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RESUMEN

Las plantas por su caracter sésil se ven en la necesidad de tomar recursos del medio ambiente para
su sobrevivencia, al ser los productores primarios de los ecosistemas tienen un papel fundamental
en la existencia de la vida en el planeta. Sus interacciones con el ambiente resultan muy importantes
para el sostén de la productividad agricola. Si algun requerimiento la planta lo detecta como
limitante, se inducen respuestas que le permiten adaptarse y/o competir por ¢€l, para asegurar un
mejor aprovechamiento y lograr su supervivencia. Las respuestas a la competencia dependen de la
densidad poblacional, pero escasamente se ha investigado su efecto sobre la regulacion de la
morfologia vegetal y los mecanismos que integran las sefiales en programas morfogenéticos como

es la senalizacion de auxinas, para regular procesos del desarrollo.

Considerando lo anterior, en este trabajo se presenta la caracterizacion del efecto de la
densidad poblacional sobre los programas de desarrollo de Arabidopsis thaliana crecida in vitro y
en suelo y su interaccion con la via de sefalizacion de las auxinas. Los resultados del presente
estudio, indican que la densidad poblacional regula procesos de crecimiento y desarrollo durante
todo el ciclo de vida de la planta, el aumento en densidad poblacional disminuye la produccion de
clorofila y biomasa asi como el tamafio general de la planta al comparar con tratamientos de baja
densidad. El proceso de floracion se ve acelerado en alta densidad y la cantidad de flores y frutos se
ve drasticamente reducida de manera dependiente del aumento en nimero de individuos. La
senescencia se presenta de manera temprana en alta densidad. En el sistema radicular, de forma
dependiente de la densidad poblacional se presenta una disminucion en la longitud de la raiz
primaria y nimero de raices laterales, esto se encuentra regulado por una disminucién en division y
diferenciacion celular a través de la sefalizacion de auxinas, lo que se observd en las lineas
transgénicas CycBI:uidA y DR5:uidA. Se muestra que la densidad poblacional regula el transporte
polar de auxinas a través de la participacion directa del transportador de eflujo de auxinas PIN1 y el
factor transcripcional PFT1. Los resultados sugieren que el efecto de la densidad poblacional en la
regulacion de los procesos descritos se establece por una comunicacion planta-planta posiblemente
mediada por compuestos volatiles y no esta directamente relacionada a la competencia por

nutrientes, CO, y luz.

PALABRAS CLAVE: Arabidopsis thaliana, Auxinas, Competencia, Densidad poblacional, PFT1.



ABSTRACT

The sessile character of plants put them in the need to take environmental resources for
survival, as ecosystems primary producers they play a key role in the existence of life on
the earth. Their interactions with the environment are very important for sustaining
agricultural productivity. If the plant detects any requirement as limiting, responses that
allow it to adapt and /or compete for it, to ensure better utilization and ensure their survival
are induced. Responses to competition depend on population density, but has been poorly
investigated its effect on the regulation of plant morphology and the mechanisms that
integrate the signals in morphogenetic programs such as auxin signaling to regulate

developmental processes.

The present work focuses on the characterization of the population density effect on
developmental programs of Arabidopsis thaliana grown in vitro and in soil, and its
interaction with the auxin signaling pathway is presented. The results of this study indicate
that population density regulates processes of growth and development throughout the
plant®s life cycle, the increase in population density decreases the production of chlorophyll
and biomass as well as the overall size of the plant compare with low density. The
flowering process is accelerated at high density and the number of flowers and fruits is
drastically reduced in a dependent manner of the increase in number of individuals.
Senescence occurs early in high density. Radicular system presents a decrease in primary
root length and lateral roots number in a population density dependently way, that is
regulated by a decrease in cell division and differentiation through auxin signaling,
observed in the transgenic lines CycB.uidA and DR5:uidA. 1t is shown that the population
density regulates polar auxin transport through the direct involvement of auxin efflux
carrier PIN1 and PFT1 transcriptional factor. This results suggest that the effect of
population density in the regulation of the processes described are established by plant-
plant communication mediated possibly by volatile compounds and is not directly related to

nutrients, CO, and light competition.

KEY WORDS: Arabidopsis thaliana, Auxinas, Competencia, Densidad poblacional,
PFTI.



1. INTRODUCCION

Las plantas son organismos eucariontes, pluricelulares altamente sofisticados, con un papel
fundamental en la existencia de la vida en el planeta; al ser los productores primarios de los
ecosistemas, las interacciones con mas organismos resultan extremadamente importantes.
Los vegetales presentan diferentes estructuras altamente especializadas que les permiten
crecer, desarrollarse y reproducirse, formando asi un sistema integrado con la capacidad de
modificar su arquitectura (plasticidad fenotipica) y el desarrollo en respuesta a las sefiales
bidticas y abidticas del medio. Esta ultima caracteristica ha surgido como una estrategia
para una mejor adaptacion al medio y a la competencia por recursos esenciales (Callaway et

al., 2003; Valladares et al., 2007).

Para los organismos vegetales estos recursos incluyen agua, luz, didéxido de
carbono, minerales y algunas sefiales abidticas importantes como la gravedad, la
composicion y estructura del suelo, y la percepcion de algunos elementos volatiles del
ambiente, asi como también exudados radiculares propios y de otros organismos. Cuando
alguno de estos requerimientos indispensables, se detecta como limitado y dependiendo de
la duracion e intensidad de cada sefial, se inducen en las plantas respuestas que les permiten
adaptarse y/o competir por ellos, para asegurar un mejor aprovechamiento y asi lograr la

supervivencia (Gersani et al., 1998; Kegge y Pierik, 2010).

En especies de importancia econdmica, la competencia por recursos puede variar
manipulando varios parametros, entre ellos la densidad de individuos en un area
determinada (Shennan, 2008). Se ha hecho relativamente poco trabajo para entender el
efecto de la densidad poblacional sobre la regulacion de la morfologia y fisiologia de las

plantas, asi como de los mecanismos que median estas respuestas.

Arabidopsis thaliana, es una especie dicotiledonea miembro de la familia
Brassicaceae (Cruciferae), que gracias a sus caracteristicas, ha sido el modelo de estudio
mas utilizado en genética, bioquimica y fisiologia vegetal por mas de 20 afios (NSF, 2002);
debido a que tiene la ventaja de que su genoma ha sido completamente secuenciado,

permitiendo la identificaciéon de un gran niimero de mutantes, afectadas en diferentes



programas de desarrollo (NSF, 2002). Particularmente, las caracteristicas de su sistema
radicular, como la simplicidad de su organizacion celular y la actividad del meristemo
apical la hacen un modelo ideal para estudiar procesos fisiologicos (Scheres y Wolkenfelt,
1998). Avances importantes en el entendimiento del crecimiento y desarrollo de las plantas

se han logrado gracias a los estudios con esta angiosperma.

Debido a su caracter sésil, las plantas desarrollaron la capacidad de responder a un
gran numero de estimulos externos para coordinar su crecimiento y desarrollo, mediante la
sintesis de diferentes reguladores de crecimiento, que ejercen sus funciones a través de
programas de sefializacion intracelular especificos que conducen al encendido o apagado de
genes (del Pozo et al., 2006). Los reguladores de crecimiento son un grupo de moléculas
pequenas derivadas de diferentes vias metabolicas que funcionan como integradoras de
informacion y cuyas vias de sefializacion con frecuencia interactian para regular la
morfogénesis vegetal y las respuestas al ambiente (Lopez-Bucio ef al., 2006a). Un solo
regulador de crecimiento puede afectar una amplia gama de aspectos celulares y procesos
del desarrollo y a su vez un solo proceso puede ser regulado al mismo tiempo por multiples

reguladores de crecimiento (Gray, 2004).

Las auxinas son los reguladores del crecimiento vegetal mas estudiados. Se ha
determinado que participan en cada aspecto del crecimiento y desarrollo de la planta,
modulando procesos diversos como las respuestas a la luz y gravedad, la arquitectura
general de la raiz y follaje, la organogénesis (Teale et al., 2006), asi como el control de la
abscision, la division celular, el desarrollo reproductivo y la dominancia apical (Woodward
y Bartel, 2005). La principal auxina en las plantas es el acido indol-3-acético (IAA, indole-
3-acetic acid), implicado en los tres procesos principales del crecimiento: division,
elongacion y diferenciacion celular. En Arabidopsis thaliana las respuestas inducidas por
auxinas comprenden una red de procesos regulada y compleja, que incluye la sintesis de
auxinas, la disponibilidad en su forma activa, la regulacion de su transporte a través de la
planta, su percepcion y sefializacion, ademds de las interacciones con otras sefiales tanto

endogenas como ambientales (Kieffer et al., 2010).

Las auxinas se sintetizan en diferentes partes de la planta, principalmente en partes
en desarrollo jovenes como el meristemo aéreo, hojas recién emergidas y plantulas (Ljung
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et al., 2001), también el sistema radicular presenta una fuente de auxinas, localizada
principalmente en la zona meristematica de la raiz primaria y de las raices laterales (Ljung
et al., 2005). Desde los sitios de sintesis, las auxinas son redistribuidas hacia toda la planta
para regular una serie de procesos morfogenéticos (Davies, 2004), para lo cual requieren un
mecanismo de transporte sofisticado, conocido como transporte polar de auxinas (PAT,

Polar Auxin Transport) (Michniewicz et al., 2007).

En el PAT, participan proteinas transportadoras de influjo AUX1 y de salida como
las familias PIN y PGP que en conjunto regulan la distribucidon controlada del IAA para
generar gradientes de concentracion en tejidos especificos. Dichos gradientes son
importantes porque el IAA lleva a cabo sus efectos a través de la formacion de maximos de
concentracion de auxina (Benkova et al., 2003). Mutantes de Arabidopsis como pin
formedl (pinl) fueron descritas con defectos en el PAT, lo que sugeria su funciéon en el
efluyjo de auxinas (Okada ef al., 1991). La identificacion y caracterizacion de genes
homologos adicionales PIN3, PIN4 y PIN7, necesarios para el gravitropismo,
mantenimiento de los patrones del meristemo radicular y desarrollo embrionario
respectivamente, indicaron una distribucion asimétrica (polar) en las membranas celulares
en tipos celulares especificos, relaciondndolos con la direccion del flujo de auxinas y los

patrones de acumulacion sitio especifico (Friml ef al., 2002a, b; Wisniewska et al., 2000).

En los estudios que reportan mutantes en la ruta de sefalizacion de auxinas, las
respuestas fenotipicas son muy variadas, desde resistencia hasta sensibilidad de auxinas. En
nuestro grupo de trabajo, Raya-Gonzdlez et al. (2014) identificaron a la mutante pf¢/-2 con
un incremento en el crecimiento de la raiz primaria y casi el doble de raices laterales,
presentando una sensibilidad a auxinas a concentraciones bajas, evidenciada por la
actividad de los marcadores de respuesta a auxinas DR5:GFP y DR5:uidA, lo que sugeria
que PFT1, podria estar involucrado en el transporte de auxinas, posiblemente mediando la

regulacion transcripcional y distribucion del transportador de eflujo PINT.



2. ANTECEDENTES

2.1. Arabidopsis thaliana como modelo de estudio

Arabidopsis thaliana es una especie dicotiledonea, miembro de la familia Brassicaceae
(Cruciferae), que incluye cultivos de importancia econdémica como el nabo (Brassica
napus), la col (Brassica oleracea var botrytis), el brocoli (Brassica oleracea L. var. italica)
y la canola (Brassica napus var. napus); no obstante que Arabidopsis no es una planta de
importancia econémica, ha sido el modelo de estudio mas utilizado en genética, bioquimica

y fisiologia vegetal por mas de 20 afios (NSF, 2002).

Para dilucidar los posibles mecanismos moleculares de accion y/o funciones de gran
variedad de compuestos producidos por las plantas, los investigadores han utilizado a
Arabidopsis thaliana como modelo de estudio por las siguientes caracteristicas: presenta
requerimientos basicos como cualquier otro organismo autétrofo, luz, agua y nutrientes; un
ciclo de vida corto de entre seis y ocho semanas; produccion de una gran cantidad de
semillas, requiriendo un espacio pequefio para su crecimiento, por lo que es facil de cultivar
en invernaderos o cdmaras de crecimiento. Ademds, tiene la ventaja de que se ha
secuenciado su genoma, el cual consta de 120 megapares de bases, distribuidos en cinco
cromosomas, que se sabe contienen alrededor de 25, 000 genes. El genoma de Arabidopsis
es relativamente pequeno, comparado con el de otras especies cultivables como el maiz (19
veces mas grande) o el trigo (128 veces mas grande), los cuales presentan ademas,
duplicacion de genes por eventos de poliploidia. Todas estas caracteristicas han permitido
la identificacion de un gran niimero de genes de Arabidopsis que participan en diferentes

programas de desarrollo (NSF, 2002).

Particularmente, la raiz de Arabidopsis tiene caracteristicas que la hacen un modelo
ideal para estudiar procesos fisioldgicos, entre ellas la simplicidad de su organizacién
celular y la actividad del meristemo apical (Scheres y Wolkenfelt, 1998). Avances
importantes en el entendimiento del crecimiento y desarrollo de las plantas se han logrado

gracias a los estudios con esta angiosperma.



2.2. Morfologia vegetal

Los dos sistemas principales que presenta la morfologia de una planta son el aéreo,
formado por tallo, hojas, flores y frutos durante la etapa reproductiva; y el radicular el cual
generalmente consiste de una raiz primaria, raices laterales, pelos radiculares y en

ocasiones raices adventicias (Fig. 1).

En el sistema vegetal aéreo lo primero en emerger durante la germinacion es el
hipocotilo y el o los cotiledones, posteriormente se da lugar a la formacion de las hojas
verdaderas. Este sistema se encuentra adaptado para la realizacion de la fotosintesis,
principalmente en las hojas, cuyas células contienen cloroplastos, donde la clorofila
(pigmento verde) se especializa en la absorcion de luz. Durante la fotosintesis, la planta
utiliza la energia solar y el CO, que capta del ambiente, para oxidar el agua que es
absorbida en las raices, liberando O,, y reduciendo el CO, para formar ATP, glucosa y

otros carbohidratos que utilizara durante su desarrollo (Taiz y Zeiger, 2002).

En angiospermas se han descrito dos formas principales de clorofila, la clorofila a y
la b, ambas se encuentran normalmente en proporciones 3:1 respectivamente
(Lichtenthaler, 1987). Todas las clorofilas tienen una estructura de anillo, similar a las
porfirinas que se encuentran en la hemoglobina y los criptocromos. Esta estructura contiene
algunos electrones que son facilmente intercambiables y participan en las reacciones de
oxido-reduccion. La clorofila se localiza en las membranas de los tilacoides dentro de la
célula, en donde se ancla gracias a una cadena lateral en su estructura, constituida de fitol y
asociada a proteinas y otros pigmentos con los que forma los fotosistemas. La clorofila es
facilmente detectable gracias a su comportamiento frente a la luz. Medir 6pticamente la
concentracion de clorofila en una muestra permite una estimacion indirecta de la actividad
biologica de los organismos, incluso existen reportes que correlacionan directamente la
cantidad de clorofila con el crecimiento de las plantas y sugieren que este tipo de
cuantificaciéon se puede utilizar para monitorear el crecimiento de los vegetales (Hsu,
2007), de igual forma que se ha descrito para monitorear el crecimiento del fitoplancton en

comunidades acuaticas (Auer et al., 1990, Voros y Padisék, 1991).



FIGURA 1. La morfologia tipica de Arabidopsis. (A) Dos sistemas conforman un organismo vegetal; el
aéreo que presenta hojas, tallos, flores y frutos, y el radicular que consta de una raiz primaria, raices laterales
y pelos radiculares. (B) Acercamiento de la punta de la raiz primaria con sus tres zonas principales:
meristematica, de elongacion y de diferenciacion (Modificado de Taiz y Zeiger, 2002; Lopez-Bucio et al.,

2006b).

2.2.1. El sistema radicular

El sistema radicular se encuentra adaptado para la captacion de agua y nutrientes del suelo,
asi como para permitir la fijacion al sustrato y proporcionar sostén a la parte aérea. Las
raices son Organos heterotroficos porque su nutricion depende de la fotosintesis producida
por las hojas; sin embargo, ésta ultima depende de la captacion de agua y minerales
absorbidos por la raiz. Recientemente se ha descrito otra funcion de este sistema, la
secrecion de una gran cantidad de compuestos al ambiente que le rodea, denominado

rizosfera (Narasimhan ef al., 2003).

La raiz se diferencia del tallo por su estructura, el modo en que se forma y la falta de
apéndices como yemas y hojas. La primera raiz derivada de la planta se conoce como

radicula, la cual, se origina después de la germinacion de la semilla y a partir de ella se



forma la raiz primaria. Las raices desarrolladas a partir de la raiz primaria se denominan
raices laterales o secundarias. Las raices que crecen a partir de otras parte de la planta,
como e¢l tallo, se denominan raices adventicias (Scheres et al., 2002); ademas este sistema
cuenta con pelos radiculares, que son proyecciones de células especializadas de la
epidermis (tricoblastos) que proveen a la planta una mayor superficie para la captacion de

agua y nutrientes (Fig. 1B).

Debido a que las plantas son sésiles, su estrategia para una mejor adaptacion es la
plasticidad en los programas de desarrollo que modifican su arquitectura. De acuerdo a
Lépez-Bucio et al. (2003), se distinguen tres procesos principales que pueden afectar la
arquitectura de la raiz: 1) la division celular en los meristemos formando nuevas células, ii)
la formacion de raices laterales aumentando la capacidad exploratoria y iii) la formacion de
pelos radiculares incrementando el area de absorcidon de agua y nutrientes. Estos procesos
son particularmente sensibles a cambios internos y externos tanto bidticos coémo abidticos.
De igual forma en respuesta a estos estimulos, el sistema aéreo puede modificar el tamano

del hipocotilo, peciolos, hojas y tallos (Franklin et al., 2003).

La raiz de Arabidopsis representa un modelo muy sencillo y adecuado para las
investigaciones sobre procesos morfogenéticos. Un numero pequefio de células madre
generan todos los tipos celulares a través de divisiones, seguidas de una expansion y
diferenciacion celular. Debido a que el crecimiento de la raiz primaria es indeterminado,
estos procesos son continuos. El crecimiento de la raiz primaria ocurre en el meristemo
apical de raiz (RAM, root apical meristem). El RAM produce células en dos direcciones,
una capa de tejido llamado cofia, que abarca el extremo distal de las raices y protege la
punta de la raiz a medida que crece a través del suelo y a su vez percibe y procesa los
estimulos ambientales modulando la direccion del crecimiento de la raiz en funcién de la
gravedad (gravitropismo), la luz (fototropismo), obstaculos (tigmotropismo), gradientes de
temperatura (termotropismo), humedad (hidrotropismo), nutrientes y otras sustancias

quimicas (alelopatia o quimiotropismo) (Ishikawa y Evans, 1990; Okada y Shimura, 1990).

El RAM también produce células que contribuyen a la estructura de la raiz. El
sistema radicular es una estructura formada por diferentes tejidos celulares: la epidermis, el
cortex, la endodermis, el periciclo y los haces vasculares (Fig. 2). Las células que forman
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los diferentes tejidos se producen a partir de cuatro células madre (células iniciales)
localizadas en el 4pice de la raiz (Dolan ef al., 1993). Internamente y en contacto con las
células iniciales se encuentra un nimero pequefio de células llamado centro quiescente
(QC, quiescent center), el cual presenta poca actividad mitética, pero su funcion principal
es la de mantener la organizacion de células adyacentes. A medida que va creciendo la raiz,
la zona de division celular (zona meristematica) dara paso a una fase de expansion celular
que marca el final de la zona meristematica y el inicio de la zona de diferenciacion (Fig.
1B). Una vez que incrementan su tamano, las células se diferencian en su forma y funcion
final, este proceso esta evidenciado por la aparicion de pelos radiculares, que son células
epidérmicas especializadas en la captura de agua y nutrientes. Por otra parte, mediante
eventos de division celular en el periciclo, se forman las raices laterales, drganos que

incrementan la superficie total de exploracion del suelo y contribuyen a un mejor anclaje.

FIGURA 2. Estructura de la raiz de Arabidopsis thaliana. Se muestra el corte longitudinal de la raiz,

indicando los tejidos que la componen (Modificado de Jaillais y Chory, 2010).



2.2.1.1. Raices laterales

La mayor parte del sistema radicular estd formado por raices laterales (RL), originadas a
partir de la raiz primaria. El desarrollo de RL estd controlado por diferentes factores
incluyendo la concentracion de nutrientes dentro de la planta y en el suelo (Lopez-Bucio et
al., 2003). Por lo tanto, las plantas han optimizado su desarrollo en funcidn de la necesidad
de absorcidén de agua y/o nutrientes o percepcion de cambios ambientales, modulando el
desarrollo de RL o pelos radiculares a lo largo de la raiz primaria. Las RL de Arabidopsis
se originan a partir de células del periciclo, cuando estas células se dividen (Fig. 3A)

(Dolan et al., 1993).

Malamy y Benfey (1997), clasifican las siguientes etapas: Etapa I: iniciacion del
primordio en un plano longitudinal con aproximadamente 8 divisiones a partir de una célula
del periciclo. Etapa II: el primordio consta de dos capas celulares causadas por una division
periclinal de la primera capa. Etapa III: se lleva a cabo otra division periclinal para dar
lugar a la formacion de una tercera capa de células. Etapa IV: el primordio consta de cuatro
capas de células. Etapa V: el primordio alcanza el cortex de la raiz. Etapa VI: el primordio
forma un domo que alcanza la epidermis. Etapa VII: ocurre la emergencia de la raiz,

formandose una raiz lateral (Fig. 3B-D).



FIGURA 3. Cambios morfologicos durante el proceso de formacion y desarrollo de raices laterales de
Arabidopsis. (A) Las raices laterales se originan de la raiz primaria a partir de células del periciclo. (B) Los
siete estados del desarrollo de primordios de raices laterales (Malamy y Benfey, 1997), (C) el establecimiento
de los maximos de auxinas, mostrado por el color azul en la linea marcadora DR5:uid4 (D). Las barras de

escala representan 20 um (Modificado de Péret et al., 2009)

2.3. Reguladores del crecimiento

Debido al estilo de vida sésil de las plantas, ellas perfeccionaron su capacidad de respuesta
a un gran numero de estimulos externos para coordinar su crecimiento y desarrollo,
mediante la sintesis de los diferentes reguladores de crecimiento, que funcionan mediante
programas de sefalizacion intracelular especificas que conducen al encendido o apagado de
genes (del Pozo ef al., 2006). Los reguladores de crecimiento son un grupo de moléculas
derivadas de diferentes vias metabdlicas y los cldsicos son las auxinas, las citocininas, las
giberelinas, el acido abscisico y el etileno. Recientemente, varios compuestos han sido
reconocidos como fitoreguladores e incluyen a los brasinoesteroides, los jasmonatos, el
acido salicilico, el 6xido nitrico y las estrigolactonas (Fig.4) (Santner y Estelle, 2009).

Actualmente se acepta que dichos compuestos son moléculas integradoras de informacion,
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cuyas vias de sefializacion con frecuencia interactuan para regular la morfogénesis vegetal

en respuesta al ambiente (Lopez-Bucio et al., 2006a).

Los reguladores de crecimiento ejercen sus efectos bioldgicos a concentraciones
bajas y regulan diversos procesos celulares (Weyers y Patterson, 2001). Estas moléculas
pueden transportarse entre los diferentes tejidos a través del sistema vascular (xilema y
floema) de la planta como las auxinas, o mediante los espacios intercelulares como el
etileno (Gray, 2004). Casi todos los aspectos del crecimiento vegetal estan bajo control de
los reguladores de crecimiento. Una fitohormona puede afectar una amplia gama de
aspectos celulares y procesos del desarrollo, y a la vez, un proceso puede estar influenciado

por multiples hormonas (Gray, 2004).

FIGURA 4. Reguladores del crecimiento y desarrollo de las plantas. Auxinas: regulan la divisiéon y
expansion celular, procesos de diferenciacion, el desarrollo de raices laterales y la dominancia apical.
Citocininas: promueven la division celular y estan involucradas en germinacién, senescencia Yy
funcionamiento de los meristemos de la raiz y del follaje. Etileno: induce la maduracion de frutos, la
senescencia y respuestas de estrés biotico y abiotico. Giberelinas: estimulan la germinacidn, elongacion del
tallo y floracién. Acido abscisico: promueve la latencia de las semillas y participa en diferentes rutas de
sefializacion por estrés. Acido jasmonico: modula el desarrollo del polen y las respuestas de estrés y defensa.
Brasinoesteroides: regulan la expansion celular y la fotomorfogénesis. Acido salicilico: regula respuestas de

defensa (Gray, 2004; Santner et al., 2009).
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2.3.1. Auxinas

Las auxinas son los reguladores del crecimiento vegetal mas estudiados, cuyo nombre
deriva de la palabra griega “auxein” que significa crecer. Se ha determinado que participan
en cada aspecto del crecimiento y desarrollo de la planta, modulando procesos diversos
como las respuestas a la luz y gravedad, la arquitectura general de la raiz y follaje, la
organogénesis, el desarrollo vascular y el crecimiento de explantes en cultivos de tejidos
(Teale et al., 2006); el control de la abscision, la division celular, el desarrollo del ovario y
la dominancia apical son procesos en los que también participan (Woodward y Bartel,
2005). La principal auxina en las plantas es el IAA, implicado en los tres procesos

principales del desarrollo vegetal: division, elongacion y diferenciacion celular.

En Arabidopsis thaliana las respuestas inducidas por auxinas comprenden una red
compleja, que incluye la sintesis de auxinas, la disponibilidad en su forma activa, la
regulacion de su transporte a través de la planta, su percepcion y sefializacion, ademas de
las interacciones con otras sefiales tanto enddgenas como ambientales (Fig. 5) (Kieffer et

al., 2010).

FIGURA 5. Red de procesos e interacciones con seiiales endégenas y ambientales en la regulacion de las
respuestas a auxinas. Aqui se incluye la sintesis de IAA (en verde los genes de la sintesis), la regulacion de
su disponibilidad en la forma activa (en rojo procesos de regulacion), el transporte de la auxina (cuadro azul,
transportadores), la percepcion y la sefializacion (rectangulo central receptores y factores transcripcionales
activadores y represores), ademas las diversas sefiales endogenas y ambientales que interactian en la ruta
ejemplificando la complejidad de las interacciones en la regulacion de las respuestas a auxinas (Modificado

de Kieffer et al., 2010).
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2.3.1.1. Biosintesis de auxinas

Se sabe que el IAA puede sintetizarse principalmente de precursores generados por la ruta
del shikimato. Esta ruta produce precursores para la biosintesis de diferentes compuestos
indol, y es por tanto esencial para el metabolismo primario y secundario en las plantas. El
precursor del IAA, L-Triptéfano (L-Trp) se sintetiza a partir del corismato, producto final
de la ruta del shikimato (Fig. 6A). La biosintesis de L-Trp esta caracterizada en Arabidopsis
y otras plantas y los genes que participan en esta ruta pueden ser regulados transcripcional

y post-transcripcionalmente (Tzin y Galili, 2010).

Se cree que la ruta principal de biosintesis de IAA es a partir de L-Trp, aunque
existen evidencias de una ruta independiente de Trp, a partir del indol-3-glicerol fosfato
(IGP) (Ouyang et al., 2000) (Fig. 6A). En Arabidopsis se han descrito dos rutas
dependientes del triptofano (Trp): la del indol-3-piruvato (IPyA) y la del indol-3-
acetaldoxima (IAOx) (Woodward y Bartel, 2005). En la primera, la triptéfano
aminotransferasa TAA1 y sus homologos TAR1 y TAR2 convierten el L-Trp a IPyA
(Stepanova et al., 2008; Tao et al., 2008; Yamada et al., 2009; Zhou et al., 2011), y
enseguida las enzimas YUCCA (YUC) sintetizan IAA a partir de IPyA (Mashiguchi et al.,
2011; Stepanova et al., 2011; Won et al., 2011). La del IAOx estd mediada por dos
citocromo monooxigenasas P450 (CYP79B2 y CYP79B3), las cuales catalizan la
conversion de L-Trp a TAOx, el precursor de camalexina e indol glucosinolatos que actian
como compuestos de defensa en plantas (Hansen y Halkier, 2005; Normanly, 2010). El
intermediario IAOx puede convertirse a [AA ya sea por la enzima aldehido oxidasa AAOI
o indirectamente entrando a la ruta de los indol glucosinolatos, en la cual el ultimo paso
consiste en hidrolizar el indol-3-acetonitrilo (IAN) a IAA. La monooxigenasa P450
CYPS83BI1, la C-S liasa SURI1 y las IAN nitrilasas NIT1-3 se han involucrado en pasos
posteriores de la ruta (Fig. 6B) (Mikkelsen et al., 2004; Normanly et al., 1997).

Existen reportes de otras dos rutas para la sintesis de IAA. La primera a través del
indol-3-acetamida (IAM), se sabe que el IAM esta presente en muchas especies vegetales
incluyendo Arabidopsis y las IAM hidrolasas AtAMI1 y NtAMII, lo convierten a IAA
(Sugawara et al., 2009; Novék et al., 2012; Pollmann et al., 2006; Nemoto et al., 2009). La

segunda, es a través de la triptamina (TRA), la cual se encuentra en niveles menores que el
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IAA y el L-Trp y se cree que es el producto de las triptéfano descarboxilasas (TDCs)
(Quittenden et al., 2009; Novak et al., 2012; Mano y Nemoto, 2012).

FIGURA 6. Metabolismo del IAA en plantas. (A) La biosintesis de IAA tiene como precursores al IGP y L-
Trp, la mayor cantidad de precursores se genera por la via del shikimato. (B) La biosintesis de [AA a partir de
L-Trp se localiza en el citosol mediante cuatro rutas: IAOx, IAM, IPyA y TRA. Las enzimas participantes en
estas rutas se muestran en azul y los intermediarios que actian como precursores y productos de degradacion
se presentan en rojo. (C) Rutas para la degradacion y conjugacion del TAA. El TAA se puede conjugar con
amino 4cidos y azucares. Las flechas completas indican las rutas donde las enzimas se conocen, y las
punteadas, rutas que no estan completamente descritas. ANT, antranilato; CAM, camalexina; Glu, glucosa;
IAAIld, indol-3-acetaldehido; IAEt, indol-3-etanol; IAM, indol-3-acetamida; IAN, indol-3-acetonitrilo; IAOX,
indol-3-acetaldoxima; IBA, acido indol-3-butirico; IGP, indol-3-glicerol fosfato; IGs, indol glucosinolato;
IPyA, acido indol-3-pirGvico; L-Tro, L-Triptrofano; NITs, nitrilasas; oxIAA, acido 2-oxoindol-3-acetico;

TDCs, triptofano descarboxilasas; TRA, triptamina. (Modificado de Ljung, 2013).
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2.3.1.2. Transporte de auxinas

Las auxinas se sintetizan en diferentes partes de la planta, pero la mayor cantidad se
produce en tejidos jovenes en desarrollo como es el meristemo aéreo, hojas jovenes (Ljung
et al.,2001) y en la raiz primaria asi como en las raices laterales (Ljung et al., 2005). Desde
los sitios de sintesis, las auxinas son redistribuidas hacia toda la planta donde son
requeridas para la division y elongacion celular, formacion de raices laterales, dominancia
apical, desarrollo de hojas y flores y respuestas tropicas (Davies, 2004). Lo anterior
demanda un mecanismo de transporte sofisticado, que puede darse a través de dos procesos
fisiol6gicamente distintos y espacialmente separados: un transporte rapido, no polar en el

floema y uno polar célula-célula en varios tejidos (Fig. 7).

En las hojas, el IAA se transporta de manera unidireccional desde las células
apicales hacia la base, mientras que en la raiz se transporta de manera bidireccional, del
sistema aéreo hacia al apice radicular (transporte acropetalo) también conocido como
transporte polar y del apice radicular a la base (transporte basipetalo). En el transporte polar
de auxinas (PAT), participan proteinas transportadoras de influjo AUXINI (AUX1) y de
salida como la familia PIN-FORMED (PIN) y la subfamilia POLYGLYCOPROTEIN
(PGP) que en conjunto regulan la distribucion controlada del IAA para generar gradientes
de concentracion en tejidos especificos (Geisler et al., 2005). Dichos gradientes son
importantes debido a que el [AA lleva a cabo sus efectos a través de la formacion de
maximos de concentracion de auxina (Benkova ef al., 2003). La direccion y posicion de los
maximos de auxinas estd determinada por la posicion asimétrica de las proteinas

transportadoras dentro de la célula.
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FIGURA 7. Transporte polar y no polar en Arabidopsis thaliana. Las auxinas se redistribuyen a lo largo
de toda la planta a través de un transporte rapido y no polar en el floema (flechas azules) o un transporte polar
lento célula-célula (flechas verdes y negras). A través de PAT, las auxinas se transportan de forma polar del
apice aéreo hacia la base a través del sistema vascular (transporte basipetalo). Este transporte continua hacia
la punta de la raiz (transporte acropetalo) donde cierta cantidad es redireccionada hacia arriba (transporte

basipetalo) a través de capas celulares externas (Modificado de Michniewicz et al., 2007).

El transporte polar de auxinas (PAT polar auxin transport) se ha encontrado desde briofitas
hasta plantas superiores. Diferentes estudios han mostrado sus propiedades generales y la
forma en que se encuentra regulado (Grunewald y Friml, 2010). El PAT ocurre célula-
célula, requiere energia, es relativamente lento (5-20 mm/h), saturable y especifico para la
forma libre de las auxinas y sensible a inhibidores de la sintesis de proteinas. Ademas,
pueden reconocerse dos tipos de PAT: en distancias largas (a lo largo de toda la planta) y
cortas (relocalizando auxinas a lugares definidos en tejidos especificos). Regularmente el
flujo polar puede localizarse del tejido apical aéreo a la base de la planta y de ahi a la punta
de la raiz (Fig. 7) (Davies, 2004). Una vez que las auxinas llegan a la punta de la raiz, parte

de estas son redireccionadas nuevamente hacia arriba (de forma basipetala) a través de la
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epidermis en la zona de elongacion (Rashotte e al., 2000), donde pueden reciclarse hacia
los tejidos vasculares (Fig. 8A, C) (Biliou et al., 2005). Estos estudios han demostrado que
la interferencia farmacolégica o genética del PAT puede eliminar los gradientes y en

consecuencia detener programas de organogénesis (Tanaka et al., 2006).

La existencia de transportadores especificos que medien el PAT, fue sugerida por
las observaciones en cultivos de células en suspension durante la adquisicion de auxinas
(Rubery y Sheldrake, 1974). Investigaciones en células de tabaco mostraron que hay
transportadores de influjo, que transportan no solo la auxina natural (IAA) sino también
analogos sintéticos como el acido 2.4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (Delbarre ef al., 1996).
Estudios posteriores con inhibidores de influjo de auxinas, mostraron su interferencia con el
crecimiento y gravitropismo de la raiz (Parry et al., 2001), sefialando la importancia del
influjo en procesos del desarrollo vegetal. La caracterizacion del gen AUX/ que codifica
para una proteina similar a permeasas de aminoacidos, confirmo6 la suposicion de que
AUXI1 participa en la adquisicion de triptéfano (Bennett et al., 1996; Swarup et al., 2004) y

auxinas.

La mutante de Arabidopsis, pin formedl (pinl) fue descrita con defectos en el PAT,
su fenotipo fue similar al de plantas silvestres tratadas con inhibidores del eflujo de
auxinas, ademas, el transporte basipetalo en pin/ se encontraba reducido, sugiriendo la
funcion de PIN1 en el eflujo de auxinas (Okada et al., 1991). Gélweiler et al. (1998)
demostraron que el gen PINI codificaba para una proteina transmembranal especifica de
plantas, un transportador de auxinas. Al mismo tiempo, otros grupos de trabajo de manera
independiente identificaron un homologo llamado PIN2/EIRI/AGRI, requerido para el
gravitropismo (Chen et al., 1998; Luschnig et al., 1998; Miiller et al., 1998; Utsuno et al.,
1998). Trabajos posteriores llevaron a la identificacion y caracterizacion de los homologos
PIN3, PIN4 y PIN7, necesarios para el tropismo, mantenimiento de los patrones del
meristemo radicular y desarrollo embrionario, respectivamente (Friml et al., 2002a, b). En
total, la familia PIN contiene ocho miembros, de los cuales aun no se conoce la funcion de
PIN5, PIN6 y PINS. Todas las proteinas PIN presentan una distribucion asimétrica (polar)
en las membranas celulares en tipos celulares especificos, lo que correlaciona con las ya

reportadas direcciones de flujo de auxinas y los patrones de acumulacion sitio especifica
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(Fig. 8A) (Wisniewska et al., 2006). PIN1 se localiza en el estele radicular y el parénquima
del xilema (Géalweiler et al., 1998; Friml et al., 2002a; Scarpella et al., 2006); PIN2 se
expresa en la punta de la raiz de forma basal en las células del coértex y de forma apical en
células de la epidermis y columela (Miiller et al., 1998); PIN3 se localiza principalmente de
forma lateral en células de la endodermis o periciclo y de forma simétrica en las células de
la columela en la punta de la raiz (Friml et al., 2002b); PIN4 se encontrd en las células
centrales del meristemo con polaridad apuntando hacia las células del centro quiescente

(Friml et al., 2002a). PIN7 present6 un patron similar a PIN3 (Blilou et al., 2005).

El mecanismo detrés del establecimiento y mantenimiento de la polaridad a nivel
celular es extremadamente complejo y se relaciona con conexiones a la pared celular, al
citoesqueleto de actina y a la sefalizacion de fosfoinositidos y calcio, asi como a eventos de
transporte en la membrana plasmatica y trafico intracelular (Fig. 8B) ((Dhonukshe et al.,
2007a; Kleine-Vehn et al., 2011; Mravec et al., 2011). Este ultimo proceso es un factor
determinante en el modelo actual, que propone que las proteinas PIN son secretadas de
manera no polar y su subsecuente endocitosis y reciclaje establecen la localizacion polar en
la célula (Dhonukshe et al., 2007b). Dicho reciclaje, se establece en dos formas: una
dependiente de la proteina endosomal GNOM (Geldner et al., 2003; Kleine-Vehn et al.,
2006) y otra donde la fosforilacion de las PIN por varias cinasas, incluyendo PINOID
(PID), las marca para una ruta de reciclaje independiente de GNOM, relocalizandolas en el
polo apical de la célula (Kleine-Vehn et al., 2006). Este reciclaje es controlado de manera
antaglénica por la subunidad reguladora de la proteina fosfatasa 2A (PP2A) (Fig. 8D)
(Michniewicz et al., 2007).

La endocitosis y el reciclaje controlan también la cantidad de PIN en la membrana
plasmatica a través de la regulacion del equilibrio entre transportadores que se reciclan de
vuelta a la membrana o que se marcan para su degradacion en la vacuola litica (Fig. 8D)
(Abas et al., 2006; Jaillais et al., 2006, 2007). Un complejo proteico llamado retromero, se
encuentra involucrado en la regulacién de este equilibrio, promoviendo la liberacion de las
PIN de los endosomas tardios y redirigiéndolas hacia la membrana (Jaillais et al., 2007).
También las auxinas por si solas tienen un papel importante en esta regulacion, inhibiendo

la endocitosis a ciertas concentraciones y promoviendo la degradacion de las PIN en otras
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(Abas et al., 2006; Paciorek et al., 2005). Se ha sugerido también la participacién de otras
hormonas en la regulacion del movimiento intracelular de las PIN, como las citocininas
(CK) que pueden controlar la endocitosis de las PIN e inducir su degradacion en la vacuola
litica (Marhavy et al., 2011). De forma contraria, la sefalizacion de giberelinas (AG) y de
la familia de péptidos GOLVEN, limita el trafico de las PIN hacia la vacuola litica
(Whitford et al., 2012; Willige et al., 2011). Lo antes mencionado, muestra que no solo las
auxinas regulan su propio flujo sino que también otras hormonas controlan el movimiento
de las PIN y en consecuencia la acumulacion local requerida para dar lugar a procesos

morfogenéticos.

También se han descrito algunas proteinas similares a las PIN, de la familia de
transportadores ABCB y ABCG: PGP1 (ABCBI1) y PGP19 (MDR1/ABCB19), que
funcionan como transportadores de eflujo de auxinas (Cho et al., 2007; Geisler et al., 2005;
Ruzicka et al., 2010). Estas proteinas mostraron afinidad por inhibidores de eflujo de
auxinas, como el N-1-naphthylphthalamic acid (NPA) (Murphy et al., 2002). Sin embargo,
la localizacion, expresion y funcion de las PGP en los procesos del desarrollo estan mucho
menos caracterizados que en las PIN. La localizacion celular de las PGP es principalmente
apolar (Fig. 8D), pero existen también reportes de una distribucion asimétrica (Geisler et

al., 2005; Blakeslee et al., 2007; Wu et al., 2007).

Los inhibidores del transporte de auxinas, como el NPA han sido utilizados para
analizar si el cambio en la expresion de los transportadores PIN, se debe Unicamente a
variaciones en el transporte de auxinas. Se ha reportado que la inhibicion del transporte
modula la expresion de las PIN de manera similar a las auxinas (Vieten et al., 2005),
probablemente debido a que el NPA tiene una funcion especifica bloqueando el trafico
vesicular a través de su union a vesiculas que se mueven por medio de actina y B-tubulina
en el citoesqueleto celular (Cox y Kressin-Munday, 1994) y que en condiciones normales
permite el movimiento de vesiculas que transportan a las PIN entre otros componentes

celulares.
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FIGURA 8. Localizacién polar de los transportadores de influjo y eflujo de auxinas en Arabidopsis. (A)
Punta de la raiz con flechas que indican la direccion del transporte de auxinas mediado por PIN1, PIN2, PIN3,
PIN4 y PIN7. Las imagenes de la derecha muestran la inmunolocalizacion subcelular de PIN1, PIN2, PIN3 y
PIN4. (B) Inmunolocalizacion subcelular de AUXI1, el acercamiento y el esquema muestran la localizacion
polar opuesta de PIN1 y AUXI1 en células del floema. (C) Direcciones de flujo de auxinas y su acumulacion
en la punta de la raiz, observada en plantulas DR5rev::GFP. (D) Transporte polar de auxinas dentro de la

célula (Modificado de Michniewicz ef al., 2007; Finet y Jaillais, 2012)

2.3.1.3. Senalizacion de auxinas

Mediante estudios gendémicos y celulares se ha logrado caracterizar el mecanismo de
sefalizacion de las auxinas (Badescu y Napier, 2006). La transcripcion regulada por
auxinas ocurre por la accion de dos grandes familias de factores transcripcionales que
incluyen a las proteinas auxina/dcido-3-indol acético (Aux/IAA) y los FACTORES DE
RESPUESTA A AUXINAS (ARF). Estos ultimos se unen a los elementos de respuesta a
auxinas (ARE) en los promotores de los genes de respuesta primaria a auxinas, mediando

su transcripcion (Guilfoyle y Hagen, 2007). Las proteinas AUX/IAA se unen a los ARF
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para reprimir la transcripcion regulada por las auxinas, reclutando un co-represor llamado
TOPLESS (TPL) (Fig. 9A) (Szemenyei et al., 2008). Las AUX/IAA tienen una vida corta y
su degradacion requiere de la via de ubiquitinacion y degradacion por el proteosoma 26S
(Mockaitis y Estelle, 2008). Esta es una via proteolitica conservada, en la cual las proteinas
designadas para la degradacidon son etiquetadas mediante una reaccidon catalizada por el

complejo SCF™!

E1-2 ligasa que reconoce especificamente a las proteinas AUX/IAA. La
degradacion de estas ultimas, elimina el efecto inhibitorio sobre de los ARE, lo que resulta
en la trascripcion de genes que regulan el desarrollo de la planta en respuesta a auxinas
(Quint y Gray, 2006; Teale et al., 2006; Benjamins y Scheres, 2008). Posteriormente, las
proteinas AUX/IAA etiquetadas son reconocidas por el proteosoma 26S para luego ser

degradadas (Fig. 9B).

FIGURA 9. Seializacion de auxinas en Arabidopsis. Las auxinas se unen al SCF'™®' y complejos
relacionados y marcan a las proteinas Aux/IAA para su degradacion. (A) A bajos niveles de auxinas, la
transcripcion de genes de respuesta auxinas esta reprimida por los AUX/IAA. (B) Niveles altos de auxinas en
la célula permiten su uniéon a TIR1, aumentando la afinidad por los AUX/IAA y promoviendo su
ubiquitinacion y subsecuente degradacion, lo que permite a las proteinas ARF estimular la transcripcion.

(Modificado de Santner ef al., 2009)
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2.3.1.4. Promotores inducibles por auxinas

Existen promotores de varios genes de respuesta a auxinas (como el GH3, el SAUR15A de
soya y el PS-IAA4/5 de chicharo), para su andlisis se hizo uso de una amplia variedad de
métodos genéticos y moleculares (Li et al., 1994, 1999). En estos promotores se
identificaron secuencias pequefias de 6 pares de bases (TGTCTC), las cuales se denominan
elementos de respuesta a auxinas (ARE). A partir de su descubrimiento se han generado
diversas construcciones con promotores artificiales que contienen varias copias del motivo
ARE. Dichas construcciones se han convertido en herramientas poderosas para monitorear
los eventos de expresion de genes durante las respuestas de crecimiento y desarrollo
asociadas con cambios en el gradiente o sensibilidad a auxinas, tales como el gravitropismo
y el fototropismo (Li ef al., 1999). Ademads, las construcciones con promotores artificiales
son utiles en el estudio de rutas de transduccion de sefales en plantas (Kovtun et al., 2000).
Los genes reporteros bajo el control de promotores artificiales que contienen motivos ARE
responden a auxinas en una amplia variedad de d6rganos y tejidos. Entre los reporteros
ampliamente utilizados se encuentran la B-glucuronidasa (uid4A) y la proteina verde

fluorescente (GFP) (Jefferson et al., 1987; Ottenschaldger ef al., 2003).

2.3.1.5. El gen PFT1 regula la arquitectura radicular

En los trabajos que reportan mutantes en la ruta de sefializacion de auxinas, la mayoria
presentan un fenotipo de resistencia a las auxinas. En nuestro grupo de trabajo, Raya-
Gonzéalez et al. (2014), identificaron a la mutante pft/-2, como sensible a bajas
concentraciones de auxinas, se encontrd una alta actividad de los marcadores DR5:GFP y
DR5:uidA en dicha mutante a concentraciones bajas de IAA (Fig. 10E). Al analizar el
transportador de eflujo de auxinas PIN1, se sugiere que PFT1, puede estar involucrado en el
transporte de auxinas, posiblemente mediando la regulacion transcripcional y distribucion
de PINI1 (Fig. 10F). Los resultados anteriores, sugieren la participacion de PFT1 en el
desarrollo radicular y la sefializacion de auxinas en Arabidopsis, debido a que las plantulas
mutantes pft/, presentan un incremento en el crecimiento de la raiz primaria y casi el doble

de raices laterales, comparada con su control Columbia-0 (Fig. 10A-D).
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PHYTOCHROME AND FLOWERING TIME 1 (PFT1), es una proteina nuclear
que actua en la ruta de fotoreceptores induciendo la floracion en respuesta a cantidades
bajas de luz azul (Cerdan y Chory, 2003) y fue identificada posteriormente como MED?25,
una subunidad del complejo mediador. Este ultimo es un complejo mutiproteico conservado
en todos los organismos eucariontes desde levaduras hasta humanos, que actia como un
puente entre el complejo de la RNA polimerasa II y una variedad de factores
transcripcionales presentes en la célula (Kim et al., 1994; Koleske y Young, 1994). El
mediador es un regulador que balancea la salida de la RNA polimerasa II para iniciar la
transcripcion al unirse a activadores o represores, asi como a factores de transcripcion
generales en el sitio del promotor (Malik et al., 2005). Recientemente, con los andlisis de
las mutantes afectadas en MED14 y MED 25, la participacion del complejo Mediador en la
organizacion del tamafio de 6rganos vegetales, asi como en la diferenciacion celular, se ha
evidenciado a través de la identificacion de 21 subunidades, donde seis son especificas para
plantas (Autran et al., 2002, Sundaravelpandian et al., 2012). También se ha descrito que
MED?25 tiene un papel importante en la sefializacion del acido jasmonico, respuestas de
estrés y desarrollo como formacion de pelos radiculares; pero su funcion en la regulacion

de la arquitectura del sistema radicular son poco conocidas.
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FIGURA 10. PFT1/MED25 regula la arquitectura radicular de Arabidopsis thaliana. Plantas del ecotipo
silvestre Columbia-0 y la mutante pft/-2 de 8 dias después de la germinacion fueron analizadas para la (A)
longitud de la raiz primaria, (B) nimero de raices laterales y (C) densidad de raices laterales. (D) Imagenes
representativas de Col-0 y pft/. (E) Imagenes representativas del efecto del IAA, sobre la expresion del gen
reportero de respuesta a auxinas DR5:uidA en el ecotipo silvestre y la mutante pf¢/-2, en plantulas de 7 ddg.
La barra de escala representa 200 pm (F) Expresion de PIN1 en el control y la mutante pft/-2.
PINI::PINI::GFP y pftl-2/PINI::PINI::GFP 7 ddg tefiidas con yoduro de propidio y analizadas por
microscopia confocal. A la izquierda imagenes del meristemo de la raiz primaria, al centro de la Etapa V y a
la derecha la Etapa VII de formacion de primordios de RL. Imdagenes representativas de 10 plantulas

analizadas. La barra de escala representa 100 pm (Modificado de Raya-Gonzalez et al., 2014).

24



2.4. Competencia en comunidades vegetales

Uno de los principales temas en ecologia de comunidades es el papel que presentan las
interacciones vegetales en determinar la coexistencia y desempeio de los individuos dentro
de la comunidad. Los organismos vegetales debido a su caracter sésil, se encuentran bajo
estimulos bidticos y abidticos, que incluyen a las interacciones biologicas, entre las que

destacan las siguientes (Dicke, 2009; Trewavas, 2009):
1. Neutralismo: cuando dos especies interactiian pero sin afectarse entre ellas.

2. Simbiosis: relacion obligada entre dos especies, que puede o no beneficiar a ambas;

existen varios tipos: mutualismo, amensalismo, comensalismo y parasitismo.

3. Competencia. Interaccion entre dos organismos o especies, en que ambos comparten

uno o varios factores medioambientales limitantes para su crecimiento.

Entre estas, ha resultado interesante el estudio de la competencia, ya que es un factor
que influye de manera importante en la estructura de las comunidades bioldgicas y no
siempre es un fendémeno simple y directo, sino que puede ocurrir de forma indirecta

(Novoplansky, 2009).

La competencia puede definirse como la interaccion entre organismos o especies, en
la cual la aptitud o adecuacion de uno, se ve modificada por la presencia de otro. Esto se
debe a que existe una limitacion en la cantidad de un recurso usado por ambos organismos
o especies, como luz, agua, alimento, territorio, apareamiento y/o compuestos especificos

necesarios para la sobrevivencia. La competencia se puede clasificar en dos tipos

principales:
l. Competencia interespecifica. Entre individuos de diferentes especies.
2. Competencia intraespecifica. Entre individuos de la misma especie.

La mayoria de las investigaciones que se enfocan principalmente en la competencia,
la refieren como dependiente de la densidad poblacional (nimero de individuos por unidad

de area); mientras mayor sea la densidad de una poblacidon, también se incrementa la
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probabilidad de relaciones intraespecificas y se puede acentuar mas, si el recurso por el que
se compite es limitado. Lo anterior resulta en una respuesta intensa, débil o imperceptible
debido a las diferencias entre la morfologia y los requerimientos de cada especie (Gurevitch
et al. 1992); lo que puede llevar a un proceso selectivo en el que sobreviven los organismos

mejor adaptados (Biedrzycki y Bais, 2009).

Cuando alguno de los requerimientos que son indispensables para las plantas (Fig.
11), es percibido como limitado o escaso y también dependiendo de la duracion e
intensidad de la sefial, se inducen respuestas que les permiten adaptarse y/o competir por

ellos, para asegurar un mejor aprovechamiento y lograr su supervivencia.

En especies de importancia econdmica, la competencia puede alterarse por la
manipulacién de varios parametros, como el uso de variedades que no permiten el
crecimiento de malezas a su alrededor, el arreglo espacial del crecimiento de organismos y
la densidad de individuos en un 4rea dada, asi como la cantidad de agua provista (Shennan,
2008). Se han llevado a cabo escasas investigaciones sobre la busqueda de variedades
competitivas, debido a la gran inversion de tiempo en el escrutinio y seleccion de éstas en
presencia y ausencia de competencia. Aun asi, estudios comparativos han ayudado a
encontrar caracteristicas asociadas a variedades competitivas lo que permite un escrutinio
indirecto que consume menos tiempo (Gibson et al, 1999). Aunque, aun existe
controversia al respecto, estas caracteristicas incluyen el vigor (tamafio, altura, biomasa) de
la planta en etapas tempranas, asi como el desarrollo del follaje (Barberi, 2002; Caton et al.
2003; Bertholdsson, 2005), la produccion de compuestos quimicos que influyen en el
crecimiento, supervivencia o reproduccion de otros organismos (alelopatia) (Bertholdsson,
2005; N1 y Zhang, 2005), la habilidad de consumir un recurso dado y/o la plasticidad del
crecimiento en respuesta a la disponibilidad espacio-temporal de los recursos (Craine,
2005; Fargione y Tilman, 2006). Sin embargo, aun no se encuentra completamente descrito
cuales serian los mecanismos que inducen estas caracteristicas en respuesta a estimulos

especificos.
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FIGURA 11. Deteccion de competidores vecinos en una vegetacion densa. La luz azul y roja son
selectivamente absorbidas por la clorofila para llevar a cabo la fotosintesis, mientras que la roja lejana es
principalmente reflejada por las hojas. Las plantas perciben reducciones en la luz azul a través de las familias
de fotoreceptores criptocromos y fototropinas, y la cantidad de luz roja y roja lejana se detectan a través de los
fitocromos. El etileno junto con otros compuestos volatiles organicos (VOCs) puede funcionar como sefial de
deteccion de vecinos en los estratos del dosel (copas y regiones superiores de las comunidades vegetales). La
reduccion del viento puede ser un indicador de vegetacion densa. Ademas el estrés por contacto mecanico
también induce respuestas. La deteccion de vecinos en el suelo, ocurre por cambios en la disponibilidad de
agua y nutrientes, y compuestos alelopaticos como exudados radiculares y también por microorganismos del

suelo (Modificado de Kegge y Pierik, 2010).
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2.4.1. Deteccion de la luz

Las plantas como organismos fotosintéticos son extremadamente sensibles a la luz,
constantemente monitorean su intensidad, calidad y duracion para dar lugar a diversos
procesos del desarrollo. Las respuestas a la luz son estrategias de gran importancia
adaptativa en las comunidades naturales vegetales y estdn ampliamente distribuidas en los
organismos. Parece ser que la competencia por cantidad e intensidad de luz determina el
éxito de las plantas dentro de la estructura de la comunidad, especialmente si cohabita con

organismos en estratos superiores densos (Vanderbussche et al., 2005).

Se han identificado tres familias principales de fotoreceptores en plantas superiores:
i) fitocromos (PHY) que absorben luz roja/roja lejana (R/FR por sus siglas en inglés
red/far-red); ii) criptocromos absorbentes de luz azul (B) y luz UV-A vy iii) las fototropinas
(Quail, 2002). La proporcion de luz R/FR es percibida como estimulo que permite detectar
a las plantas vecinas (Franklin ef al., 2003). En Arabidopsis se han aislado y secuenciado
cinco genes codificantes de fitocromos, PHYA-PHYE (Mathews y Sharrock, 1997).
Franklin et al. (2003) describen que la elongacion de las hojas y la aceleracion en la
floracién en respuesta a baja R/FR es mediada por los fitocromos phyB, D y E de una
manera funcionalmente redundante. Keuskamp et al. (2010b) reportan que este tipo de
variaciones en luz R/FR regula la distribucion de auxinas a través de un cambio en la
localizacion a nivel celular del transportador de eflujo PIN3, lo que resulta de gran
importancia para los individuos que crecen en comunidades de vegetacion densa y
relaciona directamente la sefializacion de auxinas con el desarrollo vegetal bajo condiciones

de competencia por luz.

El tiempo de floracion es una caracteristica importante de los organismos vegetales,
y se encuentra regulado por la temperatura y la luz. Las plantas que crecen bajo dosel denso
o en altas densidades poblacionales, perciben cambios en la tasa de luz R/FR, lo que
funciona como una sefal de deteccion de organismos vecinos, que induce una serie de
respuestas conocida como sindrome de evasion de la sombra (SAS, Shade Avoidance
Syndrome). Tales respuestas son de elongacion en los tallos y las hojas y aceleracion de la
floracion (Kegge y Pierik, 2010). De la familia de fotoreceptores, en Arabidopsis se ha
descrito que el fitocromo B (phyB) presenta un papel importante en las respuestas a este
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sindrome, sin embargo el mecanismo mediante el cual regula la floracion atin no se conoce.
Cerdan y Chory (2003) identificaron a PFT1 (PHYTOCHROME AND FLOWERING
TIME 1), como una proteina nuclear involucrada en la ruta del phyB que induce la
floracidon en respuesta a condiciones subdptimas de luz, a través de la regulacion de la
expresion de FLOWERING LOCUS T (FT). Lo anterior muestra que existe una ruta que

regula la floracion en plantas dependiente de las variaciones en la luz.

2.4.2. Disponibilidad de nutrientes

Quiza la respuesta de las raices mejor estudiada, es la habilidad que presentan para
responder a zonas del suelo ricas en nutrientes mediante la proliferacion de raices. Desde
hace décadas es objeto de investigacion el conocer los requerimientos de cada especie
vegetal que permiten su cultivo con una mayor facilidad, mejorando la produccion de
biomasa y rendimiento final, principalmente en especies de importancia econdmica. En el
campo de la investigacion, también ha sido importante determinar los requerimientos

nutricionales de los vegetales para facilitar su estudio (Murashige y Skoog, 1962).

Uno de los nutrientes importantes para el desarrollo de las plantas es el fosforo y es
uno de los principales limitantes de la productividad, debido a su baja movilidad en el
suelo. Lopez-Bucio et al. (2002) analizaron la respuesta en la modulacion de la arquitectura
radicular de Arabidopsis en tratamientos con bajas cantidades de fosforo. Los autores
encontraron que a concentraciones menores a 50 uM (condiciones limitantes) disminuyen
la longitud de la raiz primaria e incrementan el nimero y densidad de raices laterales; lo
cual correlaciona con un aumento en la sensibilidad a las auxinas; estos resultados sugieren
que dicha sensibilidad podria indicar su papel fundamental en las modificaciones de la
arquitectura de la raiz bajo la disponibilidad de foésforo. Un posterior estudio de Pérez-
Torres et al. (2008), reportd que la sensibilidad a auxinas inducida por fosfato es
dependiente del receptor de auxinas TRANSPORT INHIBITOR RESPONSEI (TIR1) y del
factor de transcripcion AUXIN RESPONSE FACTOR19 (ARF19).

29



Es importante destacar que la abundancia o carencia de nutrientes es también
dependiente de la cantidad de individuos que hace uso de ellos, por lo que los efectos a la
carencia de nutrientes pueden también ser considerados como respuestas de competencia,

aunque no se han descrito los procesos del desarrollo involucrados.

2.4.3. Comunicacion planta-planta

Tanto en plantas como en animales la competencia ha llevado a la evolucion de
caracteristicas que aumentan la habilidad competitiva de formas diversas, para lograr con
menos inversion de energia la adquisicion eficiente de los recursos necesarios. Se pensaba
que solo los animales tenian la capacidad de identificar individuos con los cuales
competian, pero estudios recientes han descrito que las plantas también reconocen a
individuos especificos a su alrededor (Falik et al., 2003; Caffaro et al., 2013; Kigathi et al.,
2013)

Dentro de las comunidades biologicas muchas veces las interacciones que se
presentan, mas que entre distintas especies, son de forma organismo-organismo. Las plantas
usan una amplia variedad de sefiales externas y mecanismos de percepcion internos, que
son integrados posteriormente a nivel de transduccion de senales, llevando a una respuesta
fenotipica integral, que puede ser de tres tipos principales: 1) tolerancia, i1) evasion o iii)
confrontacidn, que en el sistema radicular es también llamada alelopatia (Keuskamp ef al.,

2010a; Novoplansky, 2009).

Una caracteristica importante a considerar en los estudios realizados con sistemas
radiculares en competencia, ha sido el volumen de suelo, donde el espacio obviamente
varia al aumentar el nimero de competidores (Schenk, 2006; Hess y de Kroon, 2007). Un
incremento en el volumen de suelo puede estimular el crecimiento vegetativo aun cuando
las cantidades de nutrientes sean iguales (McConnaughay y Bazzaz, 1991). También se han
encontrado variaciones en la biomasa reproductiva conforme aumenta el espacio, lo cual

sugiere que las raices son capaces de percibir el volumen disponible y responder de acuerdo
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a ¢l, llevando al cuestionamiento de si las plantas “compiten” por espacio (McConnaughay

y Bazzaz, 1991; Hess y de Kroon, 2007).

Schenk (2006) propone con base a los reportes de otros estudios como el de Gersani
et al. (2001), que si el volumen del suelo se toma en cuenta, las raices responden
unicamente al volumen de suelo extra y no a la presencia de plantas competidoras. Aunque
existe evidencia de que algunas especies vegetales afectan la morfologia de sus vecinos
independientemente de los efectos de los recursos en el suelo (Mahall y Callaway, 1992;

Stenz y Weisenseel, 1993; Krannitz y Caldwell, 1995; Schenk ez al., 1999).

Falik et al. (2003) en plantas de chicharo, encontré que éstas presentan la capacidad
de distinguir las raices propias y las de otros organismos, modificando su morfologia
radicular, mediante la produccion de raices mas cortas y en menor nimero cuando se trata
de raices de la misma planta. Este estudio fue mas tarde respaldado con el trabajo de
Caffaro et al. (2013), con dos ecotipos de 4. thaliana en todas las combinaciones posibles

de tres individuos, donde se observo un claro reconocimiento entre ecotipos.

2.4.3.1. Alelopatia

Las interacciones raiz-raiz no siempre estan dadas por la competencia por algun recurso.
Algunas de estas interacciones involucran sefales quimicas como la produccion de
compuestos alelopaticos y liberacion de sustancias toxicas para suprimir el desarrollo de las

raices vecinas (Kigathi et al., 2013).

Los agentes alelopaticos descritos a la fecha son principalmente metabolitos
secundarios y compuestos aislados de las plantas y su rizosfera (Narashiman et al., 2003).
La naturaleza quimica de los agentes alelopaticos es muy variada y generalmente se les
clasifica en los siguientes grupos: compuestos alifaticos; lactonas no saturadas; lipidos y
acidos grasos; terpenoides; glucdsidos cianogénicos; compuestos aromaticos y alcaloides.
Una acumulacion de compuestos exudados por la raiz se cree que es la responsable de los

cambios sobre el crecimiento de raices laterales (Falik ez al., 2005).
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Se ha descrito que en la raiz hay zonas principales de secrecion de compuestos,
como la de elongacion cercana a las células meristematicas y también la punta de la raiz. Se
ha propuesto que los principales mecanismos por los cuales se secretan compuestos,
incluyen la difusion, activaciéon de canales idnicos y trafico vesicular, asi como la

acumulacion de compuestos volatiles (Badri y Vivanco, 2009; Kegge y Pierik, 2010).

Se ha comprobado que hay una correlacion entre la emision de volatiles como el
etileno y jasmonatos, en funcion de la deteccion de plantas vecinas y disponibilidad de agua
0 luz. De forma similar se ha descrito que las partes aéreas de la planta y el sistema
radicular también emiten compuestos volatiles de forma regulada (Hiltpold y Turlings,
2008), en respuesta a diversos estimulos ambientales como el ataque de herbivoros

(Rasmann y Turlings, 2008).

En experimentos in vitro con plantas de tabaco (Nicotiana attenuata) se ha
demostrado que el etileno emitido por las plantas presenta una actividad alelopatica
reduciendo el tamaiio de las raices de las plantas vecinas (Inderjit y Baldwin, 2009). Desde
hace décadas, se inici6 la investigacion en esta area, pero faltan enfoques
multidisciplinarios combinando la ecologia, la bioquimica y la fisiologia molecular para
poder revelar como es que la emision de compuestos volatiles contribuye a los procesos

fundamentales del desarrollo vegetal (Sultan, 2010; Kegge y Pierik, 2010).
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3. JUSTIFICACION

La competencia es uno de los factores principales que afectan las interacciones que se
presentan entre los organismos en las comunidades naturales. Conforme se incrementa la
densidad poblacional, la interaccion entre organismos potencia el fendémeno de
competencia, regulando asi las respuestas de los individuos a través de cambios en su
morfologia y comportamiento. En las plantas existe escasa informacion del impacto de la
densidad poblacional sobre la regulacion de la arquitectura de la raiz y el crecimiento
general. Los mecanismos celulares, genéticos y moleculares que regulan las respuestas de
competencia en los sistemas radiculares también se desconocen. Es por ello que resulta
importante analizar el efecto de la densidad poblacional sobre la morfologia y fisiologia
vegetal y tratar de esclarecer algin(os) mecanismo genético que pudiera estar participando
en la regulacion de la respuesta a la densidad, para tener un mejor entendimiento de los

procesos de adaptacion de las plantas.
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4. HIPOTESIS

En Arabidopsis thaliana, la densidad poblacional ocasiona cambios fisioldégicos mediados
por auxinas, que afectan los programas de crecimiento y desarrollo de la arquitectura de la

raiz y el crecimiento en general de la planta.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Caracterizar la participacion de las auxinas sobre el crecimiento y desarrollo de

Arabidopsis thaliana en respuesta a la densidad poblacional.

5.2. Objetivos especificos

1. Analizar el efecto de la densidad poblacional sobre el crecimiento y desarrollo de

Arabidopsis thaliana.

2. Analizar la participacion de la sefializacion por auxinas en los programas de

desarrollo activados en condiciones de competencia.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Material biolégico. Para la realizacion de los diferentes experimentos, se utilizaron
semillas de Arabidopsis thaliana del ecotipo silvestre Columbia 0 (Col-0), asi como de las
lineas transgénicas CycBI:uidA (Colon-Carmona et al., 1999), DR5:uidA (Ulmasov et al.,
1997), DR5:GFP (Ottenschaldger et al., 2003), PINI::PINI:GFP (Benkova et al., 2003).
También se utiliz6 la mutante pft/-2 (Cerdan y Chory, 2003).

6.2. Preparacion de las semillas. Las semillas se colocaron en tubos Eppendorf de 2 ml, se
agregaron 500 pl de etanol al 96% v/v y se sometieron a agitacion durante 5 minutos.
Posteriormente, se retird el etanol y adiciond 700 pl de hipoclorito de sodio al 20% v/v,
sometiéndose a una agitacion vigorosa por 7 minutos. Finalmente, se retir6 el hipoclorito y
se lavaron con 1 ml de agua destilada estéril, cinco veces durante de 1 minuto en agitacion.
El proceso se llevo a cabo en una campana de flujo laminar, en condiciones de esterilidad.
Al finalizar la desinfeccion, los tubos se colocaron a 4 °C durante 48 h para promover y

homogenizar la germinacion.

6.3. Preparacion del medio de cultivo. En un frasco conteniendo agua destilada se agrego
0.6 % de sacarosa, posteriormente 0.9 g por litro de sales de Murashige y Skoog (con los
nutrientes necesarios para el crecimiento de las plantas) (1962) (MS) que corresponden a
una concentracion de 0.2X. El medio MS estd formado por los siguientes componentes:
NH4NO3 2.0 mM, KNO; 1.9 mM, CaCl,.2H,0 0.3 mM, MgSO,4.7H,0 0.15 mM, KI 5 uM,
H3;BO3; 25 puM, MnSO4H,0 0.1 mM, ZnSO4.7H,O 0.3 mM, NaMoO4.2H,O 1 uM,
CuS04.5H,0 0.1 pM, CoCl,.6H,0 0.1 uM, FeSO4.7H,O 0.1 mM, Na,EDTA.2H,O 0.1
mM. Ademas se afiade inositol (10 mg.L") y glicina (0.2 mg.L™"). Una vez adicionados
todos los componentes del medio se disuelven por agitacion, se ajustéd el pH a 7, con KOH
0.1 N. Se agreg6 agar al 1 %. Y el medio se esterilizé en autoclave por 20 minutos a 120 °C
y 15 libras de presion. Una vez estéril el medio de cultivo, se vacid en cajas de Petri

desechables estériles de 100 x 15 mm y se dejo solidificar.
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6.4. Siembra de la semilla. Una vez solidificado el medio, se procedié a siembra de las
semillas. Para los andlisis en cajas de Petri normales se sembraron las semillas con
densidades de 1, 2, 4, 8, 16 y 32 por caja; en la parte superior en fila para permitir a la raiz
un crecimiento sobre el medio. Para los analisis en cajas dividas, se sembro del lado
izquierdo una semilla y del lado derecho el nimero de individuos de 0, 1, 16 y 32.
Finalmente, las cajas se sellaron con pléstico o cinta micropore, para evitar contaminacion

por microorganismos como bacterias y hongos.

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

radicular como del aéreo de la planta.

6.6. Cuantificacion de clorofila. Diez dias después de la germinacion (ddg) las plantas de
A. thaliana de todos los tratamientos fueron transferidas a 1 ml de etanol 96%, incubandose
1 hora. Posteriormente, al sobrenadante se le midié la absorbancia a 646 y 663 nm. El
contenido total de clorofila fue calculado con la siguiente formula: [(7.15*A663.2) +
(18.71* A646.8)] / [1000*(peso fresco)] y reportado como mg de Clorofila por planta,
como describe Lichtenthaler (1987).

6.7. Determinacion de biomasa. Diez ddg las plantas fueron transferidas a cajas de Petri
de cristal y secadas a 80 °C durante 48 horas. Posteriormente, se pesaron para cuantificar el

peso seco total de las plantas, reportado como pg por planta.

6.8. Analisis de las variables del crecimiento in vitro. Las variables que se analizaron en
los diferentes bioensayos fueron: la longitud de la raiz primaria, el nimero de raices
laterales, la densidad de raices laterales. La primera se midié con una regla, realizando
mediciones de plantas provenientes de tres placas independientes. Las raices laterales se
cuantificaron con la ayuda de un microscopio estereoscopico Leica MZ6/L2 (Leica
Microsystems, Wetzlar Germany) en el objetivo 0.8X analizando todas las plantas por caja

en las tres replicas para cada uno de los tratamientos. La densidad de las raices laterales se
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determino dividiendo el nimero de raices laterales entre la longitud de la raiz primaria y se

expresd como el nimero de raices laterales por centimetro.

6.9. Determinacion de las etapas del desarrollo de los primordios de raices laterales.
Los primordios de las raices laterales fueron cuantificados y clasificados de acuerdo al
protocolo propuesto por Malamy y Benfey (1997), en plantas de A. thaliana 7 ddg en cada
uno de los tratamientos. Para lo cual las plantas fueron clarificadas para poder visualizar y
cuantificar los primordios en las 8 etapas descritas (I-VII y RL emergidas) del desarrollo a

lo largo de la raiz primaria.

6.10. Analisis de expresion del gen de la B-glucoronidasa (GUS). Las plantulas de 7 ddg,
se colocaron en cajas de microtitulo y se incubaron toda la noche a 37 °C en el
amortiguador de reaccion de GUS (0.5 mg/mL de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-f-D-
glucoronido en NaHPO4 100 mM, pH 7.0; B-mercaptoetanol 10 mM; EDTA 10 mM; N-
lauril-sarcosina 0.1%; Triton X-100 0.1 %, y también contiene el catalizador de la
oxidacion ferri y ferrocianuro de potasio 5 mM) (Jefferson ef al., 1987). Posteriormente las
plantas fueron sometidas a clarificacion de acuerdo a la metodologia descrita a
continuacion y finalmente se realizaron montajes semipermanentes para su posterior

analisis por microscopia.

6.11. Clarificacion de tejidos vegetales. La clarificacion de las plantulas consistio de los
siguientes pasos: se elimind el buffer de tincion de GUS y se agregd un volumen de HCI
0.24 N en metanol al 20 %, se coloco la muestra a 57 °C durante 60 min. Transcurrido este
tiempo se decantd la solucidon y agregd un volumen de NaOH al 7% en etanol al 60%
durante 20 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se adicion6 etanol al 40, 20 y 10%
sucesivamente por 25 min c/u y en este ultimo, se agregd un volumen de glicerol al 50%
para el almacenamiento del material previo a su analisis. Este procedimiento se realiz6 para
cada experimento procesando al menos 10 plantas de cada tratamiento (Malamy y Benfey,

1997).

6.12. Preparaciones semipermanentes. Las plantas ya clarificadas se montaron en

portaobjetos, colocandolas dentro de un marco de cinta parafilm, el espacio vacio del marco
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se llend de glicerol y se coloco un cubreobjetos. Finalmente, la preparacion se sello por las

orillas con esmalte.

6.13. Analisis del crecimiento en suelo. El sustrato utilizado para los anélisis del
crecimiento durante el ciclo de vida de la planta, incluyendo su propagacion consistié en
una mezcla de suelo organico (Sunshine), vermiculita y perlita en proporcion 3:1:1.
Previamente a su uso la mezcla se esteriliza en autoclave 40 minutos. El trasplante de las
plantulas crecidas in vitro se llevé a cabo a los 12 ddg. Las macetas se cubrieron con tapa
plastica para mantener la humedad adecuada y se transfirieron a la camara de crecimiento.
Las plantas se regaron con agua destilada. A partir de los 3 dias en suelo, se realizo el
analisis de las variables siguientes: didmetro de roseta, nimero y longitud sus hojas y
peciolos, tiempo de aparicion y altura del tallo principal, numero y longitud de silicuas.
También se analizé el rendimiento final, contando el nimero silicuas por planta y las
semillas por silicua de 100 silicuas por tratamiento y de esta manera se calculo el

rendimiento total por planta.

6.14. Microscopia. El sistema radicular de Arabidopsis thaliana se analizd con un
microscopio estereoscopico (Leica MZ6) en un aumento de 0.8X. Los primordios de raices
laterales se analizaron en preparaciones semipermanentes utilizando microscopia de
Nomarsky (Leica DM5000B) en los aumentos 10X y 40X. Los analisis de la proteina verde

fluorescente (GFP) se realizaron en un microscopio confocal (Olympus FV1000).

6.15. Deteccion de la proteina verde fluorescente (GFP) y tincion con yoduro de
propidio (IP). Para la tincion fluorescente con yoduro de propidio (IP), plantulas de las
lineas transgénicas de Arabidopsis DR5:GFP (Ottenschaliger et al., 2003) vy
PINI::PINI:GFP (Benkova et al., 2003) crecidas durante 7 ddg en los tratamientos de
diferente densidad fueron incubadas en una solucion de yoduro de propidio (10 mg ml™)
durante 3 minutos (Vieira et al., 1975). Posteriormente, las muestras fueron analizadas de
manera independiente en longitudes de onda especificas que permiten la fluorescencia del
IP (568 nm de excitacion y 585-610 nm de emision) y de la GFP (488 nm de excitacion y
500-523 nm de emision) usando un microscopio confocal (Olympus FV1000). Cada una de

las iméagenes obtenidas del andlisis se traslaparon para obtener la imagen final.
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6.16. Cuantificacion de la fluorescencia. Las imégenes obtenidas por microscopia
confocal de las lineas transgénicas que expresan GFP en todos los tratamientos fueron
analizadas (al menos 5 imdagenes por tratamiento) para cuantificar la cantidad de
fluorescencia en unidades arbitrarias (pixeles) del color verde caracteristico de GFP. Se
utilizé el programa del National Institutes of Health (2004). ImagelJ, (image analysis

software system), version 1.46r. http://imagej.nih.gov/ij/index.html

6.17. Analisis de datos. Los datos fueron analizados por univarianza y sometidos a una
prueba post hoc Tukey para determinar diferencias en las respuestas evaluadas en todos los
tratamientos. En las graficas las letras indican las medias que difieren significativamente
(P<0.05). Para todos los experimentos los datos se analizaron estadisticamente con el
programa StatSoft, Inc. (2004). STATISTICA (data analysis software system), version 7.

www.statsoft.com.
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7. RESULTADOS

7.1. Efecto de la densidad poblacional sobre el ciclo de vida de A. thaliana

Para analizar este efecto sobre el ciclo de vida de 4. thaliana, semillas del ecotipo silvestre
Col-0 fueron desinfectas y sembradas en cajas de Petri con medio MS 0.2X, en densidades
de 1, 2, 4, 8, 16 y 32 plantas. El material se incubo y se dejo crecer hasta los 12 ddg,
posteriormente se transfirié a suelo estéril en las mismas densidades de las que provenian y
se analizaron los pardmetros morfologicos que se describen a continuacion. Estos analisis

se realizaron por duplicado con tres repeticiones.

La primera caracteristica analizada fue el crecimiento de la roseta, porque ésta es la
estructura aérea temprana de la planta que provee la mayor superficie fotosintética.
Durante los primeros dias del ciclo de vida no se observaron diferencias significativas. Sin
embargo conforme transcurre el tiempo, las plantas mostraron diferencias claras entre los
diferentes tratamientos: a baja densidad (1,2 y 4 plantas), la roseta llega a tener un tamafio
alrededor de 5 0 4 cm a los 18 dias. Mientras que de manera dependiente de la densidad
poblacional este tamafio disminuy6, en altas densidades (16 y 32 plantas) las plantas
alcanzaron un tamafio aproximado de 3 cm a los 18 dias (Fig. 12A). Debido a este efecto,
se decidi6 analizar si existiria una relacion con el nimero de hojas de roseta y se observo
que en la densidad de una planta, la roseta puede alcanzar a los 24 dias un maximo de 20
hojas, lo cual se observa sin presentar la coloracion amarilla caracteristica de la
senescencia. Mientras que la densidad mas alta solo llega a presentar como maximo de 8 a
10 hojas alrededor de los 18 dias (Fig. 12B) y con caracteristicas de senescencia, lo cual se

puede observar en las imagenes representativas de los paneles E y F de la Figura 12.

Se analiz6 también el tamafio de las hojas y peciolos encontrando que de manera
dependiente de la densidad se presenta una disminucién en el tamafio de ambos
parametros. A baja densidad las hojas alcanzan tanto un didmetro de hoja como longitud de

peciolo de hasta 10 mm y a densidad alta solo se llega a 5 mm (Fig. 12C, D, F).
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FIGURA 12. Efecto de la densidad poblacional sobre el crecimiento de la roseta en Arabidopsis
thaliana. (A) Numero de hojas de roseta. (B) Diametro de la roseta. (C) Diametro de la hoja. (D) Longitud
de los peciolos. (E) Imagenes representativas de las rosetas en las densidades de 1 y 32 individuos, a los 24
dias. Los valores representan la media + error estindar de 3 repeticiones analizadas, las letras indican las
medias que difieren significativamente (P<0.05). (F) Imagen representativa de las hojas a los 24 dias, de

todas las denisdades analizadas. El experimento fue realizado dos veces con resultados similares.
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Al analizar el tiempo de emergencia y numero de tallos emergidos, asi como la
altura de los mismos se observd que en cuanto al tiempo de emergencia no hay una
diferencia significativa entre los tratamientos, pero si en cuanto a la altura de éstos. A baja
densidad la altura del tallo alcanz6 alrededor de 43 cm, mientras que en alta densidad la
altura maxima fue solo de 18 cm (Fig.13A). También se analiz6 a qué tiempo se detiene el
crecimiento apical y se obtuvo que la baja densidad lo hace alcanzando su altura maxima a
los 54 dias, mientras de forma dependiente de la densidad este tiempo disminuye y la
densidad alta lo detiene a los 42 dias (Fig. 13A, C). Lo anterior est4 relacionado también
con el proceso de senescencia y a los 54 dias ya se puede observar una diferencia (Fig.
13B); pues mientras que en bajas densidades los tallos atin estan verdes y en floracion, en
altas densidades ya se ven amarillentos y sin flores. En las imagenes representativas de la
Figura 13C, podemos observar que los dpices aéreos a los 54 dias en bajas densidades
apenas alcanzaron su altura maxima, y aun se encuentran en floracidon, proceso que se va
perdiendo de manera dependiente de la densidad y ya no se observa en el tratamiento con
mayor nimero de individuos, en donde el periodo de floracion ha terminado y solo

encontramos los ultimos frutos formados.
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FIGURA 13. Efecto de la densidad poblacional sobre el crecimiento del tallo. (A) Altura del tallo
principal durante el ciclo de vida completo. Los valores representan la media + error estandar de 3
repeticiones analizadas, las letras indican las medias que difieren significativamente (P<0.05). (B) Imagenes
representativas de los tratamientos de 1, 4 y 16 individuos a los 24 y 54 dias en suelo. (C) Imagenes
representativas del meristemo apical aéreo en todos los tratamientos a los 54 dias en suelo. El experimento

fue realizado dos veces por duplicado con resultados similares.
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Debido a que se observé una disminucion dependiente de la densidad en todos los
parametros analizados del sistema vegetativo, la pregunta entonces era si la densidad
tendria también un efecto sobre la produccion total de frutos (adecuacion), lo que ha sido
descrito como el efecto final que afecta la densidad en las comunidades (Gersani et al.,
1998). Para esto se analizd la produccion de silicuas por planta y se encontré6 que un
individuo en baja densiada llega a producir hasta 450 silicuas, mientras uno en densidad de
que 32 individuos solo produce alrededor de 40 silicuas (Fig. 14A). También se evalu6 si
la produccion de semillas por silicua se veia afectada, para esto, se contd el numero de
semillas dentro de cada silicua, en 100 silicuas por tratamiento, observandose diferencias
minimas entre los tratamientos con variaciones de aproximadamente 10 semillas entre la
menor y mayor densidad (Fig. 14B). Lo que coincide con que el tamafio de la silicua va
disminuyendo de manera dependiente del numero de individuos (Fig. 14D). De manera
impactante, al realizar la extrapolacion entre el nimero de semillas y el total de silicuas, se
pudo observar que al crecer una planta sola, ésta produjo hasta 24000 semillas mientras

que una planta crecida con 31 vecinos solo produjo un total de 1100 semillas (Fig. 14C).
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FIGURA 14. Efecto de la densidad poblacional sobre el rendimiento total de las plantas. (A) Numero de
silicuas totales producidas por planta. (B) Numero de semillas por silicua. (C) Numero total de semillas por
planta. Los valores representan la media + error estandar de 2 repeticiones analizadas, las letras indican las
medias que difieren significativamente (P<0.05). (D) Imagen representativa del tamafio de las silicuas,
tomadas de la parte media del tallo a los 54 dias, en las diferentes densidades poblacionales. El experimento

fue realizado dos veces con resultados similares
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7.2. La densidad poblacional regula la produccion de clorofila y biomasa en A.

thaliana.

Como pudimos observar en 4. thaliana, el aumento en densidad poblacional presentd un
efecto represor dependiente del numero de individuos durante los procesos del desarrollo en
todas las etapas del ciclo de vida analizadas. La pregunta ahora es si durante etapas
tempranas del ciclo de vida, la densidad pudiera estar afectando procesos fisiologicos
importantes. Existen reportes que indican que durante las etapas tempranas del
establecimiento de los organismos en el ambiente, éstos son madas susceptibles a la
competencia y pueden presentar cambios modificando su morfologia (Bertholdsson, 2005;

Sinkkonen, 2006).

Para responder a esto, se analizd la produccion de clorofila en las distintas
densidades poblacionales en plantulas de 10 ddg, la cual es una medida de la actividad del
organismo en la captura de luz que correlaciona con la fijacién de biomasa. Los resultados
mostraron una disminucion de la produccion de clorofila por planta, de manera dependiente
de la densidad poblacional, resaltando que cinco plantas en la densidad de 32 individuos
apenas producen lo de una planta crecida en densidad de 1. Se puede concluir entonces, que
las plantas crecidas en la densidad mas alta presentan una disminucion en un 20% en la
produccion de clorofila con respecto a las plantas en la densidad mas baja; ademas este

porcentaje de disminucion es dependiente del nimero de individuos (Fig. 15A).

Debido a que la cantidad de clorofila refleja indirectamente la actividad biologica de
los individuos, se decidi6 determinar si esta disminucion podria estar directamente
afectando la produccion de biomasa. El andlisis del peso seco de plantulas de 10 ddg,
mostré de manera dependiente de la densidad poblacional una disminucién significativa en
la produccion de biomasa de las plantas. En la densidad més baja las plantulas pueden pesar

hasta 6ug, mientras que en la mas alta las plantulas pesan 1pg (Fig. 15B).
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FIGURA 15. Efecto de la densidad poblacional sobre la produccion de (A) clorofila y (B) biomasa en
plantas de A. thaliana. Los valores representan la media + error estandar de 3 repeticiones analizadas, las
letras indican las medias que difieren significativamente (P<0.05). (C) Imagenes representativas del sistema

aéreo en un aumento de 4X, en todos los tratamientos a los 10 ddg. El experimento fue realizado tres veces

con resultados similares
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7.3. Efecto de la densidad poblacional sobre la arquitectura del sistema radicular de
A. thaliana.

Una vez analizado el efecto sobre la produccion de biomasa, resultd interesante conocer si
la densidad poblacional podria afectar el crecimiento y desarrollo del sistema radicular en
A. thaliana, debido a que a través de este sistema la planta puede adquirir el agua y los
nutrientes necesarios para su crecimiento. Se realizo el analisis de la arquitectura radicular
midiendo la longitud de la raiz primaria, el nimero de raices laterales y la densidad de las
mismas. En cuanto a la longitud de la raiz primaria se encontré que de manera dependiente
del aumento de la densidad, se produce una disminucién en el crecimiento de la misma
(Fig. 16A), de igual forma que ocurre con el numero de raices laterales (Fig. 16B) y la
densidad de las mismas (Fig. 16C). Tales variaciones se pueden observar en las imagenes

representativas de la Figura 16D.

FIGURA 16. Efecto de la densidad poblacional sobre la arquitectura de la raiz de A. thaliana. (A)
Longitud de la raiz primaria. (B) Numero de raices laterales. (C) Densidad de raices laterales. Los valores
representan la media + error estdndar de 3 repeticiones analizadas, las letras indican las medias que difieren
significativamente (P<0.05). (D) Iméagenes representativas de los tratamientos. El experimento fue realizado

tres veces con resultados similares.
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7.4. La densidad poblacional regula el crecimiento de plantas vecinas de manera

dependiente del nimero de individuos.

Para descartar que el efecto observado en la regulacion de la arquitectura radicular de A.
thaliana al aumentar la densidad poblacional estuviera directamente relacionado a una
competencia por nutrientes, se planted el siguiente ensayo. Plantas del ecotipo silvestre
Col-0, fueron crecidas en cajas de Petri con una divisiéon, colocando de un lado una sola
planta y del otro lado variando las densidades con 0, 1, 16 y 32 individuos, al colocar a
ambos lados las plantas aseguramos que éstas no tienen contacto fisico. El resultado
obtenido muestra que la densidad de individuos directamente regula la arquitectura
radicular de los individuos cercanos, tanto en la longitud de la raiz primaria (Fig. 17A),
como en el nimero y la densidad de raices laterales (Fig. 17B, C) sin tener contacto fisico
con ellos (Fig. 17D), lo que descarta una competencia por nutrientes ya que la planta del
lado izquierdo crece en el medio sin competidores, y sugiere que esta regulacion esta
mediada por componentes volatiles emitidos por las plantas de manera dependiente del

namero de individuos.
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FIGURA 17. Efecto de la densidad poblacional sobre el crecimiento de organismos vecinos sin contacto
directo. (A) Longitud de la raiz primaria. (B) Numero de raices laterales. (C) Densidad de raices latreales.Los
valores representan la media + error estandar de 3 repeticiones analizadas, las letras indican las medias que
difieren significativamente (P<0.05). Las barras blancas indican el tratamiento de 1 y O indiviuos, las gris
claro el tratamiento de 1-1 individuo, las gris oscuro de 1-16 individuos y las negras de 1-32 inviduos. (D)
Imagenes representativas de las combinaciones de individuos. El experimento fue realizado tres veces con

resultados similares
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7.5. La densidad poblacional modifica el crecimiento y desarrollo de A. thaliana de

manera independiente de la cantidad de CO..

Otro limitante que podria estar ocasionando el efecto de disminucién de crecimiento y
desarrollo del sistema radicular podria ser la cantidad de CO; dentro del sistema. Por ello se
decidi6 analizar el crecimiento de A. thaliana en un sistema de crecimiento similar a los
anteriores con la Unica variacion en el sellado de las cajas de Petri; el experimento del
apartado 7.3 se realizd con una pelicula plastica y en este caso con cinta micropore, la cual
tiene una porosidad que permite el intercambio gaseoso. Las plantulas mostraron un mayor
crecimiento que en el experimento sellado con pelicula plastica, tanto en la longitud de la
raiz primaria (Fig. 18 A), como en el nimero de raices laterales (Fig. 18B) y la densidad de
las mismas (Fig. 18C). De forma similar, se presenta la misma tendencia en una
disminucién de los tres parametros conforme aumenta el nimero de individuos por caja de

Petri (Fig. 18D). Con esto puede descartarse que el efecto sea por la diferencia en CO,.

FIGURA 18. Efecto de la densidad poblacional sobre la arquitectura de la raiz de A. thaliana en
condiciones de intercambio de CO,. (A) Longitud de la raiz primaria. (B) Numero de raices laterales. (C)
Densidad de raices laterales. Los valores representan la media + error estandar de 3 repeticiones analizadas,
las letras indican las medias que difieren significativamente (P<0.05). (D) Imagenes representativas de los

tratamientos. El experimento fue realizado tres veces con resultados similares

52



7.6. La densidad poblacional regula el desarrollo de primordios de raices laterales.

Los resultados anteriores mostraron que una mayor densidad poblacional ocasiona un
efecto inhibitorio en la formacioén de raices laterales, por lo que se decidié analizar las
etapas de formacion de primordios de raices laterales (Malamy y Benfey, 1997), para
determinar si el menor numero de raices en altas densidades podia ser debido a una
disminuciéon en la induccién de novo de primordios o a la emergencia tardia de los
primordios preexistentes. Para evaluar las dos posibilidades se determiné el desarrollo de
los primordios en sus diferentes etapas, en plantas transgénicas DRS5:uid4A (Ulmasov et al.,
1997) que expresan el gen de la B-glucuronidasa en respuesta a la acumulacion de auxinas,
presentando una tincion azul en los primordios de raices laterales, lo que permite su

identificacion mas facilmente al microscopio.

El andlisis muestra que a mayores densidades disminuye la emergencia de raices
laterales (Fig. 19A) debido a una menor formacion de novo de primordios (Fig. 19B), pues
durante el desarrollo de éstos en alta densidad, se presenta un numero similar en todas las
etapas de formacion a diferencia de la baja densidad, en donde se encontré6 un mayor
numero de primordios en etapas iniciales del desarrollo. Lo que indica que la disminucion
en RL emergidas es debida a la menor formacion de novo de primordios y a que los

primordios existentes no maduran para llegar a la etapa de emergencia.
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FIGURA 19. Analisis del efecto de la densidad poblacional sobre el desarrollo de primordios de raices
laterales. Las semillas de Arabidopsis se germinaron y crecieron por 7 ddg. (A) Numero de primordios de
raices laterales (PRL) por planta en las diferentes etapas de desarrollo. (B) Total de PRL por planta. Los
valores representan la media + error estandar de 12 plantas analizadas, las letras indican las medias que

difieren significativamente (P<0.05). El experimento fue realizado dos veces con resultados similares.
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7.7. Efecto de la densidad poblacional sobre la expresion del marcador de ciclo celular

CycB1:uidA en raices de A. thaliana

Los efectos de la densidad poblacional sobre el desarrollo post-embrionario de la raiz de
Arabidopsis sugerian que ésta podria estar afectando los procesos importantes en el
desarrollo del sistema radicular: como la division, la elongacion y la diferenciacion celular.
Se decidi6 analizar entonces, si la densidad podria estar afectando la division celular, para
lo cual se analiz6 la expresion en plantas transgénicas CycBI:uidA del marcador de
actividad mitdtica que se expresa durante la fase G2/M del ciclo celular (Colon-Carmona et

al., 1999).

Con este fin, las semillas de Arabidopsis fueron germinadas y crecidas en medio
MS 0.2X en distintas densidades poblacionales. Siete ddg las plantulas fueron sometidas al
andlisis de la expresion de GUS. En la Figura 20 podemos observar las imagenes
representativas del meristemo radicular, donde se aprecia una disminucion de la expresion
de este marcador, dependiente del aumento de la densidad de individuos lo cual concuerda
con la disminucién del tamafo de la raiz primaria previamente observado. Estos resultados
sugieren que la densidad poblacional podria modificar la division celular en la raiz de

Arabidopsis y por lo tanto su crecimiento y tamafio total.

7.8. Efecto de la densidad poblacional sobre la expresion del marcador de respuesta a

auxinas DR5:uUidA en raices de A. thaliana

Existe evidencia que indica que las auxinas participan activamente en la regulacion del
ciclo celular (Benkova et al., 2003; De Smet et al., 2006). Debido a las diferencias que
observamos con el marcador CycB1:uidA en el experimento anterior, se decidié analizar el
marcador de respuesta a auxinas DR5:uidA (Ulmasov et al., 1997), para saber si la densidad
pudiera estar afectando la expresion de los genes regulados por auxinas. Para analizar esta
posibilidad se utilizaron plantas transgénicas de Arabidopsis de la linea DR5:uidA, la cual
expresa el gen de la B-glucuronidasa en respuesta a auxinas. Las plantas fueron germinadas

y crecidas durante siete ddg y posteriormente fueron tratadas para el analisis de la expresion
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de GUS. En la Figura 20 podemos observar en las imagenes representativas de la punta de
la raiz primaria la expresion del marcador (coloracion azul). En la densidad de 1 individuo,
se localiza en la zona meristematica y se difunde a lo largo de los haces vasculares,
evidenciando el transporte polar de auxinas. Conforme aumenta la densidad de individuos,
la expresion del marcador se pierde en los haces vasculares, localizindose mas
puntualmente en el meristemo y a la vez disminuyendo la expresion total, de una forma

dependiente de la densidad poblacional.

FIGURA 20. Efecto de la densidad poblacional sobre la expresion del gen marcador de division celular
CycB1:uidA y de respuesta a auxinas DR5:uidA. Semillas de ambas lineas transgénicas fueron germinadas
y crecidas en medio MS 0.2X por 7 ddg. Las plantas se procesaron para determinar la actividad de la -
glucuronidasa y se clarificaron para mostrar la expresion del gen marcador GUS. Las fotografias son

representativas de al menos 12 plantas.
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7.9. Efecto de la densidad poblacional sobre la expresion del marcador de auxinas

DR5:GFP

Las auxinas han sido reportadas como participes importantes en la regulacion de una gran
cantidad de procesos del desarrollo de las plantas (Depuydt y Hardtke, 2011). Una de las
ventajas de Arabidopsis thaliana, es que existen lineas transgénicas con construcciones de
genes reporteros de respuesta a varias rutas de sefializacion, entre ellas las auxinas.
Especialmente las lineas que tienen la construccion de la proteina GFP, resultan
importantes para el estudio de procesos fisioldgicos, ya que permiten monitorear la
actividad de la proteina y por consecuencia, de la respuesta especifica in vivo
(Ottenschaldger et al., 2003). Ademas porque el tipo de microscopia para observar la
expresion de esta proteina es sitio especifica, se decidi6 utilizar la linea DR5:GFP, que
indica la acumulacion del TAA en los tejidos de la raiz primaria. Para esto, plantas de la
linea DR5:GFP se crecieron y 7 ddg se tifieron con yoduro de propidio para permitir la
visualizacion de la organizacion y viabilidad celular e inmediatamente se analizaron por
microscopia confocal. Se observé la expresion de GFP evidenciada por la fluorescencia
tanto en las células de la cofia, como en el meristemo y el estele. En los tratamientos con
densidad poblacional alta se observé una disminucién en la expresion dependiente del
numero de individuos (Fig. 21A), ademas es posible apreciar una disminucién en la
cantidad de fluorescencia (Fig. 21B) y que la expresion en la densidad de 32 individuos se
pierde en el estele que da lugar a los haces vasculares, sugiriendo una pérdida en el
transporte de auxinas (Fig. 21A). Adicionalmente, se utilizd al inhibidor del transporte
polar de auxinas NPA, para analizar si la respuesta en altas densidades, se debia
exclusivamente a una pérdida de transporte y no de biosintesis de auxinas en la raiz. Como
se puede observar en la Figura 21 A, existe una acumulacion de la expresion GFP en la zona
meristematica en ambas densidades (1 y 32), que es el efecto caracteristico del NPA, pero
es destacable que al igual que en el tratamiento inicamente con las densidades, se presenta
una disminucion en la cantidad de fluorescencia asi como del tamafio de la raiz en cuanto a
su anchura. Debido a esta disminucion en la fluorescencia se decidio analizar si al adicionar
una cantidad de IAA en concentraciones bajas, en altas densidades se podria restaurar el
fenotipo de baja densidad, por lo que se seleccion6 la concentracion de 0.01 uM para este

tratamiento. Efectivamente en altas densidades se observo una restauracion en la expresion
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de GFP en el meristemo de la raiz como en el estele, de manera similar a la observada en
bajas densidades sin tratamiento con IAA. Lo anterior sugiere una probable participacion
tanto de la biosintesis como del transporte de auxinas en la modulacion de la arquitectura

radicular de Arabidopsis de forma dependiente de la densidad poblacional.

FIGURA 21. Efecto de la densidad pobacional sobre la expresion de DR5:GFP. (A) imagenes
representativas de la expresion del marcador de auxinas DR5:GFP en las densidades de 1 y 32 individuos, y
con los tratamientos con 2uM de NPA y IAA 0.01 uM. (B) Cuantificacion de la fluorescencia de GFP emitida
por las raices. La grafica esta expresada en unidades arbitrarias. Los valores representan la media + error
estandar de 5 plantas analizadas. Las letras indican las medias que difieren significativamente (P<0.05). El

experimento fue realizado dos veces con resultados similares.
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7.10. Efecto de la densidad poblacional sobre el transportador de auxinas PIN1

De acuerdo a los resultados anteriores, la densidad poblacional podria modular la
arquitectura radicular de manera dependiente del transporte de auxinas, donde uno de los
participes importantes en el transporte polar es el transportador de eflujo PIN1. Asi que se
decidi6 analizar la linea PINI::PINI:GFP (Benkova et al., 2003), con una fluorescencia
caracteristica en las células del estele y de la endodermis de la raiz (Fig. 8). Para este
analisis plantas de 7 ddg, crecidas en diferente densidad de individuos, se tifieron con
yoduro de propidio y se analizaron por microscopia confocal. Se encontré una disminucién
en la expresion de GFP en plantulas con una densidad de 32 individuos, asi como del
tamafio de la raiz, como se puede observar en la Figura 22A. En el tratamiento de 2uM de
NPA, se puede apreciar una disminucion de la expresion en altas densidades (Fig. 22B). Al
analizar el tratamiento con IAA, buscando restaurar el fenotipo observamos que en altas
densidades si lo hace (Fig. 22A). Ademas, se puede observar que el tamafio de la raiz
también se ve modificado de manera similar, lo que indica una participacion del
transportador PIN1 en la regulacion de la arquitectura radicular de Arabidopsis de forma

dependiente de la densidad poblacional.
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FIGURA 22. Efecto de la densidad pobacional sobre la expresion de PIN1::PIN1:GFP. (A) Imagenes
representativas de la expresion del transportador de eflujo de auxinas PINI::PINI1:GFP en las densidades de 1
y 32 individuos y en los tratamientos con NPA 2uM y TAA 0.01 uM. (B) Cuantificacion de la fluorescencia
de GFP emitida por las raices. La grafica esta expresada en unidades arbitrarias. Los valores representan la
media + error estandar de 5 plantas analizadas. Las letras indican las medias que difieren significativamente

(P<0.05). El experimento fue realizado dos veces con resultados similares.
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7.11. PFT1 participa en la regulacion de la arquitectura radicular de manera

dependiente de la densidad poblacional

Cerdan y Chory (2003) reportaron que la mutante pf¢/-2 participa en procesos de floracion
en Arabidopsis. En nuestro grupo de trabajo, recientemente hemos observado que dicha
mutante presenta una mayor sensibilidad a auxinas, asi como con una estimulacion sobre el
desarrollo del sistema radicular. Por lo antes mencionado, quiz4 también participe en la
modulacién de la respuesta del sistema radicular a la densidad poblacional. Para determinar
esto ultimo, plantulas de pft/-2 fueron crecidas en densidades crecientes de individuos y a
los 10 ddg fueron analizadas. La mutante pf¢/ presentd resistencia al efecto de la densidad
poblacional en todas las densidades analizadas, tanto en el crecimiento de la raiz primaria
(Fig. 23A) como en la formacion de raices laterales (Fig. 23B) y en la densidad de las

mismas (Fig. 23C) respecto al control, el ecotipo silvestre Col-0 (Fig. 23D).
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FIGURA 23. Efecto de la densidad poblacional sobre la arquitectura radicular de la mutante pftl-2. (A)
Longitud de la raiz primaria. (B) Numero de raices laterales. (C) Densidad de raices laterales. Los valores
representan la media + error estandar de 3 repeticiones analizadas. Las letras indican las medias que difieren
significativamente (P<0.05). (D) Imagenes representativas del ecotipo silvestre Col-0 y la mutante pft/-2 en

las densidades de 1 a 32 individuos, 10 ddg. El experimento fue realizado dos veces con resultados similares
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8. DISCUSION

Todos los organismos vegetales enfrentan la misma “decisiébn” en cuanto a inversion
energética: donde invertir mejor sus recursos. El costo de malas decisiones podrian llevar a
una deficiencia en la captura de nutrientes, recursos para la reproduccion y por lo tanto una
adecuacion disminuida que al final las lleve a una exclusion competitiva del ambiente. Las
plantas tienen la capacidad de modificar su morfologia y fisiologia en respuesta a
variaciones ambientales, particularmente en la busqueda de recursos (Hodge, 2004, 2006;

Valladares et al., 2007).

La densidad poblacional como uno de los factores que pueden modular la
morfologia vegetal y los procesos del desarrollo ha sido escasamente investigada. No
obstante conocer de qué manera dependiente de la densidad, se intensifican en mayor o
menor medida procesos como la competencia por recursos esenciales para las plantas
resulta interesante (Gurevitch er al. 1992). Este trabajo, se enfoca en el andlisis de
respuestas en programas del desarrollo mediados por auxinas, en plantas de Arabidopsis

thaliana crecidas en diferentes densidades de individuos tanto iz vitro como en suelo.

Inicialmente se decidié analizar la morfologia del crecimiento del sistema aéreo de
la planta para determinar si la densidad poblacional podria modular algin proceso
fisiologico que llevara a una respuesta en la plasticidad fenotipica de las plantas de manera
dependiente del nimero de individuos, como ya se habia reportado previamente (Masclaux
et al., 2012). Para esto se analizaron plantas de A. thaliana crecidas en densidades
crecientes de manera exponencial desde 1 hasta 32. Basandonos en el reporte de Masclaux
et al. (2012), donde muestran que en Arabidopsis las respuestas a la competencia en
tratamientos con densidades mayores a 60 individuos comprometen la sobrevivencia
impidiendo que completen su ciclo de vida; se selecciond analizar densidades desde 1

hasta 32 individuos, como maximo.

Los resultados mostraron que de manera dependiente de la densidad poblacional se

presenta una disminucion del tamafio de roseta en el nimero de hojas que la componen, el
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tamafio de las mismas y los peciolos que las sostienen. Lo anterior indica que la densidad
poblacional modula el desarrollo del sistema vegetativo (Fig. 12), reduciendo asi el area
principal de la planta que se encarga de realizar la fotosintesis y por tanto la produccion de
biomasa. Debido a que hay una correlacion que se mantiene en todos los tratamientos,
entre el tamafio de las hojas y la longitud de los peciolos, podemos decir que atn en alta
densidad no se presenta la caracteristica especifica del sindrome de evasion de la sombra,
que consiste en la elongacion de los peciolos, que indicaria una competencia por luz
(Keuskamp et al., 2010a). Asi que, descartamos esta sefializacion como responsable de la

respuesta observada.

En cuanto al tiempo de emergencia de los tallos que dan lugar a las estructuras
reproductivas, las flores y finalmente a los frutos, no se observé una diferencia
significativa (Fig. 13A). Conforme pasa el tiempo, plantas en alta densidad llegan a una
altura maxima antes que la baja densidad y esta altura fue aproximadamente igual en todos
los individuos del tratamiento (Fig. 13A, B). Los resultados anteriores coinciden con los
reportados por Nagashima y Hikosaka (2011) donde muestran que plantas de
Chenopodium album crecidas de forma cercana, aun cuando algunas tienen cierta ventaja
en la captacion de luz sincronizan su crecimiento al de las plantas vecinas, sin embargo
estos autores no profundizan en la bisqueda del mecanismo que se lleva a cabo para

alcanzar la sincronizacion.

Junto con la aceleracion de la etapa reproductiva en alta densidad, se presenta una
aceleracion en la senescencia (Figs.12E, F; 13B, C y 14D), lo que coincide con la
“decision” de las plantas de detener su desarrollo vegetativo al iniciar el desarrollo
reproductivo (Araki, 2001). Tal comportamiento indica que la inversion energética estaria
enfocada en la reproduccion mas que en la adquisicion de biomasa; lo que coincide con la
respuesta en alta densidad, donde alcanzar la talla y nimero maximo de hojas de roseta
antes que en baja densidad. Aunque los tallos emergen aproximadamente al mismo tiempo,
el desarrollo reproductivo en alta densidad comienza antes y es mas rapido que en baja
densidad, observandose asi mismo que la etapa reproductiva termina primero en alta
densidad mientras que en baja densidad, este desarrollo es mas lento y por lo tanto

prolonga el ciclo de vida de la planta (Fig. 13).
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En el andlisis sobre la produccion de semillas encontramos que la disminucion en la
produccion por planta es drastica y dependiente de la densidad poblacional (Fig. 14).
Desde un punto de vista ecologico, resulta interesante notar la importancia de este trabajo
en la agricultura, donde organismos de la misma especie son generalmente crecidos de
forma cercana en areas definidas. Este tipo de cultivos son el resultado de una seleccion
antropogénica con la intencion de obtener mayores rendimientos por area cultivada. Los
mejoradores han realizado selecciones de variedades, en base a cambios positivos en la
habilidad competitiva que permite una mayor produccion de frutos (Weiner, 2003). Sin
embargo, el desarrollo radicular no ha sido considerado por los mejoradores, e
indirectamente pudo haber llevado sin conocimiento alguno a una seleccion de variedades
con reducida sensibilidad al reconocimiento de individuos vecinos. Adicionalmente a las
implicaciones del reconocimiento de la raiz, el hecho de que las plantas respondan a la
identificacion de caracteristicas especificas de sus vecinos podria contribuir al aumento en
la habilidad competitiva, lo que resultaria en variedades con reducida capacidad de
reconocimiento de vecinos como una caracteristica que podria incrementar el rendimiento

de los cultivos.

Tomando lo anterior en consideracion, fue importante el analisis sobre la
morfologia de Arabidopsis en etapas tempranas, donde los organismos son mas sensibles a
los cambios en el ambiente (Knezevic et al. 2002; Seem et al. 2003). Los primeros
parametros analizados fueron la produccién de clorofila y biomasa, en donde se encontrd
que la concentracion de clorofila disminuye en forma dependiente de la densidad
poblacional, lo que correlaciona con una disminucion en la produccion de biomasa total de
las plantas (Fig. 15). Tal fenomeno también se ha observado en comunidades acuaticas,
donde un incremento en produccion de individuos (fitoplancton) ocasiona una disminucioén
en clorofila (Auer et al, 1990; Voroés y Padisdk, 1991), lo que sugiere que esta
caracteristica de respuesta a la densidad poblacional, se encuentra conservada en varios

grupos biologicos.

Se sabe que las plantas responden de forma diferente al percibir a otras especies que
a la misma (Falik et al, 2003; Caffaro et al, 2013), lo que evidencia que el

comportamiento de las plantas es muy especializado; Reynolds y D*Antonio (1996) en un
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analisis de varios trabajos, encuentran que no hay evidencias de que la plasticidad del
sistema radicular se relacione a una habilidad competitiva cuando se presenta limitacion
por nutrientes. Ademas, también observaron que no todas las interacciones raiz-raiz se
presentan por competencia de recursos; algunas incluyen sefalizacion quimica, como la
produccion de compuestos alelopaticos (moléculas o compuestos toxicos para suprimir a
organismos vecinos). Resultaba entonces importante analizar la arquitectura radicular de 4.
thaliana bajo condiciones de crecimiento en diferente densidad de individuos. Los
resultados indicaron que de manera dependiente del aumento en densidad poblacional, se
presentd una disminucion en el crecimiento de la raiz primaria, asi como de la formacion
de raices laterales y por tanto de la densidad de las mismas (Fig. 16). Dicho efecto
inhibitorio sobre la arquitectura radicular podria deberse a: (i) que las plantas estaban
compitiendo por nutrientes del medio, CO, del ambiente o espacio en el sistema, o (i1) que
estaban autoregulando su crecimiento de forma similar al guorum sensing que se presenta

en bacterias (Walters y Bassler, 2005).

Para analizar estas posibilidades se realizaron dos experimentos, el primero fue el
andlisis del sistema en cajas divididas, para determinar si todas las variaciones en la
densidad poblacional afectaban el crecimiento de plantas vecinas en baja densidad sin
contacto fisico con las demés. Se observdo de manera dependiente de la densidad
poblacional una inhibicidn del crecimiento de plantas vecinas (Fig. 17), razonando
entonces que la disminucion en el crecimiento de las plantas no se debia a una limitante de
nutrientes, debido a que las crecidas en baja densidad no tenian ningin vecino que
compitiera por espacio o nutrientes en el medio. Ademas, el andlisis del presente estudio
contrasta con el hecho de que los fenotipos reportados en deficiencia de nutrientes, incluian
siempre la inhibicion en el crecimiento de la raiz primaria, no asi la formacion de raices
laterales (Lopez-Bucio ef al., 2002; Forde y Walch-Liu, 2009). En este estudio, los efectos
de represion del desarrollo observados fueron en ambos procesos a la vez, descartando con
esto que las plantas presenten esta respuesta por una deficiencia de nutrientes y también
contrastando con trabajos previos en donde sugieren que las plantas responden al espacio
en que crecen, mas que a la cantidad de individuos que tengan a su alrededor (Schenk,
2006). Debido a que las plantas no tienen un contacto fisico, este experimento también

sugiere que la regulacion del desarrollo puede estar mediada por compuestos volatiles.
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Recientemente, se observo en especies como Trifolium glomerata y Dactilus pratense
(Kigathi et al., 2013) que la interferencia ocasionada por compuestos quimicos entre las
plantas alter¢ las relaciones entre la densidad y el crecimiento de las plantas (Weidenhamer

et al. 1989; Sinkkonen, 2001).

Por el resultado del experimento anterior que sugirié una regulacion mediada por
compuestos volatiles, se realizé el analisis del crecimiento de las plantulas en un sistema
donde el flujo de aire se permitia en las cajas de Petri (usando cinta micropore en el
sellado) y se observo lo mismo que el experimento del apartado 7.3, es decir la tendencia a
disminuir el tamafio en altas densidades (Fig. 18). Debido a estos resultados se descartd la
probable competencia por CO, como principal factor en la modulacién de la morfologia
analizada. Se ha reportado que una acumulaciéon de CO; en el medio promueve la
produccion de biomasa (Kai y Piechulla, 2009), sin embargo aun cuando en este sistema
las plantulas presentan un mayor crecimiento comparado con el sistema sellado con
pelicula pléstica, la disminucién en longitud de la raiz primaria y numero y densidad de
raices laterales se mantiene de manera dependiente de la densidad poblacional, sugiriendo
que esta modulacion del desarrollo podria ser dada por algin o algunos otros compuestos

volatiles.

La respuesta de las plantas a diferentes dosis de los compuestos fitoquimicos es
bien conocida (Carballeira et al., 1988; An et al., 1993; Romeo, 2000). Normalmente las
respuestas de estimulacion ocurren en dosis bajas y conforme aumentan, las respuestas
gradualmente alcanzan una inhibicion total y las plantas mueren. La dosis por planta
normalmente disminuye cuando se encuentra cerca una de otra, ya que compiten por los
mismos compuestos. Por lo tanto, un crecimiento méaximo puede ocurrir en densidades
intermedias o altas (Weidenhamer ef al., 1989). La interferencia quimica entre plantas es
regularmente distinguida como un factor ecoldgico importante en los ecosistemas, y por lo
tanto la alelopatia dependiente de la densidad debe ser muy frecuente (Nilsson et al., 1998;
Nilsson et al., 2000). Hay propuestas de que la degradacion de residuos fitotoxicos de
muchas especies (An et al., 1996; Sinkkonen, 2003), asi como el crecimiento abidtico

pueden regular la concentracion de agentes alelopaticos en la naturaleza (An et al., 2002),
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pero esto no descarta la importancia del efecto dependiente de la densidad poblacional

(Sinkkonen, 2006).

Los analisis anteriores (Figs. 16, 17 y 18) mostraron una disminucion en el nimero
de raices laterales de manera dependiente de la densidad poblacional, por lo que resultaba
necesario analizar si tal fendmeno se debia a la formacion de novo de primordios de raices
laterales o a una inhibicion en la maduracion de los primordios existentes de manera
normal en las plantas. Los resultados obtenidos indicaron que en alta densidad, se observan
pocos primordios en todas las etapas de maduracion y las raices laterales emergidas son
menos, por lo que al analizar el nimero total de primordios concluimos que la densidad
esta afectando no solo la formacion de novo de primordios, debido a una deficiencia en la
diferenciacion celular que da lugar a este proceso, también afecta la maduracion de los
primordios ya existentes, sugiriendo que el proceso de division celular podria encontrarse

afectado en alta densidad.

La proliferacion celular esta relacionada directamente con la actividad de division
de las células del meristemo, las cuales posteriormente se diferencian. Para analizar el
proceso de division celular, se recurrid al uso de la linea transgénica CycB1:uidA, la que
presenta una construccion del promotor de la ciclina B1 (regulador clave del ciclo celular
cuya expresion estd limitada a la transicion G2/M de dicho ciclo) con el gen reportero de la
B-glucuronidasa. Este ultimo permite observar las células en esta fase G2/M, gracias a una
coloracion azul al poner las plantas en contacto con el sustrato especifico de la enzima. Se
observd que la expresion de este gen disminuye de forma dependiente de la densidad
poblacional, evidenciando que el decremento en el crecimiento del sistema radicular,

podria estar dado por una afectacion en el proceso de division celular (Fig. 20).

Los dos andlisis anteriores sugieren que tanto los procesos de diferenciacion, como
de division celular se encuentran regulados por la densidad poblacional y como sabemos,
ambos son modulados por las auxinas, se decidid analizar el efecto de la densidad
poblacional sobre la expresion del marcador DR5:uidA inducible por auxinas (Ulmasov et
al., 1997). Como resultado de este analisis encontramos que la densidad afecta la expresion
del marcador regulado por auxinas, indicando un mecanismo dependiente de auxinas en la
regulacion del desarrollo (Fig. 20). Para dilucidar de manera mas detallada este
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mecanismo, se utilizé la linea transgénica DRS5:GFP (Ottenschaldager et al., 2003), que
permite analizar in vivo la expresion de la proteina y esta forma la acumulacion de auxinas
en tejidos especificos de la raiz (Fig. 21). El analisis mostré que la densidad poblacional
permitié la acumulacion de auxinas en la zona meristematica y de la cofia de la raiz,
sugiriendo que la cantidad de auxinas podria ser menor en alta densidad. También, el
analisis anterior indic6 que el transporte polar puede estar afectado debido a la pérdida de
expresion en el estele de la raiz. Para probar esto, se analizd la linea transgénica
PINI::PINI:GFP (Benkova et al., 2003), que permite determinar la expresion especifica
del transportador de eflujo de auxinas PIN1 en las células. Se observdé que dicho
transportador se encuentra en cantidades significativamente menores en alta densidad (Fig.
22). Para determinar si unicamente el transporte de auxinas afectaba la expresion de PINT1,
se utilizo el inhibidor del transporte de auxinas NPA tanto para DR5:GFP como para
PINI::PINI1:GFP, se observd que no solo el transporte de auxinas se ve reducido en altas
densidades, sino que la densidad también disminuye la expresion de GFP en ambas lineas
(Figs. 21 y 22). Los resultados anteriores, ponen en evidencia que la expresion de PIN1 se
encuentra regulada por las cantidades de auxinas y no por el transporte de éstas, de manera
dependiente de la densidad poblacional. Debido a que la regulacion del transportador PIN1
se debe a la cantidad de auxinas, esto sugeria que la adicion de esta Gltima a las plantulas
en altas densidades, podria restaurar el crecimiento del sistema radicular, de forma similar
al crecimiento en baja densidad. Para probar esto, se adicioné IAA en concentraciones
bajas de 0.01 pM, observando que el crecimiento no solo fue igual al de las plantulas en
baja densidad, sino también incrementa la acumulacion de auxinas evidenciada por el
marcador DR5:GFP (Fig. 21), asi como el transporte de auxinas observado gracias a
PIN1::PINI:GFP (Fig. 22). Con todo lo anterior se confirma que la densidad poblacional
regula procesos del desarrollo radicular de A. thaliana de manera dependiente de la

sefializacion de auxinas.

A la fecha existe un gran nimero de mutantes de Arabidopsis afectadas en el
transporte o la sefializacion de auxinas, que se caracterizan por su resistencia o sensibilidad
a la induccion de los procesos regulados por auxinas. En nuestro grupo de trabajo, Raya-
Gonzaélez et al. (2014) describieron que la mutante pft/-2 presentaba un crecimiento mayor

que el ecotipo silvestre Col-0, y una hipersensibilidad a bajas concentraciones de auxinas.
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Los autores sugirieron que PFT1 podria estar involucrado en el transporte de auxinas,
mediando la regulacion transcripcional y distribucion de PIN1. Por estos antecedentes se
decidi6 analizar la mutante pft/-2 en los tratamientos de densidad poblacional. Los
resultados fueron interesantes, debido a que la mutante present6 resistencia al efecto de la
densidad poblacional, atin en la densidad de 32 individuos, tanto en el crecimiento de la
raiz primaria, como en el nimero y densidad de raices laterales. Esto sugiere que pft/
podria estar participando directamente en la regulacion de la arquitectura radicular de 4.
thaliana (crecimiento de la raiz primaria y formacion de raices laterales) de manera
dependiente de la densidad poblacional (Fig. 23) y ya que la mutante pft/-2 crecida en alta
densidad y sellando las cajas de Petri con pelicula pléstica, presentan un crecimiento
similar a la baja densidad, con esto se confirma que el efecto observado en el control Col-0
no es debido a una deficiencia o competencia por CO,, sino probablemente a una sefial
volatil adicional, a la cual la mutante pft/-2, presenta resistencia. Reportes previos
caracterizaron la funcién de PFT1 en la regulacion del proceso de floracion en condiciones
suboptimas de luz (Cerdan y Chory, 2003). También se mostrd su participacion en la
respuesta a estimulos conocidos como parte del reconocimiento de individuos vecinos al
ambiente. Sundaravelpandian et al. (2012) propusieron la participacion de PFT1 en la
diferenciacion celular, al analizar la mutante pf¢/ observaron defectos en la formacion de
pelos radiculares, un proceso mediado por la formacion de especies reactivas de oxigeno.
Lo anterior permite tener un panorama interesante para explorar, debido a que el
mecanismo de sefializacion en respuesta a la densidad poblacional podria ser a través de
varias vias. Mientras tanto, tenemos la seguridad de que su funcién involucra la

sefalizacion de auxinas, mediada especificamente por el transportador de eflujo PINT.

Con el presente trabajo, se propone un modelo del efecto que podria tener la
densidad poblacional en los procesos analizados. En la Figura 24 podemos observar que
conforme aumenta la densidad poblacional, se presenta una inhibicion del desarrollo, en la
produccioén de clorofila, biomasa, y frutos. De igual manera el crecimiento y desarrollo del
sistema radicular presentaron una inhibicion evidente a causa de afectaciones en los
procesos de diferenciacion y division celular, los cuales estan regulados por auxinas a

través de la participacion del transportador de eflujo PINT.
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PFT1 también participa de forma importante en la regulacion del desarrollo en
respuesta a la densidad poblacional, lo que qued6 evidenciado porque la mutante pftl-2

presentd un fenotipo de resistencia al efecto inhibitorio del desarrollo en alta densidad.

Finalmente, se sugiere que esta regulacion del desarrollo en respuesta a la densidad

poblacional podria estar mediada por compuestos volatiles.

FIGURA 24. Modelo propuesto de la densidad poblacional sobre la regulaciéon del desarrollo de
Arabidopsis thaliana. La densidad poblacional regula el crecimiento y desarrollo de las plantas durante todas
las etapas del ciclo de vida de la planta, a través de modificaciones en la sefializacion por auxinas y su

transporte involucrando a PIN1 y al factor transcripcional PFT1.
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9. RESUMEN DE RESULTADOS

La densidad poblacional reprime el crecimiento y acelera el desarrollo de
Arabidopsis thaliana de forma dependiente del aumento del ntmero de

individuos.

En el sistema radicular, la densidad poblacional modula el crecimiento de la raiz

primaria y la formacion de raices laterales.

En un sistema sin contacto fisico, la densidad poblacional es capaz de modular el

crecimiento de plantas vecinas.

La produccién de clorofila y biomasa disminuyen al aumentar el niimero de
individuos, evidenciando la capacidad de fijacion de CO, en las distintas

densidades.

La maduracién y formacion de novo de primordios de raices laterales se inhibe
conforme aumenta la densidad poblacional, mostrando una afectacion en el

proceso de diferenciacion celular.

. Altas densidades disminuyen la expresion del marcador de ciclo celular
CycB1:uidA denotando el efecto del nimero de individuos en la regulacion de la

division celular.

La densidad poblacional regula tanto la cantidad de auxinas como su transporte,
lo que se determind gracias a la expresion de los marcadores DRJ5:uidA,

DR5:GFPy PINI:GFP.

La mutante pft/-2 presentd resistencia al efecto de altas densidades
poblacionales, sugiriendo que pft/ podria participar en la regulacion de la

arquitectura radicular de manera dependiente de la densidad poblacional.
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10. CONCLUSIONES

El aumento en densidad poblacional, de forma dependiente del nimero de individuos,
regula el crecimiento, asi como la produccion de clorofila y biomasa total. También acelera

el desarrollo de Arabidopsis thaliana promoviendo floracidon y senescencia temprana.

La densidad poblacional regula procesos importantes para el crecimiento de la
planta como la division y diferenciacion celular, inhibiéndolos en altas densidades, a través
de la participacion de la sefalizacion de auxinas, del transportador PIN1 y del factor

transcripcional PFTI1.

Se sugiere que el efecto de la densidad poblacional se lleva a cabo por una
comunicacion planta-planta mediada posiblemente por compuestos volatiles y es

independiente de la competencia por nutrientes, CO; y luz.
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11. PERSPECTIVAS

Realizar la cuantificacion de auxinas en los diferentes tratamientos, para asegurar si el

efecto observado se debe a cambios en la biosintesis de auxinas.

Analizar la expresion de los marcadores de ciclo celular y auxinas en la mutante pf¢/-2

que present6 resistencia al efecto de la densidad poblacional.

Analizar cuantitativamente la expresion PFT1 en las diferentes densidades analizadas,

para determinar si el efecto observado se debe a la represion o sobreexpresion del gen.

Obtener el perfil de compuestos voldtiles para identificar aquellos compuestos con

probable funcién como sefiales de comunicacion planta-planta.
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and adventitious roots and the expangion of cotyledons in
etiolated seedlings of L. affws, and in Brassica pircea young
seadlings, lower concentrations of melatonm have been
tound ‘0 stimulate the root growth and to raise the
cndogenous levels of TAA, but higher concentrations have
mhibitory effects. which was observed by companng the
effect of wvaried concenirations of melatonin and IAA
sapplied fo the arowth maclia |22-24.
ecently, our research documented the activity of the
melatonin precursor serotonin in the growth and develop-
montl of  drabidupsis thalione scedlings. Serotonin was
identifiad ax an important regdator of root development
processey, probably by acting as a natural auaio iohibitor
125]. The imformuation deseribed above sigaests that the role
of melatonin m plant growth and developmental processes
may be complex, with auxm-relaied or wnrclated acuvity
depending on the plant svstem and the process under study.
To more deeply mvestgate the role of melatonin i
plants, in this work we evaluated the eifeets of exogenously
sapplhied melatonin on root svstem architecture i 4. -
Hennr. Detailed  analyss of morphological parameters,
including primary root growth. lateral and adventitious
root formatnion, and root hair development, showed that
melatonin can be perceived by plants and modulate a subset
of root architeetural responses such as lateral and adven-
ftions root formation, bur i less acnive n regulating
primary root growth and root hair formation. Because
most of thexe root developmental (raits are under auxin
control, we performed auxin-responsive gene expression
analyses 1 transgenic «Arabidopsis seedlings expressing the
DR w4, B43:wid4, and HS:AXYKINT-GUS gene mark-
r¢ IR response to miclatonin rreatmients. Our resnlis ghow
that melatomn likely acts through auxin-independent
signaling mechanisms.

Materials and methods
Plant material and growth conditions

Arabidopsis 4. thafiena Col-0)  transgonic  lines
HSAYRINT-GUS |26), DRI:wid 4 |27, BdSq0d4 2R
and CrveBlaidd [29] were used for the different experi-
ments, Seeds were surface stenlized with 95% (v)v) cthanol
tor 5 mun and 20% (v/v) bleach for 7 min. Atter five washes
m distilled water. seeds were gernunated and grown o agar
platex containing (1.2x MS medinm [30]. The MS medinm
{Murashige and Skoog Basal Sals Mixture, catalog no.
M5324) was purchased trom Sigma-Aldrich Co., St Louis.
MO, USA. Phvtagar (Micropropagation grade) was pur-
chased from PhyroTechonology Laboratories, Lenexa. K8,
USA. Plates were placed vertically at an angle of 653" w0
allow root growih along the agar surface and ‘o allow
wmmpeded aeral growth of the hypocorvls. Plants were
placed in a plant growth chamber (Percival Scien:ific
AR95L. Perry. IA. USA) with a photoperiod of 16-hr
light:R-hr darkness, light mrensity of 100 gmolmie aad
temperature of 227°C. For dark-grown plants, seads were
sown on the surfave of agar plates and the plates covered by
tonr layers of alununnm toil. Plants were mchided in the
growth chamber for 5 dav untl development of long
hypovotvly, Etlolated seadlings were selected on the basis

280

of the continuous growth of the stem that ensures a suitable
sontree of plan: tissue. Fiolated hvpocotyls were uxed to
determine the effects of melatonin on adventtious root
tormation.

Analysis of growth

Growth of primarv roots was registered nsing a rnile.
Lateral root numbers were determined by comating the
lateral roots present in the prinary root, from the tip to the
root:xtem  transition nsing an AFX-1[-A xtercoscopic
microscope { Nikon, Tokyo, Japan). Lateral root densities
were determined by dividing <he lateral root nwnber by the
primary root length. Root hairs were measnured ina S0 1an
region from the primary root tip. The average length of
root hairs was determined upon mcasuring 100 hairs for
2ach treatment, raking as a raference the root protosvlem
plang to locate the radical hair base in the epidermal cell.
For all experiments. che overall data wers staustcally
analvzed in the SPSS 11 program (K8PSS [nc., Chicago, [1.,
USA). Umvariate and multivariate analvses with Tukey's
post hoe test were used for wsting the differences in growth
and root developmental responses in wild-type and it
plants. Different letters are usad to indicate the means that
differ significandy (P -+ 0.035).

Histochemical analysis

Iransgenic plants thar express the wid4 reporter gene |21
were stained 1 (1L1% N-Glne (S-bromo-d-chlonum-3-1ad-
olvl. fi-p-glucuronide) in phosphate buiter iNaH,PO. and
Na-l POy, 0.1 M, pll Ty with 2 mm potassitom ferrocyanide
and 2 mM potassinm ferricvanide, for 12 hir at 37°C. Plans
wete clearad and fiacd with 0.24 N HCI in 20% methanol
(v v) and incnbated for 60 min at 627 The sohtion was
substituted tor 7% NaOH {w:v) in 60%, ethanol (viv) tor
20 min al room temperature, Plants were dehvdrated with
athanol treatments at s, 20% and 10% {viv) tor a 2d-br
period cach, and fixed in 50% plycerol {v/v). The processad
roots were Included in glass slips and scaled with commer-
cial nail varnish. For each marker line and for each
treatiment, at least 20 transgenic plants were analyzed.

Auxfindole-3-acetic acid protein degradation assay

Six-day-old S AVRINT.GES  Arabidopsis transgenic
weedlings were incubared i (.2x MS Lgquid medinm and
licat shocked for 2 hir at 37°C. followed by transfer of the
seedlings into lguid .2x MS medium, supplicd with LAA.
or melatonin for 10, 30, or 60 mn1 ar 22°C. The seadlings
were washed with fresh 0.2x MS Lguid medium and stainad
12 hir for histochemical analysis of RB-glucuronidase (GUS)
activity neng GUS reaction buffer.

Microscopy

The A thaliona root svstem was analvecd with a sterco-
scopic microscope { Leica MZ6; Lelca Microsysiums. Wete-
lar. Germaayv). Total lateral roots were counted at 30X
magnification. Images were capiured with @ Sony Cvber-
shot DSC-875 digital camera (Somv  Flactronies  Ine.,


















Pelagio-Flores et al.

bacteria, algae, invertebrates, mammals, and plants [4, 5, 9,
35-37]. In mammals, melatonin is mainly produced by the
pineal gland and secreted into the blood stream. The
signaling roles of melatonin in vertebrates include circadian
rhythm and photopesriodism [38] as well as Immunomnmod-
latory and cytoprotective responses [39-41]. However, the
roles and mechanisms of action of melatonin in plants are
poorly characterized.

This study investigated the basis by which melatonin
triggers root developmental changes in 4. thaliona. Based
mainly on its structural similarity to auxins and because
both IAA and melatonin apparently regulate similar
developmental processes, melatonin has been snggested to
function as an auxin to promote root and vegetative growth
in a number of plant specics. Most experiments aimed at
demonstrating an auxin-like activity of melatonin have
been unsuccessful. A recent report by Chen et al. [23]
showed that melatonin stimulates root growth in roots of
etiolated seedlings of B. juncea. Our results nicely mesh
with this previous report by showing that melatonin
treatment of 150 uM promoted primary root growth in
Arabidopsis seedlings grown i vitro under a photoperiod
of 16-tr light/8-hr darkness (Fig. 2A). Interestingly,
higher melatonin concentration of up to 600 um did not
significantly affect the primary root growth indicating
the lack of an inhibitory effect of melatonin toward
regulating primary root growth. In contrast, melatonin
dramatically induced lateral roof formafion in a dose-
dependent way (Fig. 2B), thus confirming the signaling role
played for mmelatonin in growth and developmental
processes.

To evaluate the organogenic properties of melaionin, we
tested the effects of this compound in the formation of
adventitious roots from hypocotyls of dark-grown 4. tha-
fiana seedlings. Our results extend the findings by Arnaco
and Hernandez-Ruiz [22], which showed that etiolated
hypocotyls from Lupinus albus L. produce increased num-
bers of adventitions roots in response to a range of
concentrations of melatonin and [AA. Interestingly. our
data suggest that the formation of lateral and adventitious
roots by melatonin did not involve auxin signaling because
DRS5:uid4 expression analysis in adventitions root tips and
LRP did not increase in response to melatonin treatments
(Fig. 52).

Root hairs are important cell structures involved in both
water and nutrient acquisition. They are formed from
specialized epidermal cells known as trichoblasts. Auxin
treatments increase both root hair numbers and length of
root hairs in Arabidopsis seedlings. Our analysis of root
hair development shows that melatonin did not affect root
hair aumber (KFig. 7A), but slightly decrease root hair
length (Fig. 7B.C), indicating that the effects of melatonin
on epidermal cell differentiation are different to those
elicited by anxins.

Many growth and developmental responses in plants are
mediated by phytohermones, such as auxin. IAA has been
found to be the typical auxin in plants, mainly evalnated by
cell elongation tests in hypocotyls, primary roof growth,
and lateral root responses [1[]. Our comparative analysis of
auxin activity for TAA and melatonin indicates that
melatonin lacks an auxin-like actuvity. This hypothesis is
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supported by two lines of evidence: (i) the effect of the
compound on DR5:uid4 and BA3:uid4 gene expression
and (1) the Aux/IAA stability analysis using the Arabid-
opsis HSAXRINT-GUS line. Treatment with IAA
increased auxin-inducible gene expression revealed by the
DRS5:widA and BA3:wid4 gene markers, but melatonin did
not stimulate the expression of these markers (Fig. 8).
Furthermore, IAA showed enhanced degradation of the
fusion protein HS::AXR3INT-GUS, but melatonin failed to
induce the degradation of the fusion protein even after
60 min of treatment (Fig. 9). These data indicate that
melatonin did not act in an auxin-mediated signaling
pathway. Interestingly, exogenounsly supplied melatonin
was found to stimulate lateral root formation at 100 uM
or greater concentrations, which are mueh higher concen-
trations to that required for IAA or related auxin signals to
affect the same developmental trait [11]. This indicates that
although both IAA and melatonin regulate lateral root
formation, their mechanisms of action may be rather
different.

Recently, our work has uncovered an important role of
serotonin, the precursor of melatonin on roof system
architecture. Concentrations of serotonin from 10- to 160-
uM stimulated lateral root growth in A. thaliana. At higher
coneentrations, scrotonin inhibited primary and lateral root
growth, but promoted formation of adventitious roots.
Interestingly, Arabidopsis lines expressing anxin-responsive
marker constructs DRS:uidd and BA3:uid4 indicated
antiauxin effects of serotonin in LRP [25]. Our reported
effects of melatonin on root development iadicate that
melatonin shows a different activity compared with
serotonin in modulating morphogenetic processes. First,
the induction of lateral roots by melatonin apparently is
not related to a primary root growth inhibitory effect.
Second, in contrast to serofonin, melatonin did not inhibit
auxin-responsive gene expression during LRP develop-
ment, indicating that it is not an anfiauxin.

Plant neurobiology has recently emerged as an integrated
view of cell signaling. Plants process the information from
the environment to successfully develop and reproduce.
Communication between cells and tissues is essential for
plant adaptation, which involves an integrated signaling
system that includes long-distance electrical signals, vesicle-
mediated transport of IAA, and production of chemicals
known to be nenronal in animals (42, 43).

Among the animal neurotransmitters, acetylcholine,
catecholamines, histamine, sercotonin, dopamine, melato-
nin, and glutamate are the most common in the animal
nervous system, playing roles in information processing and
development. It is of interest that each of these compounds
1s present in plants. Our analysis of the effects of serotonin
[25] and melatonin in Arabidopsis have shown that
neurotransmitter signals can be perceived by plants to
modulate the morphogenetic processes. Serotonin posses
both growth promoting and repressing effects on root
developmental traits, while melatonin mostly have benefi-
cial effects in Arabidopsis seedlings by promoting the
branching of the root system, which could lead to a greater
absorptive capacity for nutrient and water uptake from the
soil. The utility of serotonin and melatonin in agricultural
praduction is an important novel avenue in the research of



these indoleamines based on its important presumptive role
in plant physiology.
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Figure S1. Effects of melatonin on Arabidopsis (Col-0,
Ler and WS ecotypes) root system architecture.

Figure 82. Expression of auxin-response DRI :-uidd gene
in response to melatonin.
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Supplementary Fig. S1. Effects of melatonin on Arabidopsis (Col-0, Ler and WS ecotypes) root
system architecture. Arabidopsis seedlings of Col-0, Ler and WS ecotypes were germinated and
grown for 10 d under increasing melatonin concentrations. Photographs show representative
plates of WT (Col-0, Ws and Ler) seedlings grown in medium supplied with the solvent only or with
melatonin. Notice the promoting effects of the compound in lateral root formation. The

experiment was repeated twice with similar results.



Supplementary Fig. S2. Expression of auxin-response DR5:uidA gene in response to melatonin. (A)
Expression in adventitious root tips from hypocotyl explants treated with increasing
concentrations of melatonin. (B) Expression in lateral root primordia in intact seedlings.

Photographs are representative individuals of at least 20 plants stained.
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Factores de competencia en plantas

Edith Muiioz-Parra, Ramadn Pelagio-Flores, José Lopez-Bucio y Elda Beltrdn-Pefia

En las comunidades vegetales, las plantas se encuentran expuestas a diversas condiciones
ambientales alas cuales deben responder efidentemente para asegurar su supervivencia,
ajustando su crecimiento a través de la sintesis y utilizacién de una gran variedad de
compuestos. El crecimiento y desarrollo vegetal dependen de lz integracién de diferentes
sefiales enddgenas como son los reguladores del crecimiento vegetal o fitchormonas
y sefiales ambientales como la disponibilidad de nutrientes v agua, la temperatura, y
organismos vecinos. Cada uno de estos estimulos activa una serie de respuestas a nmivel
genético, bioquimico y fisiolégico que impactan ¢l fenotipo y la arquitectura de la raiz y el
follaje. En este capitulo se describen los principales estimulos bidticos y abidticos, asi como
las correlaciones que se establecen entre el estimulo ambiental y algunos reguladores del
crecimiento para dar lugar a la integracién fenotipica y adaptativa mediante cambios en el
desarrollo.



2.1. Introduccon

I.il.‘i pli{lﬂil-‘i N1 (Jff-_’;iiTliﬂT]]()H b '.‘iﬂ('ﬁ l]l]l' S Cncienirin
expuestos a diversas condiciones ambientales que en
muches delos casos son destavorables para sudesarrolle,
por lo cual deben responder eficientemente para

ANCZUTAT SU Nllp('.{\'i\fl'll("l d

justindo su crecinionto a

travds doe la sintesis v utilizacidn de una gran vadedad
de compuestos. En generd, el erecinuento ¥ desarrollo
vegetdl dependen de la integracion de diferentes
seiales endogenas ¥ ambienrales, Cada una de estas
scfiles puede activar unag serice de respuestas que le
pernttan adaptase e it modwando diversos procesos
del desarrollo que conlleven a una integracion final de
estas sefiales dando lugar a caracteristicas fenotipicas
especificas. La integracion de tales respuestas en
pProgranas 1||0r10g(-11('1i1‘m dc-pcn(l(- de varios
repuladores del crecimiento Tanmzdos colectivamente
hormonas vegetales. Lntre los reguladores mis
estudindos se encuentran ocho cases principales: las
awxinas, Jax giberelinus, o dddo abedsico, las drocininas,
cl etileno, Jos brasinoesterotdes, los jastionatos v las
vstiigolactonas {Depuydt v Hardike, 2011), todox
ellos han side descritos con funciones en la regulacién
del crecimiento de maneras distntas v algunas veces
de nunera espedfics dependiente de las condiqones
a las que se encuentra sometids Ta planta (Sanmer #f
al, 2009; Santner v Estelle, 2009; Wolrers v Jurgens,
2009). Estos reguladores actian en concentraciones
bajas para regular el crecimiento v desarrollo {Gray,
2004},

En cste caplitulo abordaremos de fornia
conocimiento que se tiene de las respuestas vegetales
bajo diversos estimulos tanto bidticos como abidticos,
v oen las corrcladones que se establecen enrre el
estimulo ambienral, los reguladores del crecimiente
vl tenatipo.

ral ol

2.2.Las plantas, hdbitat ¢ interacciones
biolégicas

Los organismos vegerales se encuentran bajo
estimulos
estimulos incluyen a las Interacciones  bioldgicas,
entre las que se pueden mencionar las siguientes:

tanto bidticos como  abidticos, Fstos

1. Neutralismo. Cuande dos especies interactian
pero minguna se atecta.

2. Simbiesis. Relucidn obligads entre dos especies,
que puede o ne beneficiar s ambas; existen vatios
tipos:

Capimila 2. Factores de competencia en plantas

*  Murnalismo. Relacidn en que dos especies se
benefician, puede ser temporal o permanente.

*  Amensalismo. Asociacion perjudicial para
una de las especies u organismos ¥ neutral
pars Ls otra.

¢ Comensalismo.  Asociacion  benéfica para
una expecie v oneotral para [a ofra, también
conodada como inquilinismo.

¢ Parasirismo. Interaccién en la cual

especie se beneficia v otra es perjudicada.

una

3. Cempetencia. Interaccién entre dos organismos
© especies, en que ambos coparten uno © ¥acios
factores medicambientales limitantes para su
crecimiento,

4. Depredacién. Interaccion en la que un organismo
se alimenta de otro.

e las interacciones mencionadas, ha resulrado
interesante ¢l estudio de la cOMPETendia, ya que ¢
un factor que influye de mancra importante en la
estructura de las comunidades ¥ no siempre es un
fendémeno simple ¥ directo sino que puedc verse
influenciado de mudltiples maneras (Novoplansky.
2011).

2.3, Competencia

La competeneis puede definirse como s inreraecion
entre organisnios o expedes, on la cusl Taaptitud o
adecuacién de uno, se ve medificado por Ia presendia
de otre. Este ocurre debido a que existe una Lmitacién
en la cantidad de un recurso usado por ambos
organismos o especies, €l cual puede ser luz, agua,
:a]imrnm.Ir.rrimfin.p:u'rj;i _y/'(n'()mpursi()s r.xpc-c‘iﬁcos
necesarios pars la sobresivencs. La compoteneis sc

puede clasificar en dos tipos prinetpales:

1. Competencia interespecifica. Entre individuos
de difcrenies espocics.

2. Comwpatenein intraespecifica. Entre individuos
de T misau especic,

Mientras la demsidad {ndmero de individuos
por unidad de dren) de unz poblacién sed mavor.
tarubicn se inercments Ja probabilidad de relaciones
intracspecificas ¥ se puede acentuar ésra ain mids,
si ¢l reenrso por ¢l que se compire es linitado; lo
que puede llevar a un proceso selectivo en ¢l que
sobreviven los organismos mejer adaptades.
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la competencin. La temperatura al igual que Ia
duracidn del fotoperiodo son estimulos que influyen
de maners signihicativa sobre la floradion. La ruta
reguladora deserita para wste tipo de respuestas,
involucra a las proteinas PIF (PIIYTOCITROME
INTERACTING FACTORSY, las cuales son una
faculin de factores transcripcionales que se unen
al DNA para regular 1a rranseripaén de genes que
fornan parte de s transduccion do senales de Jos
fitocromos {(Duck vy Fankhauser, 20055 Keuskamp
et ar., 2010). Recientemente, ha sido descrito que las
PIFs interactian con las proteinas DELLA (Feng et
al, 2008, de Luecas of ai, 2008), que son represoras
del erecimicnte; Ia regulacién de cstas proteinas
pATCOT SCF UM Tespuesty 18] umorlbg(:ni(':l clave
que estd involucrada también en las respuestas a la
pereepeidn de vecinos o de evasion de la sombra.
La estabilidad de las DELLAs estd controlada por
las giberelinas conectande asi la senalizacién de los
(itocromos con L aceién hormonal. Sin cmbargo, 1a
estabilidad de Tas DELLA se ve atectada también por
otrax hornonas comao las auxinas v el etileno (Piertk
et ai., 200%), 1o que sugiere que las DELLA rienen un
papel integrador de varias rutas hormonales.

2.7. s\gua

Las especies vegetales requieren utilizar une o mds
TCCUrsOsR lll](' ['lll[(']lil.‘i VOOES SC eTIcueniTan ]i“l“'.id().‘i
en diversas pactes del suelo, dependiendo de diversos
factores como las distintas remporadas del aio, lo
que puede modificar la intensidad de competencia
entre organismos y tacilitar © no su coexistencia
{Silvettown, 2004).

El agua v une de estos reeumsos y ticne an
impacto protundo ¢ inmediato sobre cdme ol sistena
radicular se distribuve por el suelo. Las respuestas
de las plantas a los gradientes de agua, han sido
estudiadas por més de 100 anos, pere los mecanismos
que  SubYAcen A4 CSTAR reSpucstas  permanceen
desconocidos. Las respuestas mds nipidas de Tas
plantas al estrés osmético involucran el transporte
de fones v el ineremento inmediato en los niveles de
Ca™ citoplasmico (Takahashi ez 4, 1997; Cessna of
al, 2007).

Un grupo de osmosensores potendales, son los
receplores tipo histiding couse AHK1, AHK2-
4. que @ osu vez son receplores de citocinimas, En
Arabidspsis se han encontrado murantes para AITK1-
-Hy todas presentan sensibilidad a estrés osmético v al
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dade abscisice (ABA)} vy diferendas en la inducadn
de I expresian de genes de cespuesta a ABA{ITan e#
4. 2007; Wohlbach vt 7, 2008), pero su papel en las

T-l:.'\'PU['..
Eapen e ai (2003} identificaron mutantes de
Arabidepsis como Ia pfrd (por sus siglas en inglés
ne ydrotropic respsnse) con defectos en el desarrollo,
mastrando un ereamiento postembrionario derenido

as hidrofrépicas ain no se ha determinado.

cuando la mutacidn es homéaga, mientras que en la
heteréeiga se pierde completamente of hidrolropismo
a la vez que aumenta la elongacién celular, el
gravitropisme v Ia curvatura de la ruz, junto con una
disminucion en la sensibilidad al ABA.

Debide a que realizar andlisis en respuesta a
gradientes deagua, resulta difieil, adn queda una gran
cantidad de investigacidn por realizar en este campo
para poder elucidar los niecanismos fisioldgicos que
se encuentran involucrados.

2.8. Nutricntes

En ¢ gupe de los factores de comperencia que
pueden modificar los programas de desarrollo de Tas
plantas, s encuentra la competencia por nutrientes,
Siendo los nutrientes prioeipales la tuente de carbono,
el nitrégeno v el fostore. Desde hace décadas ha sido
objeto de investigacién el conocer cudles son los
requerimientos para que cada espeae vegeral pueda
cultivarse con ladlidad, mejorando asi T produccién
de biomuasa, principalmente en especies de importancia
econdémica. En el campo de la investigacién, también
ha side importante conocer los requerimientos de
los organismos vegetales para faciliter su estudio.
Murashige: v Skoog; (1942) establederon un medio de
crecimicnto que hasta Ta decha es de los nuis utilizados,
debido a que conticoe: lox nuttientes esenciales prara ol
crecimiente de la mavorfa de las plantas.

Deak v Malamy {2005), realizaron modificaciones
en las concentraciones de sacarosa en el medio de
cultivo para Arabidspsis, mostrando que un aumento
en Lt coneeniracidn de sacarosa inhibe L formacidn y
longitud de raices laterales, MacGregor ef ai. {2008)
mestragon que <] contacto directo de los tejidos adreos
de las plantas en un medio con sacarosa es suficiente
para promover la emergenda de raices laterales a partie
de los primordios de la raiz primaria.

Como miendotimos antes, uno de Jos nutrientes
importantes para el desarrollo de las plantas ex ¢l
téstoro, éste es uno de los principales lunitantes de la
productividad, debide a su baja mevilidad en el suelo.
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2.14.Conclusiones

Las  diversas  condictones  ambicntales a0 las
que sc encuentran expuestas las plantas en sus
hibitats, se traducen en estimulos que activan
diversas respuestas del crecimiento v desarrollo,
lo que les permite adaptarse. Ahora sabemos que
e este proceso participan lactores ('nd()gnms
como las giberelinas v lus guxinas. que sctivan
rutas de transduccidn de senales ¥ afectan la
arquitectura de la raiz v del follaje, asi como el
tiempo de floracion. Actualmente se cuenta con
herramicntas tanto gendricas, como lJiuqlu’miv:{s
v de fisivlogls molecular que podrian ayudar
1 esclarecer los de comunicacion
planta planta ¥ planta microorganismo. Diversas
aplicaciones agricolas se podrian derivar de esta
intormuadion, entre cllas conterit 4 los cultivos una

MECANISNOS

proteceion mis clectiva al ataque de pardgenos o
incrementar la produccidén de cereales mediante un
aprovechamiente Sprimo de los recursos minerales,
agua ¥ espacio.
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