ENDOSPERM  SURROUNDING REGION  (CLE),
EPIDERMAL PATTERNING FACTOR (EPF), ROOT MERISTEM GROWTH FACTOR
(RGF)/CLE LIKE (CLEL)/GOLVEN (GLV), INFLORESCENCE DEFICIENT IN
ABSCISSION LIKE (IDL) y RAPID ALKALINISATION FACTOR (RALF) por citar
algunas. CLE en Arabidopsis codifica para 32 péptidos mientras que RGF/CLEL/GLV
para 11 (Stenvik et al., 2008; Matsuzaki et al., 2010; Meng et al., 2012). Los péptidos
de secrecion se pueden clasificar en dos grupos: i) ricos en cisteina con <160
residuos de amino &cidos con un dominio de cisteina en el C-terminal y ii) pequefios
con modificaciones postransduccionales que contiene en promedio 20 residuos de
amino acidos (Matsubayashi, 2012). Los péptidos de secrecion son transcritos como
pre-propéptidos con una secuencia sefial en el N-terminal que facilita su transporte a
través del sistema reticular, el cual es removido por peptidasas produciendo un
propéptido que sera modificado estructuralmente (Matsubayashi, 2011), los péptidos
ricos en cisteina forman puentes disulfuro y los pequefios sufren diversos tipos de
modificaciones postransduccionales en residuos de aminoacidos especificos como:
sulfatacion de tirosina, hidroxilacion de prolina y/o arabinosilacion de hidroxiprolina
para producir un péptido maduro con actividad biolégica (Fig. 12, Matsubayashi,
2011; Mellado-Rojas et al., 2013).
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FIGURA 12. Procesamiento de péptidos de sefializacion. La transcripcion de genes que codifican para
péptidos de sefializacion produce un pre-propéptido que contiene una secuencia sefal que lo dirige al
reticulo endoplasmico donde una peptidasa cortara la sefial. Una vez cortada el propéptido formado
es susceptible a sufrir modificaciones de acuerdo al grupo de péptidos de secrecion al cual pertenezca
para formar asi un péptido maduro (Modificado de Murphy et al., 2012).

2.9. ALTERED MERISTEM PROGRAM 1 (AMP1)

Las glutamato carboxipeptidasas son enzimas proteoliticas pertenecientes a la
familia de las metaloproteasas M28 las cuales se caracterizan por tener dos iones Zn
gue activan una molécula de agua para que lleven a cabo un ataque nucleofilico
sobre un enlace peptidico (Rawlings y Salvesen, 2013). Estas enzimas juegan un
importante papel en el trafico de proteinas de secrecion. Las metaloproteasas
humanas han sido de interés particular porque se involucran en procesos asociados
a cancer y patologias durante el desarrollo (Klein y Bischoff, 2011; Sbardella et al.,
2012). ALTERED MERISTEM PROGRAM 1 (AMP1) codifica para una glutamato

carboxipeptidasa de funcion desconocida (Fig. 13a, Helliwell et al., 2001), que
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mantiene una similitud del 48% con una glutamato-carboxipeptidasa humana la N-
acetylated-a-linked acidic dipeptidase (NAALADase) la cual modula las
concentraciones del glutamato que funciona como neurotransmisor en el tejido
neuronal (Robinson et al., 1987). Las mutantes ampl muestran defectos
pleiotropicos que afectan el desarrollo de la planta en diferentes etapas, los cuales
incluyen alteraciones en el meristemo apical y el nimero de cotiledones, aumento de
la dormancia en las semillas y proliferacion celular asi como fotomorfogenesis
constitutiva y aumento del tiempo de floracién (Fig. 13B-D, Chaudhury et al., 1993;
Mordhorst et al., 1998; Nogué et al., 2000a, b; Griffiths et al., 2011).
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FIGURA 13. La mutaciébn en ampl1-10. (A) Dominios conservados en AMP1. (B) Fenotipo de la
mutante amp1-10 en desarrollo post- embrionario. (C) Plantula silvestre (Col-0). (D) Plantula mutante
amp1-10.
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El cDNA de AMP1 codifica para 706 aminoacidos, contiene seis hexones, una
putativa caja TATA localizada a 60 pares de bases cascada arriba del codon de
inicio. La proteina AMP1 posee tres dominios caracteristicos: de peptidasa M28, un
dominio asociado a proteasas y un dominio de receptor tipo transferrina (Fig. 13A).
La proteina AMP1 se localiza en el reticulo endoplasmético y podria modular los
niveles de una pequefia molécula de origen peptidico que regula distintas fases del

desarrollo (Helliwell et al., 2001).
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3. JUSTIFICACION

Las plantas tienen un gran impacto en la economia mundial debido a que la
alimentacion humana se sustenta en alimentos de origen vegetal y animal, ademas la
alimentacion de los animales también se basa en forrajes provenientes de la familia
de las gramineas. Para incrementar la produccion de las plantas de interés comercial
es de vital importancia conocer los procesos involucrados en el desarrollo de las
semillas y el impacto que este proceso tiene sobre la germinacion y el desarrollo
post-embrionario de la propia planta.

Arabidopsis ofrece ventajas como modelo biolégico para el estudio del
desarrollo y germinacion de la semilla. AMP1 codifica para una carboxi-peptidasa
involucrada en el procesamiento de péptidos de sefalizacion, ademas de estar
vinculada con diversas vias hormonales. Sin embargo, se desconoce a nivel celular y
molecular su participacion en los procesos del desarrollo embrionario y post-
embrionario. El entendimiento de estos procesos aportara informacion sobre la

regulacion del desarrollo en plantas.
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4. HIPOTESIS

AMP1 regula procesos del desarrollo embrionario que afectan la estructura de

la semilla, el desarrollo del embrion y la diferenciacion celular epidérmica.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general:

Determinar los procesos de crecimiento y desarrollo regulados por AMP1.

5.2. Objetivos especificos:
1. Determinar la participacion de AMP1 en el desarrollo embrionario y
formacion de la semilla.

2. Analizar el papel de AMPL1 en el desarrollo post-embrionario y la

diferenciacion de la epidermis.
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5. MATERIALES Y METODOS

6.1. Material biol6gico. Para la realizacion de los diferentes experimentos, se
utilizaron semillas de Arabidopsis thaliana del ecotipo Columbia 0 (Col-0), Landsberg
erecta (Ler) y Wassilewskija (Ws), asi como de las lineas transgénicas PRO:AMP1
(por complementacion de ampl1-20) (Shi et al.,, 2013) y AMP1 OX2 (linea sobre-
expresora) (Shi et al., 2013) y mutantes sencillas y dobles amp1-10 (SALK 021406),
ampl-22 (SALK_138749), crel-12 (Inoue et al., 2001), ahk2-2 (Ueguchi et al., 2001),
ahk3-3 (Ueguchi et al., 2001), det2-1 (Chory et al., 1991), rpn12 (Smalle et al., 2002),
ein2 (Guzman et al., 1990), ein3 (Kieber y Ecker, 1993), etrl (Bleecker et al., 1988),
eto3 (Woeste y Kieber, 1999), ctr (Kieber et al., 1993), Atnoal (Guo et al., 2003),
nialnia2 (Wilkinson y Crawford, 1993), jarl (Tiryaki y Staswick, 2002), pftl-2 (Raya-
Gonzélez et al., 2014), sagl3, aux1-7 (Pickett et al., 1990), axr2-1 (Wilson et al.,
1990), sIrl (Fukaki et al., 2002), arf7arf19 (Okushima et al., 2007), tirlafb2afb3 (Parry
et al., 2009), abil (Leung et al., 1997), abi2 (Leung et al., 1997), abi3 (Nambara et al.,
1992), abi4 (Finkelstein et al., 1998), abi5 (Finkelstein, 1994) and drrl (Morguecho-
Contreras et al., 2010).

6.2. Microscopia. Las semillas Arabidopsis thaliana se analizaron utilizando

microscopia de Nomarsky (Leica DM5000B) en 40X.

6.3. Microscopia electrénica. Semillas secas de Arabidopsis thaliana WT y de las
diferentes clases de semillas de ampl fueron cubiertas con cobre para hacerlas
conductoras y ser analizadas en un microscopio electronico de barrido (JSM-7600F)
en los aumentos 250, 500 y 3000X.

6.4. Deteccién de mucilago. Semillas secas de Arabidopsis thaliana WT y de las
diferentes clases de semillas de ampl se colocaron en solucion de &cido
etildiaminotetraacético (EDTA) al 50 mM por dos horas a 1000 rpm. Posteriormente,
se retird la solucién y se adicion6 rojo de rutenio al 1% por una hora a 1000 rpm, se
retir6 nuevamente la solucion y se procedio a lavar dos veces con agua destilada. Se
montaron preparaciones semipermanentes para ser analizadas mediante
microscopia de Nomarsky (Leica DM5000B) a 40X.
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6.5. Preparacion de las semillas. Las semillas WT y de las diferentes clases
segregadas por ampl se colocaron en tubos Eppendorf de 2 ml, se agregaron 500 pl
de etanol al 96% v/v y se sometieron a agitacion durante 5 minutos a 3000 rpm.
Posteriormente, se retiré el etanol y adicioné 700 pl de hipoclorito de sodio al 20%
v/v, sometiéndose nuevamente a agitacion por 7 minutos. Finalmente, se retiré el
hipoclorito y se lavaron con 1 ml de agua destilada estéril, cinco veces durante de 1
minuto en agitacion. El proceso se llevé a cabo en una campana de flujo laminar, en
condiciones de esterilidad. Al finalizar la desinfeccion, los tubos se colocaron a 4 °C

durante 48 h para promover y homogenizar la germinacion.

6.6. Preparacion del medio de cultivo. En un frasco conteniendo agua destilada se
agrego 0.6 % de sacarosa, posteriormente 0.9 g por litro de sales de Murashige y
Skoog (con los nutrientes necesarios para el crecimiento de las plantas) (1962) (MS)
gue corresponden a una concentracion de 0.2X. El medio MS esta formado por los
siguientes componentes: NH4NOs 4.12 mM, KNOs 3.76 mM, CaCl2.2H20 0.6 mM,
MgS04.7H20 0.3 mM, Kl 1 yM, H3BO3 20 pM, MnSO4.H20 20uM, ZnS0O4.7H20 6 UM,
NaMo0Oa4.2H20 0.2 yM, CuS0O4.5H20 0.02 pM, CoCl2.6H20 0.02 uM, FeSO0a4.7H20
0.02 mM, Na2EDTA.2H20 0.02 mM. Una vez adicionados todos los componentes del
medio se disuelven por agitacion, se ajusto el pH a 7, con KOH 0.1 N y se agregd
agar al 1 %. El medio se esterilizd en autoclave por 20 minutos a 120 °C y 15 libras
de presion. Después el medio es vaciado en cajas de Petri desechables estériles de

100 x 15 mm y se deja solidificar.

6.7. Condiciones de crecimiento. Después de la siembra de las semillas estas se
incubaron en una cadmara de crecimiento Percival AR95L con fotoperiodo de 16 h luz/
8 h de oscuridad, temperatura de 22 °C y humedad del 80 %. Las cajas se colocaron
en posicion vertical con un angulo de 75° de inclinacion, para permitir tanto el

crecimiento del sistema radicular como del aéreo de la planta.

6.8. Andlisis de pelos radiculares, tricomas y silicuas. Una vez solidificado el
medio, se procedi6 a siembra de las semillas de Col-0 y amp1-10 en la parte superior

en fila para permitir a la raiz un crecimiento sobre el medio, las cajas se sellaron con
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plastico o cinta micropore, para evitar contaminacion por microorganismos como
bacterias y hongos y se colocaron en cdmara de crecimiento. A los siete dias se
analizaron los pelos radiculares mediante microscopio estereoscopico (Leica MZ6)
en un aumento de 1.25X y 4.0X y preparaciones semipermanentes con microscopia
de Nomarsky (Leica DM5000B) en el aumento 40X, posteriormente fueron medidos

con el programa Image J (http://imagej.nih.gov/ij/). Los tricomas fueron analizados a

los 14 dias mediante microscopio estereoscopico en 0.63X y 1.25X y medidos con el

programa Image J (http://imagej.nih.gov/ij/). A los 14 dias algunas plantas fueron

transferidas a suelo para la produccion de semillas. Diez silicuas fueron
diseccionadas con una aguja para exponer los embriones y fotografiarlos con un

microscopio estereoscopico (Leica MZ6).

6.9. Ensayo de germinacion. Semillas silvestres y de la mutante ampl fueron
desinfectadas y sembradas en medio MS adicionado con y sin &cido giberélico (GA)
1 uM. Las cajas de Petri se colocaron en la camara de crecimiento y se monitorearon

cada 4 hrs; la salida de la radicula se registr6 como indicativo de germinacion.

6.10. Analisis de embriones. Embriones silvestres y de las diferentes clases de
semillas segregadas por ampl fueron extraidos de la silicua en diferentes estadios,
con una aguja e incubados por dos dias en solucion de Hoyer (preparada como se

describe en Seed Genes Project database; http://www.seedgenes.orq). Después se

clarificaron y fueron analizados con microscopia de Nomarsky (Leica DM5000B).

6.11. Analisis de datos. Los datos fueron analizados por univarianza y sometidos a
una prueba post hoc Tukey para determinar diferencias en las respuestas evaluadas
en todos los tratamientos. En las graficas las letras indican las medias que difieren
significativamente (P<0.05). Para todos los experimentos los datos se analizaron
estadisticamente con el programa StatSoft, Inc. (2004). STATISTICA (data analysis

software system). www.statsoft.com.
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6. RESULTADOS

7.1. La mutaciéon en AMP1 afecta el tamafio del fruto y la produccion de
semillas

El desarrollo de las semillas es de vital importancia como caracteristica
adaptativa. Un analisis de plantas de Arabidopsis (Col-0) y amp1-10 crecidas en
suelo mostré que las silicuas de la mutante ampl son 65% mas cortas que las
silicuas de plantas silvestres, con un menor niamero de semillas y un incremento en
el numero de eventos abortivos, lo cual sugiere que la fertilizacién podria estar
afectada en la mutante amp1-10 (Fig. 14). Para analizar la viabilidad de las semillas,
tres lotes con 500 semillas de plantas homécigas de ampl-10 fueron comparadas
con semillas silvestres. ampl segregd cuatro fenotipos de semillas (Fig.15), que
denominamos “regulares”, “rugosas”, “irregulares” y “protrusivas”. En las semillas de
la primera clase (~80% amp1-10/semillas, regular) la mutacion en el gen AMP1 no
causO alteraciones significativas en las semillas (Fig.15B). En la segunda
clasificacion (~8% amp1-10/semillas, rugosas) se incluyeron semillas con arrugas en
la testa (Fig.15C). La tercera clase (~10% ampl-10/semillas, irregular) contiene
semillas con alteraciones en la forma, estructura de la testa y pigmentacion (Fig.
15D), mientras que en ultima clase (~2% amp1-10/semillas, protrusivas) las semillas

expulsan al embrién (Fig. 15E).

Para confirmar que las diferentes clases de semillas observadas en la mutante
amp1-10 son un efecto de la mutacién en AMP1 analizamos otro alelo, amp1-22 (Fig.
16), el cual nuevamente segregd las cuatro clases de semillas (Fig. 17). Ademas,
una linea complementada con una copia de AMP1 en la mutante amp1-20 revierte el
fenotipo segregando Unicamente semillas silvestres (Fig. 17B), lo cual corrobora que
las alteraciones en las diferentes clases de semillas es un efecto de la mutacion
sobre AMPL1. La linea que sobre-expresa a AMP1 (OX2) no presento alteraciones en
las semillas (Fig. 17C). Estos datos muestran que aunque la perdida de funcion en
AMP1 afecta la forma y tamafo de las semillas, altos niveles de AMP1 no alteran la

morfogénesis de la semilla.
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FIGURA 14. Fenotipos de las silicuas de plantas silvestres (Col-0) y amp1-10. (A) Longitud de la
silicua. (B) Numero de semillas por silicua. (C) Eventos abortivos por silicua. (D) Micrografias
representativas de las silicuas silvestres y amp1-10. Los valores representan la media * error estandar
de 3 repeticiones analizadas, las letras indican las medias que difieren significativamente (P<0.05).
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FIGURA 15. La mutacion en AMP1 causa cuatro diferentes fenotipos de semilla. (A) Se muestran
semillas de plantas silvestres (Col-0). (B-E) se muestran los diferentes fenotipos de semilla
segregados por ampl-10. (B) Semillas “regulares”. (C) Semillas “rugosas”. (D) Semillas “irregulares”.

(E) Semillas “protrusivas”.
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amp1-22 amp1-20
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FIGURA 16. Esquema de las mutaciones en amp1-10, amp1-20 y amp1-22. El gen AMP1 consta de
10 exones y 9 intrones mostrados en cuadros azules y lineas azules respectivamente, en triangulos
invertidos se muestra la localizacién de cada una de las mutaciones, ampl1-10 y amp1-22 afectan al
exén 2 mientras que amp1-20 afecta al exén 10 (Modificado de Shi et al., 2013).

Las fitohormonas son conocidas por participar en la regulacion del desarrollo
de las semillas por lo cual se analizé si el fenotipo de semillas ampl podria ser
observado en mutantes afectadas en vias de sefializacion hormonal (ET, CK’s, ABA,
NO y acido jasménico, JA). Se midi6 la amplitud de 100 semillas secas de cada una
de las siguientes lineas mutantes: crel-12, ahk2-2, ahk3-3, rpnl12 corresponden a la
via de CK; det2-1, a la de BR; ein2, ein3, etrl, eto3, ctrl, a la del ET; Atnoal,
nialnia2, a la de NO; jarl, med25, sagl3, a la via de JA; auxl1l-7, axr2-1, slrl,
arfrarfl9, tirlafb2afb3, a la de auxinas; abil, abi2, abi3, abi4, abi5, drrl a la de ABA.
Sin embargo ninguna de las mutantes incluidas mostré fenotipos de semillas

similares a los encontrados en amp1l (Fig. 18).
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FIGURA 17. Los fenotipos de semillas son causados por la mutacion en ampl. (A) Semillas silvestres
(Col-0). (B) amp1-20 complementada con una copia del gen AMP1. (C) Linea sobre-expresora de
AMPL1. (D-E) Fenotipos de semilla de ampl1-22. (D) semillas “regulares”, (E) semillas “rugosas”, (F)
semillas “irregulares”, (G) semillas “protrusivas”.
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FIGURA 18. Analisis de la amplitud de semillas afectadas en vias hormonales. Semillas silvestres
(Col-0, Ler y Ws) y mutantes afectadas en las vias del ABA (abil, abi2, abi3, abi4, abi5, drrl), CK’s
(crel-12, ahk2-2, ahk3-3, rpnl12), BR (det2-1) ET (ein2, ein3, etrl, eto3), NO (Atnoal,nialnia2), JA
(jarl, med25,sag13) y auxinas (auxl1-7,axr2-1, slrl,arfrarf19, tirl,afb2afb3) fueron medidas
individualmente usando el programa Image J (http://imagej.nih.gov/ij/). Los valores representan la
media * error estdndar de 3 repeticiones analizadas, los asteriscos indican las medias que difieren
significativamente (P<0.05).
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7.2. Las semillas de ampl muestran defectos en la estructura de la testa y
produccion de mucilago

La capa externa de las semillas de Arabidopsis consiste de células muertas
gue forman una estructura poligonal con una bolsa con forma de dona alrededor de
una elevacion central en forma de volcan conocida como columela. Para determinar
si AMP1 modula la morfologia de la semilla a través de modificaciones en las células
de la testa se analizaron 10 semillas de cada clase y se compararon con semillas
silvestres mediante microscopia electronica de barrido. Este analisis revel6 que la
caracteristica poligonal del mucilago y la columela estaban bien definidas en las
semillas silvestres (Fig. 19A-C), en cambio la testa de las diferentes clases de
semillas de amp1-10 exhiben células epidérmicas anormales (Fig. 19D-O). Aunque
aparentemente no hay diferencias significativas en el tamafio de las semillas
‘regulares” y “rugosas” con respecto a las semillas WT, las columelas de estas
clases de semillas mutantes mostraron ser mas robustas (Fig. 19F, | y L) mientras
que las semillas “protrusivas” tuvieron una organizacién anormal en las células de la

testa, perdiendo la formacion hexagonal alrededor de la columela (Fig. 190).

El contenido de mucilago puede ser estimado mediante tincién con rojo de
rutenio que se une a biopolimeros &cidos encontrados en la testa (Hanke y
Northcote, 1975). La tincién de semillas silvestres con rojo de rutenio mostré dos
dominios caracteristicos: uno interno que adquiere una coloracibn magenta y uno
externo que no se tifie (Fig. 20A-C). La tincion de las diferentes clases de semillas
evidencia los siguientes datos: las semillas “regular” y “rugosa” mostraron patrones
de tincion similares a los de las silvestres, sin embargo las semillas “irregulares” y
“protrusivas” presentaron regiones que no fueron tefidas (Fig. 20J-0), indicando una
relacion directa entre los fenotipos de ampl y la formacion de la capsula de mucilago

durante la imbibicién de la semilla.
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FIGURA 19. La mutacién en AMP1 afecta la estructura de la testa. Semillas silvestres secas y de los
diferentes fenotipos de ampl fueron cubiertas con cobre para ser analizadas por microscopia
electrénica. (A-C) Semillas silvestres mostrando una estructura reticular de hexagonos (indicado con
flecha blanca) que delimitan la columela (cabeza de flecha). (D-F) semillas ampl con fenotipo
‘regular”. (G-l) semillas “rugosas”. (J-L) semillas “irregulares”. (M-O) semillas “protrusivas”. Los
fenotipos “rugosos”, “irregulares” y “protrusivas” de ampl muestran alteraciones en la columela. (P)
Diametro de la bolsa de mucilago y (Q) Area de la columela ambos medidos de micrografias
electrénicas usando el programa Image J. Los valores representan la media + error estandar de 3
repeticiones analizadas, las letras indican las medias que difieren significativamente (P<0.05).
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FIGURA 20. La formacion de la capsula de mucilago esta alterada amp1-10. Semillas WT y ampl
fueron tefiidas con rojo de rutenio y observadas con microscopia de Nomarsky. La capsula de
mucilago en semillas WT (Col-0) muestran dos dominios caracteristicos.
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7.3. Relacion entre el desarrollo de la testay el embridén en la mutante ampl

Vidaurre et al.,, (2007) habian reportado que la mutacion de AMP1 afecta el
desarrollo embrionario al ocasionar divisiones celulares ectopicas y un desarrollo
exagerado del meristemo apical. Para analizar si las alteraciones embrionarias ya
reportadas podrian estar relacionadas con alteraciones en la testa, se analizaron
embriones silvestres y de mutantes ampl en diferentes estadios. En la figura 21 en la
columna izquierda se muestran embriones silvestres en los diferentes estadios vy el
desarrollo normal de la testa en cada uno de ellos (Fig. 21A-J). Los embriones de
ampl desarrollaron comiunmente embriones con tres cotiledones (Fig. 21K-T) y
mostraron alteraciones en el desarrollo de la testa a nivel de acumulacion de
mucilago en los diferentes estadios asi como el ya reportado hiper-desarrollo del
meristemo apical. De la misma manera se procedi6 a clarificar semillas maduras de
cada una de las diferentes clases ampl. Las semillas “irregulares” de ampl
presentaron testas maduras y conteniendo embriones en estadios tempranos o
vacios (Fig. 22). Al disectar embriones de semillas maduras silvestres y de las
diferentes clases de ampl, se encontré que los embriones de semillas “regulares” y
‘rugosas” son preferentemente ftricotiledéneos, las semillas “irregulares” vy
“protrusivas” mostraron ser masas celulares indiferenciadas y estar fuertemente
adheridas a la testa (Fig. 23). Estos resultados sugieren que el desarrollo de la testa
es independiente del desarrollo del embrion y que la mutacibn en ampl altera la

acumulacion de mucilago en la testa.
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FIGURA 21. La mutacién en AMP1 afecta el desarrollo del embrién. En la primera columna se
muestran embriones silvestres (Col-0) en las diferentes etapas embrionarias: (A) Pre-globular, (C)
globular, (E) Corazén, (G) Cinturon e (I) Embrién maduro. En la segunda columna se muestra el
desarrollo de la testa en cada una de las etapas embrionarias (B, D, F, H y J). La tercera columna
muestra el desarrollo del embrion en ampl en cada una de las etapas correspondientes a los
embriones WT (K, M, O, Q y S), se puede observar un hiper-desarrollo del meristemo aéreo en todas
las etapas que le da a los embriones mutantes una apariencia de “chupén”, ademas desde la etapa de
corazon se puede observar el aumento en el nimero de cotiledones. En la dltima columna que
muestra el desarrollo de la testa en su correspondiente etapa embrionaria en ampl muestra
alteraciones en la acumulacién de mucilago y formacion de la columela. Las micrografias fueron
tomadas mediante microscopia de Nomarsky. La barra de escala es indicada en (A, B, Ky L) para
cada columna.
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FIGURA 22. Las alteraciones en la testa estan relacionadas con cambios en la estructura del embrién
en la mutante ampl. Semillas maduras silvestres y ampl fueron clareadas con hidrato de cloral. (A-B)
Embrién silvestre y su correspondiente testa. (C-J) Embriones “irregulares” y sus testas
correspondientes. (K-L) Embriones “regulares” y su testa correspondiente. Las semillas “irregulares”

estan vacias (C) o arrestan su desarrollo en fases embrionarias tempranas (G e 1). La barra de escala
mostrada en (A) es la misma para todas las micrografias.
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FIGURA 23. La mutacién en AMP1 ocasiona alteraciones en el embrién. Semillas maduras silvestres
(Col-0) y amp1 fueron procesadas para extraer el embridn. (A) Embrién silvestre. (B) Los embriones
de las semillas “regulares” y “rugosas” fueron similares entre si y mostraron alteraciones en el nimero
de cotiledones y tamafio de la radicula. (C) El embrién de semillas “irregulares” aparenta ser una
masa indiferenciada. (D) Los embriones de semillas “protrusivas” que estaban fuertemente adheridos
a las cubiertas embrionarias, son masas indiferenciadas que crecen preferencialmente cerca del
microfilo. (E) Acercamiento de embrion “irregular”. (F) Acercamiento de embridn “explosivo”. La barra
de escala se muestra en (C) y (E) y es la misma para las micrografias.
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7.4. Las alteraciones en la forma de la semilla en ampl correlaciona con la
viabilidad

AMP1 regula la dormancia de la semilla, germinacion y respuesta a ABA
(Griffits et al., 2011; Shi et al., 2013b). La testa de la semilla es importante para los
procesos de dormancia y germinacion, por lo cual las alteraciones observadas en
esta estructura de las semillas de ampl podrian repercutir en la viabilidad de la
semilla alterando el proceso de germinacion. Para determinar la viabilidad de las
diferentes clases de semillas segregadas por ampl comparamos las frecuencias de
germinacion entre semillas silvestres y ampl (Fig. 24). Las semillas silvestres
comenzaron a germinar a las 24 h después de ser sembradas y alcanzaron 100% de
germinacion a las 32 h. A diferencia de éstas, las diferentes clases de semillas de
ampl comenzaron a germinar antes de las 24h pero ninguno de los fenotipos
alcanzo satisfactoriamente el 100% de germinacion, las semillas “regular”, “rugosa”,
“irregular” y “protrusiva” alcanzaron un porcentaje de germinacion de 75%, 40%,

15% y 8%, respectivamente.

El &cido giberélico es conocido por inducir la germinacion (Ullah et al., 2002;
Holdsworth et al., 2008), por lo tanto se determiné si el GA podria normalizar la
germinacién en las semillas de ampl, encontrandose que el GA induce la
germinacién Unicamente en semillas silvestres y semillas “regulares”, pero no
restaura la germinacién en las otras clases de semillas de ampl. Estos resultados
indican que las semillas de ampl tienen una menor viabilidad, lo cual esta
aparentemente relacionado con las alteraciones de la testa y el desarrollo

embrionario.
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FIGURA 24. Germinacion en plantas silvestres y la mutante ampl. Semillas silvestres (Col-0) y de los
diferentes fenotipos de ampl fueron sembradas en medio MS 0.2X con y sin adicién de acido
giberélico (GA). La germinacion fue monitoreada como emergencia de la radicula cada 4 horas. La
germinacion de los diferentes fenotipos de semilla de la mutante fueron inferiores a los mostrados por
las semillas WT y el GA no restaura la disminucién de la germinacién en las semillas mutantes.
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7.5. AMP1 esta involucrado en el desarrollo post-embrionario de células

epidérmicas de parte aéreay raiz

La epidermis vegetal juega un papel importante durante el desarrollo post-
embrionario. Los tricomas y los pelos radiculares son células especializadas
originadas a partir de la diferenciacion posicional de células epidérmicas. Debido a
que ampl mostré alteraciones en la testa que son de origen epidérmico, nos
preguntamos si esta mutacion también podria estar alterando el desarrollo de los
tricomas y pelos radiculares, para esto comparamos la formacion de pelos
radiculares en plantulas silvestres y las diferentes clases de semillas de mutantes
ampl a los 7 dias después de la germinacién. No se observaron alteraciones en la
densidad de pelos radiculares en ninguno de los fenotipos de semilla de la mutante,
pero la longitud de estos se afecta y se presentaron alteraciones en su estructura
natural como la presencia de bifurcaciones (Fig. 25). En cuanto a los tricomas, estos
se compararon en plantulas de 14 dias analizando la epidermis de las hojas. Se
observd que en plantulas provenientes de semillas “regulares” y “rugosas” la
produccion de tricomas disminuye en un 50% mientras que en semillas “irregulares”
y “protrusivas” esto ocurre hasta un 75%, ademas de disminuir su bifurcacién (Fig.
26). Estos resultados sugieren que AMP1 tiene un papel importante en la
diferenciacion epidérmica tanto durante el desarrollo de la testa como en el de

tricomas y pelos radiculares.
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FIGURA 25. El desarrollo de los pelos radiculares esta afectado en las mutantes ampl. (A-B) pelos
radiculares de plantas silvestres (Col-0). (C-J) pelos radiculares en los diferentes fenotipos de semilla
de ampl. (K) pelo radicular normal, (L) pelo radicular pequefio, (M) pelo radicular con bifurcaciones.
(N) Densidad de pelos radiculares, se determiné el nimero de pelos por 1mm de raiz. (O) Longitud de
pelos radiculares, se determin6 de micrografias con el programa Image J (http://imagej.nih.gov/ii/). (P)
fenotipo de pelos radiculares, se determiné de 100 pelos radiculares con alteraciones en cuanto a
tamafio y forma. La barra de escala es indicada en (A), (B) y (K) para las micrografias similares. Los
valores representan la media + error estdndar de 3 repeticiones analizadas, las letras indican las
medias que difieren significativamente (P<0.05).
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FIGURA 26. El desarrollo de tricomas esta afectado en las mutantes ampl. Plantas silvestres y de los
diferentes fenotipos de semillas de amp1l fueron crecidas en medio MS para analizar sus hojas en un
microscopio estereoscépico. (A-B) tricomas silvestres (Col-0). (C-D) tricomas de semillas “regulares”.
(E-F) tricomas de semillas “rugosas”. (G-H) tricomas de semillas “irregulares”. (I-J) tricomas de
semillas “protrusivas”. (K) Niumero de tricomas por hojas. (L) Tricomas anormales por hoja. La barra
de escala se indica en (A) y (B) y es la misma para las micrografias semejantes. Los valores
representan la media + error estandar de 3 repeticiones analizadas, las letras indican las medias que
difieren significativamente (P<0.05).
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8. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los genes que controlan la diferenciacion celular son importantes para
coordinar las funciones de 6rganos y tejidos especializados, mutaciones en estos
genes pueden causar cambios en la estructura de un organismo. La mutacion en
AMP1 produce defectos en las diferentes fases del desarrollo en Arabidopsis que
incluyen alteraciones embrionarias, en el desarrollo del meristemo apical, floracion y
fotomorfogenesis, asi como una germinacion demorada (Chaudhury et al., 1993;
Helliwell et al., 2001; Saibo et al., 2007, Vidaurre et al., 2007; Griffiths et al., 2011;
Shi et al., 2013b). En este trabajo se realiz6 un andlisis detallado de la semilla en la
mutante ampl y los efectos que alteraciones en el desarrollo embrionario provocan a
largo plazo durante el crecimiento y desarrollo de la plantula, estableciendo de esta
manera una correlacion entre el desarrollo embrionario, estructura de la testa,

viabilidad de la semilla y diferenciacion epidérmica.

La mutante ampl segrega cuatro tipos de semillas: i) “regulares” semillas con
fenotipo silvestre, ii) “rugosas” semillas con alteraciones en la estructura de la testa,
i) “irregulares” semillas con alteraciones en la testa y embriones arrestados en fases
tempranas de desarrollo y iv) “protrusivas” semillas con alteraciones en la testa y que
expulsan al embrion. Las alteraciones mostradas en la estructura de la semillas
fueron reproducibles en al menos cuatro generaciones de plantas homdcigas de
ampl, estas alteraciones se hicieron visibles desde etapas tempranas del desarrollo
reproductivo con una floraciéon temprana (Chaudhury et al., 1993; Vidaurre et al.,
2007; Griffiths et al., 2011; Shi et al., 2013b) y disminucién en el tamafio de la silicua
debido a un alto nimero de eventos abortivos. De esta manera se concluye que los
fenotipos de semilla de ampl son genéticamente estables y aparentemente estan
relacionados con los defectos embrionarios ya reportados para esta mutante
(Vidaurre et al., 2007).

El desarrollo de la semilla en Arabidopsis esta controlado por varios genes
incluyendo FUS3, ABI3, LEC1, LEC 2, AP2, TTG1 y GL2, las mutaciones en estos
genes afectan la maduracion de la semilla (Koornneef, 1981; Koornneef et al., 1982;
Baumlein et al., 1994; Jofuku et al., 1994; Nambara et al., 1995; Parcy et al., 1997,
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Braybrook et al., 2006; Chiu et al., 2012). Sin embargo, ninguna de ellas presenta un
fenotipo similar al encontrado en ampl. Las alteraciones en la testa de ampl
mostradas por microscopia electrénica son similares a las encontradas en wrinkled 1
(wril), mutante afectada en el factor de transcripcion APETALA 2/ETHYLENE
RESPONSIVE ELEMENT BINDING (AP2/EREB) involucrado en el metabolismo de
compuestos de reserva energética en la semilla (Focks y Benning, 1998; Cernac y
Benning, 2004) por lo cual no se descarta una posible relacion entre WRI1 y AMPL1.
De la misma manera, la triple mutante sweetll; 12; 15 afectada en transportadores
de sacarosa retarda el desarrollo del embridn, reduce el peso de la semilla, contenido
de almidén vy lipidos resultando en fenotipos parecidos a las semillas “rugosas” e
“irregulares”. De hecho, sweetll; 12; 15 acumula almidon en la testa pero no en el
embrion. Una posibilidad podria ser que AMP1 regule los transportadores de
sacarosa de la familia SWEET y de esta manera afecta el programa de desarrollo
embrionario. Otra mutante mas estrechamente relacionada con los fenotipos de
semilla de ampl es MITOGEN ACTIVATED PROTEIN KINASE 6 (MPK6) que afecta
la morfologia y desarrollo embrionario dirigiendo a la formacion de tres distintos
fenotipos de semilla, que incluyen semillas méas grandes, semillas con arrugas en la
testa y semillas que expulsan el embrién de la testa, estos fenotipos correlacionan
con defectos en el desarrollo de la plantula (L6pez-Bucio et al., 2014), lo cual sugiere
que AMP1 podria estar involucrado en la via de las MAPK's en la regulacion del

desarrollo de la semilla.

El analisis de embriones de las semillas “regulares” de ampl muestra que los
embriones de la mutante tienen un desarrollo exagerado del meristemo apical (SAM)
gue hace que se pierda la forma caracteristica de los embriones de Arabidopsis
adoptando de esta manera una forma de “chupén”. Uno de los reguladores claves en
el desarrollo del SAM son las Ck’s que son suficientes para inducir formaciéon de
novo de SAM (Skoog y Miller, 1957; Estruch et al., 1991). La perdida de funcion de
AMP1 ocasiona una sobre-producciéon de Ck’s (Chaudhury et al., 1993; Nogué et al.,
2000a) aumentando de esta manera la actividad y tamafio del SAM y contribuyendo

al fenotipo embrionario presentado en amp1.
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La proteina homologa més cercana a AMP1l, es una glutamato-
carboxipeptidasa Il (GCPII) humana, la cual estd sobre-expresada en muchos
tumores, pero su papel en el desarrollo de cancer o en el ciclo celular es
desconocido (Hlouchova et al., 2012). Asi que es posible que las divisiones
anormales observadas durante el desarrollo embriogénico en ampl se alcanzan a
través de cambios en el control de proteinas del ciclo celular ya que se ha reportado
que en plantas de ampl se presenta una sobre-expresion de ciclina D3 (CDK3)
(Chaudhury et al., 1993; Vidaurre et al., 2007); pero esta hipotesis necesita ser
verificada experimentalmente. La ausencia de embrion en las semillas “irregulares”
de ampl asi como los eventos abortivos observados podrian deberse a una falla en
el proceso de fertilizacion. La mutacion en los genes FISPRC2 ocasiona eventos
abortivos, asi como alteraciones en el endospermo y la testa, aun en ausencia de
fertilizacion (Grossniklaus et al., 1998; Kiyosue et al., 1999; Makarevich et al., 2008)

lo cual podria estar sucediendo en las semillas “irregulares”.

La testa madura de Arabidopsis contiene células epidérmicas que producen
mucilago con propiedades que son importantes para la dispersién de la semilla,
retencion de agua y proteccion del embrién (Arsovski et al., 2010; Haughn y Western,
2012). Durante la germinacion, el mucilago se hidrata formando una capsula
gelatinosa alrededor de la semilla que consta de dos capas: una interna adherida
fuertemente a la testa conformada por RGI, hemicelulosa, celulosa y galactanos; y
otra externa soluble al agua constituida por RGI, hemicelulosa, galactanos y
arabinanos (Western et al., 2000; Macquet et al., 2007; Huang et al., 2011; Haughn y
Western, 2012). Usando microscopia electrénica y tincion de rojo de rutenio, se
determind que las testas de ampl tienen defectos en estructura y en la formacién de
la capsula de mucilago ya que las semillas de clase “irregular” y “protrusiva”
contienen areas donde la capsula de mucilago se pierde. Interesantemente, la capa
externa de la capsula de mucilago incrementa su tamafno en las semillas “regulares”
sugiriendo que la composicion quimica del mucilago podria estar alterada
favoreciendo la presencia de componentes de la capa externa. Mediante estas
observaciones se puede concluir que AMPl es importante para la correcta
diferenciacion de la testa. Mutaciones sobre los genes MUCILAGE MOTIFIED (MUM)
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causan defectos en la produccién de mucilago y en su composicion quimica
(Western et al., 2001). Particularmente, MUM4 codifica para una enzima implicada en
la biosintesis de ramnosa y es regulada por GL2 y TTG1 (Western et al., 2004),
genes clave en la regulacion de procesos de diferenciacion epidérmica en testa, raiz
y follaje. AMP1 podria estar regulando le expresion o actividad de reguladores
maestros del la diferenciacion epidérmica como GL2 y TTG 0 que actian cascada
abajo de MUMA4.

En Arabidopsis existen genes que regulan la produccion de mucilago,
desarrollo de pelos radiculares y tricomas, que incluyen a TTG1 y GL2 (Walker et al.,
1999; Rerie et al., 1994). Las mutantes ttgl y gl2 carecen de la bolsa de mucilago en
la testa y el desarrollo de pelos y tricomas se ve afectado. Por lo cual se decidio
analizar si la mutaciéon en AMP1 ademas de ocasionar alteraciones en la produccion
de mucilago en la testa, afectaria el desarrollo de pelos radiculares y tricomas. ampl
presenta un namero de tricomas reducido en las hojas, ademas de que éstos fueron
mas cortos y no estan trifurcados como en las plantulas silvestres. De manera
similar, cuando se compar6 el desarrollo de pelos radiculares, las plantulas ampl
presentaron pelos mas cortos y con bifurcaciones anormales, pero no se vio afectada
la densidad de pelos radiculares. Estas observaciones evidencian una funcién
pleiotropica de AMP1 sobre los programas de diferenciaciéon epidérmica. Lin y
Schiefelbein (2001) encontraron que la expresion de GL2 inicia en el protodermo
durante el desarrollo del embridn y concluyeron gque el patrén celular de los tricomas
y pelos radiculares se establece desde la embriogénesis. De hecho GL2 y TTG1 son
requeridos para la biosintesis de mucilago y formacion de la columela. Con esta
evidencia, proponemos que AMP1 podria regular la expresion o actividad de GL2 y/o
TTG impactando en los procesos epidérmicos durante la embriogénesis y el

desarrollo post-embrionario.

La germinacion comienza con la captacion de agua y procede la emergencia
de la radicula a través de la testa. El embrion, la testa y el endospermo coordinan la
regulacion de la dormancia y germinacion de manera independiente o0 sinérgica

dependiendo la especie de la planta (Bewley, 1997), por lo cual alteraciones en la
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estructura de la semilla repercuten sobre la germinacion. En un reporte previo, ampl
mostré una demora en la germinacién que mejoraba en un 60% en el tratamiento con
GA (Griffits et al., 2011). Sin embargo, nuestros datos indican que el GA no restaura
la germinacion de la semilla en las clases “rugosa”, “irregular’ y “protrusiva’,
sugiriendo que los defectos en la testa en estas mutantes ocurren de una manera
independiente a la via de sefializacion de GA y que la germinacion no procede

debido a posibles fallas en el desarrollo del embrion.

El fenotipo de semillas encontrado en ampl fue comparado con 27 lineas
mutantes alteradas en las principales vias de sefializacibn hormonales para buscar
una posible relacion del efecto observado con algun regulador del crecimiento. Sin
embargo ninguna de las 27 lineas mostré similitudes con el fenotipo de amp1, lo que
sugiere que AMP1 controla el desarrollo de la semilla de una manera independiente
de las vias hormonales clasicas y que ademas regula otros aspectos relacionados
con la morfologia de la semilla como son la dormancia y la germinacion. Las
observaciones del fenotipo de semillas de ampl sugieren un posible vinculo con la
via de sefalizacion de las MAP cinasas (MAPK), especificamente con la via que
involucra la participaciéon de las cinasas MPKKK4 (YDA), MKK4/MKK5, MPK3/
MPK6 que ha mostrado ser activada por moléculas de origen peptidico (Xu y Zhang,
2015). Mutaciones en la cinasa YDA y MPK6 causan defectos en el desarrollo del
embrion resultando en la propulsién del embrién fuera de la testa, efecto similar al
encontrado en la mutante ampl (Lukowitz et al., 2004). Ademas, YDA y MPK6 son
componentes de la cascada MAPK involucrada en la regulacion del desarrollo del
embrion (Bush y Krysan, 2007), estomas (Wang et al., 2007) y de la raiz (Lopez-
Bucio et al., 2014) indicando su importante papel en los programas de desarrollo
epidérmicos. Finalmente, se sugiere que AMPL1 regula el desarrollo embrionario y los
procesos de diferenciacién epidérmicos en raiz y hoja al estar involucrada en el
procesamiento de reguladores del crecimiento de origen peptidico que
probablemente activan la cascada de sefalizacion de YDA-MKK4/MKK5-
MPK3/MPK®6 para regular la expresién y/o actividad de GL2 y TTG (Fig. 27).
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FIGURA 27. Modelo propuesto para la participaciéon de AMP1 en la regulacién del desarrollo de la
semilla y diferenciacion epidérmica. AMP1 al ser una glutamato-carboxipeptidasa presente en el
reticulo endoplasmatico participa en el procesamiento de péptidos de secrecion involucrados en la
regulacion de procesos del desarrollo que son secretados para activar la cascada de sefializacion de
YDA-MKK4/MKK5-MPK6 para regular el desarrollo de la semilla, mediante componentes aun
desconocidos y también la actividad GL2 influenciando de esta manera la diferenciacion de la
epidermis en raiz y follaje.
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