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1. RESUMEN

ALTERED MERISTEM PROGRAM 1 (AMP1) codifica para una proteina
glutamato-carboxipeptidasa involucrada en el desarrollo embrionario, el
crecimiento vegetal y la homeostasis hormonal. En este trabajo, se realizd una
caracterizacion detallada de los programas de crecimiento, respuesta hormonal y
arquitectura de la raiz de plantas silvestres, mutantes y transgénicas de

Arabidopsis con niveles alterados en AMPL1.

Las mutaciones en AMP1 causaron una baja produccion de semillas con
alteraciones en la testa que correlaciona con una germinacion retardada, hojas
con menor formacion de tricomas y raices cortas con una mayor produccion de
pelos radiculares anormales. El analisis de la expresion de construcciones
genéticas relacionadas con distintas vias hormonales: citocininas (TCS::GFP),
auxinas (DR5:uidA) y acido abscisico (pABIl4:uidA) indicaron que el fenotipo
radicular de amp1l es independiente de la sefalizacion de citocininas y auxinas e
implica cambios en la respuesta al acido abscisico. Por otro lado, al comparar el
crecimiento de plantulas silvestres, mutantes ampl y lineas que sobre-expresan
AMP1 in vitro y en suelo, se registrd un papel positivo de AMP1 en la acumulacion
de biomasa, en el que las plantas sobre-expresoras desarrollan raices primarias
mas largas y con mayor densidad y numero de raices laterales, mientras que el
suministro de sacarosa restablecio el crecimiento de la raiz primaria en las lineas
mutantes, aspecto relacionado con cambios en la dinamica estomatica. Nuestros
resultados contribuyen al entendimiento de las funciones que desempena AMP1
en el desarrollo vegetal, la reproduccion, el metabolismo y la arquitectura de la

raiz, y sus posibles aplicaciones en el campo de la biotecnologia agricola.

Palabras clave: Estoma, Azucar, ABA, Raiz, Semillas.



2. ABSTRACT

ALTERED MERISTEM PROGRAM 1 (AMP1) encodes a putative glutamate-
carboxypeptidase involved in embryo development, plant growth, and
phytohormone homeostasis. In this work, the mutations of AMP1 show a low seed
production with a defective seed coat formation, which correlates with a retarded
germination, decreased production of trichomes on leaves and short primary roots

with increased ratio of abnormal root hairs.

Expression analyses of hormone-related gene constructs TCS::GFP,
DR5:uidA, and pABI4:uidA indicated that slow root growth is likely independent of
cytokinin and auxin signaling and involves changes in abscisic acid
responsiveness. On the other hand, by comparing the growth of Arabidopsis wild-
type, ampl mutants, and AMP1-overexpressing seedlings in vitro and in soil, a
positive role of AMP1l in biomass accumulation was discovered. AMP1-
overexpressing plants had longer primary roots and increased lateral root number
and density than the WT, while sucrose supplementation restored primary root
growth in ampl mutants, which suggests that AMP1 plays an important role in
carbon assimilation via the regulation of stomata cell guard functioning. These
data help to explain the pleiotropic functions of AMP1, possibly acting in a sugar-
dependent manner for regulation of root architecture, biomass accumulation, and

seed production.



3. INTRODUCCION

Las plantas son los productores primarios de los ecosistemas, participan en
la retencidon de agua en el suelo, contribuyen a regular la temperatura ambiental y
producen el oxigeno necesario para varias formas de vidas en el planeta,
incluyendo la nuestra. Asimismo, impactan sobre el entorno social al ser la
principal fuente de alimento para el hombre y utilizarse con propdésitos decorativos

0 como materias primas en la elaboracién de una infinidad de productos.

En el reino Plantae se incluyen organismos eucariotas que convierten la
energia luminica en energia quimica, que es almacenada en forma de azucares
mediante la fotosintesis. De manera general, los vegetales poseen organelos
llamados cloroplastos, especializados en la produccion o almacenamiento de
azucares; paredes celulares hechas de celulosa y vacuolas que les permiten
regular la turgencia celular. Los organismos fotosintéticos surgieron en
ecosistemas acuaticos y colonizaron la tierra hace aproximadamente 1 billéon de
afos; se cree que Charophyta algae, un alga verde de vida libre, originé primero a
las briodfitas, después aparecieron las traquedfitas, con sistemas vasculares y
finalmente las plantas con semillas, esta ultima considerada como una adaptacion
para hacer posible la reproduccion y la diseminacion de la progenie, las cuales a
su vez diversificaron en i) Gimnospermas, plantas con semillas desnudas vy ii)
Angiospermas, plantas con flores y semillas cubiertas (Ishizaki, 2017). Las
angiospermas son el grupo mas abundante, adaptado a todos los habitats y

donde se encuentran las especies de interés agricola.

Desde su aparicion el hombre ha estado en contacto con estos seres vivos,
aprendié cuales podia comer, utilizar como herramientas, casa, proteccion, etc.
Sin embargo, la domesticacién y probablemente los primeros esbozos de estudios
sobre estos organismos surgieron con la invencién de la agricultura y la medicina
ancestral. Sin embargo, fue hasta el siglo VIII A.C. que se establece la botanica,
ciencia que estudia la estructura, caracteristicas, propiedades y las relaciones de
los vegetales y sus procesos vitales. Desde sus inicios y durante varios siglos
posteriores, el principal objetivo del estudio de las plantas fue conocer las
especies existentes, diferenciarlas, clasificarlas e identificar aquellas con
propiedades medicinales. Se tomoé un curso distinto hasta que aparecieron los



estudios de Mendel sobre la herencia, dando asi un giro para entender los
mecanismos que regulaban los fenotipos y adaptaciones vegetales a partir de la
utilizacién de organismos modelo. Esto permiti6 que especies modelo como
Arabidopsis thaliana, al ser de facil manipulacion en el laboratorio debido a su
tamafno pequefo y ciclo de vida corto, dieran paso a la era de la biologia
molecular, que revoluciond el conocimiento en las areas de genética, fisiologia y

genética desde la década de 1980 hasta nuestros dias (Meyerowitz, 2001).

Actualmente se considera que las plantas perciben cambios ambientales y
modifican su expresion génica a través de diversas vias de sefalizacion para
optimizar su crecimiento y desarrollo y asegurar de esta manera su supervivencia
y la de su progenie. Dentro de los factores externos que afectan el desarrollo
vegetal se encuentran la disponibilidad de luz, agua y nutrientes, la temperatura,
los niveles de CO2 y la presencia de otros organismos que compiten por los
recursos y/o establecen relaciones bidticas. Esto hace necesario que el
crecimiento vegetal se ajuste a la disponibilidad de recursos a través de la
integracion de sefales que convergen en la modulacion del metabolismo vy

balance hormonal para mantener la homeostasis.

Los azucares o glucidos se utilizan como componentes estructurales,
fuente de energia y como moléculas de sefalizacion (Sakr et al., 2018). Su
metabolismo depende de la via de sefializacién del acido abscisico (ABA, por sus
siglas en inglés), una hormona sesquiterpenica que se produce cuando la planta
crece bajo condiciones de alta salinidad, temperaturas extremas o limitacion en la
disponibilidad de agua. EI ABA actua como un regulador negativo de la
germinacion, el crecimiento de la raiz primaria, la formacioén de raices laterales y
biogénesis de estomas, causantes de una disminucion en la fijaciéon de COz, la
division celular y disminucion en la expresién de genes relacionados con la
fotosintesis. Por otro lado, la proteina ALTERED MERISTEM PROGRAM 1
(AMP1) desempefa un papel clave en la regulacion del desarrollo vegetal en
Arabidopsis, ya que regula negativamente los niveles de ABA, pero se desconoce
si esta relacion antagonica le permite influir sobre el metabolismo y/o sefializacion

de azucares.



El presente trabajo aporta informacién acerca de como el gen AMP1 al
modular la respuesta al ABA, regula la captacion del CO2 impactando asi en el
desarrollo de la planta y su rendimiento tanto en biomasa como en la produccién
de frutos en Arabidopisis, siendo la mejoria de estos parametros de gran interés

para la agricultura.

4. ANTECEDENTES

4.1. Organismo modelo: Arabidopsis thaliana

Arabidopsis es una planta endémica de Europa, Africa y Asia que fue descrita
por primera vez en el siglo XVI por Johannes Thal, apellido del cual se acufi6 el
epiteto thaliana. Se trata de una angiosperma, dicotiledénea, perteneciente al
grupo de las Brasicaceas, sin interés comercial, pero emparentada con especies
como el nabo y la mostaza (Meyerowitz, 1987). Es herbacea y anual, con una
altura maxima de 40 cm; muestra dos tipos de hojas: i) basales que forman una
roseta pegada al suelo de donde emerge el tallo y ii) caulinares distribuidas
alrededor del tallo; inflorescencias en forma de racimos; flores hermafroditas de
color blanco, formadas por cuatro pétalos y cuatro sépalos; su fruto es una silicua
(fruto simple formado por dos 0 mas carpelos) que contiene aproximadamente 30
semillas de color café distribuidas en dos lineas paralelas (Hoffmann, 2002). Se
introdujo como organismo modelo en 1907 por Friedrich Laibach en Stransburgo
gracias a su tamafo diminuto y ciclo de vida corto (6 semanas), posteriormente se
caracterizé su genoma, compuesto de aproximadamente 120 Mb distribuido en 5

cromosomas (Lloyd et al., 1986; Meyerowitz, 2001).

4.1.1 Ciclo de vida

El ciclo de vida de Arabidopsis después de la germinacion, consta de dos
etapas: i) etapa vegetativa y ii) etapa reproductiva, la primera abarca desde la
germinacion hasta que el meristemo del follaje genera un tallo principal y la etapa

reproductiva inicia con la aparicion del meristemo floral hasta la senescencia (Fig.
1).
4.1.1.1 Etapa vegetativa

La germinacion inicia con la imbibicion de la semilla que consiste en la

hidratacion de su superficie; durante la maduracién de la semilla se acumulan



compuestos de almacenamiento y ABA, esta hormona mantiene a la semilla en un
estado de latencia, pero la hidratacidn ocasiona su inactivacion por hidroxilacion
conduciendo a la reactivacion del metabolismo. La movilizacién de los
compuestos de almacenamiento como carbohidratos, lipidos y proteinas a través
de la respiracion impulsan el crecimiento del eje embrionario con la consecuente
propulsion de la radicula a través de los distintos tejidos de la semilla permitiendo
la salida del embrién en 48 horas aproximadamente (Finch-Savage y Leubner-
Metzger, 2006).

Cuando la semilla germina, el metabolismo del embrion sera heterétrofo
hasta que se establece la fotosintesis y se producen carbohidratos para nutrirse,
crecer y enfrentar las condiciones adversas del ambiente. Los compuestos
almacenados son limitados, por lo que la semilla debera sensar si las condiciones
son favorables para la germinacion o de lo contrario su sobrevivencia podria verse
afectada. Aunque la imbibicion dirige a la degradacion de ABA, si hay presencia
de patogenos, altas temperaturas o estrés osmotico la testa induce la biosintesis
de novo de ABA (Toh et al., 2008; Lee et al., 2010), conduciendo a la semilla a un
proceso de adaptacién ecoldgica conocido como dormancia, hasta que las

condiciones ambientales sean adecuadas (Bewley, 1997).

En condiciones de oscuridad, después de la germinacion el embrion
agotara los compuestos de reserva para elongar el hipocétilo hasta encontrar una
fuente de luz. En cambio, en presencia de luz el embrién tarda aproximadamente
cuatro dias en salir de la semilla (Boyes et al., 2001), los cotiledones se abren, se
restringe el crecimiento del hipocdtilo y se establece la fotosintesis en los
cotiledones (Cosgrove, 1994; Quail et al., 1995), lo cual le permite a la plantula
producir carbohidratos e iniciar el desarrollo del sistema aéreo y el sistema
radicular (Von Arnim y Deng, 1996).

El sistema radicular de Arabidopsis comprende una raiz primaria, raices
laterales y pelos radiculares; su desarrollo es esencial ya que provee nutrientes,
agua y anclaje al suelo, ademas de mediar interacciones con microorganismos.
Con el inicio de la fotosintesis se transporta sacarosa a la radicula embrionaria
reactivando el meristemo radicular (RAM, por sus siglas en inglés root apical



meristem), convirtiéndola asi en una raiz primaria con capacidad de crecimiento
(Kircher y Schopfer, 2012).

La raiz primaria esta dotada de una gran plasticidad para responder a
factores extrinsecos como disponibilidad de nutrientes y presencia de
microorganismos, permitiéndole modificar su diametro, el rango y direccién de
crecimiento, asi como la formacion de raices laterales y la densidad y tamano de
los pelos radiculares, aspectos que en conjunto son conocidos como arquitectura
del sistema radicular (Slovak et al., 2016), la cual es dependiente de la actividad
del RAM, constituido por 2-4 células con una actividad mitética minima, conocido
como centro quiescente (QC) rodeado de un nicho de células iniciales con una
tasa alta de division celular, cuyas hijas originan las distintas capas: epidermis,

cortex, endodermis, periciclo y haz vascular (de Smet et al., 2015).

En el follaje, el meristemo apical (SAM, por sus siglas en inglés: shoot
apical meristem) inicia la formacion de novo de las hojas dispuestas desde el
centro hacia la periferia, formando una roseta. Las hojas tienen una estructura
diferente a los cotiledones, una de las diferencias mas notables es que en su
epidermis se muestran prolongaciones tubulares con tres bifurcaciones,
denominadas tricomas, cuyas funciones incluyen la atraccion de polinizadores a
través de la emision de substancias volatiles, proteger a la planta de la luz UV, de

la depredacion y herbivoria (Wagner et al., 2004).

La planta coordina el crecimiento de ambos sistemas a través del
transporte por el haz vascular de nutrientes y hormonas; la raiz induce la sintesis
de hormonas que informan al follaje si hay suficiente agua y nutrientes, mientras
el follaje transloca reservas de carbohidratos para incrementar su tamafio y la

captaciéon de agua y nutrientes (Ko y Helariutta, 2017).

4.1.1.2 Etapa reproductiva

Aproximadamente a los veintiséis dias después de la germinacion, el SAM se
convierte en meristemo floral ocasionando la emergencia de la primera
inflorescencia y la formacién de ramificaciones en el tallo. Este suceso marca la
transicién del desarrollo vegetativo al reproductivo, siendo un evento determinante

para la produccién de semillas. Esta transicién es acelerada por largos periodos



de frio (vernalizacién) y la deficiencia de nutrientes (Simpson y Dean et al., 2002).
Para iniciar la produccion de las semillas, en las flores ocurre una doble
fertilizacion: una célula espermatica se fusiona con la célula huevo del 6vulo
produciendo una célula diploide, el cigoto y otra célula espermatica se fusiona con
la célula central ovarica produciendo una célula triploide, el endospermo (Lopes y
Larkins, 1993; Faure et al., 2002). El cigoto formara el embrién y el endospermo
se encargara de nutrirlo durante gran parte de su desarrollo, mientras que los
tegumentos ovaricos formaran una capa de proteccion para ambas estructuras
denominada testa. Al proceso de formacion de la semilla se le denomina
embriogénesis y se divide en dos etapas: i) morfogénesis y ii) maduracion, en la
primera se establece el cuerpo del embrion y en la segunda se gana en biomasa y

se acumulan macromoléculas de reserva.

Durante la morfogénesis, el cigoto manifiesta ciclos variados de division
celular que delimitan la organizacion basica del cuerpo de la planta. La primera es
una division asimétrica, que establece el patron de crecimiento apical-basal; la
célula apical forma el embrion y la basal a la hipdfisis y el suspensor. La hipodfisis
dara origen al centro quiescente y el suspensor llevara nutrientes provenientes de
los tegumentos ovaricos. Para establecer el patrén de crecimiento radial, el
embridn experimenta divisiones transversas y periclinales que formaran los tejidos
primarios: el protodermo, el tejido precursor de cortex-endodermis y el
procambium (Capron et al., 2009). Las divisiones continuan hasta formar el SAM,

cotiledones, hipocoétilo, radicula y RAM (Laux y Jurgens, 1997).

La segunda etapa del desarrollo de la semilla, la maduracién, se caracteriza
por una acumulacion de ABA, sintesis de proteinas de almacenamiento como
albuminas y globulinas (Galland et al., 2014) y proteinas que le permiten adquirir
resistencia a la desecacion y llevar a cabo el plegamiento correcto de otras
proteinas necesarias durante la germinacion (Kamisugi y Cuming, 2005). Dentro
de este grupo de proteinas se encuentran las LATE EMBRIOGENESIS
ABUNDANT (LEA), que protegen las membranas celulares y estabilizan cristales
de azucar dentro de las semillas (Wolkers et al., 2001; Chakrabortee et al., 2012)
y proteinas de choque térmico (HSP) que funcionan como chaperones

moleculares (Méndez-Ferreira et al., 2013).



Todos los tejidos tienen una longevidad definida, por ello, al terminar la
produccion de semillas, se entra a la fase final del desarrollo, la senescencia, un
proceso de muerte celular programada caracterizado por la activacion de
procesos degenerativos como la degradacion de clorofila y la necrosis (Skubacz
et al., 2016). La senescencia esta regulada por el ambiente y sefiales enddgenas,
de manera natural se induce por la edad, a través de reguladores de crecimiento,
pero altas temperaturas, deshidratacion, déficit de nutrientes o infeccion por

patogenos pueden inducirla de manera prematura.

i
GERMINACION ~ > FLORACION PRODUCCION SENESCENCIA

DE FRUTOS
oo [ EEEN [ [
ETAPA VEGETATIVA ETAPA REPRODUCTIVA

Figura 1. Ciclo de vida de Arabidopsis. La etapa vegetativa inicia con la
germinacién, después de 4 dias el embridon sale completamente de la testa, los
cotiledones se abren y establecen la fotosintesis para producir sacarosa y
promover el desarrollo de hojas, incrementando la superficie expuesta a la luz.
Cuando las plantulas alcanzan ciertos niveles de sacarosa se induce la floracién
iniciando con ello la etapa reproductiva, durante esta etapa los asimilatos son
utilizados para promover el desarrollo de los 6rganos reproductivos y la
produccion de semillas, lo cual ocasiona que se inicie la senescencia de las hojas,
finalmente al terminar la produccién de frutos, todos los érganos finalizan su
desarrollo. DDG: dias después de la germinacion.

4.2. Fotosintesis

La principal fuente de energia en el planeta es la energia solar, pero esta no
puede ser directamente aprovechada por todos los organismos, entra a las

cadenas troficas a través de un proceso biologico realizado desde hace millones
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de afios por algunas bacterias y las plantas denominado fotosintesis, el cual
comprende varias reacciones acopladas que emplean la luz para convertir
moléculas inorganicas: diéxido de carbono (CO2) y agua (H20), en moléculas
organicas asimilables para todos los seres vivos (Blankenship 2014; Johnson,
2016; Shevela et al., 2019). Existen dos tipos de fotosintesis, la anoxigénica que
involucra solo un centro de reaccion y la oxigénica que usa dos centros de
reaccion y produce oxigeno (O2) realizadas por bacterias purpuras y verdes del
azufre y por cianobacterias, respectivamente (Martin et al., 2017). A continuacion,
se describira la fotosintesis oxigénica desempefiada por los organismos
vegetales, que se especula adquirieron la capacidad de llevarla a cabo por un
evento endosimbidtico ocurrido hace aproximadamente 1.5 billones de afos, en el
cual una bacteria fotosintética oxigénica (una cianobacteria), se asocidé con una
célula anaerobia heterétrofa originando un organulo vegetal con capacidades

fotosintéticas denominado cloroplasto (Margulis, 1981; Margulis y Fester 1991).

4.2.1. Estructuras fotosintéticas vegetales

Aunque hay reportes de fotosintesis en varios 6rganos del sistema aéreo
como los tallos, flores y frutos (Hu et al., 2012; Avila et al., 2014), los principales
organos fotosintéticos son las hojas, que ademas de tener una disposicion que
permite absorber la mayor cantidad de luz, poseen células especializadas para
captar CO2. La hoja es un d6rgano laminar unido al tallo a través de un eje
cilindrico llamado peciolo, presenta varias capas celulares distribuidas como se
muestra en la Fig. 2, protegidas por una impermeable cerosa conocida como
cuticula; las epidérmicas le brindan soporte y median las interacciones con el
ambiente, mientras que en el mesdfilo se encuentran las células que realizaran la

fotosintesis.

A Nervadura | B Tricomas
Cloroplastos
o Cuticula
Lamina e e e e — Epidermis superior
[EsESEES SEEHER"
@ olle o ocle of oo|0e| el 00| oe|os || ce|oe o) ee
e elo o] 0cje ¢ 00| 00fee|ee e0|00|eo
oY o @ ° © ® Mesofilo
ool o' e’%\[%e) /20 |8 e |/ Qo o 0®
® ® ® e /o ® ®°
J===1(B== — Epidermis inferior
o i Cuticula
Peciolo Estomas

Células pavimentadas
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Figura 2. Estructura de la hoja. A) Las hojas elipticas de Arabidopsis unidas al
tallo por el peciolo, son los principales tejidos fotosintéticos, en su nervadura
formada de tejidos vasculares se carga la sacarosa para transportarla a los
organos heterotrofos. B) Capas celulares de la hoja resguardadas por la cuticula,
del anverso al envés: epidermis superior cuyas células pavimentadas pueden
diferenciarse en tricomas, mesdfilo, células destinadas unicamente a la
realizacion de la fotosintesis, la epidermis inferior media el intercambio gaseoso a
través de las células guardianas que regulan la apertura de los estomas.
Modificado de Prado y Maurel (2013).

Las células del mesdfilo poseen alrededor de cien cloroplastos, cada uno
constituido por dos membranas, una interna y otra externa; hacia dentro
encontramos el estroma que contiene las enzimas necesarias para la fijacion de
COz2, ADN, ribosomas, granulos de almidén entre otras sustancias; y por vesiculas
llamadas tilacoides donde se encuentran los pigmentos, las proteinas de la

cadena transportadora de electrones y la ATP sintasa.

4.2.2. Pigmentos vegetales

Los pigmentos son sustancias que contienen un grupo funcional cromaoforo,
formado por un sistema de electrones conjugados que absorben cuantos de
energia en ciertas longitudes de onda. El principal pigmento en plantas superiores
es la clorofila, aunque también hay carotenoides que absorben la luz azul y roja o
la verde, respectivamente. La clorofila se encarga de absorber la energia
necesaria para la realizacion de la fotosintesis, mientras los carotenoides disipan
el exceso de energia de longitudes de onda corta que ocasionan la formacién de
especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés Reactive Oxygen
Species) para prevenir el dano a estructuras que participan directamente en las
reacciones fotosintéticas (Croce et al., 1999), el papel de los pigmentos
accesorios es clave para el desarrollo de la planta, se ha visto que la sobre-
expresion de genes relacionados con estos incrementa la acumulacion de
biomasa (Kaiser et al., 2019). Todos los pigmentos vegetales tienen como
precursores biosintéticos a los isoprenoides, cabe mencionar que estos también
son precursores de algunas fitohormonas, como es el caso de las giberelinas y
ABA (Schwarz et al., 2015).
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4.2.3. Captacion de CO:

Las plantas manifiestan un profuso intercambio de gases con el ambiente;
inlcuyendo la entrada de CO2 y la salida del Oz que se produce durante la
fotosintesis. Los estomas son pequefos orificios de 4 pm ubicados en la
epidermis del envés de las hojas. Aunque la evidencia fosil indica que estas
estructuras inicialmente no participaban en la fotosintesis, sino en la dispersion de
esporas, en las plantas vasculares han co-evolucionado con los tejidos vasculares
para coordinar la captacion de agua (Brodribb y Scott, 2017). La apertura y la
densidad estomatica establecen la conductancia de la hoja, que mide el indice de
intercambio gaseoso, segun algunos autores este es el factor determinante en la

eficiencia fotosintética (Franks y Beerling, 2009).

4.2.3.1. Apertura estomatica

Los cambios en la turgencia de dos células dispuestas alrededor del estoma
denominadas células guardianas, modulan su apertura a través de cambios
osmoticos en respuesta a componentes ambientales y endégenos, ocasionando
la entrada o salida de iones, lo cual conduce a la apertura o cierre,

respectivamente.

Los factores externos que regulan la dindamica estomatica son: la luz, la
temperatura, la concentracién de COz2, la disponibilidad de agua y la presencia de
patdgenos. En la oscuridad, la planta no fija CO2 por lo que sus estomas se
cierran, la luz en cambio actia como un regulador positivo de la apertura
estomatica al inducir la entrada de iones para facilitar el intercambio gaseoso
durante la fotosintesis (Kinoshita et al., 2001). Por otro lado, en respuesta a altas
temperaturas, altas concentraciones de CO:2 y la presencia de patdgenos, los
estomas se cierran para evitar la pérdida de agua, y la entrada de

microorganismos potencialmente daninos.

El cierre de estomas permite a la planta responder de manera oportuna
ante las situaciones anteriormente mencionadas, para lograrlo utiliza como
principal estrategia el cambio de potencial en la membrana a través de canales
idonicos y bombas de protones. La luz azul activa la H*-ATPasa de la membrana
en las células guardianas conduciendo a la hiperpolarizacion y permitiendo la

entrada de iones potasio (K*) a través de los canales potassium channel in
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Arabidopsis thaliana 1 (KAT1), potassium channel in Arabidopsis thaliana 2
(KAT2) y Arabidopsis thaliana K* transporter 1 (ATK1). La entrada de estos
cationes es balanceada con iones cloruro (CI-) y nitrato (NO3") o con malato? y la
consecuente entrada de agua ocurre por acuaporinas (Fig. 3A) (Daszkowska-

Golec y Szareijo, 2013).

Condiciones ambientales adversas inducen la biosintesis de ABA,
regulador maestro del cierre estomatico, situacion que podria datar desde hace
unos 400 millones de anos, como indica la capacidad para cerrar los estomas de
las licofitas, cuyo origen ocurrié en esa edad geoldgica (Brodribb y McAdam,
2011; Cai et al., 2017), de manera un poco mas reciente también se ha
identificado al acido jasmonico (JA, por sus siglas en inglés Jasmonic Acid),
hormona inducida en respuesta al ataque de herbivoros (Katsir et al., 2008) como
inductor del cierre de estomas. Ambas hormonas incrementan los niveles de
calcio (Ca?*) en el citosol despolarizando la membrana y ocasionando la salida de
K* a través de los guard cell outwardly rectifying K+ channel (GORK) (Hosy et al.,
2003; Foster et al., 2018). Se han sugerido a las ROS vy al 6xido nitrico (NO, por
sus siglas en inglés Nitric Oxide) como los efectores de los cambios en los niveles
de Ca*™ en respuesta a ABA y JA. Ademas de la salida de K*, ABA y JA también
activan los canales de eflujo de CI- slow anion channel-associated 1 (SLAC1)
mediante cinasas dependientes de calcio (CDK), la salida de estos cationes y
aniones causa la perdida de turgencia en las células guardianas (Fig. 3B). El
papel de las otras fitohormonas en la regulacién del comportamiento estomatico
no es muy claro, tanto las citocininas (CK), las auxinas, giberelinas y el etileno
regulan de manera ambigua el movimiento estomatico y la mayoria de las veces
los efectos se deben a las interacciones de ABA con estas hormonas (Dodd,
2003).
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Figura 3. Dinamica estomatica. A) La luz conduce a una hiperpolarizacién de la
membrana al activar una bomba de protones permitiendo la entrada de K* a
través de los canales: KAT1, KAT2 y ATK1, para equilibrar las cargas positivas
entran iones Cl- mediante SLAC1, asi como agua por acuporinas para llegar al
equilibrio osmotico. B) Bajo condiciones de estrés la planta induce el cierre de los
estomas mediante las fitohormonas ABA y AJ que inducen la produccién de ROS
y NO, respectivamente, incrementando de esta manea los niveles de Ca*™, lo cual
ocasiona la salida de K* a través del canal GORK, por otro lado los niveles de
Ca*™ también activan CDK’s que inhiben a los SLAC1. ABA es sintetizado en la
vasculatura y entra a las células guardianas a través del transportador ABCG22.

Cabe mencionar que el comportamiento de las células guardianas es muy
distinto de las células del mesdfilo, tanto sus perfiles de expresion génica como su
metabolismo se encuentran acoplados a una alta demanda energética, transporte
idnico y produccién de ROS. Estas células, aunque realizan fotosintesis y fijan el
CO2 en triosas fosfato, también expresan fosfoenolpiruvato (PEP) carboxilasa
para fijarlo en forma de malato, muestran un incremento en el numero de
mitocondrias y favorecen la glicolisis y la respiracion sobre la sintesis de sacarosa
y almidon (Daloso et al., 2017), estas modificaciones le permiten responder rapida

y eficientemente a fluctuaciones en el ambiente.
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4.2.3.2. Densidad estomatica

La correcta colocacion de cada estoma en las hojas posibilita un intercambio
de gases eficiente entre la planta y la atmosfera. La densidad estomatica se
define como el numero de estomas por hoja y es determinada genéticamente en
respuesta a las condiciones ambientales. La epidermis es una capa celular que
funciona como barrera protectora para los 6rganos vegetales, incluyendo las
hojas; solo a través de los estomas puede haber comunicacion entre la planta y la
atmosfera. En el envés, las células totipotenciales del protodermo (tejido
precursor de la epidermis) se diferencian en dos tipos: i) células de pavimento vy ii)
células madre meristemoides (MMC, por sus siglas en inglés meristemoid mother
cell). En el linaje estomatico, la MMC prolifera para convertirse en una célula

madre que despueés se divide para producir dos células guardianas.

La distribucion de las células pavimentadas y las células guardianas para
mantener un balance entre la perdida de agua y la fotosintesis, es de por lo
menos una célula pavimentada entre cada estoma (Fig. 4). El destino celular del
protodermo se determina por la expresion diferencial de factores de transcripcion
de la familia bHLH, en este caso regulados por péptidos de secrecién que se
transducen por cascadas de proteinas cinasa activadas por mitogenos (MAPK).
La cascada de las MAPK es una via conservada que se activa en respuesta a
estimulos externos como presencia de patdgenos, estrés osmético u oxidativo
para regular procesos del desarrollo a través de la divisidn celular asimétrica
(Nakagami et al., 2005). La amplificacion de la sefal se lleva a cabo a través de
fosforilaciones de proteina a proteina, el estimulo es percibido por un receptor tipo
cinasa que fosforila al primer elemento del médulo, la cinasa de la cinasa de la
MAPK (MAPKKK) activandola para fosforilar al segundo elemento, la cinasa de la
MAPK (MAPKK) que a su vez fosforila a la MAPK, la cual finalmente fosforilara a
un factor de transcripcién para regular distintos programas del desarrollo (Xu vy
Zhang, 2015).

Las células del mesdfilo secretan al EPIDERMAL PATTERNING FACTOR 9
(EPF9)/STOMAGEN que actia en el protodermo para formar células
pavimentadas mientras que para establecer el linaje estomatico, se secretan
EPIDERMAL PATTERNING FACTOR 1 (EPF1) y EPIDERMAL PATTERNING
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FACTOR 2 (EPF2), ambos péptidos son percibidos por los receptores tipo cinasa
TOO MANY MOUTHS (TMM), ERECTA (ER) y ERECTA LIKE 1 (ERL1) para
activar la via de MAPK formada por YODA (MAPKKK), MKK4/MKK5 (MAPKK) y
MPK3/MPK6 (MAPK) para inducir la division celular y fosforilar a SPEECHLESS
(SPCH), factor transcripcional que regula la iniciacién del linaje estomatico, por su
parte la proliferacion y la diferenciacion son determinadas por los factores
transcripcionales MUTE y FAMA, respectivamente (Dong y Bergmann, 2010). La
cascada puede ser inhibida a través de la desactivacidén de las MAPK por protein
fosfatasas de la familia PP2C (Leung et al., 2006; Umbrasaite et al., 2010), esta
regulacion negativa ocurre de manera natural para que la célula MMC prolifere y
se convierta en una célula madre guardiana. Es por esto que la pérdida de funcién
de la via YODA- MKK4/MKK5- MPK3/MPK6 conduce a la formacion de clusters
de estomas mientras que la ganancia forma unicamente células pavimentadas.
Ademas de regular la apertura, ABA y JA también afecta la densidad estomatica
al inhibir la expresiéon de SPCH, MUTE y FAMA (Tanaka et al., 2013; Han et al.,
2018).
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Figura 4. Biogénesis de estomas. A) La percepcién de los péptidos de secrecion
EPF1 y EPF2 por los receptores tipo cinasa TMM, ER y ERL1 activan una
cascada de MAPK para fosforilar al factor de transcrpcion SPCH y establecer el

CP CG
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linaje estomatico. B) La division del protodermo produce una célula hija que recibe
la sefial de EPF9, secretado por las células del mesofilo para prevenir la
fundacién del linaje estomatico y producir células pavimentadas (CP), mientras
que en la otra hija se convierte en una célula madre meristemoide (CMM), la
expresion del factor de transcripcion MUTE promueve la proliferacion de esta
célula, dando paso al establecimiento de la célula meristemoide (CM), cuya
diferenciacion en célula madre guardiana (CMG) es regulada por la expresion de
FAMA. Finalmente, la CMG se divide produciendo dos células guardianas que
modularan el intercambio gaseoso.

4.2.4. Absorcion y transporte de agua

El sistema vascular cuenta con tejidos especializados que utilizan un gradiente
de tension para transportar agua contra la gravedad desde el sistema radicular
hasta el sistema aéreo (Zimmermann, 1983). Esta conformado por células
enucleadas que forman un tejido conocido como floema, que transporta
principalmente la sacarosa producida por la fotosintesis, lo cual crea una presion
osmotica mayor que la atmosférica, permitiendo la absorcién de agua del suelo y
el direccionamiento del flujo hacia arriba a través de un tubo conductor formado
por células muertas denominado xilema (Heo et al., 2017). Estructuralmente el
haz vascular muestra en el centro al xilema, flanqueado por dos lineas de floema

y de tejido precursor de ambos tipos celulares (de Rybell et al., 2014).

El procambrium, tejido primario establecido desde la etapa globular
embriogénica (Moller et al., 2017), después de la germinacion se puede
diferenciar en xilema y floema, las células madre del procambium se dividen
periclinalmente para producir las células precursoras, que incluyen una célula del
procambium y una célula precursora cribosa, esta ultima se divide nuevamente
originando el protofloema y metafloema (Rodriguez-Villalon, 2016). El destino de
floema es establecido por la expresion de CLAVATA 3 (CLV3)/EMBRYO
SURROUNDING REGION 25 (CLE25) (Ren et al., 2019). Ademas, para mantener
la identidad de las células madre del haz vascular, las células del floema secretan
un péptido denominado TRACHEARY ELEMENT DIFFERENTIATION
INHIBITORY FACTOR (TDIF) que induce la expresion de WUSCHEL-LIKE
HOMEOBOX4 (WOX 4) en las células del procambium para promover su division
y evitar su diferenciacion (Fukuda y Ohashi-Ito, 2018). Por su parte las células del

procambium se diferencian en xilema de manera dependiente de las auxinas, las
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CK vy los factores transcripciones HOMEODOMAIN-LEUCINE ZIPPER Class lli
(HD-ZIP Ill) conformados por PHABULOSA (PHB), REVOLUTA (REV), CORONA
(CNR) y ARABIDOPSIS THALIANA HOMEOBOX 8 (ATHBS8) (Fabregas et al.,
2015), los cuales inducen la biosintesis de las CK para incrementar la expresion
de PIN-FORMED 7 (PIN7), un transportador de influjo de auxinas en las células
adyacentes para expulsar a las auxinas y crear un dominio de CK para promover
la diferenciacion en metaxilema. Las células con altos niveles de auxinas inducen
la expresién de ARABIDOPSIS HISTIDINE PHOSPHOTRANSFER PROTEIN 6
(AHP®6) para bloquear la transduccion de la via de las CK y de esta manera que el
procambium se diferencie en protoxilema. Recientemente Hao y Cui (2015)
reportaron que SHORT ROOT (SHR), participa en la diferenciacién del
procambium al inducir la expresion del microRNA 165A (miR165A) y microRNA
166B (miR165B), que dirigen a los transcritos de los HD-ZIP Il a su degradacion
(Mallory et al., 2004). Para convertirse en elementos conductores del xilema o
traqueidas, las células del protoxilema sufren de una muerte celular programada
regulada por la expresion de VASCULAR-RELATED NAC DOMAIN 7 (VND7)
(Yamaguchi et al., 2008).

El sistema vascular comunica al sistema radicular con el aéreo, transportando
el agua obtenida del suelo para la realizacion de la fotosintesis, incrementar el
area del sistema radicular, por un aumento en la formacioén de raices laterales y/o
la longitud o densidad de los pelos radiculares favorecen la absorcién de agua.
Ademas, la biosintesis de ABA bajo condiciones de estrés hidrico en el tejido
vascular para cerrar los estomas y evitar la pérdida de agua por transpiracion, es
también esencial para el equilibrio hidrico en las plantas terrestres (Qin y
Zeevaart, 1999;Thompson et al., 2000).

4.2.5. Reacciones de la fotosintesis

Las reacciones implicadas en la fotosintesis histéricamente se han dividido
en dos fases mutuamente dependientes: i) La fase luminica realizada en los
tilacoides, cuyo objetivo es produccién de ATP y poder reductor, elementos
necesarios para que ocurra ii) La fase oscura que fijara el CO2 en azucares en el

estroma del cloroplasto.

18



4.2.5.1. Fase luminica

Durante la fase luminica la planta obtiene la energia necesaria para romper
una molécula de agua y producir O2, protones y electrones a través de los
fotosistemas | y Il (PSI y PSII), complejos proteicos situados en la membrana
interna del cloroplasto; que estan formados por: i) un complejo antena, donde
cientos de moléculas de clorofila captan la luz para excitar los electrones del agua
y por ii) un centro de reaccion, constituido por proteinas que poseen un aceptor de
electrones, el cual transfiere los electrones para reducir al nicotin adenin
dinucleotido fosfato (NADP*) a nicotin adenin dinucleétido fosfato reducido
(NADPH). EI Oz es liberado al ambiente y los protones se utilizan para producir la
fuerza protdn motriz necesaria para sintetizar adenin trifosfato (ATP) (Mitchell
1961; Jagendorf y Uribe, 1966; Allen, 2002).

Los dos fotosistemas captan simultaneamente la energia luminosa (Nelson y
Junge, 2015), pero a diferencia del orden indicado en los nombres, primero
interviene el PSII, excitando los electrones del agua para transferirlos a la
feofitina, una porfirina presente en la misma clorofila y de ahi a los centros de
reaccion en el siguiente orden: primero a la plastoquinona (PQ), luego al
citocromo bef (cytbef) y finalmente a la plastocianina (PC) (Kok et al., 1970;
Roelofs et al., 1992; Cramer, 2011; Shen, 2015). Al reducirse esta ultima, se
liberan dos protones al lumen del tilacoide que son utilizados por la ATP sintasa
para fosforilar adenin difosfato (ADP). La PC transfiere sus electrones a la
ferredoxina del PSl y este a su vez al complejo ferredoxina-NADP+, complejo que
se une al flavin adenin dinucleotido (FAD) que acepta los dos electrones y reduce
el NADP+ a NADPH (Fig. 5).

19



ESTROMA

eI
nns2f PQ Ll
mm T

TR

LUMEN

Figura 5. Reacciones de la fase luminica. El PSII capta energia luminica para
hidrolizar una molécula de agua liberando Og2, protones y electrones. Los
electrones son transportados a la plastoquinona, citocromo bsf, plastocianina y al
PSI, el cual esta asociado al complejo ferredoxina NAPHP+ donde se reduce el
NADP+ a NADPH; mientras que los protones son utilizados por la ATP sintasa
para impulsar la sintesis de ATP. Modificado de Barber (2001)

4.2.5.2 Fase oscura

Esta fase también se conoce como ciclo de Calvin, involucra un complejo
enzimatico formado por ocho subunidades localizado en el estroma y llamado
ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa oxigenasa (RuBisCO), como su nombre lo indica
esta enzima cataliza dos reacciones: su funcion de carboxilasa utiliza los
electrones del NADPH para reducir al CO2 a carbohidratos, mientras que como
oxigenasa participa en la fotorrespiracién uniendo una molécula de ribulosa-1,5-
fosfato (RuBP) con O2, esta reaccion representa perdida de energia para la planta
ya que tiene que invertir una molécula extra de ATP en comparacion con la
carboxilacion (Andersson y Backlund, 2008). La fotorrespiracién tiene lugar
cuando las altas temperaturas impiden la entrada de CO2, disminuyendo la
afinidad de RuBisCO por este o cuando la concentracion de O2 supera 250 uM,
debido a que genera una molécula de CO2 para evitar sobre-oxigenacion de los
plastidios.

La fase luminica esta acoplada a la oscura de tal manera que la primera le
proporciona ATP y NADPH para la producciéon de hidratos de carbono y la
segunda en retroalimentacion le regresa ADP y NADP+. Aunque otros procesos

metabdlicos como la glicolisis también pueden generar ATP y NADPH, para evitar
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que otras senales interfieran la coordinacién entre las dos fases de la fotosintesis,
la RuBisCO es regulada por las reacciones de luz y de esta manera solo se podra
asimilar carbono mientras haya energia Iuminica disponible evitando Ila

degradacion de los carbohidratos.

Durante la primera etapa de la fase oscura, la RuBisCO une una molécula de
CO2 a la ribulosa-1,5-bifosfato (RuBP) formando un intermediario de seis
carbonos inestable que se rompe en dos moléculas de 3-fosfoglicerato (3-PGA)
(Spreitzer et al., 2002). El 3-PGA es fosforilado por la 3-fosfoglicerato cinasa
usando una molécula de ATP (proveniente de la fase luminica) produciendo 1,3-
difosfoglicerato (1,3-BPG), este es reducido por la 3-fosfato deshidrogenasa
(usando NADPH generado en la fase luminica) para formar una triosa 3 fosfato, el
gliceraldéhido 3 fosfato (3-PGA). Cada que entran tres moléculas de CO:2 se
forman seis moléculas de 3-PGA, una de ellas sera transportada al citosol para
producir sacarosa y las otras cinco son utilizadas para regenerar a la RuBP, a
través de una compleja serie de reacciones enzimaticas que generan
intermediarios como la fructosa-6-fosfato, eritrosa-4-fosfato, xilulosa-5-fosfato y la

heluptosa-7-fosfato (Fig. 6).
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CICLO

DE CALVIN

Figura 6. Ciclo de Calvin. La RuBisCO cataliza la uniéon de la RuBP y el CO:2
formando un compuesto inestable de seis carbonos, el cual se rompe produciendo
3-PGA, que es fosforilado a 1,3-BPG y después reducido a 3-PGA. Se producen 6
moléculas de 3-PGA, una es utilizada para la sintesis de sacarosa y las otras
cinco se usan para regenerar a la RuBP. Modificado de Bari (2004)

4.2.6. Sintesis de sacarosa

Aunque el producto del ciclo de Calvin es 3-PGA y las células utilizan esta
molécula para producir a los monosacaridos fructosa (Fru) y glucosa (Glc), se
considera a la sacarosa, el disacarido formado por estas dos hexosas, como el
producto final de la fotosintesis debido a que es el azucar que se transporta desde

los tejidos fotosintetizadores hasta los érganos heterétrofos como la raiz.
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3-PGA es translocado del cloroplasto por un transportador de triosas fosfato
(TTP) hacia el citosol donde se localizan las enzimas necesarias para la
biosintesis de sacarosa. El 3-PGA se usa para producir Glc, esta es fosforilada
por la HEXOKINASE (HXK) produciendo GIc6P que se convierte en Fru6P por
accion de una isomerasa; por otro lado, la GIc6P también se puede convertir por
la intervencion de una UGPase en UDPGiIc; la sacarosa fosfato sintasa (SPS) une
Fru6P y UDPGiIc para producir sacarosa fosfato (SucP), finalmente la sacarosa
fosfato fosfatasa (SPP) retira el fosfato resultando en sacarosa y ortofosfato (Pi)
(Fig. 7). La actividad de la SPS es regulada por la GIc6P y Pi de manera positiva y

negativa, respectivamente (Stitt y Zeeman, 2012; Ruan, 2014).

Para transportar la sacarosa desde su sitio de sintesis a los 6rganos
heterotrofos, las células del mesofilo la translocan al apoplasto por
transportadores de eflujo de la familia SWEET, una vez en el apoplasto se carga
al floema ya sea a través de transporte simplastico, mediante plasmodesmos o
por transporte apoplastico, que involucra la participacion de los transportadores
de influjo dependientes del pH, los SUCROSE TRANSPORTER/SUCROSE-
PROTON SYMPORTER SUT/SUC, ya que a diferencia de los SWEET son
simportadores de sacarosa/proton. El floema descarga la sacarosa a los tejidos
heterotrofos de manera similar a la carga, la saca al apoplasto a través de
SWEET vy del apoplasto pasan via simplastica o apoplastica mediada por
SUT/SUC a las células no fotosintéticas (Zakhartsev et al., 2016).

La sacarosa puede utilizarse para producir biomasa, esqueletos carbonados
para la sintesis de otros compuestos, generar energia, regular procesos
osmoticos y actuar como molécula de sefnalizacion, para utilizarla se hidroliza por
sacarosa sintasas (Sus) o invertasas (IN). La deficiencia de carbono y bajos
niveles de Oz inducen la expresiéon de las Sus para producir fructosa y UDPGluc y
usar esta ultima para la glicolisis. De manera contraria las IN son reprimidas por
bajos niveles de Oz y responden a hormonas y patégenos produciendo Fru y Glc
(Koch, 2004), segun su localizacién las IN se dividen en: i) invertasas de pared
celular (CWIN), relacionadas con la nutricibn de los frutos y ii) invertasas
citoplasmaticas (CIN) (Barnes y Anderson, 2018), que regulan el crecimiento de la

raiz y las estructuras reproductivas e iii) invertasas vacuolares (VIN), inducidas en
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respuesta a estrés y para incrementar la turgencia y elongacién celular (Ruan,
2014).

4.2.7. Cuando la planta no puede realizar fotosintesis

La luz es la unica fuente de energia para la fotosintesis por lo que de noche
las plantas dependen de los metabolitos acumulados durante el dia. En presencia
de luz del 30-50% de los fotoasimilados son convertidos a almidén, que sera
degradado durante la noche para mantener el metabolismo vegetal (Stitt y
Zeeman, 2012). El metabolismo de almidon es de suma importancia para el
crecimiento y desarrollo, se ha visto que una movilizacién deficiente durante la
noche conduce al secuestro del carbono asimilado afectando asi el crecimiento,
plantas con deficiencia en el metabolismo de este polimero muestran fenotipos
con disminucion del tamafio de roseta (Graf et al., 2010; Reinhold et al., 2011). Un
proceso tan importante tiene que estar altamente regulado, su sintesis ocurre
cuando el rango de fijacién de CO2 excede el rango de sintesis de sacarosa, que
depende su utilizacion y se coordina por la Fruc2,6BP (Stitt, 1990; Villadsen y
Nielsen, 2001). Altos niveles de Pi producido por la sintesis de sacarosa, inhiben
al transportador de triosas fosfato provocando su acumulacién en el cloroplasto e
iniciando la sintesis de almidén. Ademas, la enzima esencial para la sintesis de
almidodn, la AGPasa, es regulada negativamente por la Fruc2,6BP y positivamente
por la luz conduciendo a su inactividad durante la obscuridad (Hendriks et al.,
2003).

4.2.7.1. Sintesis de almidon

El almidon es un polimero de glucosa altamente ramificado formado por
unidades de amilosa y amilopectina, acumulado en forma de granulos en
plastidios como los cloroplastos y los amiloplastos. En los cloroplastos una
inhibicion del transportador de triosas fosfato conduce a una acumulacion de 3-
PGA que se condensa en Fru6P, se convierte a GIc6P por accion de la
PHOSPHOGLUCOSE ISOMERASE (PGIl), Iluego a GlIc1P por Ila
PHOSPOGLUCOMUTASE (PGM) y finalmente a ADPGIc por la AGPasa. La
ADPGiIc es utilizada como donador del grupo glicosil para elongar cadenas de
glucosa, los siguientes pasos son catalizados por las sintasas se almidén (SS, por

sus siglas en inglés starch synthase) y otras enzimas relacionadas con la
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formacion del granulo (Fig.7). Ademas de los cloroplastos, existe otro plastidio
localizado en la punta de la raiz que se especializa en la acumulacion de almidon
para dirigir el gravitropismo de la raiz (Tanimoto et al., 2008; Su et al., 2017). Al
encontrarse dentro de un érgano no fotosintético, los amiloplastos acumulan
almidén a partir del metabolismo de la sacarosa transportada a través del floema,
se convierte en GIc6P y entra al amiloplasto mediante un antiportador de
protones, se produce GIc1P y la sintesis se realiza como en los cloroplastos
(Geigenberger, 2011).

Ademas de los plastidios también se puede sintetizar almidon de dos maneras
distintas en el citosol, la primera ocurre cuando hay altas concentraciones de
sacarosa y esta es hidrolizada por la sacarosa sintasa produciendo ADPGIc y la
segunda es a través del 3-PGA producido por la glicdlisis. Todas las células
contienen la maquinaria enzimatica para la sintesis de almiddn, sin embargo, las
células no fotosintéticas no acumulan almidon porque la timidilato sintasa (TS),
enzima que produce el ATP necesario para la sintesis de almidon requiere al
folato como cofactor y solo los plastidios cuentan con las enzimas para producir

acido félico y sus derivados (Hayashi et al., 2017).
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Figura 7. Sintesis de sacarosa y metabolismo de almidén. Las triosas fosfato
generadas durante el ciclo de Calvin son transportadas al citoplasma, se
condensan para producir Fru1,6BP que se transforma en: Fru6P, GIc6P y GIc1P,
la cual es sustrato de la UGPasa para producir UDPGIc que por accion de las
enzimas SPS y SPP sintetizan sacarosa para la produccion de biomasa. Por otro
lado, cuando el TPT es inhibido por altos niveles del Pi generado por la reaccion
de la UGPasa, las triosas se condensan dentro del cloroplasto formando Fru-6-P
que se transforma también en GIc6P y GIc1P, esta ultima por accién de la
AGPasa se transforma en ADPGIc para iniciar la sintesis y granulacion del
almidon. Durante la noche cuando la planta no puede realizar fotosintesis, el
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granulo de almidén es desestabilizado por la fosforilacion de GWD y PWD,
después SEX4 y LSF2 fosforilan para que puedan acceder las amilasas AMY y
BAM vy el polimero sea degradarlo en maltosa y maltotriosas. Los productos de la
degradacion del almidén son transportados al citoplasma donde al isomerizarse a
Glc son convertidos a sacarosa. Modificado de Stitt y Zeeman (2012).

4.2.7.2. Formacion del granulo

La formacion del granulo es un proceso complejo y poco entendido, se origina
por la cristalizacion de la estructura secundaria de doble hélice que adopta la
amilopectina, debe haber una distribucion regular de ambos polimeros para
permitir la cristalizacion, las SS y las enzimas ramificadoras y derramificadoras se
encargan de regular dicha distribucién. Las SS pueden formar tanto amilosa como
amilopectina, cuando GRANULE-BOUND STARCH SYNTHESIS (GBSS) une
ADP-Gilc al grupo aceptor se produce amilosa, un polimero lineal poco ramificado,
en cambio, si la unidon corre a cargo de las SSI-lll se sintetizara un polimero
ramificado cada treinta residuos conocido como amilopectina. Por su parte las
BRANCHING ENZYMES (BE) y DEBRACHING ENZIMES (DBE) ramifican y
desramifican la cadena, respectivamente, en caso de que alguno de los polimeros
represente un impedimento estérico para la formacién del granulo. La SS IV es
clave para la formacion y morfologia del granulo, utiliza maltodrextrinas como
cebador para iniciarlo (Roldan et al., 2007; Nakamura, 2015; Lu et al., 2018)
mientras que el numero de granulos por cloroplasto es regulado por PROTEIN
TARGETING TO STARCH 2 (PST2), PROTEIN TARGETING TO STARCH 3
(PTST3), PLASTIDIAL PHOSPHORYLASE (PHS1), MAR-BINDING FILAMENT
PROTEIN (MFP1) y MYOSIN-RESEMBLING CHLOROPLAST PROTEIN (MRC)
(Malinova et al., 2017; Seung et al., 2017; Seung y Smith, 2019).

4.2.7.3. Degradacion

La hidrdlisis del almidén es altamente dependiente de la fosforilacion,
inicialmente la superficie del granulo es fosforilada por GLUCAN WATER
DIKINASE (GWD) o PHOSPHOGLUCAN WATER DIKINASE (PWD) en los C6 y
C3, respectivamente. Una vez desestabilizada la superficie, los grupos fosfato son
retirados por las fosfoglucan fosfatasas: Starch EXCESS 4 y Like STARCH
EXCESS FOUR 2 (LSF2) (Kétting et al., 2009; Santelia et al., 2011) para que

puedan acceder primero las exo-amilasas o beta-amilasas (BAM) y luego las
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endo-amilasas o alfa-amilasas (AMY) produciendo maltosa y maltotriosa,
respectivamente. Los productos de la degradacion del almidon son transportados
al citosol, la maltotriosa primero es transformada a glucosa para transportarse por
un simportador de protones (GIcT) y maltosa es transportada a través de maltose
exporter-like protein 1 (MEX1) (Fig. 7).

4.3. Azucares como reguladores del crecimiento y desarrollo vegetal

Los niveles de carbohidratos determinan la disponibilidad de energia y
componentes estructurales necesarios para mantener un metabolismo basal el
crecimiento y desarrollo. Por esta razon las plantas han desarrollado diversos
mecanismos para percibir los niveles de azucares y sus derivados y usarlos como
moléculas de sefalizacion para reaccionar ante estimulos externos (Chiou y
Bush, 1998; Li y Sheen, 2016).

Las fitohormonas orquestan el crecimiento y desarrollo vegetal, entre las
que destacan las auxinas al actuar como el principal regulador de la proliferacion,
expansion, diferenciacion y elongacion celular, modulando asi la morfogénesis de
los sistemas aéreo y radicular (Saini et al.,, 2013). Sin embargo, durante los
ultimos afios, se ha sugerido que los azucares se encuentran rio arriba de las
auxinas en varios programas. Aunque las auxinas son necesarias para reactivar
los meristemos y participen en la regulacion de la dominancia apical de la planta,
la sola adicién de auxinas no restablece la actividad meristematica, unicamente la
adicién de sacarosa o glucosa (Kircher y Schopfer, 2012) y de igual manera para
el otro caso, es la distribucion de sacarosa es la sefial que modula la dominancia
apical (Manson et al., 2014). También hay evidencia de que la sacarosa induce la
expresion de los genes de sintesis de auxinas YUCCA's (Franklin et al., 2011),
por otro lado, en respuesta a bajos niveles de este disacarido, la via auxinica es
reprimida por la expresion de indole-3-acetic acid inducible 3/SHORT
HYPOCOTYL 2 IAA3/SHY2 (Weiste et al., 2017). De esta manera los azucares se
colocan en el sitio mas alto de las cascadas de sefializacion que regulan los

diversos programas del desarrollo (Ramon et al., 2008).

Ademas de proporcionar energia a los distintos tejidos vegetales, la carga y
descarga de sacarosa en el floema genera una diferencia en la presién de

turgencia permitiendo la captacion de agua en la raiz y el direccionamiento de
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flujo en el haz vascular, sus derivados participan en la regulacion la turgencia
celular y la expresion génica, incluso se ha propuesto que de manera analoga a
los niveles de Ca*?, los niveles de glucosa en el citoplasma podrian controlar la
funcion celular (Wingenter et al., 2010). Aunque la sacarosa es el asimilado mas

importante, muchos de sus efectos son atribuidos a la glucosa.

La distribucion de sacarosa es fundamental para el desarrollo vegetal, cada
tejido y érgano muestra un patron determinado de transportadores e invertasas,
acorde con su funcion y requerimiento metabdlico. Al mismo tiempo cada etapa
del desarrollo manifiesta un metabolismo de carbono especifico; durante la fase
vegetativa se invierte en la generacion de componentes estructurales e
incrementa asi el tamano de los érganos y durante el desarrollo reproductivo se

almacena en las semillas.

Desde el inicio de la etapa vegetativa los azucares impactan en los distintos
programas de desarrollo, se ha reportado que altos niveles de glucosa y sacarosa
inhiben la germinacién (Zhao et al., 2009). Al inicio de la germinacion y durante el
establecimiento de la plantula, los compuestos de reserva de la semilla son
movilizados a través de un metabolismo oxidativo, pero cuando se inicia la
fotosintesis y se produce sacarosa, esta es la molécula efectora en la reactivaciéon
del meristemo radicular para restablecer el crecimiento de la raiz primaria (Kircher
y Schopfer, 2012), ademas regula la expresion de WUSCHEL-RELATED
HOMEOBOX 5 (WOX5), factor transcripcional que mantiene la identidad del QC
(Gonzali et al., 2005). De hecho, la mutacién del transportador de sacarosa a la
raiz, SUCROSE-PROTON SYMPORTER 2 (SUC2), es letal y la de los SWEET 11
y 12 que permiten su descarga al apoplasto radicular, detienen el crecimiento de
la raiz al conducir la sacarosa a acumularse en forma de almidon en las hojas
(Chen et al., 2015; Eom et al., 2015). También incrementa la longitud de los pelos
radiculares, el tamano de las hojas y la formacidon de raices laterales (Fig. 8)
(Mishra et al., 2009; Raya-Gonzalez et al., 2017; Van Dingenen et al., 2019).

Uno de los reguladores de la transicién a la etapa reproductiva es el micro
RNA 156 (miR156), el cual evita la traduccion del mensajero de APETALA 2 (AP2)
y SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE (SPL). Se sabe que

miR156 es reprimido tanto por dos subunidades del complejo mediador: MED12 y
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MED13 (Gillmor et al., 2014; Buendia-Monreal y Gillmor, 2017; Raya-Gonzalez et
al., 2017) como por los niveles de glucosa y sacarosa (Yang et al., 2013). Ademas
de regular el inicio de esta etapa, la sacarosa también determina la formacion de
tallos; la acumulacién de este sacarido en el tallo principal conduce a la

ramificacion (Manson et al., 2014).

El desarrollo del embrion depende de los asimilados del tejido materno, por
lo que se transporta sacarosa del floema al tegumento externo ovarico, luego al
tegumento interno y al suspensor de manera simplastica quedando disponible en
el apoplasto adyacente al embrion (Stadler et al., 2005), pero aun se desconoce
coémo entra al embridn, probablemente sea a través de SWEET11;12;15 que se
expresan en las semillas y su mutacion afecta el desarrollo del embrion y la testa
(Chen et al., 2015). La acumulacion de fuente de carbono en forma de almidén es
clave para el desarrollo de las semillas (Hedhly et al., 2016), por lo que la
elevacion de CWIN y AGPasa aumentan el tamano y peso de la semilla
(Smidansky et al.,, 2002; Wang et al., 2008). Los niveles de glucosa también
participan en la induccion de la senescencia al incrementar la expresion de la
fosfolipasa D (Fan et al., 1997), que ocasiona un deterioro de la membrana celular

y la muerte celular programada.

Aunque los azucares son necesarios para impulsar todos los programas de
desarrollo y favorecen la sintesis de clorofila y la actividad del PSI (Prasanna et
al., 2004; Egorova et al.,, 2006) en altas concentraciones pueden manifestar
efectos negativos, por ejemplo, inhiben el desarrollo de los cloroplastos y la
expresion de genes de componentes fotosintéticos como plastocianina,
carotenoides y RuBisCO (Dijkwel et al., 1996; Jang y Sheen, 1994; Ramon et al.,
2008). En el sistema radicular inhiben el crecimiento de la raiz primaria por una
interaccion con la via de seinalizacion del ABA, que reprime al transportador de
auxinas PIN-FORMED 1 (PIN1) (Yuan et al., 2014) e induce la produccién de

H202, lo cual disminuye la elongacion celular (Sun et al., 2018).
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Figura 8. Etapas del desarrollo reguladas por la sacarosa. La sacarosa es
esencial para la embriogénesis y activacidon de los meristemos después de la
germinacién, ademas incrementa la formacion de raices laterales, el crecimiento
de los pelos radiculares y de las hojas, participa en la regulacion del inicio de la
floracién y sus niveles determinan la dominancia apical de la planta.

4.3.1. Via de senalizacion de azucares

Desde el punto de vista metabdlico, los niveles de sacarosa correlacionan
con los de glucosa, pero como moléculas sefal no funcionan de la misma
manera, las hexosas favorecen la division celular y la expansiéon mientras que la
sacarosa favorece la diferenciacion. Debido a esto hay transportadores para
ambos sacaridos y la planta invierte energia en romper y resintetizar sacarosa
para coordinar el desarrollo (Lastdrager et al., 2014; Sakr et al., 2018). Utilizar una
misma molécula con fines energéticos y de sefalizacion es practico para el
organismo, pero diferenciar un papel del otro es complejo, para entender cuando
actuan como senal se han utilizado moléculas analogas con modificaciones que

les impiden ser metabolizadas.
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El receptor de sacarosa probablemente sea el transportador SUCROSE-
PROTON SYMPORTER 3 (SUC3) (Barker et al., 2000), ya que conduce a la
sacarosa a la hidrolisis y de esta manera entra en forma de glucosa para ser
percibida por el sensor de glucosa, la hexocinasa HXK, que migra al nucleo para
unirse a factores de transcripcién para promover la expresién de genes inducibles
por glucosa. La fructosa es percibida por el receptor G-protein signaling 1 (RGS1)
(Grigston et al., 2008) o por la fructosa-1,6-difosfatasa (FBP), de localizacion
nuclear (Fig. 9) (Cho et al., 2011). Debajo de la sacarosa se encuentran el calcio y
proteinas cinasas dependientes de calcio (CDKs) y fosfatasas (Vitrac et al., 2000;
Martinez-Noel, 2010).

Glc6P ——p T6P—I

Figura 9. Via de senalizacién de azucares. CWIN hidroliza la sacarosa en el
apoplasto para producir Fru y Glc, las cuales son percibidas por RGS1 y modifican
la transcripcion, por otro lado, cuando la sacarosa es translocada por SUC3 es
dirigida a la hidrolosis por la CIN produciendo Fru y Glc en el citoplasma, la Fru
puede ser transportada al nucleo donde sera percibida por FBP y la Glc al ser
sensada por la HXK ocasionara el transporte de esta al nucleo para inducir la
transcripcion de genes de respuesta a glucosa. La accién dual de la HXK también
le permite producir Glc-6-P que por accion de la TPS produce T6P (el sensor de
sacarosa) para inhibir a SnRK1 y promover el crecimiento.
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4.3.2. Integracién del metabolismo para coordinar el crecimiento

Para coordinar el metabolismo con el desarrollo, la planta debe integrar la
informacion de la asimilacion y uso del carbono, los niveles de sacarosa y glucosa
le indican suficiencia de asimilacion y disponibilidad de energia mientras que la
maltosa sefiala movilizacidon de la reserva de carbono por asimilacion deficiente o

condiciones de estrés.

La sacarosa activa a la trehalosa6Psintasa (TPS) para catalizar la reaccion
de la UDPGiIc y de la GIc6P produciendo trehalosa6P (T6P) (Cabib y Leloir, 1958),
un disacarido producido en bajos niveles con fines de regulacién y no metabdlicos
(Paul, 2008) que funciona como un sensor de los niveles de sacarosa y participa
en la regulacion de respuestas del metabolismo, crecimiento y estrés abiotico
(Paul, 2008; Yadav et al., 2014). Por otro lado, los niveles de glucosa son
monitoreados por la HXK, una enzima glucolitica que adiciona grupos fosfato a
hexosas como la glucosa, fructosa y maltosa para producir GIc6P, la cual junto
con la TGP participan en la regulacién de uno de los reguladores maestros del

metabolismo en eucariotas.

Los principales sistemas integradores de las sefales energéticas y de
estrés para modular el crecimiento en plantas son Sucrose Non-Fermenting
Related Protein Kinase 1 (SnRK1) y Target of Rapamycin Complex 1 (TORC1)
que fosforilan distintos elementos rio abajo modificando asi la expresién génica

para reprimir o incrementar el crecimiento, respectivamente.

4.3.2.1. Inhibicién del crecimiento por ShnRK1

SnRK1 es una serin/treonin cinasa analoga a AMP-activated Protein Kinase
(AMPK) en mamiferos, cuya funcién es reprogramar el metabolismo bajo
condiciones de estrés. Esta cinasa es activada por bajos niveles energéticos e
inanicidon para inducir el catabolismo y reprogramar la transcripcion adaptando el

crecimiento a estas condiciones (Broeckx et al., 2016).

Arabidopsis codifica para tres subunidades cataliticas a1, a2 y a3 y cuatro
subunidades regulatorias (1, B2, B3 y By. La maltosa proveniente de la
degradacion del almidén se une a la subunidad By para activar el complejo (Ruiz-

Gayosso et al., 2018) mientras que GIc6P y T6P inhiben su actividad (Nunes et
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al., 2013). Regula miles de genes que codifican para factores de transcripcién y
proteinas involucradas en el remodelamiento de cromatina y fosforila una de
subunidades de TORC1 conduciendo a la disociacion el complejo (Fig. 10) (Gwinn
et al., 2008).

4.3.2.2. Incremento del crecimiento por TORC1

TORC es altamente conservado en eucariotas; en animales y levaduras se
ha reportado la formacion de dos complejos TORC1 y TORC2, siendo sensible e
insensible a la rapamicina, respectivamente, en plantas el caso es distinto ya que
solo se ha encontrado la presencia del TORC1 y muestra resistencia a dicho
antibiético (Maegawa et al., 2015). La importancia de este complejo en el
desarrollo es tal, que es blanco de varios tratamientos anticancerigenos y en
plantas la pérdida de su funcién es letal al ser fundamental para la embriogénesis,
actividad en los meristemos y el desarrollo de las hojas y la raiz (Menand et al.,
2002; Dobrenel et al., 2011; Xiong et al., 2013; Xiong y Sheen, 2014;), debido a lo
anterior, el conocimiento generado sobre su funcionamiento se ha obtenido

gracias al uso de inhibidores o mutantes condicionales.

LST8, RAPTOR vy la cinasa Target of Rapamycin (TOR) son las
subunidades que constituyen a TORC1, en Arabidopsis la cinasa es de copia
unica mientras que dos genes codifican para las subunidades LST8 y RAPTOR
(Anderson et al., 2005; Moreau et al., 2012). El trimero es activado en condiciones
nutrimentales 6ptimas para fosforilar a los factores transcripcionales E2Fa, elF3h
y la proteina ribosomal S6K (Mahfouz et al., 2006; Xiong et al., 2013;
Schepetilnikov et al., 2011) conduciendo al inicio de la traduccion y de la divisidon
celular propiciando el anabolismo y el incremento en la biomasa para impulsar el

crecimiento (Fig.10).
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Figura 10. Interaccion de la sacarosa con sensores energéticos y hormonas.
En bajos niveles de sacarosa se induce la expresion del inhibidor de la via de
sefalizacion auxinica IAA3/SHY?2 asi como la activacion de SnRK1 que promueve
la autofagia e inhibe el crecimiento al fosforilar a RAPTOR conduciendo a la
disociacion del TORC1. En niveles 6ptimos de sacarosa se inducen las enzimas
de sintesis de auxinas, las YUCCA's, activando a TORC1 y al factor de
transcripcion E2FA, ademas de incrementar los niveles de GIc6P y T6P que
inactivan a SnRK1, todo esto favorece la actividad de TORC1 para que fosforile a
E2FA, elF3h, S6K y PYL’s incrementando la division celular y la sintesis de
proteinas e inhibiendo la via de sefalizacion de ABA para permitir el crecimiento.
Altos niveles de sacarosa activan al factor de transcripcion de respuesta a ABA,
ABI4 que inhibe al transportador de auxinas PIN1. Bajo condiciones de estrés la
via de sefalizacion de ABA activa a SnRK2 que conduce a la disociacion de
TORCH1 al fosforilar a RAPTOR.

4.3.3. Interaccidn entre la via de senalizacién de azucares y ABA

El crecimiento se detiene bajo condiciones de estrés para maximizar las
respuestas y asegurar la sobrevivencia. EI ABA regula procesos vitales como la
maduracién de la semilla, crecimiento vegetativo, dormancia y la adaptacion de la
planta a condiciones de estrés ambiental. Ademas, esta estrechamente ligado con
TORC1, SnRK1 y la sefializacion y metabolismo de los carbohidratos.
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La biosintesis de ABA inicia en los plastidios, partiendo del isopreno, la
zeaxantina epoxidasa (ZEP) y 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa (NCED) forman
xantoxina (Nambara y Marion-Poll, 2005), esta es exportada al citoplasma donde
se convierte a ABA-aldehido y finalmente las aldehido oxidasas (AAO) producen
la hormona activa. Durante la maduracién de la semilla se produce en todos los
tejidos embrionarios, bajo condiciones ambientales adversas la testa en la semilla
y las células del parénquima en la vasculatura incrementan su sintesis para
inducir dormancia o cerrar los estomas, respectivamente (Kuromori et al., 2010).
Para mantener la homeostasis, esta hormona es conjugada con un grupo glicosil
formando ABA glicosil ester (ABA-GE) permitiendo su acumulacién en la vacuola
(Boyer y Zeevaart 1982; Xu et al., 2002; Seiler et al, 2011), dicha
compartamentalizacion permite que se puedan dar respuestas rapidas, la AtBG1,
una [B-glucosidasa localizada en el reticulo endoplasmico hidroliza ABA-GE
incrementado las cantidades disponibles de ABA en condiciones estresantes (Lee
et al., 2006). Por otra parte, la hidroxilaciéon en el C1 por la citocromo P450
monooxigenasa forma un compuesto inestable que la conduce a su degradacion
(Cutler y Krochko, 1999).

El ABA puede recorrer grandes distancias a través de transportadores tipo
ATP-binding cassette (ABC) (Kang et al., 2010; Kuromori et al., 2010; Kanno et
al., 2012). Es exportada de los sitios de sintesis principalmente por Arabidopsis
thaliana ATP-binding cassette G25 (ABCG25), en la semilla es importado por
Arabidopsis thaliana ATP-binding cassette G40 (ABCG40) y ABA IMPORTER1
(AIT1) mientras que su entrada a las células guardianas es mediada por
Arabidopsis thaliana ATP-binding cassette G22 (ABCG22).

Sus receptores se encuentran en el citoplasma y pertenecen a la familia
PYRABACTIN RESISTANCE LIKE, REGULATORY COMPONENT OF ABA
RECEPTOR (PYR/PYL/RCAR), en Arabidopsis hay 14 receptores, muchos de los
cuales se desconoce su funcién especifica, el mas estudiado es PYL8. ABA se
une a su receptor para inhibir a través de la producciéon de ROS a la familia de
PROTEIN PHOSPHATASE 2 (PP2C) (Lu et al., 2015) y activar tres protein
cinasas: OPEN STOMATA1 (OST1) y dos SnRK2, rio debajo de las cinasas se
encuentran los factores de transcripcion ABA RESPONSIVE ELEMENTS (ABRE)
BINDING FACTOR (ABF), ABA RESPONSE ELEMENT BINDING FACTOR
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(AREB), ABA INSENSITIVE 3 (ABI3), ABA INSENSITIVE 4 (ABl4) y ABA
INSENSITIVE 5 (ABI5). ABIS tiene un papel predominante en la regulacion de la
embriogénesis (Bensmihen et al., 2004). ABI3 interactua con ABI5 (Lopez-Molina
et al., 2002; Piskurewicz et al., 2008), ABI4 es un factor de transcripcion tipo
AP2/ERF que también participa en la germinacién y regula la inhibicion de la
formacion de raices laterales al reducir el transporte de auxinas (Shu et al., 2013).
La via también puede activarse de manera independiente de ABA a través de
Brasinoesteroides, ya que BRASSINOESTEROID-INSENSITIVE 2 (BIN2) fosforila
a ABI5 y SnRK2 (Hu y Yu, 2014).

El ABA induce el cierre de los estomas bajo condiciones de estrés hidrico y
altas temperaturas para evitar pérdida de agua por transpiracion (Qin y Zeevaart,
1999; Thompson et al., 2000; Edo et al., 2008) permitiendo un uso eficiente del
agua, un aspecto de vital importancia para las plantas terrestres que afecta la
produccion de biomasa. EI ABA esta estrechamente relacionado con la via de
senalizacion de los azucares, se le atribuyen los efectos negativos sobre el
crecimiento ocasionados por altas concentraciones de glucosa, ya que ambas
vias convergen en la induccién de ABI4 (Rook et al., 2006), la mutacién de lineas
de respuesta a azucar: SUCROSE UNCOUPLED (SUN), IMPAIRED SUCROSE
INDUCTION (ISI), GLUCOSE INSENSITIVE (GIN) y SUGAR INSENSITIVE (SIS)
alélicas a dicho factor de transcripcidon causan resistencia a ABA y glucosa (Laby
et al.,, 2000; Arenas-Huertero et al., 2000). Sin embargo, la interaccién entre
ambas vias podria ser mas compleja y dependiente de los niveles y localizacién
subcelular de la glucosa, aunque tradicionalmente han sido relacionadas de
manera sinérgica, también se han reportado papeles antagdnicos entre ambos
reguladores del desarrollo. De manera positiva los productos de degradacién de la
glucosa son utilizados para la sintesis de isopreno, precursor del ABA
(Kreuzwieser et al., 2002) y la glicosilacion es necesaria para incrementar los
niveles de ABA de manera eficiente en condiciones de estrés, por su parte ABA,
reprime CWIN vy el transportador de hexosas para mejorar su acumulacion en la
vacuola como un mecanismo osmoprotector (Oliver et al., 2007). Por otro lado, el
receptor de ABA, PYLS8 induce la expresion de la HXK conduciendo a la clorosis y

senescencia, pero se muestra reprimido por la adicion de glucosa (Lee et al.,
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2015), probablemente por una interaccién con TORC1 que fosforila los receptores
de ABA (Wang et al., 2018).

4.3.3.1. Azucares durante las respuestas a estrés abiodtico

Bajo la exposicion a condiciones estresantes como salinidad, presencia de
metales pesados, altas temperaturas y ataque por patdégenos, ABA induce la
produccion de ROS como moléculas sefial para coordinar las respuestas de
defensa (Bailey-Serres y Mittler, 2006). Esto puede ocasionar efectos nocivos
como peroxidacion lipidica, ruptura de la doble cadena de ADN, modificaciones en
la estructura proteica y muerte celular (Sharma et al.,, 2012; Oktyabrsky vy
Smirnova, 2007; Laloi y Havaux, 2015), para disminuir los dafios colaterales
causados por estas moléculas, se activan agentes antioxidantes: i) enzimaticos:
como superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y peroxidasa (POD) vy ii) no
enzimaticos, como el ascorbato (Asc), glutation (GSH), flavonoides y compuestos

fendlicos (Bolouri-Moghaddam et al., 2010).

La acumulacién de glucosa mejora el contenido de antioxidantes (Wei et
al.,, 2011). Ademas, los azucares reaccionan con el OH-, la especie reactiva mas
toxica entre las ROS, para producir acido formico que en presencia de luz genera
sacarosa, glucosa, fructosa, malato y acido aspartico (Siddiqui et al., 2020), la
rafinosa actua como el principal azucar osmoprotector, es por ello que ABA
modifica la distribucion de azucares mediante la modulacion del metabolismo de
almidoén para incrementar los niveles de rafinosa (Kempa et al., 2008; Storm et al.,
2018).

4.4. ALTERED MERISTEM PROGRAM 1 como regulador de la homeostasis
hormonal y desarrollo vegetal

ALTERED MERISTEM PROGRAM 1 (AMP1) codifica para una putativa
glutamato carboxipeptidasa (Helliwell et al., 2001) muestra similitud del 48% con
una glutamato-carboxipeptidasa humana denominada N-acetylated-a-linked acidic
dipeptidase (NAALADase), la cual incrementa las concentraciones del glutamato
en el tejido neuronal mediante hidrolisis del dipeptido N-acetiaspartilglutamato
(NAAG) en N-acetilaspartato y glutamato (Robinson et al., 1987). Sin embargo, en
plantas no se ha probado su actividad como peptidasa, ni se ha establecido su

relacion con el glutamato, la unica funcién respaldada experimentalmente es la
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regulacion de los transcritos de los HD-ZIP Ill, a través de la interaccién con la
proteina ARGONAUTE 1 (AGO1) cuya funcion es guiar a microRNAs a su
secuencia complementaria de RNAm, produciendo una doble cadena de RNA que
sera degradada (Li et al., 2013). De esta manera se regula la expresion génica a
nivel postranscripcional. AMP1 codifica para una proteina formada por 706
aminoacidos localizada en el reticulo endoplasmico que muestra tres dominios
caracteristicos: i) dominio de peptidasa M28, ii) un dominio asociado a proteasas

y iii) un dominio de receptor tipo transferrina.

Este gen es clave en varios programas del desarrollo, las mutantes ampl
muestran defectos pleiotropicos como alteraciones en el desarrollo del meristemo
apical y el numero de cotiledones, fotomorfogenesis constitutiva, perdida de la
dominancia apical, formacion de flores aberrantes, aumento de la proliferacion
celular, de la dormancia y del tiempo de floracion (Chaudhury et al., 1993;
Mordhorst et al., 1998; Nogué et al., 2000a, b; Griffiths et al., 2011). Muchos de
estos fenotipos han sido asociados a un incremento en los niveles de ABA y CK
debidos a la sobre-expresion de enzimas relacionadas con la biosintesis de
ambas hormonas, pero no se sabe que causa dicha sobre-expresion (Yao et al.,
2014).

El ABA induce la degradacion de la proteina AMP1, mientras que la sobre-
expresion del gen muestra resistencia a dicha hormona y altos niveles de SOD
(Shi et al., 2013b). Por otro lado, la perdida de funcion muestra un alto contenido
de azucares solubles y la sobre-expresion de enzimas de degradacion de almidén
y metabolismo oxidativo sugiriendo que la homeostasis de azucares podria verse
afectada por AMP1.
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5. JUSTIFICACION

AMP1 es un gen clave para distintos programas del desarrollo de Arabidopsis,
su mutacion altera las respuestas al ABA, regulador negativo del crecimiento y de
la apertura estomatica, estrechamente relacionado con el metabolismo vy
senalizacion de azucares. Los azucares producidos por la fotosintesis, al
proporcionar fuente de energia y esqueletos carbonados para la sintesis de
componentes estructurales y reguladores del crecimiento, tienen un papel
fundamental en el crecimiento y la morfogénesis. Dado que se desconoce la
participacion de este gen en el metabolismo de azucares, dilucidar la relacion
entre ambos aportara informacion valiosa sobre la regulacion de desarrollo

vegetal.

6. HIPOTESIS

El gen AMP1 modula la el metabolismo de azucares impactando en el

desarrollo Arabidopsis.

7. OBJETIVOS
7.1. Objetivo general

Esclarecer la participacion de AMP1 en el metabolismo de azucares.

7.2. Objetivos especificos

1. Analizar los efectos de AMP1 en el crecimiento y desarrollo.

2. Caracterizar los efectos de la disponibilidad de azucares sobre los
niveles de AMP1.

3. Determinar si AMP1 modifica la cantidad y localizacién de carbohidratos

en la planta.

4. Dilucidar los posibles mecanismos involucrados por AMP1 para regular

la cantidad y localizacion de azucares.
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8. RESULTADOS

8.1. Capitulo I. ALTERED MERISTEM PROGRAM 1 plays a role in seed coat
development, root growth, and post-embryonic epidermal cell elongation in
Arabidopsis.

8.2. Capitulo Il. ALTERED MERISTEM PROGRAM 1 promotes growth and
biomass accumulation influencing guard cell aperture and photosynthetic
efficiency in Arabidopsis.
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Abstract Plant development relies on the capacity of cells
to interpret positional information and translate it into
proliferation, elongation, and differentiation programs.
ALTERED MERISTEM PROGRAM 1 (AMPI) encodes a
putative glutamate carboxypeptidase involved in embryo
development, plant growth, and phytohormone home-
ostasis. Here, we show that mutations of AMPI cause
defective seed coat formation, which correlates with
increased frequency of embryo abortion, low seed pro-
duction, and retarded germination. Seed alterations in
ampl mutants were related to decreased production of
trichomes on leaves and increased ratio of short or bifur-
cated root hairs in primary roots and primary root growth
inhibition. Expression analyses of hormone-related gene
constructs TCS::GFP, DR5:uidA, and pABI4:uidA indi-
cated that slow root growth is likely independent of cyto-
kinin and auxin signaling and involves changes in abscisic
acid responsiveness. Our data show that AMP/ is necessary
for normal seed coat and embryo establishment during seed
development and plays an important role in post-embry-
onic root growth and epidermal cell elongation.
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Introduction

Plant form and function require specialization of cells
through acquisition of distinct morphological, biochemical,
and physiological properties. Growth and differentiation
programs are tightly coordinated to develop the shoot
system, which performs the basic functions of photosyn-
thesis and reproduction, whereas the root system special-
izes in anchoring the plant to the soil and absorbs water and
mineral nutrients (Gallavotti 2013; Ruiz-Herrera and others
2015). The epidermis is the protective outer laver of
clonally related cells covering all plant organs at most
developmental stages. It is composed of cells that differ-
entiate in adaptively significant frequencies and patterns
(Glover 2000; Javelle and others 2011). The seed coat and
seedling epidermis arise from the outer cell layer during
embryogenesis. The leaf and stem epidermis originate after
germination from the shoot apical meristem, whereas the
root epidermis develops from the root apical meristem.
Epidermal-differentiated cells include stomatal guard cells
that allow gas exchange, trichomes that protect the aerial
parts from herbivores, and root hairs that increase the root
surface area for water and nutrient uptake (Ishida and
others 2008; Casson and Hetherington 2010; Bruex and
others 2012).

Seeds ensure the propagation of angiosperms via
embryo protection and geographical dispersion. Seed
development initiates after a double fertilization event that
gives rise to the three major components of the seed, (i) the
embryo, which comes from egg cell fertilization, (ii) the
endosperm, which comes from central cell fertilization and
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provides a supply of nutrients to the developing embryo, and
(iii) the seed coat, which originates from maternal integu-
ments and acts as a mechanical and protective barrier
(Haughn and Chaudhury 2005; Dekkers and others 2013).
After fertilization, cell division begins yielding an apical and
a larger basal cell, and the apical cell continues dividing to
finally produce the hypocotyl, the shoot meristem, and
cotyledons. The basal cell divides horizontally producing the
suspensor, whose hypophyseal cell participates in the for-
mation of the embryonic root meristem (Breuninger and
others 2008; Lau and others 2012; Locascio and others
2014). The final seed size, weight, and form are coordinately
determined by endosperm development, growth of the
embryo, and differentiation of the integuments (Berger and
others 2006; Zhou and others 2009). The proper embryo
development depends on an adequate provision of sucrose
and nutrients by the endosperm and seed coat; if endosperm
development fails or transport of sucrose via the seed coat is
affected, embryo development does not proceed normally
(Hehenberger and others 2012; Lafon and Kéhler 2014;
Chen and others 2015). Genetic analysis suggests that the
endosperm produces a signal that initiates the differentiation
of the integuments to produce the seed coat (Roszak and
Kohler 2011; Berger and others 2006; Ingouff and others
2006; Figueiredo and Kéhler 2014). A few loci have been
implicated in the development of the seed coat in Ara-
bidopsis, including APETALA 2 (AP2) and TRANSPARENT
TESTA GLABRA | (TTG1), which regulates elongation of
seed coat cells, protoanthocyanidin, and mucilage biosyn-
thesis (Debeaujon and others 2000; Orozco-Arroyo and
others 2015). Moreover, TTG/ and AP2 loss-of-function
causes limited and prolonged cell proliferation of the
endosperm, respectively, indicating an endosperm seed coat
cross-talk during seed development (Koornneef 1981;
Koornneef and others 1952; Jofuku and others 1994; Fig-
ueiredo and Kéhler 2014).

Following germination, the plant epidermis plays
important structural and adaptive roles. In primary and
lateral roots, epidermal cells differentiate into two cell
types following a file-specific program, root hair cells, also
named trichoblast or H (Hairy) cells, and non-hair cells,
termed atrichoblasts, or N (Non-hair) cells. Trichoblasts
are commonly located between two cortical cells and are
thought to control root hair determination and differentia-
tion via signal exchange (Rerie and others 1994; Masucci
and others 1996; Ishida and others 2008; Libault and others
2010). TTGI and GLABRA 2 (GL2) transcription factors
are important regulators of root hair specification that
control the expression of genes encoding cell wall com-
ponents, such as CELLULOSE SYNTHASE 5 (CESAS) and
XYLOGLUCAN ENDOTRANSGLUCOSYLASE 17
(XTH17) (Tominaga-Wada and others 2009; Libault and
others 2010). After root hair specification, several
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processes including cytoskeleton dynamics, vesicle traf-
ficking and ion or metabolite exchange regulate the
polarized growth of root hairs (Rerie and others 1994;
Masucci and others 1996; Ishida and others 2008; Libault
and others 2010). In leaves, some epidermal cells differ-
entiate as trichomes, which act in defense against herbi-
vores, in protection against UV light, and in production of
protective chemicals (Hiilskamp and others 1994; Pattanaik
and others 2014). In Arabidopsis, trichome cells are three
branched structures, whose specification depends on a
signaling network involving GLABRA 3 (GL3), GLABRA 1
(GL1), and TTG/ (Pattanaik and others 2014).

Plant growth regulators control epidermal cell differ-
entiation and elongation thoroughly. Auxin, ethylene,
cytokinin (CK), abscisic acid (ABA), and gibberellin sig-
naling pathways play crucial roles in seed development,
dormancy, and germination (Arc and others 2013). Phy-
tohormones regulate both root hair and trichome develop-
ment via changes in expression of genes encoding
transcription factors, enzymes, and structural components,
such as cellulases and expansins required to achieve the
final morphology and function of epidermal cells (Hiils-
kamp and others 1994; Ishida and others 2008; Pattanaik
and others 2014). Although seed coat differentiation, root
hair, and trichome development rely on the expression of a
common set of genes, very little is known about the
specific role of each gene product in coordination of
growth and cell patterning specification (Casson and
Hetherington 2010; Bruex and others 2012).

ALTERED MERISTEM PROGRAM 1 (AMP]) encodes
an endoplasmic reticulum (ER) membrane-localized glu-
tamate carboxypeptidase involved in several developmen-
tal processes in plants. Recently, it has been found that
AMPI and ARGONAUTE 1, a key component of the plant
micro-RNA (miRNA) effector complex, both localize to
the ER and interact to inhibit translation. In amp/! mutants,
mRNA cleavage and decay occur normally, whereas the
translation rate of miRNA-controlled proteins is enhanced
at ER-located polysomes, suggesting an important role of
AMP! on the plant signaling pathways controlled by
miRNA (Liu and others 2013).

In accordance with its critical role in plant signaling,
mutations in the Arabidopsis AMPI gene cause large-scale
alterations in phenotype including abnormal embryo
development, altered number of cotyledons, de-etiolation
of dark grown seedlings, increased leaf initiation, dwarfing,
earlier flowering, semi-sterility, and increased cell prolif-
eration (Chaudhury and others 1993; Mordhorst and others
1998; Nogué and others 2000a, b; Vidaurre and others
2007; Kong and others 2015). These alterations have been
related to increased levels of endogenous phytohormones,
including CKs and/or ABA, as well as nitric oxide or
AUXIN RESPONSE FACTOR 5 (ARF5) acting downstream
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in a signaling cascade affecting cell cycle gene expression
(Vidaurre and others 2007; Griffiths and others 2011; Liu
and others 2013; Shi and others Shi and others 2013a, b).
An increased CK content in amp/ mutant seedlings likely
explains the constitutive photomorphogenesis, enhanced
shoot regeneration, and increased branching already
reported for these mutants, whereas the enhanced shoot
meristem size and leaf initiation rate phenotype appears to
be independent of the altered CK levels (Chin-Atkins and
others 1996: Nogué and others 2000b; Huang and others
2015). Mutation of the ampl-31 allele resulted in both
greater accumulation of ABA than the WT and increased
ABA sensitivity in seed germination and root growth
inhibition; this later response was correlated with more
lateral roots being formed in the mutants and improved
drought resistance (Yao and others 2014). Hence, AMP1
represents a key regulator of plant development and hor-
monal responses; however, how the diverse functions of
this protein converge at the molecular and cellular level is
not resolved.

In this study, we provide evidence that AMP/ plays a
pleiotropic role in epidermal tissue differentiation leading to
seed coat development, and report four distinct and
stable seed phenotypes that were not previously described
for these mutants. We also found that amp/ seedlings pro-
duce less trichomes per leaf and short or bifurcated root hairs
in primary roots and shorter primary roots. The indicated
root or shoot phenotypes are unlikely caused by enhanced
CK or auxin response, and correlated with increased ABA
responsiveness in root tips and, surprisingly, with AP2 and
MUM3 overexpression. Our data suggest a primary role
of this putative glutamate carboxypeptidase not only in
coordinating embryo development to the formation of the
seed coat, but also in post-embryonic root growth and epi-
dermal cell elongation programs.

Materials and Methods
Plant Material and Growth Conditions

Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) ecotypes Columbia
(Col-0), Landsberg erecta and Wassilewskija, and the sin-
gle, double, and triple mutant lines ampl-10
(SALK_021406), ampl-20 (SALK_138749), crel-i2
(Inoue and others 2001), ahk2-2 (Ueguchi and others
2001), ahk3-3 (Ueguchi and others 2001), der2-1 (Chory
and others 1991), rpni/2 (Smalle and others 2002), ein2
(Guzman and Ecker 1990), e¢in3 (Chao and others 1997),
etrl (Bleecker and others 1988), ero3 (Woeste and others
1999), errl (Kieber and others 1993), Amoal (Guo and
others 2003), nialnia2 (Wilkinson and Crawford 1993),
Jjarl (Tiryaki and Staswick 2002), pft1.2 (Raya-Gonzilez

and others 2014), aux/-7 (Pickett and others 1990), axr2-/
(Wilson and others 1990), sir] (Fukaki and others 2002),
arf7arf19 (Okushima and others 2007), tirlafb2afb3 (Parry
and others 2009), abil (Leung and others 1997), abi2
(Leung and others 1997), abi3 (Nambara and others 1992),
abi4 (Finkelstein and others 1998), abi5 (Finkelstein 1994),
and drrl (Morquecho-Contreras and others 2010) were
used for the experiments reported here. To generate the
wild-type and ampl lines expressing CK, auxin or ABA
reporter gene constructs, T7CS::GFP (Ziircher and others
2013), DR5:uidA (Ulmasov and others 1997), and
PABI4:uidA (Bossi and others 2009), respectively, crosses
were made between transgenic plants expressing these
constructs and homozygous amp/ mutants. F3 populations
from the crosses were screened for seedlings with slow
growing roots, and homozygous lines harboring the marker
constructs were used in subsequent experiments. For his-
tochemical analysis of GUS activity and detection of GFP
expression, we used the protocols reported by Raya-Gon-
zilez and others (2014).

Seeds were surface sterilized with ethanol 95 % and
sodium hypochlorite 20 % for 5 and 7 min, respectively,
then washed five times with 1 ml sterile distilled water, and
incubated for 7 days at 4 °C. The seeds were plated into
0.2X solidified MS medium containing MS basal salts
(Murashige and Skoog Basal Salts Mixture, Sigma-
Aldrich, St Louis, MO), 1 % agar (Phytagar Gibco-BRL),
and 1 % sucrose (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) and
incubated in a plant growth chamber (Percival AR-95L) at
22 °C with a photoperiod of 16-h light/8-h darkness under
light intensity of 105 pmol/m?/s.

Seed Coat Analysis

The seed phenotype analysis was performed using a
stereoscopic microscope MZ6 (Leica Microsystems). Seed
phenotypes of the ampl mutant were classified and pho-
tographed with a camera adapted to the microscope (Cy-
ber-shot DSC-S875; Sony Electronics), and the seed length
and width were determined with Image J program (Wayne
Rasband National Institutes of Health, USA). For the
analysis of the seed coat, dry WT and amp/-10 seeds were
covered with a copper layer and analyzed and pho-
tographed using a Jeol JSM-7600F field emission scanning
electron microscope, equipped with a Bruker X-Flash6/30
camera.

Seed Germination Assays
For germination assays, mature seeds from WT and the
four ampl—10 mutant classes were sterilized and plated

into 0.2X MS medium and/or the same medium supple-
mented with 1 pM GA, and incubated in a plant growth

@ Springer

44



1144

J Plant Growth Regul (2016) 35:1141-1158

chamber to register germination at the time when radicle
was completely emerged.

Trichome, Root Hair, and Silique Analyses

Arabidopsis WT and ampl-10 mutant seeds were surface
disinfected and plated as described above and then grown
into a plant growth chamber (Percival AR-95L). Root hairs
were analyzed from primary roots of 7-day-old seedlings
and trichomes were counted and photographed from
14-day-old leaves. For embryo development analysis, WT
and ampl mutant seedlings were grown in Petri plates for
12 days and then transferred to soil until fruit production.
Ten siliques were dissected with a needle and the devel-
oping seeds and embryos photographed with a stereoscopic
microscope (MZ6, Leica Microsystems), and with a
DM5000B differential contrast microscope, respectively.

Mucilage Detection

Dry seeds of Arabidopsis WT and ampl mutants were
incubated in | ml 50 mM EDTA at 1000 rpm during 2 h
and then incubated in agitation in 0.01 % (w/v) Ruthenium
Red at 1000 rpm during 1 h. Stained seeds were mounted
on glass slides, analyzed, and photographed with an optic
microscope DM5000B (Leica Microsystems) using differ-
ential interference contrast (DIC) microscopy.

Embryo Analysis

Arabidopsis WT and ampl embryos were dissected from
the silique using a needle and then incubated for 2 days in
Hoyers solution (prepared as described in Seed Genes
Project database; http://www.scedgenes.org). After clear-
ing, the seeds were analyzed and photographed by DIC
microscopy in a DMS5000B optic microscope (Leica
Microsystems).

Northern Blotting

For RNA hybridization analysis, 12-day-old seedlings were
frozen and grinded into liquid nitrogen, and total RNA was
extracted from 50 mg of grinded tissue using TRIzol
according to the protocol of the manufacturer (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). RNA (10 pg) was separated in 1.2 %
formaldehyde agarose gel electrophoresis according to the
protocol adapted from Rneasy Mini Handbook (QIAGEN)
and transferred to Hybond-N+nylon membrane (GE,
Healthcare) and fixed in an UV crosslinker at 70,000
microjoules/cm®, Different probes were **P radiolabeled
with o**P dCTP (Perkin Elmer Life Science Inc.) using
Klenow DNA polymerase | according to the protocol of
the manufacturer (NEW ENGLAND, Biolabs). Membranes
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containing RNA were hybridized for 4 h with the different
probes tested and washed with a solution of sodium chlo-
ride (7.5 mM)/sodium citrate (8.75 mM). The probe was
detected after 8 h of exposure in an X-Ray film (GE,
Healthcare). The assayed probes were amplified by PCR
reactions from DNA using the indicated oligonucleotides,
AP2 forward 5 GGGATCTAAACGACGCAC 3’ and
reverse 5ACGCCGGTAAAACGTAAC 3'; TTGI forward
5" CACTCTACGCCATGGCTT 3' and reverse 5'TGATGC
GAAAACCCTAGC 3"; MUMS3 forward 5GATGGATGA
GGGAAGGCA 3’ and reverse 5’CATTCGGGAGCTCGT
GGC 3.

Results

AMPI Mutation Affects Fruit Size, Seed Production,
and Seed Phenotype

Seed development is an important agricultural and adaptive
trait. An analysis of Arabidopsis WT (Col-0) and ampi-10
mutants grown in soil showed that ampl! siliques were
65 % shorter than WT, which correlated with decreased
seed production and ovule fertilization (Supplementary
Fig. S1). To analyze seed viability, we obtained several
seed pools from individual homozygous ampl-10 and
ampl-22 mutants and compared to WT seeds. Surpris-
ingly, both amp/ mutant alleles exhibited four segregating
phenotypically distinctive seed classes not previously
described for these mutants (Fig. la—e and Supplementary
Fig. §2), including seeds that we defined as “regular,”
“raisin,”  “irregular,” and “burst.” In the first class
(~80 % ampl-10/fregular seeds), the loss-of-function of
AMP] caused slight alterations in seed morphology
(Fig. 1b and Supplementary Figs. S2 and S3). The second
class (~8 % ampl—10/raisin seeds) included seeds with
rough coats (Fig. 1c and Supplementary Figs. S2 and S3).
The third class (~10 % ampl-I10firregular seeds) had
alterations in shape, seed coat structure, and pigmentation
(Fig. 1d and Supplementary Figs. S2 and 8§3), whereas the
smaller class (~2 % ampl—10/burst seeds phenotype)
included seeds with protruding embryos (Fig. le and
Supplementary Figs. S2 and S3). An AMPI overexpressing
line AMP1 OX2 showed normal seed phenotypes both in
form and size, whereas ampl-10 mutants developed
smaller and thinner seeds (Supplementary Figs. S3 and S4).
These data show that although the loss-of-function in
AMP1 affects seed form and size, higher AMP/ levels did
not disrupt normal seed morphogenesis.

Because most phytohormones are known to participate
in seed development, we tested whether the seed phenotype
of amp! mutants could be observed in Arabidopsis mutants
affected in auxin, ET, CK, ABA, nitric oxide, and jasmonic

45



J Plant Growth Regul (2016) 35:1141-1158

1145

amp1-10

lcregular

Fig. 1 AMPI mutation causes four different seed phenotypes. Seeds
from wild-type plants (Col-0) are shown in (a). b—e amp/-10 mutant
seeds that were collected from individual homozygous plants and
separated according to the seed phenotype using a dissection
microscope: b Seeds with phenotype similar to WT (“regular”™).
¢ Seeds resembling raisins (“raisin™). d Seeds with clearly collapsed
coats (“irregular™). e Seeds with embryos protruding from the seed
coat (“burst”™). Scale bar = 500 pM

acid signaling pathways. Dry seed screening, considering
form, width, and length of cre/-12, ahk2-2, ahk3-3, det2-1,
rpnl2, ein2, ein3, etrl, eto3, ctrl. Atnoal, nialnia2, jarl.
pftl.2, sagl3, auxl-7, axr2-1, sirl, arf7arf19, tirlafb2af-
b3, abil, abi2, abi3. abi4, abi5, and drrl, hormone-related
mutants, revealed that the abi5 and tirlafb2afb3 single and
triple mutants, respectively, were longer than WT seeds
(Supplementary Fig. S5). However, none of the above-
mentioned mutants showed the seed phenotypes already
found in the ampl! mutants.

ampl Seeds Show Defects in Seed Coat Structure
and Mucilage Production

The outer cell layer of Arabidopsis seeds consists of
polygonal structures that form a donut-shaped pocket with
a volcano-shaped central elevation known as columella,
which results from deposition of mucilage between the

primary cell wall and protoplasm (Windsor and others
2000; Volodymyr and Boriskuj 2014). To determine if
AMPI modulates seed morphology through modifications
on seed coat cells, we performed an ultra-structure scan-
ning electron microscopy analysis on mature WT and
ampl-10 seeds. This analysis revealed the characteristic
polygonal cells with thickened radial cell walls and well-
defined columella in WT seeds (Fig. 2a—c). In contrast, the
seed coat of the four different ampl-10 seed classes
exhibited unusual epidermal cells (Fig. 2d—o). Although no
significant differences in size were evident, “regular” and
“raisin” seeds showed more robust columella than the WT
(Fig. 2f, i, p, and q), whereas “burst” seeds had an
abnormal organization of seed coat cells, lacking well-
defined cell walls and columella (Fig. 2m—q).

Mucilage mainly consists of pectin, which contains
large amounts of galacturonic acid and rhamnose, and low
amounts of monosaccharides such as arabinose, galactose,
glucose, xylose, and mannose forming complex polysac-
charides (Voiniciuc and others 2015). Seed mucilage
content can be estimated via ruthenium red staining, which
reveals the acidic biopolymers found in the seed coat
(Hanke and Northcote 1975). A ruthenium red staining
assay on WT seeds revealed inner and outer domains; the
inner domain was defined by a characteristic magenta
color, which radiates out from the mucilage pocket,
whereas the outer mucilage domain is defined by an
unstained halo surrounding the inner layer (Fig. 3a—). The
staining assay in ampl—-10 “regular” and “raisin” seeds
showed similar staining patterns as in WT seeds (Fig. 3d-
i), but in the “irregular™ and “burst” seeds, regions without
mucilage staining could be observed (Fig. 3j—0), indicating
a direct link between ampl seed phenotypes and the proper
formation of the mucilage capsule during seed
development.

Relationship Between Seed Coat and Embryo
Development in Arabidopsis ampl Mutants

Some ampl embryos are affected during the globular stage,
producing new organs with cotyledon identity via ectopic
cell divisions (Vidaurre and others 2007). This was further
confirmed through an analysis of embryo development in
which ampl—10 mutants with “regular” seed coats com-
monly developed embryos with three cotyledons (Fig. 4a—
s). These abnormal embryos were able to fill the seed and
the development of the seed proceeded normally, giving
rise to the testa with phenotype similar to the WT (Fig. 4b—
j and I-t). A more detailed microscopic analysis of mature
ampl-10 seeds revealed that “irregular” seeds contained
embryos arrested at early stages during their development
(Fig. 5e-h). Other “irregular” seeds apparently lacked
embryos (Fig. 5¢ and d), whereas “burst” seeds often
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Col-0
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Raisin
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~
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® | Irregular
Burst

Fig. 2 AMPI] mutation affects seed coat structure. Dry seeds were
covered with a copper layer and observed with a scanning electron
microscopy. a~¢ Seed phenotype of Arabidopsis WT (Col-0). Note
hexagonal epidermal cells with thickened radial cell walls and
volcano-shaped columella at the center of each cell. ¢ Close-up of WT
seed coat. ampl mutant seed photographs with “regular” (d-f),
“raisin” (g-i), “irregular” (j-1), and “burst” (m-o0) phenotypes.

included cell masses protruding from the seed coat (Sup-
plementary Fig. S6). In most cases, altered embryo
development in ampl/-10 mutants correlated with a
defective seed testa (Fig. 5c—j).

Altered Seed Shape in ampl Mutants Correlates
with Viability

AMPI has been involved in seed dormancy, germination,
and ABA responses (Griffiths and others 2011; Shi and
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shape and columella structure. (p) Diameter of mucilage pocket. (q)
Columella area (measured from electronic micrographs using the
image J program). Error bars represent SD from 30 seeds analyzed.
Different letters indicate statistical differences at P < 0.05. This
analysis was performed from three individual amp/ seed harvests
with similar results

others 2013b). To determine if the seed coat alterations of
ampl mutants could be related to viability, we compared
germination frequencies between WT and ampl seeds at
24, 28, and 32 h. WT seeds started germination 24 h after
release of stratification (Fig. 6a) and reached 100 % around
32 h (Fig. 6b and c). On the other hand, amp/ seeds with a
“regular” phenotype germinated at similar frequencies as
WT, but showed decreased viability as about 25 % of the
seeds did not germinate (Fig. 6a—¢). Only around 40, 15,

” el

and 8 % of “raisin,” “irregular,” and “burst” amp/ seeds,
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Regular

Raisin

ampl-10

Irregular

Fig. 3 The mucilage capsule of seeds is altered in ampl mutant.
Arabidopsis WT and ampl/-10 mutant seeds were staining with
ruthenium red and observed in a Leica DM5000B microscope. The
mucilage capsule from WT (Col-0) seeds shows the characteristic
outer and inner domains; the inner region stained in magenta color

respectively, were able to germinate (Fig. 6¢). Because
gibberellic acid (GA) induced germination (Ullah and
others 2002; Holdsworth and others 2008), we tested if GA
addition could normalize germination in ampl seeds.
Indeed, GA promoted germination of both WT and amp!
“regular” seeds at earlier stages (Fig. 6a and b) and “rai-
sin” seeds at 32 h but failed to improve germination in
“irregular™ and “burst” amp/ seeds at any of the stages
tested (Fig. 6¢). These results indicate that ampl seeds
have decreased viability, which is apparently related to
altered seed coat and embryo development.

radiates out from the mucilage pocket, and the outer, unstained
mucilage domain covers the inner layer. The coat of “irregular” and
“burst” ampl seeds show decreased mucilage capsule width in some
areas of the seed coat. Scale bars indicated in a—¢, are the same for all
photographs in a column

AMPI is Involved in Post-Embryonic Shoot
and Root Epidermal Cell Differentiation

The plant epidermis plays important roles during post-
embryonic development. Trichomes are specialized epi-
dermal cells formed on leaves and stems that protect the
aerial parts from herbivores. Root hairs also are specialized
epidermal cells developed in primary and lateral roots that
play a critical role in water and nutrient acquisition (Javelle
and others 2011). To determine if AMPI could have a
function in differentiation of root and shoot epidermal
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<«Fig. 4 ampl embryos are affected in development. Arabidopsis WT
(Col-0) embryos at different developmental stages are shown:
globular (a), pre-heart (¢), heart (e), cotyledon (g). and blend (i)
stages. ampl-10 mutant embryos are shown in K, m, o, q, and
s panels. WT and ampl-10 embryos in the same file were taken from
siliques at a similar stage of development. To the right of each
embryo picture, a close-up of the corresponding seed coat is shown.
All the pictures were taken using Nomarsky optics. Scale bars
indicated in a, b, k, and 1 are for all pictures within the same column

Fig. 5 Halted embryo
development and defective seed
testa in amp] mutants appear 1o
be related. Arabidopsis WT
(Col-0) and ampl seeds were
taken from the same silique and
clarified with chloral hydrate.
WT embryos and their
corresponding seed coats are
shown (Col-0; a, b), ampl-10
mutant (c—i embryos: d-j seed
coats). Note that defective
embryo development in amp/—
10 “irregular” seeds seems to
be related to an altered seed
testa. Scale bar indicated in a is
the same in all the pictures

amp1-10 Irregular

mature seeds

amp1-10 Regular

mature seeds

Col-0

cells, we compared root hair and trichome formation in 7-
and 14-day-old WT and ampl seedlings, respectively.
Compared to the WT (Col-0), ampl seedlings germinated
from “regular” and “raisin” seeds produced 50 % less
trichomes per leaf (Fig. 7a-k). Trichome production was
even lower (75 %) in seedlings from “irregular” and
“burst” seeds (Fig. 7k). Additionally, ampl produced
abnormal trichomes, which fail to branch (Fig. 71). When
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«Fig. 6 Seed germination in WT ampl mutants. Arabidopsis WT
(Col-0) and ampl seeds were collected from individual plants. amp/
seeds were grouped according to the different seed phenotypes. Seeds
were shown on 0.2X MS medium or the same medium supplemented
with 1 uM GA and the percentage of germination (radicle protrusion)
was evaluated at 24 (a), 28 (b), and 32 h (¢). Note the germination
percentages of all seed classes of ampl mutant are lower and that GA
fails to rescue the germination of “irregular” and “burst™ seeds

comparing root hair development in WT and amp! seed-
lings, no alterations in root hair density were evident, but
interestingly, the root hair length decreased in ampl
seedlings (Fig. 8a—-0), and some of these root hairs were
abnormally bifurcated (Fig. 8k-m and p). These results
suggest that AMP/ plays an important role in epidermal
cell differentiation, not only during seed coat development,
but also in trichome and root hair differentiation.

To investigate the possible role of AMPI in regulating
the expression of genes involved in seed coat, trichome,
and root hair development, we monitored the transcript
levels of APETALA 2 (AP2), TRANSPARENT TESTA
GLABRA | (TTGI), and CELLULOSE SYNTHASE 5
(CESA5S/IMUMS3) genes in 12-day-old WT seedlings or in
ampl-10 and ampl-22 mutant seedlings by Northern blot
analysis. Our results show that in amp/ mutants, the tran-
script levels of AP2 and MUM3 were induced, whereas
TTG1 expression was not affected when compared to WT
seedlings (Supplementary Fig. S7). These data suggest that
AMPI is a repressor of AP2 and MUM3 during post-em-
brionary plant development.

Expression of ABI4:uidA Gene Marker Is Increased
in Roots and Shoots of ampl Mutant Seedlings

Phenotypical alterations in ampl seedlings have been
related to altered levels and/or response to CKs, auxin, and
ABA (Vidaurre and others 2007; Griffiths and others 2011;
Liu and others 2013; Shi and others 2013a, b). We focused
on the short root phenotype of ampl seedlings already
reported by Yao and others (2014, Fig. 9a and b) to com-
pare the expression of hormone-related gene constructs
TCS::GFP (Ziircher and others 2013), DR5:uidA (Ulmasov
and others 1997), and pABI4:uidA (Bossi and others 2009),
which are inducible by CKs, auxin, and ABA, respectively,
in WT or ampl seedlings. In our experiments, the
expression domains of 7CS::GFP and DR5:uidA did not
change in ampl seedlings when compared to the WT,
whereas pABI4:uidA was clearly increased in primary root
tips of ampl seedlings (Fig. 9c—h). An analysis of the
expression of these hormone-inducible gene markers in the
shoot system provided similar results (Supplementary
Fig. S8), suggesting that AMP1 negatively regulates in
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Fig. 7 Trichome development is affected in amp/ mutant. Trichomes
of Arabidopsis WT (Col-0) and amp/ seedlings germinated on 0.2X
MS medium were analyzed using a stereomicroscope. Seedling (a, c,
e, g, and i) and leaf close-up (b, d, f, h, and j) phenotypes of WT
(a and b) and amp] mutant ¢=j are shown. Scale bars shown in a and
b are the same for the corresponding column. Arrows in d, h are used

ABA biosynthesis and/or responsiveness, affecting ABA-
mediated developmental programs.

Discussion
Genes controlling cell growth or differentiation are

important for coordinating the activities of specialized
tissues and organs: mutations in these genes can cause

k)
N
(92}

1

N
o
-

-t
o
1

Trichome number
)
1
H o

wn
T
o
o

0 1 1
Col-0 Regular Raisin Irregular Burst

amp1-10

3

hom
[¢)] D
o o
1 1

o

m
w
=}
I
o
(o]

n
N
o

T

0 c 1 |

Col-0 Regular Raisin Irregular Burst
amp1-10

to show abnormal trichomes. Note that besides the evident reduction
in the number of trichome per leaf (k). an abnormal trichome
branching (without branches or less branched than WT) is observed in
all ampl seedling classes L. Error bars represent SD from 10 leaves
analyzed. Different letters indicate statistical differences at P < 0.05.
The experiment was repeated three times with similar results

large-scale changes in the structure of an organism.
Mutation of AMP/I leads to several defects in embryo
development, germination, photomorphogenesis, shoot
apical meristem, flowering, and hormonal responses
(Chaudhury and others 1993; Helliwell and others 2001
Saibo and others 2007; Vidaurre and others 2007; Griffiths
and others 2011; Shi and others 2013b). In this work, we
performed a detailed analysis of seed morphology in two
ampl mutant alleles (ampl-10 and ampl-22) and
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«Fig. 8 Root hair development is affected in amp/ mutant. Root hairs
of Arabidopsis WT (Col-0) and amp! mutant seedlings were scored
7 days after germination from a primary root using a stereomicro-
scope (a—j) or mounted on slides and visualized with the Nomarsky
optics (k-m) then measured with image J program (http://imagej.nih.
zov/ij/). Root hairs from WT (a, b), amp/ “regular” seeds (¢, d),
“raisin” seeds (e, f), “irregular” seeds (g, h), or “burst” seeds (i, j)
are shown. Arrows in d, £, and j are used to show small (f) and
branched root hairs (d and j). Representative photographs of WT (k)
and small (1) and branched root hairs (m) from amp/ mutant seedlings
using Nomarsky optics are shown. Root hair density (number of root
hairs/mm of root), length and percentage of normal, small, and
branched root hairs from each ampl seed classes are plotted in n, o,
and p panels, respectively. Error bars represent SD from 10 plants
analyzed. Different letters indicate statistical differences at P < (.05,
The experiment was repeated three times with similar results

established a correlation between defective embryo
development, seed coat structure, and viability. Four phe-
notypic seed classes were identified in the progeny of
homozygous ampl seedlings, including seeds with “regu-
lar™ (WT) appearance along with seeds showing rough or
very irregular coats and with protruding embryos. The
alterations in seed structure and embryo development were
reproducible in at least four generations of homozygous
AMPI plants and could be traced back to early seed
development in siliques from amp! plants showing the
reported phenotypes of altered shoot development and
early flowering (Chaudhury and others 1993; Vidaurre and
others 2007: Griffiths and others 2011: Shi and others
2013b). Thus, we conclude that amp/ seed phenotypes are
genetically stable and are apparently related to the previ-
ously reported embryo defects in this mutant.
Arabidopsis seed development is controlled by several
genes, including FUSCA 3 (FUS3), ABSCISIC ACID
INSENSITIVE 3 (ABI3), LEAFY COTYLEDON I and 2
(LECI, 2), AP2, TTGI, and GL2. All four abi3, lecl, lec2,
and fus3 mutants are severely affected in seed maturation
(Biumlein and others 1994; Parcy and others 1997; Nam-
bara and others 1995; Brarybrook and others 2006; Chiu
and others 2012; Koornneef 1951; Koornneef and others
1982; Jofuku and others 1994). To the best of our knowl-
edge, none of these mutants display the amp/ seed coat
phenotypes described here. Scanning electron microscopy
analysis of epidermis of amp! seeds revealed that “raisin,”
“irregular,” and “burst” classes of ampl seeds had a
deformed surface, which is phenotypically similar to the
wrinkled 1 (wril) mutant defective in an APETALA
2/ETHYLENE RESPONSIVE ELEMENT BINDING
(AP2/EREB) transcription factor involved in seed storage
metabolism (Focks and Benning 1998; Cernac and Benning
2004). Any possible relationship between WRII and AMP]
cannot be excluded based on the similarity of seed phe-
notypes. Another interesting connection between defective
embryo development, seed coat specification, and sugar

transport was recently revealed from characterization of
Arabidopsis mutants defective on sucrose transporters
SWEETII, 12, and 15. The corresponding mutants
exhibited specific tissue and temporal expression patterns
in developing seeds, and a sweetl1;12;15 triple mutant
showed severe seed defects, including retarded embryo
development, reduced seed weight, and reduced starch and
lipid content that result in a “wrinkled” seed phenotype
similar to that of ampl “raisin™ or “irregular” seeds. In
sweetl 1;12;15 triple mutant, starch accumulates in the seed
coat but not in the embryo, implicating SWEET-mediated
sucrose efflux in the transfer of sugars from seed coat to
embryo. An open possibility waiting to be demonstrated is
that AMPI could regulate SWEET family sucrose trans-
porters for sugar portioning to embryos and in this way
affect the seed developmental program.

Previous research documented that mutation in the
MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE 6 (MPK6)
affects seed morphology and embryo development leading
to formation of three distinct seed phenotypes including
rough seed coats and seeds with protruding embryos, which
correlate  with defects in seedling root development
(Lopez-Bucio and others 2014). Here, taking into account
previous findings by Chaudhury and others (1993), and our
analysis of embryo development in WT and ampl-10
mutants, we propose that the absence of embryos in some
“irregular” seeds of ampl is likely explained because of a
failure in the fertilization process of egg and/or central cell.
Abortion events were observed in ampl siliques, particu-
larly from “irregular” seeds, as these contained embryos
with retarded growth or lacked an embryo. In contrast, the
analysis of less affected “regular™ ampl seeds confirmed
that this mutation causes an exaggerated activity of the
shoot apical meristem, yielding embryos with three
cotyledons (Chaudhury and others 1993; Nogué and others
2000a).

The closest AMP! homologous protein is a human
glutamate carboxypeptidase I1 (GCPII), which is up-regu-
lated in many tumors but its role in cancer development or
the cell cycle is currently unknown (Hlouchova and others
2012). It is possible that the abnormal divisions during
embryo development in ampl embryos arose through
changes in the proteins controlling the plant cell cycle, but
this hypothesis needs to be verified experimentally. The
Arabidopsis mature seed coat consists of epidermal cells
that produce mucilage, and its proper development is
important to seed dispersion, water retention, and embryo
protection (Arsovski and others 2010; Haughn and Western
2012). During germination, the mucilage is hydrated to
form a gelatinous capsule composed by two layers: an
inner one strongly adhered to the coat and another water
soluble. Using electronic scanning microscopy and ruthe-
nium red staining, we determined that ampl seed coats are
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Fig. 9 Expression analyses of
hormone-related gene markers
in roots of WT and ampl
seedlings. The phenotype of WT
and ampl seedlings grown side
by side (a) and mean primary
root 7 days after germination
(b). Expression of TCS::GFP (¢
and f) DR5:uidA (d and g) and
PABI4:uidA (e and h) in
primary roots of WT and amp/
mutants. Scale bars in (a—c) are
the same for all photographs in a
column. Images are
representative photographs of
15 seedlings analyzed

TCS::GFP

Col-0

amp1-10

defective not only in epidermal cell structure, but also in
formation of mucilage pocket. ampl “irregular” and
“burst” phenotypical classes have areas of mucilage
pocket thinner than the WT, and in some seed areas, the
mucilage layers are missing. Interestingly, the outer layer
increased its size in “regular™ ampl seeds suggesting that
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AMP] is important for correct differentiation of the seed
coat. Mutations on MUM genes cause defects in both
mucilage production and chemical seed composition
(Western and others 2001). In particular, the MUM3 and
MUM4 genes are necessary for columella formation.

&

MUM3 encodes CELLULASE SYNTHASE 5, whereas
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MUM4 encodes an enzyme implicated in rhamnose
biosynthesis and are thought to be regulated by GL2 and
TTG (Western and others 2004). One interesting possibility
arising from our previous and current data is that AMP/
could regulate the expression and/or activity of transcrip-
tion factors regulating seed coat development or genes
acting downstream. Contrary to our expectations, the gene
expression analysis of AP2, TTG, and MUM3 showed that
decreased root growth as well as deformed root hairs and
trichomes in amp/ seedlings cannot be explained by
reduced expression of these cell differentiation marker
genes.

The similar seed phenotypes caused by mutations in
AMP] and MPK6 raises the significant question about the
identity of the growth regulator mediating both seed coat
and embryo development defects. To address this question,
we compared the seed phenotypes of WT. amp{, and 27
hormone-related mutants. None of these mutants showed
the ampl seed phenotypes described here, suggesting that
AMP! controls seed development independently of the
classical hormonal pathways, which evidently regulate
other aspects of seed development, dormancy, or germi-
nation. Our observations further suggest a possible genetic
link with MAPK signaling. Mutations in the MPKKK4
(YDA) protein kinase gene cause defects in embryo
development resulting in protruding embryos similar to
those observed in mpk6 and ampl mutants (Lukowitz and
others 2004). Besides, MPKKK4 and MPK6 are compo-
nents of a common MAPK cascade involved in regulation
of the embryo (Bush and Krysan 2007), stomata (Wang and
others 2007), and root hair development (Lépez-Bucio and
others 2014), indicating their important role in epidermal
developmental programs.

Germination begins with water uptake by the seed and
proceeds to radicle emergence through the epidermis. The
embryo, seed coat, and endosperm coordinately regulate
seed dormancy and germination, independently or syner-
gistically depending of the plant species (Bewley 1997). In
a previous report, treatments with GA improved by 60 %
ampl germination (Griffiths and others 2011). The data
from “regular” ampl seeds are in agreement with this
previous report. However, GA failed to normalize seed
germination of most amp/ seeds with “raisin,” “irregular,”
and “burst” phenotypes, suggesting that the seed coat
defects in these mutants likely occur independently of GA
signaling and that seed germination did not proceed
because the embryos failed to develop.

In Arabidopsis, some common genes are involved in the
production of seed mucilage. root hair, and trichome
development, including T7G/ and GL2 (Walker and others
1999; Rerie and others 1994). rrg/ and g/2 mutants lack the
mucilage pocket in the seed coat, whereas the trichomes
and root hairs are defective in these mutants. This

prompted us to investigate whether amp/ mutants could
have any developmental alteration during trichome and
root hair development. The ampl! mutants had reduced
numbers of trichomes on leaves, which were shorter and
less branched than the WT. In contrast, when compared to
WT seedlings, ampl mutants developed short, abnormally
branched root hairs. Together, these observations support a
function of AMP/ on epidermal cell differentiation pro-
grams on leaves and in determining root hair elongation.
The opposite phenotypes of trichomes and root hairs
observed in amp! mutants cannot be explained by changes
in gene cassettes regulating trichome cell fate or root hair
organization. In the leaf epidermis, 77TG, GL2, and an
upstream myb family factor (GL! or CAPRICE, CPC)
induce trichome differentiation. In roots, 77G, GL2, and
CPC are used to block root hair differentiation (Benfey
1999; Schiefelbein 2003). Lin and Schiefelbein (2001)
found that the GL2 expression starts in the protoderm stage
during embryo development and concluded that the cell
pattern of trichomes and root hairs is established early
during embryogenesis. Indeed, GL2 and TTG/ are required
for both mucilage synthesis and columella formation. The
seed coat phenotypes of ampl mutants correlate with
embryo malformation and even abortion at relatively early
developmental stages suggesting that the seed coat defect is
rather a unspecific consequence derived from the embryo
defect. Another important difference between amp/ and the
gl2/ttgl class of epidermal differentiation mutants is that in
the severe ampl seed class, a columella is still recognizable
and mucilage staining present in the majority of the seed
coat. Moreover, whereas amp/ shows a reduction in tri-
chome density similar to gl2/tgl their other hallmark,
ectopic root hair formation from normally atrichoblastic
cells is apparently not present in amp/. We rather observed
shorter root hairs and occasional branching but the root hair
density is not increased as in g/2 mutants. From these
evidences, it seems that AMP/ acts independently from
TTG to impact the epidermal differentiation program
during post-embryonic development. The fact that AP2 is
overexpressed in ampl! mutants shows another level of
interaction possibly mediating cell phase transitions during
vegetative/reproductive development such as the flowering
time, but this possibility merits further research.

The prevalent explanation of the shoot apical meristem
defects in amp/! mutants takes into account the reported
increments in CK levels. However, recent data have failed
to coherently attribute the shoot and root phenotypes of
ampl to a single hormonal pathway, because the corre-
sponding mutants show alterations in ABA and auxin-
related gene programs (Yao and others 2014; Huang and
others 2015). An analysis of WT and amp/ lines expressing
CKs, auxin or ABA reporter gene constructs revealed a
clear induction of pABI:uidA in roots and shoots of ampl
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muotants, suggesting that ABA synthesis andfor response is
a critical factor underlying post-embryonic developmental
altcrations associatcd with the function of this master
regulator.

In summary. our results indicate that AMP1 serve in the
differentiation of epidermal cells from the embryo, root,
and leaf likely via ABA signaling. Future studies to
examine AMP! gene expression and function in Arg-
bidopsis mutants with seed coat and epidermal phenotypes
such as yoda and mpk6 could shed much light on MAPK
signaling involved in root growth and cpidermal pattcrning.
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Supplementary figure S1. Fruit phenotypes of WT (Col-0) and amp1 siliques. a Silique
length. b Number of seeds per silique. ¢ Number of abortion events per silique. Error bars
represent SE from 10 siliques analyzed along the stem of 5 independent plants. Different
letters indicate statistical differences at P<0.05. d Representative photographs of WT and
amp1 siliques. An abortion event on amp1 silique is highlighted (arrow). Scale bar= 1mm

for all pictures.
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Supplementary figure S2. Seed phenotypes caused by amp7-22 mutation. Seeds from
wild-type plants (WT, Col-0) are shown in a. b Seeds from AMP1 OX2 overexpression line.
c-f amp1-22 mutant seeds collected from individual homozygous plants and separated
according to the described seed phenotypes classes: “regular” c. “raisin” d, “irregular” e

and “burst” f. Scale bar indicated in a is the same for all pictures.
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Supplementary figure S3. Seed length and width are decreased in amp7 mutants. Seeds
from Arabidopsis WT (Col-0) and homozygous amp17-10 mutants were individually
measured and grouped according to the seed phenotype already described. a Percentage
of seed phenotypes from amp7 mutant plants harvested individually. b Seed length. ¢
Seed width. Error bars represent SD from 100 seeds measured. Different letters indicate
statistical differences at P<0.05. The analysis was repeated from 4 independent harvests

with similar results.
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Supplementary figure S5. Seed size comparison between Arabidopsis wild-type and
hormone related mutants. Arabidopsis WT (Col-0, Ler, and Ws) and ABA-, CK-, ethylene-,
nitric oxide-, JA-, and auxin-related mutants were individually measured using the Image J
software program (http://imagej.nih.gov/ij/). a Seed length. b Seed width. Error bars
represent SD from 100 seeds analyzed. *Indicates significant difference between the

mutant and the corresponding WT at P<0.05.
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amp1-10

Col-0 Regular/Raisin Irregular

Supplementary figure S6. Embryo and seed amp? phenotypes are related. Arabidopsis
WT (Col-0) and amp1 embryos dissected from “regular/raisin”, “irregular” and “burst”
seeds are shown. a WT, b “regular/raisin”, ¢ “irregular”, d burst amp7-70 mutant embryos.
Notice that defective embryo development in amp7-10 irregular seeds seems to be related
to tumorous growth. e, f close up from ¢, d images are shown. Scale bar indicated in a is

the same for b-d photographs. Scale bar indicated in e is equal to that shown in f.
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Supplementary figure S7. Expression of AP2, TTG1 and MUM3 in WT and amp1
seedlings. The gene expression was analyzed by northern blotting from RNA extracted 12
days after germination from WT and amp7-710 seedlings, these later developed from
“regular” seeds (a). Densitometric quantitation of expression indicated in Arbitrary Units,
which was calculated relative to rRNA loading as control, using Imaged (ImageJ/National
Institutes of Health, USA) program (b). rRNA transferred to hybridization membranes for

each probe was stained with methylene blue and used as loading control.
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Fig. S8. Expression analyses of hormone-related genes in WT and amp7 shoot systems.
Five day-old seedlings expressing TCS::GFP (a and d), DR5:uidA (b and e) or pABI4:uidA
(c and f) from WT or amp1-10 homozigous lines. White arrow indicates the SAM. Scale
bars indicated represent 50 um. Images are representative photographs of 15 seedlings

analyzed.
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Abstract

ALTERED MERISTEM PROGRAM 1 (AMP1) encodes a putative glutamate-carboxypeptidase important for plant growth and
development. In this study, by comparing the growth of Arabidopsis wild-type, ampil—10 and amp 113 mutants, and AMP]-
GFP/OX2- and AMPI-GFP/OX7-overexpressing seedlings in vitro and in soil, we uncover the role of AMPI in biomass
accumulation in Arabidopsis. AMP[-overexpressing plants had longer primary roots and increased lateral root number and
density than the WT, which correlated with improved root, shoot. and total biomass accumulation. AMP[-overexpressing
seedlings had an enhanced rate of growth of primary roots, and accordingly, sucrose supplementation restored primary root
growth and promoted lateral root formation in @mp ! mutants, while reproductive development, fruit size, and seed content were
also modified according to disruption or overexpression of AMP/. We further found that AMP1 plays an important role for
stomatal development, guard cell functioning, and carbon assimilation. These data help explain the pleiotropic functions of
AMP1 in both root and shoot system development, possibly acting in a sugar-dependent manner for regulation of root architec-
ture, biomass accumulation, and seed production.

Keywords Stomata - Sugars - Plant biomass - Root architecture - Carbon fixation

Introduction few genes and proteins have been found to orchestrate overall
plant biomass production (Demura and Ye, 2010).

The coordination of growth among the diverse plant organs is Plant biomass accumulation relies on carbon fixation

critical for adaptation to the environment and supports pro-
ductivity. Despite the knowledge gained in the past two de-
cades on the regulation of cell division and elongation, two
cellular processes critical for sustained growth, only a very
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via photosynthesis, which occurs in the green plant organs,
mainly mature leaves, where sucrose is produced and
exported to non-photosynthetic tissues such as stems and
roots for growth (Roldan et al. 1999; Puig et al. 2012;
Dimitrov and Tax, 2018). CO, fixation may lead to in-
creases in the sugar pool that upon demand or according
to day/night fluctuations may be used to produce starch, a
storing carbohydrate, and a carbon resource (Graf et al.
2010; Graf and Smith, 2011; Azoulay-Shemer et al.
2018). Growth and development from germination to se-
nescence is coordinated by sugar availability, metabolism,
and energetic signaling. Defects in these processes impair
growth, reduce shoot and root apical dominance, and affect
flowering and seed production (Kircher and Schopfer,
2012; Yang et al. 2013; Yu et al. 2013; Mason et al.
2014; Chen et al. 2015).

CO- uptake occurs via specialized leaf epidermal structures
called stomata, whose guard cells open or close depending
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upon environmental conditions to allow gas exchange
(Brodribb and McAdam, 2011). Stomatal activity tightly de-
pends on the stress hormone abscisic acid (ABA), which
cross-talks with sugar biosynthesis and/or metabolism
(Roelfsema and Prins, 1995 Cheng et al., 2002; Yang et al.
2017; Joshi-Saha et al. 2011; Kang et al. 2018). For instance,
glucose insensitive 6 (gin6) and sugar insensitive 5 (sis5)
Arabidopsis mutants are defective in genes allelic to aba de-
ficient 3 (aba3) and aba insensitive 4 (abi4), respectively
(Arenas-Huertero et al. 2000; Leon and Sheen, 2003).

ALTERED MERISTEM PROGRAM 1 (AMP1) encodes a
putative glutamate carboxypeptidase, an integral membrane
protein associated with endoplasmic reticulum (Helliwell
et al. 2001). AMPI has been implicated in different growth
and developmental processes including dormancy, germina-
tion, flowering time, shoot and root growth, and seed produc-
tion (Chaudhury et al. 1993; Vidaurre et al. 2007; Griffiths
et al. 2011; Huang et al., 2015; Kong et al. 2015; Lopez-
Garcia et al. 2016). This protein negatively regulates the
HD-ZIP I transcription factors implicated in vascular tissue
differentiation (Li et al. 2013; Miller et al. 2016) and affects
the translation rate of miRNA targets (Li et al. 2013); however
its specific biochemical role is unclear and also to which ex-
tent the phenotypic changes are caused by this misexpression
of miRNA targets.

The pleiotropic phenotype of ampl mutants has been ex-
plained by alterations in hormonal homeostasis, mainly in-
volving ABA and cytokinins (Chin-Atkins et al. 1996 Shi
et al., 2013a, b; Yao et al. 2014). Regarding root growth, a
link between AMP1 and ABA has been established since
amp! mutants are hypersensitive to growth repressing effects
of ABA on primary roots, and conversely AMPI-
overexpression confers ABA resistance. Despite the described
ABA-related function of AMPI, any possible relation with
sugar metabolism is unknown. In this work, we uncover the
critical function of this protein for overall plant biomass and
seed production, stomatal aperture. and carbon fixation.

Materials and methods
Plant material and growth conditions

Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) ecotype Columbia-0
(Col-0), the mutant lines amp/—I10 (SALK_021406) and
ampl—-13 (SALK_22988), and the transgenic lines AMPI-
GFP/OX2 and AMPI-GFP/OX7 (Shi et al. 2013b) were used
for the experiments. Seeds were surface sterilized with ethanol
96% and sodium hypochlorite 20% for 5 and 7 min, respec-
tively, and then washed five times with 1-ml sterilized distilled
water and kept 2 days at 4 °C. The seeds were plated on 0.2x
solidified MS medium containing basal salts (Murashige and
Skoog Basal Salts Mixture, Sigma-Aldrich, St Louis MO), 1%

@ Springer

agar (Phytagar, Gibco-BRL), and 0, 0.6, or 4.8% sucrose
(Sigma-Aldrich, St Louis MO) and placed into a plant growth
chamber (Percival AR-95 L) at 22 °C with a photoperiod of
16 h light/8 h darkness under light intensity of 105 pmol/m-2/
s-1.

Growth analysis

Arabidopsis root systems were analyzed 6 days after germi-
nation (DAG) with a stereoscopic microscope (Leica MZ6).
For soil experiments, plants at 10 DAG were transferred to
pots and placed into a plant growth chamber to examine week-
ly overall growth, developmental transitions, and biomass ac-
cumulation, until plant life cycle completion. The siliques and
seeds were collected and measured using a Leica MZ6
microscope.

Stomatal analysis

Stomata number and aperture were assessed in 10 DAG seed-
lings grown on 0.2x MS medium, supplemented with the sol-
vent or with 1 uM ABA overnight. Images were acquired
using a confocal microscope (Olympus FV1200). The stoma-
tal aperture was measured in the ImagelJ program.

Propidium iodide staining

For fluorescent staining with propidium iodide (PI), plants
were transferred from the growth medium to 10 mg mL ' of
PI solution for 1 min. Seedlings were rinsed with deionized
water and mounted on microscope slides. The same sample
was recorded separately at wavelengths specific to both PI
fluorescence with a 568-nm excitation line and emission win-
dow of 585-610 nm and GFP emission with 500-523 nm
emission filter (488-nm excitation line), using a confocal mi-
croscope (Olympus FV1200). Finally, the three images were
merged.

Detection of starch

For starch detection, plants were cleared and fixed with 0.24 N
HCI in 20% methanol (v/v) and incubated for 60 min at 62 °C.,
The HCI solution was substituted by 7% NaOH (w/v) in 60%
ethanol (v/v) for 20 min at room temperature. Then, plants
were dehydrated with ethanol treatments at 40, 20, and 10%
(v/v) for a 24-h period each and immersed in concentrated
Lugol solution | min, washed with deionized water, and
mounted on microscope slides. The samples were analyzed
and photographed using a Leica DMS500B microscope.
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Preparation of CO, traps

Seeds of WT, ampl, and OX7 lines were germinated in MS
0.2x medium and transferred 2 DAG to divided Petri plates. In
each side of the plate, the agar solidified 0.2x MS medium was
supplied either with 0.6% sucrose or 0.1 M Ba(OH), solution.
The primary root length was analyzed 10 DAG.

Results

AMP1 overexpression improves growth and biomass
production of Arabidopsis seedlings in vitro

In a previous report, amp/! mutant seedlings were found to
produce short primary roots, which correlated with an altered
response to ABA (Lopez-Garcia etal. 2016). To further clarify
the phenotypical alterations arising upon AMP1 dysfunction,
the growth and development of WT Arabidopsis (Col-0), the
single mutant amp/—10 (SALK 021406), and the transgenic
line AMPI-GFP/OX7 (Shi et al. 2013b) were compared in
experiments in which seedlings from all three genotypes were
grown side by side over the surface of Petri plates containing
agar solidified 0.2x Murashige and Skoog (MS) medium.
Consistently with a positive role of AMP1 in root growth,
AMP]-overexpressing plants (OX7) had longer primary roots
than the WT and amp! mutants and had increased lateral root
number and density (Fig. la—c). A similar trend occurred
when the root system architecture was compared among the
WT and an additional mutant allele, namely, ampl-13 and
overexpression line AMPI-GFP/OX2 (Supplementary
Fig. S1). Root and shoot fresh weight determinations indicat-
ed that OX7 seedlings grow faster and accumulate more shoot
(Fig. 1d), root (Fig. le), and total biomass (Fig. 1f) than the
WT and amp! mutants. These results indicate that AMP1 is
critical for plant biomass accumulation.

AMP1 overexpression enhances root growth rate

The root length effects in the seedling stage are quite intrigu-
ing. However, in this context, it was helpful to resolve, to
which extent the effect is driven by an altered germination
behavior of the used lines, since amp/ is ABA hypersensitive
and QX7 has been shown to be ABA resistant (Shi et al.,
2013a, b). To clarify if the root growth effect might be to a
significant extent mediated by altered timing of germination,
we next determined the actual growth rate of the root, once it
is fully emerged after germination. WT, amp 10, and AMP -
GFP/OX7 seeds were germinated, and at time of radicle pro-
trusion, the primary root growth was measured daily during
8 days. The data show that amp/-10 and AMPI-GFP/OX7
lines have an opposite behavior, with reduced or enhanced
growth rate, respectively, when compared to the WT

(Supplementary Fig. S2). These data indicate that AMP]
plays a critical role in determining growth of the primary root.

AMP1 mutation or overexpression critically influences
biomass accumulation in soil

AMPl-overexpressing seedlings develop a more robust
root system that could efficiently take up water and nutri-
ents and concomitantly may account to overall productiv-
ity. To test this possibility, the growth and development of
the WT, ampl—-10, and AMP1-GFP/OX7 lines were ana-
lyzed in soil until life cycle completion. When compared
to the WT, amp! mutants show decreased rosette and leaf
sizes, flowered earlier, and had decreased apical domi-
nance. On the other hand, OX7 plants displayed an in-
creased plant height, rosette, and leaf sizes (Fig. 2a-e).
Reproductive development was also modified according
to the AMP]1 status, with the corresponding mutants pro-
ducing shorter siliques with a reduced seed number com-
pared to the WT. while OX7 plants produced bigger fruits
with much more seeds than the WT and heavier seeds
(Fig. 3a-d). Thus, AMPI regulates overall vegetative
and reproductive development, which improves seed
production.

Sucrose supplementation restores primary root
growth and promotes lateral root formation in amp1
mutants

The reduced growth caused by loss-of-function of AMP/
is similar to recently identified MEDIATOR med]2 and
medl3 mutant phenotypes, which could be rescued by
sugar supplementation (Raya-Gonzilez et al. 2017). To
test if sugars could support more growth in WT, ampl,
and OX7 seedling, sucrose was applied to agar drops,
where the aerial tissues were placed and primary root
growth and lateral root formation assessed later on.
Primary root growth was induced from 1.2 to 4.8% su-
crose in the WT, this induction being higher in OX7
seedlings, which attained the maximum response from
all three genotypes analyzed (Fig. 4a). Noteworthy, in
ampl mutants, as the sugar levels increase, primary root
growth and lateral root formation reached similar values
to the WT (Fig. 4a—d). These data could be confirmed in
experiments that analyzed primary root growth and later-
al root formation in WT, ampl—-13, and AMPI-GFP/
OX2, where sucrose supplementation normalized root
growth of ampl-13 (Supplementary Fig. S3). These re-
sults suggest a novel function AMP1 in a sugar-
dependent pathway for regulation of root architecture
and biomass accumulation,
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AMP1 is required for stomata development
and mediates guard cell aperture in an
ABA-dependent manner

To analyze a possible role of AMP1 in guard cells and stomata
dynamics, we next quantified stomata and measured guard
cell aperture with or without ABA in WT, ampl, and OX7
seedlings. The number of stomata in amp/ was lower than
in the WT, while in OX7, it was increased (Fig. 5a). The
stomatal aperture in amp/ mutants is similar to the WT in
control conditions, and ABA induces its closure in both plant
genotypes. Interestingly, OX7 seedlings had an increased
guard cell aperture in control conditions irrespective of ABA

@ Springer

treatments (Fig. 5b-c). Additionally, starch content increases
in guard cells in @amp ! mutants and diminished in guard cells
of OX7 line when compared to the WT in control conditions,
whereas ABA treatment induced starch accumulation in all
three genotypes (Fig. 6). These data suggest that the stomatal
development required AMP1, and at the same time, this gene
mediates guard cell aperture and starch accumulation in an
ABA-dependent manner.

AMP1 modulates CO, uptake

The altered number of stomata and aperture dynamics sug-
gests that photosynthetic activity could be modulated by
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Fig. 2 AMP] affects rosette size,
stem number, and plant height.
Arabidopsis wild-type, ampi-10
mutants, and AMPI-GFP/OX7-
overexpressing seedlings were
germinated and grown in MS 0.2x
medium for 10 days and then
transferred to soil pots to analyze
growth and development during
their life cycle. (a) Rosette size,
(b) plant height, (c) stem number.
Representative images of rosettes
(d) and plants at reproductive
stage (28 days) (e) showing the
differences in soil phenotypes be-
tween the three lines. Error bars
represent SD from 20 seedlings
analyzed, and stars indicate sta-
tistical differences at P <0.05.
The experiment was repeated
three times with similar results

Fig. 3 AMP] regulates seed
number and weight. Siliques of
WT, amp1-10, and OX7 lines
were collected and dissected at
maturity to analyze seed content.
(a) Silique length. (b) Seed num-
ber per silique. (¢) Representative
images of opened mature siliques.
(d) Seed weight. Error bars repre-
sent SD from 10 seedlings ana-
lyzed. Different letters indicate
statistical differences at P < 0.05
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Fig. 4 Sucrose supplements
restore normal growth in amp/
primary roots. Arabidopsis WT,
amp]—10 mutants, and AMP]-
GFP/OX7-overexpressing
seedlings were germinated and
grown in MS 0.2x medium and

2 days after germination were
transferred to fresh medium with
the shoot placed over a drop of
medium enriched with 0, 0.6, 1.2,
2.4, and 4.8% sucrose, and 4 days
later, the primary root length (a) (S
and lateral root number were an- ‘
alyzed (b). Representative images L
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AMPI. To examine the importance of CO, assimilation in the
phenotype conferred by AMP1 modulation to plants, experi-
ments with the CO, scavenger Ba(OH), were performed in
medium lacking sucrose or supplemented with 0.6% sucrose.
Photosynthesis is determinant for root growth; thus, the pri-
mary root growth of WT, amp 1, and OX7 seedlings was com-
pared under these conditions. Our results showed that primary
root growth of plants from all three lines diminished with
Ba(OH), in medium without sucrose, with the greater inhibi-
tion observed in OX7 seedlings (Fig. 7). In WT or OX7 plants
grown in 0.6% sucrose, Ba(OH), inhibited the primary root in
a similar fashion observed in plants grown without sucrose.
These data evidenced the requirement of CO, to support the
enhanced root growth in AMP1-overexpressing seedlings.

Discussion

Plants integrate the energetic status in root and shoot systems
to optimize growth and development. Sugars are translocated
from the shoot to the root for active growth, and conversely
roots provide mineral nutrients and water for optimal repro-
duction. Our detailed comparison of several traits in WT,
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ampl, and OX7 seedlings suggested the critical role of
AMPI in overall plant fitness.

Following germination, the primary root adapts the plant to
the substrate, explores the environment, and branches via de
novo organogenesis, typically through formation of lateral
roots. Both primary root growth and branching were promoted
in OX7 seedlings, and this correlates with more root and shoot
biomass being accumulated. In response to nutrient deficien-
¢y, toxic pollutants, heavy metals, and/or biotic and abiotic
stress, the primary root growth halts and instead the formation
of lateral roots are stimulated, and this architectural readjust-
ment is believed to help plants to avoid the stress imposed
(Gaedeke et al. 2001; Lopez-Bucio et al. 2002; Giehl et al.
2014; Verbon and Liberman, 2016; Veerappa et al. 2019).
Noteworthy, only a very few papers have reported an in-
creased branching potential without compromising growth
of the main root axis as it certainly occurs in OX7 seedlings.
Thus, the positive correlation in root growth traits with supe-
rior plant biomass production was certainly expected and
might be relevant toward future agricultural applications.

Photosynthesis occurs in mature leaves, also known as
source organs that supply sugars to demanding or sink tis-
sues, principally young leaves, flowers, and roots
(Zakhartsev et al. 2016). The optimal sink to source
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relationships may help improve root growth and plant repro-
duction, two traits markedly affected in amp/ mutants and
improved in OX7 overexpressing seedlings. Leaf and root
growth is determined by genetic factors that drive cell pro-
liferation and expansion, which rely upon an adequate sup-
ply of energy (Cookson et al. 2007; Hauben et al. 2009;
Gonzalez et al., 2012). A correlation in the function of
AMP1 with gibberellins (GA's) is possible, since the overex-
pressing lines of GIBBERELLIN 20-OXIDASE 1
(GA200X1) produced bigger leaves and blossom earlier
(Huang et al. 1998; Gonzalez et al. 2010). Indeed, amp/
was resistant to exogenous GA's application (Saibo et al.,
2007) but oversensitive to ABA (Lopez-Garcia et al. 2016):
such hormonal antagonism between ABA and GA’s signal-
ing may determine the pleiotropic functions of AMPI.

In soil both ampl and OX7 lines had an early flowering
phenotype, but at later times (28 days). rosette diameter of
the OX7 line decreased compared to the WT. This may be
explained because stem height and number of stems in-
creased with time, in particular stem number exacerbates
after day 28 in the OX7 line; thus, it is tempting to specu-
late that a change in biomass partitioning from rosette
leaves occurred when stems develop their own leaves.
Noteworthy, ampl mutants produced small and infertile
flowers that yielded short siliques, in contrast to OX7
plants that had bigger fruits with more seeds. This correla-
tion may be explained because larger fruit contains either

ox7

more or bigger seeds, and this was the case for OX7 seed-
lings. AMPI mutation shortens the fruit length and the
plant height, showing the opposite correlation between
fruit length and seed content when compared to the WT
and OX7 line. Thus, AMP1 protein plays a fundamental
role in fruit and seed harvest.

Through detailed analysis of AMP/ mutation and overex-
pression in Arabidopsis, we unraveled its possible function in
sugar production/metabolism. Plants with contrasting AMP1
levels had alterations in stomatal number and aperture, and
this may lead to an increased or decreased gas exchange in
the leaves, including CO, which is the main substrate for
photosynthesis. Indeed, either amp/ mutant plants or the
OX7 overexpressors had abnormal and contrasting amounts
of starch in guard cells, supporting the idea that starch forma-
tion is modulated by AMPI1. On the other hand, AMPI
prevented starch accumulation in guard cells in an ABA-
dependent manner. The role of starch in guard cells and its
relation with ABA signaling is a debatable topic; during starch
synthesis, the stomata are closed in response to ABA (Santelia
et al. 2011), but the opposite also occurs when starch is de-
graded to sugars and malate, since both act as osmotically
active solutes and contribute to stomatal opening
(Comparot-Moss et al. 2010; Fulton et al. 2008; Kotting
et al. 2010; Graf et al. 2010). From our data, no correlation
could be observed between stomatal aperture and starch accu-
mulation in guard cells.
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Control

Fig. 6 AMPI influences starch accumulation in guard cells. Arabidopsis
WT, ampl-10 mutants, and AMP!-GFP/OX7-overexpressing seedlings
were germinated and grown in MS 0.2x medium, and leaves were stained
with Lugol to detect starch in guard cells in response to ABA treatment.
Representative images from three independent fields on single leaves are
presented, and at least six independent seedlings per line and treatment
were analyzed

Sucrose supplements rescued the amp/-stunted root phe-
notype and in the WT and OX7 seedlings still induced overall
plant growth. This suggests the participation of AMP1 in the
carbon assimilation pathway and/or metabolism. In support of
this possibility, the use of CO, traps clearly decreased the
growth potential of all three lines, namely, the WT, amp!
mutants, and OX7 overexpressors. Perhaps AMP1 drives su-
crose biosynthesis via CO, uptake and the improvement of
photosynthesis, resulting not only in accelerated growth and
development but also in more biomass being accumulated,
which is a highly desirable trait in agriculture.
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Fig. 7 Enhanced primary root growth of OX7 seedlings is dependent on
CO, uptake. Arabidopsis WT, ampI-10 mutants, and AMPI-GFP/OX7-
overexpressing seedlings were germinated and grown in MS 0.2x
medium with or without sucrose in presence or absence of Ba(OH),
which acts as a CO, trap. The OX7 primary root was the longest in 0
and 0.6% of sucrose in the presence of CO,. However, when CO; is
trapped by Ba(OH), the primary root length is similar between all three
genotypes. Error bars represent SD from 20 seedlings analyzed. Different
letters indicate statistical differences at P <0.05. The experiment was
repeated three times with similar results
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Supplementary figure Si1. The AMP1 root phenotypes in WT, ampi1—13 and AMPi1-
GFP/OX2 seedlings. Root architecture was analyzed 8 days after the germination. (a)
Primary root length, (b) Lateral root number, (c) Lateral root density. Error bars represent
SD from 20 seedlings analyzed. Different letters indicate statistical differences at P < 0.05.
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Supplementary figure S2. AMP1 plays a role in post-embryonic primary root growth.
The primary root growth of Arabidopsis WT, ampi—10 and AMP1-GFP/0OX7 seedlings was

analyzed every day in a 8 days kinetic experiment after germination. Error bars represent
SD from 20 seedlings analyzed. Different letters indicate statistical differences at P < 0.05.
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Supplementary figure S3. Sucrose supplements restore normal growth in ampi-143
primary roots. Arabidopsis WT, amp1—13 and AMP1-GFP/OX2 overexpressing seedlings
were germinated and grown in MS 0.2x medium and two days after germination were
transferred to fresh medium with the shoot placed over a drop of medium enriched with o,
0.6, 1.2, 2.4 and 4.8% sucrose, the primary root length (a) and lateral root number (b)
were analyzed 4 days later. (c) Representative images of seedlings grown side by side at 0
and 4.8% sucrose. Error bars represent SD from 20 seedlings analyzed. Different letters
indicate statistical differences at P < 0.05. The experiment was repeated three times with
similar results.
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9. DISCUSION

El crecimiento desmedido de la poblacion humana amenaza con terminar
con los recursos disponibles para los seres vivos; por un lado, el crecimiento de la
mancha urbana esta acabando con los ecosistemas naturales y disminuyendo las
zonas destinadas a la agricultura y por el otro, las actividades humanas estan
ocasionando escases de agua, la erosion del suelo y la elevacion de las
concentraciones de CO:2 en la atmosfera incrementan la temperatura del planeta.
Las estrategias para hacer agricultura en espacios reducidos han mejorado
considerablemente, por lo tanto, utilizar a las plantas que fijan CO2 generando O2
que necesitamos para vivir y que ademas nos proveen de alimento (Johnson,
2016) podria ser una solucion para incrementar la disponibilidad de recursos y
evitar el calentamiento global. Sin embargo, aunque un incremento en la
captacion de CO:2 podria incrementar la produccion de biomasa en las plantas, las
altas temperaturas, disminucion de agua y nutrientes ocasionan el cierre de los
estomas y evitan la fijacion de CO2 disminuyendo la produccién (He et al., 2018).
Por lo que surge la necesidad de entender como se coordina el uso del agua y
nutrientes con la fotosintesis y explotar la alta plasticidad de los vegetales para

responder a las fluctuaciones del ambiente.

En este trabajo se caracterizé al gen AMP1 por su importante papel en el
desarrollo vegetal y su conocida relacion con el ABA, como una herramienta para
entender como la planta integra factores ambientales para coordinar su
metabolismo y dirigir su desarrollo, demostrando que un incremento en la apertura
estomatica debida a la sobre-expresién de un solo gen mejora la produccién de

biomasa, caracteristicas deseables para la agricultura.

Ademas de alterar la homeostasis hormonal, proliferacion y division celular,
respuestas a la luz y afectar programas del desarrollo como germinacion y
floracién (Chaudhury et al., 1993; Mordhorst et al., 1998; Nogué et al., 2000a, b;
Griffiths et al., 2011; Shi et al., 2013a, b; Yao et al.,2014), en nuestro grupo de
trabajo, el analisis de la mutacion de AMP1 indica que dicho gen también participa
en la diferenciacién epidérmica en la semilla, en el sistema aéreo y radicular

(Capitulo 1), por otro lado, la sobre-expresion del gen promueve el desarrollo de
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ambos sistemas, la elongacion de la raiz primaria, formacion de raices laterales,

produccion de follaje y de semillas (Capitulo II).

La mutante ampl produce cuatro fenotipos distintos de semillas afectados
en diferentes grados en la diferenciacion de la testa, lo cual compromete la
germinacién (Fig. 1, 2 y 6, Capitulo ). De la misma manera durante el desarrollo
post-embrionario la mutacioén afecta otros programas de diferenciacién epidérmica
como la elongacién de los pelos radiculares, produccion de estomas y el numero y
morfologia de los tricomas en las hojas (Fig. 7 y 8, Capitulo |). La testa posee
células especializadas en la secrecion de mucilago para formar una capsula
protectora alrededor de la semilla durante la germinacién (Fig. 3, Capitulo ), la
produccion de mucilago se ve afectada por la funcién del regulador canénico del
destino celular epidérmico GLABRA 2 (GL2) Rerie et al., 1994), que también
dirige la formacidén de pelos radiculares y tricomas (Massucci y Schiefelbein,
1996). Sin embargo, la mutacién del gen no muestra cambios en los niveles de
transcrito de GL2 (Fig. S7, Capitulo 1). Por otro lado, el numero de estomas es
regulado por ABA y la secrecion de EPF1 y EPF2 que activa la cascada YODA.
Aunque no se determiné la relacion entre AMP1 y YODA, los niveles elevados de

dicha fitohormona en ampl podrian estar disminuyendo el numero de estomas.

Aparte de afectar el desarrollo epidérmico, ampl muestra un fenotipo de
raiz corta comparada con su fondo genético Col-0, las auxinas son ampliamente
reconocidas por regular positivamente la elongacién de la raiz primaria, las CK en
cambio, al disminuir el transporte auxinico, actian como represoras. AMP1
interactua con AGO1 en la degradacion de los transcritos de los HD-ZIP Il que
regulan la diferenciacion del haz vascular y promueven la produccién de CK (loio
et al., 2007; loio et al., 2012), por consiguiente, la perdida de funcion de este gen
conduce a una sobre-produccion de CK (Nogué et al., 2000b), contrario a lo
esperado, el analisis de la linea inducible por CK, TCS::GFP en el fondo mutante
se muestra reprimido mientras que la linea de respuesta a axinas DR5:uidA no
muestra cambios (Fig. 9 y S8, Capitulo I). Probablemente la disminucion del
crecimiento de la raiz sea debido a una repuesta exacerba al ABA como indica la

linea reportera ABI4:uidA.
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Las alteraciones en la regulacion de los niveles de HD-ZIP Il afectan el
desarrollo del haz vascular impactando el transporte de agua y sacarosa,
comprometiendo asi la fotosintesis lo cual disminuye la disponibilidad de carbono
en la raiz y por ende su crecimiento. La aplicacion foliar de sacarosa, permite
evaluar el transporte de la misma a través del floema, este experimento realizado
en lineas mutantes y sobre-expresoras de AMP1 indico que no se encuentra
afectado el transporte de sacarosa en la mutante, pero la fijacion de carbono es
deficiente y mejorada en la mutante y sobre-expresora, respectivamente; la
fotosintesis realizada por ampl no es capaz de sostener el desarrollo del sistema
radicular y necesita la adicion de sacarosa al medio, en cambio la sobre-expresion
de AMP1 muestra un desarrollo éptimo incluso en medio sin suministro de

sacarosa (Fig. 4, Capitulo II).

La fotosintesis puede ser mejorada al incrementar la absorcion de luz, por
la induccién en la expresidn genes involucrados en la fotosintesis o por un
incremento en la conductancia de la hoja, la cual es determinada por la densidad
y apertura estomatica, aspectos regulados por los niveles de ABA. Distintos
analisis de expresion global en ampl y OX7 indican que no hay afectaciones en
genes fotosintéticos, por lo que la relacion antagonica entre AMP1 y ABA di6 la
pauta para analizar el numero de estomas y su apertura en ampl y OX7. Bajo
condiciones control, se mostré una disminucion y un incremento en el numero de
estomas en la mutante y linea sobre-expresora comparado con Col-0, mientras
que la apertura estomatica es incrementada por la sobre-expresion de AMP1 y no
se afecta por la adicion de ABA atribuyendo a AMP1 un papel positivo en la
regulacion de la densidad y apertura estomatica de acuerdo a su papel

antagonico con dicha fitohormona (Fig. 5, Capitulo I1).

Un incremento en la captacién de CO2 debida a un aumento en el numero y
apertura de los estomas estimula el desarrollo general de la planta al incrementar
la fijacion de carbono y la produccion de sacarosa, sin embargo la distribucion y
utilizacién de los asimilados también es determinante en el rendimiento vegetal
(Patrick, 1997; Rausch y Greiner, 2004.). Para descartar que OX7 ademas de
mejorar la conductancia de la hoja, estuviera optimizando la utilizacién de
carbono, se colocd una trampa de CO:2 adicionando sacarosa al medio para
sostener el metabolismo y desarrollo de Col-0, ampl y OX7, resultando en un
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crecimiento similar en las tres lineas, descartando esa posibilidad (Fig. 7, Capitulo

).

Al aumentar la captacién de CO2 podrian incrementarse los niveles de
azucares y esto modular el crecimiento. En general el crecimiento depende de la
divisidon y expansion célular, para que esto ocurra es necesario sintetizar
proteinas que posibiliten y regulen ambos procesos. Ademas, es necesario contar
con esqueletos que sirvan como materias primas para formar dichas proteinas y
nuevas estructuras, asi como energia que impulse la realizacion de todo lo
mencionado. Es por lo anterior que los azucares producidos por la fijacién de
carbono se ubican en el sitio mas alto en la regulacidon de programas de
crecimiento, sus niveles son integrados principalmente por SnRK1 y TORC1, los
cuales modulan directamente la expresién génica para modular la sintesis de

proteinas y division celular.

La distribucion de azucares en forma de sacarosa, glucosa y almidon
media su sefializacién, al restablecer el crecimiento de la raiz primaria con la sola
adicion de sacarosa en ampl, se sugiere que el efecto es metabdlico y no de
sefalizacion. Por otro lado, la perdida de dominancia apical y las alteraciones en
la produccion de semillas en ampl, infieren altos niveles de sacarosa en el SAM y
que solo pequefias cantidades de sacarosa son destinadas para el desarrollo de
los frutos y la raiz, incluso a partir del analisis de trascripcion global se ha
reportado la sobre-expresion de genes relacionados con movilizacion de almidon
y metabolismo oxidativo de acuerdo a la deficiente fotosintesis en ampl. Puesto
que el transporte de sacarosa parece no estar afectado, una de las posibilidades
seria que debido a los altos niveles de ABA en ampl, gran parte de los asimilatos
sean destinados a la glicosilacion de la hormona para inactivarla y disminuir sus

niveles y la represién del crecimiento.
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10. CONCLUSION

AMP1 regula negativamente la biosintesis de ABA mientras que este
induce de manera retrograda su degradacién, impactando en la dinamica
estomatica y por ende en la fijacion de CO2 modificando de esta manera los
programas del desarrollo dependientes de sacarosa como la embriogénesis, la

diferenciacion de la testa, la elongacion de la raiz primaria y la dominancia apical

(Fig.10).
@% T2
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Figura 11. AMP1 en la regulacion del crecimiento. AMP1 regula negativamente
la expresiéon de la enzima de biosintesis de ABA, NCED mientras que ABA
conduce al producto del gen a su degradacion, este papel antagonico permite que
una sobre-expresion del gen AMP1 evite el cierre de los estomas mediado por
dicha hormona conduciendo a un incremento en la captacion de COg2, lo cual
favorece los niveles de sacarosa incrementando el crecimiento y desarrollo de
Arabidopsis.

11. PERSPECTIVAS

Determinar si la linea transgénica OX7 también es resistente al cierre
estomatico inducido por altas concentraciones de CO2 y al mismo tiempo
mantiene un incremento en la produccién de biomasa y semillas, ya que esto
permitiria utilizar el nocivo aumento de este gas en la atmosfera como una

estrategia para mejorar el desarrollo vegetal.
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Resumen

El proceso de germinacion es decisivo en el ciclo de vida de las plantas, ya que
permite la formacion de una nueva plantula y contribuye en su propagacion. La
germinacion comienza con la captura de agua a través de la capa de mucilago
presente en la testa y finaliza con la emergencia de la raiz y los cotiledones.
Factores ambientales como la estructura del suelo, la cantidad de luz y la
disponibilidad de nutrientes rompen la dormancia de la semilla a través de cambios
en los niveles de acido abscisico (ABA) y &acido giberélico (GA). EI ABA es
responsable de la dormancia de la semilla, en tanto que el GA promueve la apertura
de la testa. Arabidopsis thaliana ha sido el modelo vegetal mas utilizado para
estudiar la germinacién en angiospermas, permitiendo identificar cascadas de
sefalizacion y factores de ftranscripcion que estan conservados en plantas
cultivadas como el maiz (Zea mays L.). En esta revisiéon se analiza el conocimiento
actual sobre los mecanismos moleculares que regulan la germinacion.

Palabras clave: germinacion, embriogénesis, acido abscisico, acido giberélico.

Abreviaciones: ABA: acido abscisico, GA: acido giberélico, CK: citocininas.
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Abstract

The germination process is a decisive stage in the life cycle of plants, because it
gives rise to a new seedling and contributes to propagation. Germination begins with
capture of water from the mucilage present in the seed coat and finish with
emergence of the embryonic root and cotyledons. Environmental factors such as soil
structure, quantity of light and nutrient availability can break seed dormancy via
changes in the levels of abscisic acid (ABA) and gibberellic acid (GA). While ABA
imposes seed dormancy, GA promotes seed coat opening. Arabidopsis thaliana has
been the most widely used model to study germination in angiosperms, which
allowed identification of signaling cascades and transcription factors mediating this
process and that are conserved in crops, such as maize (Zea mays L.). This review
analyzes the molecular mechanism involved in germination.

Key words: germination, embryogenesis, abscisic acid, gibberellic acid.

Introduccién

Las angiospermas son el grupo mas extenso del reino Plantae, cuya caracteristica
distintiva es que son plantas que poseen semillas protegidas por paredes ovéricas.
La semilla es una estructura de propagacion, desarrollada tanto por las
gimnospermas como por las angiospermas que permite la supervivencia de la
especie al establecer una nueva generacion. La germinacion es uno de los eventos
mas importantes del ciclo de vida de las plantas que comienza con la imbibicion o
captacion de agua por parte del mucilago localizado en la cubierta de la semilla y
finaliza con la emergencia de la radicula (Fig. 1) (Bewley y Black, 1994).
Estructuralmente la semilla de las angiospermas esta formada por un embrién, una
estructura nutritiva o endospermo y una cubierta protectora o testa (Fig. 2). La
germinacion se encuentra determinada estrechamente por la dormancia, definida
como la incapacidad de una semilla viable para germinar aunque las condiciones
del medio sean adecuadas (Bewley, 1997). La imposicién de la dormancia depende
de factores internos como la estructura propia de la semilla y externos como la
cantidad de luz (Koornneef et al., 2002). Dentro del grupo de las angiospermas se
encuentran las plantas de interés agrondomico destacando los cereales, chile,
jitomate, frijol, entre otras. Sin embargo, los detalles moleculares se han identificado
a travées del estudio de la germinacion en Arabidopsis thaliana.
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Figura 1. Germinacion de las semillas de Arabidopsis. La liberacion de la dormancia ocurre si las condiciones del
medio promueven la germinacién o se mantiene si son inadecuadas. La germinacion comienza cuando una semilla
capta agua a través de su capa de mucilago (imbibicién). Posteriormente, se activa el proceso de ruptura de la testa,
se consume el endospermo Yy ocurre la salida de la radicula (Modificado de Bentsink y Koornneef, 2008).
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Figura 2. Estructura de la semilla de Arabidopsis. EI embrién estad formado por los cotiledones, el hipocétilo y la
radicula. Dicha estructura se encuentra cubierta por una envoltura nutritiva, el endospermo vy otra de proteccion, la
testa (Modificado de Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006).
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Figura 3. Representacion del desarrollo de la semilla de Arabidopsis. Se muestran las diferentes etapas del
desarrollo del embrién pre-globular, globular, transicién, corazoén, lineal, doblado, maduro, post-maduro y latente;
y las caracteristicas adquiridas durante cada uno de estos estadios. OSF, 6vulo sin fertilizar; PG, pre-globular;
GLOB, globular; COT, cotiledén; SVM, semilla verde madura; PSVM, post etapa de semilla verde madura y PLT,
plantula (Modificado de Lee et al., 2010).

Etapas del desarrollo de la semilla

El desarrollo de la semilla comprende dos fases principales la embriogénesis y la
etapa de maduracion. Esta ultima a su vez se divide en dos eventos: uno consiste
en la reorganizacién del metabolismo y la biosintesis de algunas proteinas y
compuestos de reserva y otro, donde se adquiere resistencia a la desecacion. La
embriogénesis es un proceso fisiolégico en el cual a partir de una sola célula (6vulo
fertilizado) se forma un organismo multicelular funcional a través de una serie de
divisiones y de la determinacion de los destinos celulares, que en conjunto se
denomina morfogénesis (Fig. 3). Después de la fertilizacion, el cigoto experimenta
una primera division asimétrica que genera una célula apical pequena y otra mas
grande, la basal (Mansfield y Briarty, 1991). Posteriormente, la célula basal se divide
y crece para formar el suspensor, mientras que la apical se convierte en el embrion.
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Este ultimo pasa a través de las etapas globular y de corazon. Conforme continua
su desarrollo, el embrién forma el meristemo radicular y apical y los cotiledones se
hacen visibles (Lee et al., 2010).

El patron de formacion apical-basal esta estrechamente regulado por el flujo de
auxinas (Bowman y Floyd, 2008). Alteraciones en el flujo de auxinas durante la
germinacion, ocasionan defectos sobre el desarrollo del embrién que podrian alterar
el proceso, ya que la radicula debera romper las envolturas del embrion, el
endospermo y la testa. Si no se forma la radicula, o se altera la estructura de las
envolturas, no se llevara a cabo la ruptura de estas ultimas, y por tanto no se
permitira la propulsién de la radicula, evitando asi la germinacién normal de la
semilla. Durante la maduracion de la semilla, el embridon debe crecer hasta rellenar
las cubiertas ovaricas y adquirir resistencia a la desecacioén, en la primera fase de
esta etapa se acumulan proteinas y lipidos de reserva y algunas proteinas
involucradas en la desecacion de la semilla (Goldberg et al., 1994; Nambara et al.,
2000; Angelovici et al., 2010).

Las proteinas de almacenamiento sirven principalmente como fuente de carbono,
sin embargo, también se ha sugerido que participan en la destoxificacion 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, el embrion entra en un proceso de
dormancia donde se sintetizan proteinas que le permiten adquirir resistencia a la
desecacion vy 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 EMBRYOGENESIS ABUNDANT (LEA), para
las cuales se han sugerido funciones de: proteccién de las membranas celulares
(Chakrobortee et al., 2012), estabilizacion de cristales de azlUcar dentro de las
semillas (Wolkers et al., 2001), asi como las proteinas de choque térmico (HSP) que
son conocidas por su funcion como chaperonas moleculares (Méndez-Ferreira et
al., 2013).

La maduracion de la semilla determina caracteristicas importantes como su calidad
y viabilidad, este proceso se regula por el acido abscisico (ABA) y una red de
factores de transcripcion (Chiu et al., 2012) que tienen vias de retroalimentacion
positiva hacia el ABA y negativa para el acido giberélico (GA). ElI funcionamiento
de esta red de factores de transcripcion y de los fitorreguladores en el desarrollo de
la semilla sera explicado en los siguientes apartados. Cabe mencionar que una vez
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completada la maduracion de la semilla, es decir, cuando el embrion y el
endospermo han concluido la morfogénesis, se activa la fase de dormancia. La
liberacién de la dormancia puede ocurrir de manera natural si las condiciones del
medio promueven la germinacion. Sin embargo, si las condiciones no son
adecuadas la dormancia se mantiene. Muchas semillas, principalmente las de
interés agricola son almacenadas, lo que provoca una dormancia secundaria que
puede ser liberada por la estratificacion que consiste en hidratar la semilla y
someterla a condiciones de frio (por lo general a 4°C) para promover la germinacién
(Baskin y Baskin, 2004).

Induccién b Ambiente del medio Finde la
la latencia ® latencia A
PR Percepcién
Y
A
Sintesis de ABA Sintesis de GA
Degradacion de GA Degradacion de ABA
Sensibilidad al ABA .
Integracién
Senalizacion de ABA Sefalizacion de GA
Y
Latente Ciclo No-latente —¥» Germinacién A
e
—« Respuesta
Sensibilidad de la semilla a >
ambiente de germinacion Ambiente del medio

Sobrelapamiento: Iniciacion de la germinacion

Figura 4. Modelo sobre la regulacién de la latencia y germinacién por ABA y GA en respuesta al ambiente. De
acuerdo a este modelo, los factores ambientales afectan el balance y la sensibilidad del ABA y del GA. La sintesis
del ABA predomina en el estado latente, mientras que la sintesis y sefializacion del GA dominan la transicién a la
germinacion. La compleja interaccién entre sintesis, degradacion y sensibilidad en respuesta a las condiciones
ambientales resulta en latencia o germinacion (Modificado de Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006).
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Regulacion hormonal de la germinacién

El proceso de germinacion esta regulado principalmente por la interaccion de las
fitohormonas GA y ABA, mientras que el primero promueve la germinacion, el ABA
impone la dormancia en respuesta a factores ambientales (Fig. 4). Las mutantes
insensibles a ABA como abscisic acid insensitive 1 (abil), presentan dormancia
reducida (Koornneef et al., 1984), mientras que las deficientes en GA, como
galactokinase 1-3 (gall-3) no germinan (Koornneef y Vanderveen, 1980). Los
factores ambientales involucrados en la germinacion son la humedad, el frio, la
disponibilidad de nitrato y la cantidad de luz (Ali-Rachedi et al., 2004; Bethke et al.,
2007). Entre estos factores, la cantidad de luz ha sido el mas estudiado y se ha
demostrado la participacion de algunos fotorreceptores de naturaleza proteica
conocidos como fitocromos en la induccion de la biosintesis de GA (Yamaguchi et
al., 1998) (Fig. 6). Los fitocromos son sensibles a la luz roja y roja lejana y ejercen
sus efectos sobre la germinacion mediante la induccién de enzimas 3B-hidroxilasas
involucradas en la biosintesis de GA (Yamaguchi et al., 1998).

La germinacién ocurre mediante pasos secuenciales, el primero involucra la
imbibicion de la semilla en agua y si las condiciones ambientales son adecuadas, el
ABA endoégeno sufre una hidroxilacion que permite su propio catabolismo,
promoviendo asi la germinacion (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 transcripcién que inhiben la via del GA al promover la sintesis de los
represores de ésta para evitar la germinacion (Arc et al., 2013).

El ABA es una hormona sesquiterpénica que promueve la maduracion de la semilla,
utilizacion de nutrientes de reserva, tolerancia a la desecacion e induccion de
dormancia (Holdsworth et al., 2008). Los factores de transcripcion inducidos por
ABA son: ABSCISIC ACID INSENSITIVE 3 (ABI3), ABSCISIC ACID INSENSITIVE
4 (ABI4) y ABSCISIC ACID INSENSITIVE 5 (ABI5) cuyas funciones se describen a
continuacion. ABI3 regula la transicion entre la maduracion del embrién 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. Ademas, se ha demostrado que juega un importante papel en el cruce
de senales entre ABA y GA a través de la regulacion de genes clave para la
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biosintesis de ambas hormonas (Shu et al., 2013). ABI5 se encuentra abajo de ABI3
en la cascada de sefializacion y reprime la germinacion parcialmente activando un
grupo de genes LATE EMBRYOGENESIS ABUNDANT (LEA). La sefializaciéon del
GA 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, cuyo blanco de degradacion son los reguladores
transcripcionales DELLA (Griffiths et al., 2006), que reprimen la transcripcion de los
PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR (PIF), que son factores que se unen a
los promotores de los genes de respuesta al GA. Recientemente se ha demostrado
que algunas proteinas tipo dedos de zinc como la INDETERMINATE DOMAIN 1
(IDD1)YENHYDROUS (ENY) median el efecto del GA balanceando la maduracion
promovida por ABA (Feurtado et al., 2011). Se ha sugerido que las proteinas DELLA
(reguladores negativos de la via de sefalizacién de GA) interactian con sitios de
union al acido desoxirribonucleico (ADN) en los promotores de los genes.

el

| /

DELLA ABI3

2N

MFT —— ABI5

Germinacion

Figura 5. Modelo de la germinaciéon mediada por MFT. Interaccion de las vias del ABA y del GA en la regulacion
de la germinacion. Cuando las condiciones ambientales son adecuadas, la via del GA promueve la degradacion de
las proteinas DELLA que inducen al MFT, elemento central en el cruce de sefiales entre ABA y GA. MFT es
regulado por la via del ABA mediante las proteinas ABI3 y ABIS5, la primera actlia como un represor y la otra como
promotor del MFT. De esta manera MFT regula por retroalimentacion negativa la via de sefializacion de ABA. (*)
Indica rutas aun no confirmadas (Modificado de Xi et al., 2010).
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Los genes de respuesta a GA codifican para algunas enzimas como las glucanasas,
endohidrolasas y proteinas tipo expansinas que hidrolizan el endospermo vy liberan
la inhibicion de ABA contribuyendo asi al crecimiento del embrion, de tal manera
que la radicula pueda emerger de la testa (McCarty, 1995). Como se mencioné
anteriormente, la germinacién estd determinada por un balance entre el ABA y el
GA, por consiguiente es de esperarse un cruce de sefiales que regule el nivel de
ambas hormonas. A continuacién se mencionan algunos mecanismos moleculares
conocidos hasta ahora que evidencian este cruce de sefales entre ambas vias.

/

Endospermo

y
—
Fitocromos
oot )

Hipocétilo

Cotiledones

ABA }—[_VE]E

N

Crecimiento
T

del embrién

Figura 6. 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 los nutrientes 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. Ademéas, se muestran los cruces de sefiales entre el etileno y las auxinas que inhiben y
promueven, respectivamente la via del ABA. Los BR directamente actdan sobre el crecimiento del embrion. Las
flechas verdes indican la promocion de la germinacién y las rojas la inhibicion (Modificado de Bentsink y
Koornneef, 2008).

La sefnalizaciéon del GA esta regulada por un grupo de represores conocidos como
proteinas DELLA que incluyen al REPRESOR OF GA-LIKE 2 (RGL2) que
probablemente es el principal factor tipo DELLA involucrado en germinacion (Tyler
et al., 2004). RGL2 se expresa durante la germinacién temprana en especial antes
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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.
RGL2 promueve directamente la transcripcion del gen MOTHER OF FT AND TFL1
(MFT) que codifica para una proteina de union a la fosfatidiletanolamina que
participa en la via de sefializacién del ABA y el GA (Fig. 5). La expresion de MFT
esta regulada por ABI3 y ABI5, responde a sefiales tanto del GA como del ABA y
controla la germinacion a través de una retroalimentacion negativa sobre la via del
ABA (Fig. 6) (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 esta regulada
principalmente por el ABA y el GA, también participan otros fitorreguladores que
mediante un cruce de sefales contribuyen en algun proceso vinculado a la
germinacion (Bentsink y Koornneef, 2008).

El papel principal de las auxinas se presenta en la embriogénesis, sin embargo,
recientemente se ha demostrado que el factor de respuesta a auxinas ARF10 esta
involucrado en la germinacién a través del ABA, ya que las plantas transgénicas
que expresan un micro ARN resistente a ARF10 (miR-160) son hipersensibles a la
aplicacion exdégena de ABA (Liu et al., 2007) (Fig. 6). 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 la cromatina que influyen en la transcripcion y el
desarrollo de los tegumentos y endospermo (Sun et al., 2010). Respecto a la funcién
del etileno durante la germinacién, 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 de la doble mutante ein2abi3 indica que el
etileno regula negativamente la dormancia al inhibir la accién del ABA (Beudoin et
al., 2000). Los brasinoesteroides (BR) son fitoreguladores de origen esteroideo que
participan en la regulacién del desarrollo de estomas, longitud de las células,
expansion de hojas, diferenciacion de tejido vascular, etc. (Arc et al., 2013).
Recientemente, se les ha atribuido una funcién 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-
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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).

Genes inducidos durante el desarrollo de la semilla

Se han encontrado varios genes inducidos diferencialmente durante las distintas
fases del desarrollo de la semilla que incluyen a ABSICISIC ACID INSENSITIVE 3
(ABI3), FUSCA 3 (FUS3), LEAFY COTYLEDON 1 (LEC1) y LEAFY COTYLEDON
2 (LEC2). Estos genes codifican para factores de transcripcion con dominio de union
B3, dicho dominio adquiere una conformacion terciaria en forma de barril que es
capaz de unirse al surco mayor del ADN. En general, la mutaciéon en estos genes
disminuye la dormancia y reduce la expresion de las proteinas de almacenamiento
(Gutiérrez et al., 2007). Otros genes involucrados en el desarrollo de la semilla son:
SHORT HYPOCOTYL UNDER BLUE1l (SHB1), HAIKUl (IKU1), MINISEED 3
(MINI3) y HAIKU 2 (IKU2) que promueven el desarrollo del endospermo y asi
aumentan el tamano de la semilla (Wang et al., 2010). En forma opuesta APETALA
2 (AP2), inhibe el crecimiento de los tegumentos y el embrién reduciendo el tamafio
de la semilla (Ohto et al., 2009); se ha sugerido que AUXIN RESPONSE FACTOR
2 (ARF2) también regula el tamafio y peso de la semilla, ya que la deficiencia de
este factor de transcripcion ocasiona divisiones extras en los tegumentos del 6vulo,
lo cual provoca la formacion de una testa alargada y también regula el crecimiento
de los tegumentos al moderar el nimero de divisiones (Shruff et al., 2006). FUS3
promueve la dormancia y evita la germinacién precoz al estimular la biosintesis del
ABA e inhibir la del GA, ademas, se ha sugerido que el ABA estabiliza a la proteina
FUS3 mientras que el GA la desestabiliza (Nambara et al., 2000; Curaba et al.,
2004). Los genes FUS3 y ABI3 son inducidos por auxinas y la sintesis de auxinas
es regulada a su vez por LEC2 y FUS3 (Gazzarrini et al., 2004; Lu et al., 2010).

Influencia de la testa sobre la germinacion

La testa es una estructura de proteccién y nutricion para el embrién. Las mutantes
con defectos en la testa se pueden dividir en los grupos de pigmentacion y de
estructura. La testa de Arabidopsis contiene tres tipos de pigmentos: antocianinas,
flavonoles y proantocianinas, que dan los colores rojo, morado y café,
respectivamente. Las mutantes de pigmentacién transparent testa 1 (itl),
transparent testa 2 (tt2) y transparent testa glabra (ttg) presentan semillas amarillas

Ciencia Nicolaita # 67 47 Abril de 2016



Regulacién molecular de la germinacién en angiospermas

debido a alteraciones en la sintesis de proantocianinas y dormancia reducida
(Masucci y Schiefelbein, 1996). La mutacién en TTG también ocasiona una
disminucion en la cantidad de proteinas e incrementa el contenido de acidos grasos
en la semilla, lo que resulta en una disminucion del tamafo y peso (Chen et al.,
2012). Otros factores de transcripcion que regulan la sintesis de acidos grasos son:
LEC1, LEC2, FUS3 y ABI3.

Algunos autores postulan que la acumulacion de pigmentos en la testa es un
obstaculo para la germinaciéon (Albert et al.,, 1997). Las mutantes estructurales
aberrant testa shape (ats) y ap2 presentan semillas con forma de corazéon (Ledn-
Kloosterziel et al., 1994) y glabra 2 (gl2) pierde la capa de mucilago afectando de
esta manera la germinacion (Rerie et al., 1994; Masucci y Schiefelbein, 1996). La
testa puede imponer dormancia por dos mecanismos: uno mediando el proceso de
imbibicién al controlar la captacion de agua mediante el mucilago vy el otro a través
de la biosintesis del ABA, ya que recientemente se ha demostrado que induce la
sintesis de novo del ABA cuando las condiciones para la germinacién no son
adecuadas (Lee et al., 2010).

Germinaciéon del maiz

En el maiz, VIVIPAROUS 1 (VP1), es un gen analogo a ABI3, cuya mutacion al igual
que lo reportado en las mutantes insensibles a ABA en Arabidopsis reduce la
dormancia e inhibe la sintesis de antocianinas (McCarty et al., 1989). VP1 codifica
para un factor de transcripcion con dominio de union B3 que regula la maduracién
de la semilla al inducir la expresion de factores de transcripcion de respuesta al
ABA. Se ha demostrado que el gen VP1 puede complementar la mutante abi3 en
Arabidopsis (Giraudat et al., 1992; Suzuki et al., 2001).

Los genes inducidos por ABA, contienen elementos de respuesta a ABA (ABRE)
donde se unen a promotores con cajas ACGT. Algunos de estos genes son ABI5 y
bzip TRANSCRIPTION FACTOR 1 (TRAB1). Sin embargo, otros promotores
activados, ademas de la secuencia ABRE, requieren un elemento adicional en cis
denominado elemento acoplador (CE) que juntos forman el ABREC; en maiz el mas
conocido es rab28 que es activado por el factor VP1 (Busk y Pages, 1998). VP1
regula la transcripcion a través de la activacion de la expresiéon de genes que
codifican para la sintesis de la -amilasa y al igual que los factores de transcripcién
de respuesta al ABA, como ABI3 y ABI5, VP1 se induce en respuesta a estrés
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osmotico (Cao et al., 2007). Por otra parte, el factor TRAB1 se presenta como un
posible analogo de ABI5 en Arabidopsis y se ha demostrado que actia de manera
sinérgica al ABA (Jakoby et al., 2002) y que el ABA favorece la activacion de TRAB1
mediante fosforilacion (Kagaya et al., 2002).

Conclusiones

La germinacion es un proceso altamente regulado que implica la participacion de
diversas clases de hormonas vegetales, que actuan de manera sinergistica o
antagoénica, integrando las sefiales provenientes del ambiente. Hasta ahora, la
informacion disponible indica que el acido abscisico y el acido giberélico son los
fitorreguladores esenciales para el control de la germinacién, aunque las auxinas,
citocininas, brasinoesteroides vy el etileno influyen tanto en el desarrollo de la semilla
como en la dormancia. Factores estructurales propios de la semilla como la testa,
compuestos de reserva acumulados en el endospermo y la estructura del embrién
son importantes durante la germinacién. Estos factores estan conservados en
Arabidopsis y maiz, lo que permite sugerir que los estudios en especies modelo
podrian tener aplicaciones inmediatas en los cultivos. En estos momentos, la
biologia vegetal experimenta una revolucion genoémica, causada por el impacto de
las modernas técnicas de secuenciacion masiva de sus genes, ftranscritos y
proteinas. El entender la manera como se orquestan las vias de sefializacion
hormonal para controlar la germinacion en las diferentes especies vegetales, tanto
en angiospermas como en gimnospermas es uno de los retos actuales en este
campo.
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Las c¢lulas guardianas

Escrito por Claudia Marina Lopez Garcia y José Lopez Bucio

Las plantas son organismos un tanto distintos a nosotros, ya que realizan un proceso fundamental, la fotosintesis,
lo que significa que son capaces de convertir el diéxido de carbono (CO2) atmosférico en sacarosa, utilizando
unicamente energia luminica y agua. El CO2 es un gas abundante en la atmosfera, generado de fuentes muy
diversas, de manera natural se produce en incendios, erupciones volcanicas e incluso cuando respiramos. Los
humanos liberamos este gas a través de la nariz, una cavidad que permite el intercambio gaseoso, los animales
también cuentan con cavidades u 6érganos especificos para captar el oxigeno y liberar gases fuera del cuerpo.

Las plantas estdn conformadas por el follaje y el sistema radicular. El primero consiste de hojas, tallos, flores y
frutos, realiza las funciones de transpiracion, es decir liberan el exceso de agua que circula desde el suelo
transportando nutrientes, asi como la reproduccion y dispersion de las semillas. Por otra parte, la raiz permite el
anclaje, la hidratacion y la nutriciéon. Las hojas son laminas de color verde por la produccion de clorofila, un
pigmento fotosintético. Estos drganos estan cubiertos por una cuticula protectora, entonces ;COmo es que se
realiza la captacion de CO2?

Los estomas permiten el intercambio gaseoso, son orificios microscopicos que se distribuyen principalmente en
las hojas y estan formados por dos células conocidas como células guardianas o células guarda, que abren o
cierran los poros en respuesta a fluctuaciones de las condiciones ambientales. Los estomas permiten el ingreso del
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CO2, materia prima para producir sacarosa y otros azlcares, su apertura incrementa la entrada de CO2 pero
puede ocasionar la pérdida de agua, particularmente bajo condiciones de alta temperatura, e incluso pueden ser
sitio de ingreso de microorganismos patdgenos. Por lo tanto, la dindmica estomdtica es fundamental para la
supervivencia de la planta.

.Cual es el origen de las células guardianas?

La epidermis de las hojas es una capa protectora, cerosa y brillante que se origina a partir de un tejido
embrionario llamado protodermo y se diferencia en: 1) células guardianas, que permiten el intercambio gaseoso
con el medio, 2) tricomas, prolongaciones que confieren proteccion contra la desecacion y ataque de herbivoros y
patogenos, y 3) células planas, que aislan las estructuras internas. La diferenciacion de las células epidérmicas
esta coordinada por fitohormonas que regulan la expresion de genes, que les permiten cumplir con sus funciones.
Las células guardianas son morfoldgicamente distintas del resto de las células epidérmicas, poseen una compleja
red de sefializacion, alta capacidad para transportar iones y vias metabolicas modificadas que le dan la capacidad
de cambiar rapidamente su volumen para modular la apertura de los estomas.

ESTOMAS

CELULAS GUARDIANAS

. Cual es su funcion?
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Las plantas son organismos muy sensibles, que perciben las condiciones ambientales y modulan la fotosintesis y
transpiracion con el objetivo de protegerse de cambios negativos para su desarrollo. Los factores ambientales que
influyen en la apertura estomatica son: la luz, la concentracion de CO2 y el agobio bidtico o abiotico. El estrés
bidtico es generado por microorganismos y el abidtico por alta salinidad, limitacion de agua, temperaturas
extremas, etc. La luz y el CO2 favorecen la apertura, mientras que ambos tipos de estrés inducen el cierre de los
estomas.

Es por ello, que la principal funcion de las células guarda es cerrar el estoma en caso necesario, para evitar la
pérdida de agua o una posible infeccion en las hojas, integrando los cambios en estos factores y generando una
respuesta que incremente o disminuya su turgencia, respectivamente. Estos cambios se realizan por
modificaciones en la organizacion del citoesqueleto, en la cantidad de iones y en la produccion de algunos
metabolitos. Cuando las células guardianas abren el estoma, aumentan su turgencia al activar una bomba de
protones que induce la entrada de iones potasio (K+) principalmente. Para cerrar el estoma ocurre lo opuesto,
salen iones K+ ocasionando una pérdida de volumen.

Senales de alerta

Las plantas envian la informacion del entorno a sus diferentes organos y tejidos a través de cascadas de
sefializacion, las més conocidas implican la participacion de hormonas vegetales. El 4cido abscisico (ABA)
media las respuestas al estrés abidtico y es el principal regulador de la apertura estomatica. La salinidad, el frio o
la sequia inducen su biosintesis, al ser percibido por los receptores de las células guardianas, éstas incrementan
los niveles de peroxido de hidrégeno. Por su parte el acido jasmoénico (AJ) conduce la defensa contra
microorganismos, ya que inducen la produccion de 6xido nitrico (NO) y también la biosintesis de 4cido abscisico.
El peréxido de hidrogeno (H202) y el 6xido nitrico causan la salida de K+ y conducen a la pérdida de turgencia,
con el consecuente cierre del estoma, para minimizar los danos que cambios adversos en factores ambientales
pudieran ocasionar a la planta.
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