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Prefacio

El presente volumen forma parte de una coleccién titulada “ASPECTOS MO-
LECULARES DEL DESARROLLO DE LAS ANGIOSPERMAS” que tiene como ob-
jetivo el proporcionar al alumno de la licenciatura en Biologia Experimental
y carreras afines que se imparten en la Universidad Auténoma Metropo-
litana, conceptos actualizados, especializados y de forma integrada sobre
el desarrollo de los 6rganos vegetativos de las plantas, en particular en las
angiospermas.

Los conceptos expuestos en los libros son una referencia que complementa
lo impartido en las diversas asignaturas que componen los planes de estu-
dio, y que le sirva al alumno interesado para poseer una plataforma concep-
tual actualizada y especializada sobre cada uno de los temas abordados en
los diversos volumenes. Se buscé que en cada uno de los temas que integran
los libros de la serie se aborden aspectos de biologia molecular, biologia ce-
lular y cuando sea pertinente aspectos, bioquimicos y fisiolégicos.

Los diversos volimenes pueden ser estudiados en forma independiente por
los lectores interesados, que cada uno de ellos posee la informacién nece-
saria para su completa comprensién. El alumno podra tener una conoci-
miento integrado si su lectura se inicia con el volumen de “EMBRIOGENESIS
Y ORIGEN DE LOS SISTEMA TISULARES” en que se describe los procesos de
establecimiento de las estirpes celulares, iniciando desde la fecundacién
hasta el desarrollo de un embrién corazén/torpedo, en que quedan defini-
das las estirpes celulares que posteriormente se diferenciaran y generaran
los tres 6rganos vegetativos: la raiz, el tallo y la hoja, abordando el desarrollo
de cada érgano en un volumen distinto.
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Introduccion General

Las raices poseen tres funciones principales: a) anclaje de la planta al subs-
trato, b) la producciéon de fitohormonas y otras sefnales y c) absorcién de agua
y nutrimentos. El anclaje provee estabilidad y es importante para todas las
plantas. La produccién de fitohormonas es muy activa en las raices, de las
cuales el resto de la planta depende de ellas para su desarrollo y crecimiento;
entre estas hormonas estan las citocininas y las giberelinas, sintetizadas en
la zona meristematica. La dependencia de las fitohormonas de la raiz con
el resto de la planta indica la alta integracion en el crecimiento de la parte
aérea de la planta y la raiz.

Para la planta es importante el equilibrio en el crecimiento entre la parte
aérea y la raiz, lo que implica un balance entre la capacidad fotosintética
por parte de la hojas, el soporte de este sistema foliar por el tallo, en que se
suministra sacarosa como fuente energética, sustancias elaboradas como
son diferentes aminodcidos, fitohormonas entre ellas la auxina y péptidos
senial que sirven para mantener el desarrollo y crecimiento de la raiz;
mientras que la raiz a su vez suministra agua, nutrimentos, fiitohormanas
y péptidos senal al resto de la planta para proporcionar asi controlar un
desarrollo y crecimiento equilibrado.

Las raices poseen una alta capacidad de absorcién de agua y nutrimentos
debido a su gran superficie, los cuales adquiere por la alta ramificacién
en su sistema radicular, si se alineara a todas las raices se alcanzarian
varios cientos de metros de longitud. El arreglo del sistema radicular es
una adaptacién que han adquirido las plantas para cumplir las diversas
funciones.

Ademas de las tres funciones antes mencionadas, las raices son capaces
de almacenar sustancias de reserva, que se acumulan previo a la época
invernal, como sucede en el caso en la raiz tuberosa de los camotes.
Las raices son el lugar de la biosintesis de precursores o metabolitos
secundarios que sirven como parte del mecanismo de defensa. En las
raices de las leguminosas por ejemplo, la simbiosis con bacterias fijadoras
de nitrégeno permite capturar el nitrégeno atmosférico, el que trasforma
y transloca como compuestos ricos en nitrégeno, tales como la glutamina

13
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y asparagina o bases nitrogenadas. En otras plantas que no poseen esta
asociacién, la raiz transforma los nitratos y nitritos en aminas de amino
acidos y son exportados al resto de la planta. Otra funcién de la raiz se
da bajo condiciones extremas, cuando se pierde la parte aérea, a partir de
la raiz surge y crece un nuevo vastago, un ejemplo de ello es la maleza
Convolvulus arvensis que crece en cultivos de importancia como el ajonjoli,
arroz, avena, cacahuate, cana, cebada, citricos, esparrago, frijol, frutales,
garbanzo, girasol, hortalizas, linaza, maiz, mango, manzana, papa, platano,
soya, tomate y uva, esta planta es considerada una maleza muy agresiva
pues invade los campos de cultivo de importancia econémica, las raices de
esta planta se extienden a una gran profundidad en el suelo y son dificiles
de extraer, por ello se dificulta el ser erradicado porque en la siguiente
temporada de cultivo a partir de esas raices surge una nueva planta. Por
otra parte, las raices de otras especies crecen en forma horizontal y a partir
de ella surgen nuevos tallos. Otras raices, surgen a la superficie y proveen
oxigeno al resto de la planta, un ejemplo de ello son los manglares. Las
raices sirven de adhesién a otras plantas como las raices de las epifitas.

Cuando germina el embrién, una de las primeras estructuras que
protruyen de la semilla es la raiz primaria. En las dicotiledéneas, la raiz
embrionaria, se convierte en la raiz principal y crece con un geotropismo
positivo o en favor a la gravedad, a partir de la cual se generan nuevas
raices en forma lateral. En las Poaceae que incluye a los cereales y entre
ellos el maiz, el trigo y el arroz, la raiz embrionaria crece sustentando los
primeros requerimientos de la fase de embrién a plantula, pero es un
6rgano determinado y es sustituido por las raices que se diferencian del
hipocotilo/tallo de cada fitbmero de la regién nodal, lo que ocurre en una
fase temprana del desarrollo de la planta.

En las plantas de talla alta, se requiere de un sistema de anclaje que sea
capaz de soportar el peso del tallo con la gran cantidad de hojas, por lo que
desarrollan un sistema en que la raiz principal crece en forma profunda en
el suelo, este sistema posee una alta ramificacién con raices laterales, que
sirven de anclaje, para la absorcién de agua y nutrimentos; a este sistema
se le denomina sistema axonomoérfico. La profundidad y la superficie que
alcanza este sistema, depende de varios factores ambientales como son la
temperatura, la humedad y el tipo de suelo. Este sistema se encuentra en las

UAM-Iztapalapa



Introduccién General

plantas maderables como los encinos, los pinos, las secuoyas del noroeste
de Canada y Estados Unidos o en el eucalipto regio de Australia, estos dos
ultimos pueden alcanzar una altura superior a los 100 m; en el mezquite
(Prosopis julifora) el sistema radicular puede alcanzar hasta los 53 metros
de profundidad, caso que se observé en una mina en Arizona. Durante la
construccion del canal de Suez, se encontrd que las raices de arboles de
Tamarix y de Acacia poseian una profundidad de mads de 30 metros. Las
eudicotiledoneas que poseen ciclos de vida mayor a dos anos o perenes, su
sistema radicular presenta un crecimiento secundario para darle fortaleza
a la raiz. El sistema axonomoérfico se encuentra en plantas herbaceas como
leguminosas de consumo comun como el frijol, chicharos, habas; también
se encuentra en las plantas de tabaco, rabano o la alfalfa y en esta ultima
puede alcanzar una profundidad de 6 metros.

Por otra parte, el maiz, trigo, arroz y otros pastos, presentan un
sistema radicular diferente, debido a que estas plantas son anuales, su
talla es mucho menor que las maderables, no presentan un crecimiento
secundario y el nimero de elementos vasculares esta preestablecido, con
una conductividad que no se incrementa con el tiempo. La estrategia es
generar un sistema radicular fibroso o fascicular. Durante la germinacién
protruye la raiz embrionaria que funciona durante un corto tiempo y
rdpidamente es sustituida en las fases postgerminativas por un sistema de
raices que se generan inicialmente de la placa nodal (regién del embrién en
donde termina la raiz, y se conecta el escutelo y los primordios foliares o
plimula). Conforme la planta crece, surgen mas raices a partir de la regién
nodular en la base de cada uno de los fitdmeros del tallo, a las cuales se le
conoce como raices adventicias por no originarse de una raiz previa. Este
sistema radicular, crece a poca profundidad, pero ocupa una gran superficie,
permitiendo a la planta absorber rapidamente el agua de lluvia antes que
se evapore o penetre a una mayor profundidad. La raiz del centeno, como
ejemplo de este sistema radicular, las plantas de 4 meses de edad poseen
un sistema radicular que ocupa un area de 640 m?, lo que implica 130 veces
la superficie de la parte aérea y solamente ocupa un volumen equivalente
a6 m?

Dado el papel importante de la raiz en el crecimiento de la planta, y con
ello el aporte de agua y nutrimentos requeridos para la produccién de frutos

Divisién de Ciencias Biolégicas y de la Salud

15



16

Aspectos moleculares del desarrollo de las angiospermas: Morfogénesis de la raiz

y semillas, ha cobrado un gran interés en la actualidad desde el punto de
vista agronémico el conocer diversos aspectos que generan y/o modulan
el desarrollo y crecimiento del sistema radicular, asi como determinar los
marcadores moleculares que rigen su morfogénesis y aquellos que estén
involucrados en respuesta a condiciones abidticas, como son la cantidad
de agua, deficiencia de nutrimentos, salinidad o respuesta ante sustancias
téxicas como metales como el cadmio o plomo. Por lo que, el presente
libro explica diferentes aspectos de la estructura y desarrollo del sistema
radicular, en que se abordan el desarrollo de la caliptra, la manutencion
y estructura del meristemo apical radicular, la zona de transicién y su
importancia, la zona de alargamiento y el compromiso de los diferentes
tipos celulares, y como en la zona de maduracioén este compromiso dara una
diferenciacién para constituir los diferentes tejidos de una raiz funcional,
ademas se explica el compromiso y desarrollo de una raiz lateral.

Lecturas sugeridas

Raven P.H., Evert R.F., Eichhorn S. Biology of Plants. Septima edicién. Freeman.
USA. (2005). cap 24.

Mauseth J.D. Botany: a introduction to Plant Biology. 4° edicién. Jones y Bartlett
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Villasenor, J.L., Espinosa FJ., Catdlogo de malezas de México. Universidad Na-
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A. Estructura de la raiz

El desarrollo de un organismo multicelular requiere de la produccién de una
gran cantidad de células especializadas de diferentes tipos, ademads de los
mecanismos para coordinar la diferenciacioén y crecimiento de cada una de
ellas, lo cual llega a ser altamente sofisticado. Las células totipotenciales
son la fuente de los diferentes tipos celulares. La regulacién en el desarrollo
y crecimiento de un érgano se establece con el balance en la capacidad de
manutencién/renovacion de las células madre o iniciales y el compromiso/
diferenciacién de las mismas. El meristemo apical de la raiz (RAM) se esta-
blece durante la embriogénesis y, el desarrollo de este 6rgano es un proceso
postembrionario y se deriva del reservorio de células totipotenciales. En el
RAM, se encuentran cuatro grupos de células iniciales o madre, de las cua-
les se derivaran el tejido vascular, la corteza/endodermis, la epidermis/cofia
lateral y las células iniciales de columnela, las cuales rodean a las células
centrales del centro quiescente (CQ).

El apice de la raiz de Arabidopsis thaliana estd compuesto de varias
zonas: a) una regién con la zona meristemadtica en que se encuentran las
células madre de la raiz (SCN), estructurado en la parte central con células
totipotenciales, al que se denomina centro quiescente (CQ); el cual esta
rodeado por un grupo de células en divisién o propiamente la denominada la
regién meristematica (MZ); b)la zona de transicién (TZ) compuesta de células
que estan en la frontera de la zona anterior; c) la zona de alargamiento (EZ)
donde ocurre la expansién y compromiso celular y d) la zona de maduracién
(MaZ) en donde se da la diferenciacién de los sistemas tisulares, estas dos
ultimas zonas en conjunto se denomina zona de elongacién o diferenciaciéon
(EDZ; Fig. 1A; Takatsuka y Umeda, 2014).

El SCN es la zona que orquesta el balance entre el nimero de células
totipotenciales que conforman al nicho celular y las células que deberan
posteriormente comprometerse y dar los diferentes tejidos del 6rgano, asi,
estd conformado cuando menos por cuatro células en el centro quiescente,
con ciclos celulares relativamente largos, en un estado de oxidacion
mayor al resto del dpice, condicién que es determinante para especificar
la totipotencialidad celular. Cuando se divide una célula madre en el CQ,
una de las células hijas se mantiene en esta regién, mientras que la otra
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Capitulo I. Manutencién del meristemo

es desplazada a la periferia y rodea a las células totipotenciales centrales,
conformando con ello el MZ, éstas células hijas poseen un ciclo celular
mas corto, pero ain mantienen la totipotencialidad (van den Berg et al,
1997). Las células madre o iniciales del SCN, estdn continuamente en
divisiones asimétricas produciendo células hijas que son desplazadas a la
periferia e inician su compromiso celular (Scheres, 2007). Las células que
se dividen del SCN se organizan en capas, en que la posicién que ocupe la
célula especifica el linaje celular y se encuentra restringido espacialmente.
Cuando una célula pasa de la MZ a la TZ se inicia la endorreduplicacion
del material genético, en esta zona, la célula se expande simétricamente y
en forma lenta. La importancia de la TZ no esta bien entendida, pero esta
correlacionada a la endorreduplicacién y al proceso de expansién (Adachi
et al., 2011; Takahashi et al,, 2013; Takatsuka y Umeda, 2014). En la EZ y MaZ
se realizan dos procesos importantes, en la primera zona la célula se alarga
e inicia el compromiso, mientras que se completa la diferenciacion celular
en la zona de maduracién propiamente, el indicador morfolégico de la MaZ
es la presencia de los primeros pelos absorbentes. La restricciéon espacial
resulta en un desarrollo por zonas a lo largo del eje longitudinal de la raiz
(Fig.1 A).
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Figura 1. Dominios y control hormonal en el meristemo. A, El esquema muestra
las diferentes zonas de la raiz, se representa con flechas rojas el flujo de auxina, la
fitohormona proveniente de la parte apical del tallo es transportada hasta el apice
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de la raiz. Cuando se acumula en la parte central de la caliptra, los trasportadores
de auxina de este dominio cambian el sentido del flujo y lo dirigen en forma inver-
sa a través de la caliptra lateral y la epidermis. La epidermis es el tejido inicial de
respuesta a brasinoesteroides, mientras que la endodermis es el estrato celular de
respuesta inicial a las giberelinas. B, esquema de activacién génica en el meristemo
en crecimiento, 5 dias después de iniciada la embibicién, la presencia de auxina
en la zona meristematica dirigida por los PIN provoca la degradacién de SHY2, y se
incrementa la expresién de PIN y con ello la divisién celular; mientras, en la zona
de transicion, la cantidad de citocinina (CK) activa a ARRI2 y ARRI, este dltimo es
también regulado por las giberelinas (GA), fitohormona que a su vez es activada por
las auxinas. El efecto de ARR es inhibir la expresién de PIN y con ello decrece el flujo
de auxina e induce el inicio del compromiso celular. En el centro quiescente, SCR
reprime la deteccién a las citocininas por la represién de ARRI, esta represién per-
mite la actividad de ASB1 que a su vez facilita la sintesis /7 situ de la auxina, la au-
xina sintetizada en el CQ es transportada hacia la TZ, y ahi activa a las giberelinas.
Una retroalimentacién por las citocininas en la TZ, activa y refuerza la activacién de
ARR12 y ARRI, la biosintesis de citocinina en esta zona es activada por medio de
IPT7 que es regulado positivamente por PHB; IPT7 refuerza la activacién de ARRI, la
actividad de ARR1 produce directamente la inactivacién de PHBy la generacién del
miRNA165 en la endodermis inducido por SCR que regula negativamente a PHB. En
el esquema C, en amarillo oscuro a claro se define el gradiente de las isoformas del
factor de transcripcién PLT. En colores de obscuro a claro se muestra el gradiente de
las concentraciones de las fitohormonas auxina y citocinina en el meristemo. Sim-
bolos: AUX; auxina; CQ, centro quiescente; CK, citocinina; GA, giberelinas; MZ, zona
meristematica proximal; SCN, zona o nicho de células madre; EZ, zona de alarga-
miento; EDZ, zona de diferenciacién; TZ, zona de transicidn; flecha en rojo flujo de
auxina; flecha en verde, activacién génica; linea roma roja, inactivacién del gen;
triangulo en rojo gradiente de auxina; triangulo amarillo gradiente de citocinina —,
gradiente de AUX. Esquema modificado de Sozzani et al., 2014.

B. Nicho de células madre de la raiz

La manutencién y especificacion de las células madre es el resultado de la con-
vergencia de vias de senalamiento que integran una red de regulacion en la
que participan las fitohormonas, factores de transcripcion y péptidos senal. La
fitohormona auxina, induce a los genes PLETHORA (PLT1-6), familia de genes
que codifican para factores de transcripcién (Aida et al., 2004), que contienen un
dominio AP2 al igual que WOX5 (ver mas adelante); en la raiz PTL1 y PTL2 son
genes que juegan un papel importante. La auxina mediante el transporte polar
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de la fitohormona proveniente del tallo, se acumula en la parte distal de la raiz
en el nicho de células madre de la raiz (Blilou et al, 2005), que a su vez induce
la biosintesis de auxina i situ (Brady et al., 2007; Stepanova et al., 2008) provo-
cando por lo tanto un sitio de acumulacién y respuesta que es requerido para
determinar el CQ (Blilou et al, 2005; Krecek et al., 2009). En el transporte polar de
la auxina se encuentra involucrada la familia de transportadores de eflujo de
auxina, los PINFORMED (PIN), y que estd en relacién al grado de expresién de
los genes PLT (Galweiler et al., 1998; Grieneisen et al., 2007; Galinha et al., 2007).
La concentracién de los factores PLT en el dpice de la raiz mantiene y especifica
el nicho de células totipotenciales (SCN); en contraste, bajas concentraciones
de PLT, inducen a la diferenciacién de las células madre (Galinha et al., 2007).
Los altos niveles de PLT en el CQ se encuentran controlado por factores de cre-
cimiento de la raiz (RGF) que actiian a dos niveles: en la transcripcién y en la
postranscripcién (Matsuzaki et al, 2010). El modelo propuesto implica que la
auxina induce la expresion de genes para enzimas de modificacién post-tra-
duccional del tipo TYROSYLPROTEIN SULFOTRANSFERASE (TPST), la proteina
TPST sulfata al péptido RGF y a su vez, regula positivamente a los genes PLT La
sulfatacién de RGF1 en combinacién con otras dos proteinas tirosin-sulfato: la
fitosulfocinasa (PSK) y el péptido conteniendo una tirosina-sulfato PSY1, son
suficientes para mantener a las células del CQ y la potencialidad en el creci-
miento de la raiz (Matsubayashi et al., 1996; Amano et al., 2007), la manutencién
de la totipotencialidad celular se encuentra en el cruce de las vias de senala-
miento entre las auxinas y los péptidos sulfatados.

Un mecanismo en paralelo para la manutenciéon de las células totipotencia-
les involucra a la familia de genes de los factores de transcripcién GRAS, entre
ellos SHORTROOT (SHR) y SCARECROW (SCR), ademas de algunos de sus genes
blanco y proteinas de interaccién (Sabatini et al, 2003; Levesque et al., 2006;
Welch et al., 2007; Sozzani et al., 2010). SHR se expresa en la parte central de la
raiz, donde se ubicara el cilindro vascular, el péptido producto del gen se mueve
entre las capas celulares hacia las células madre o iniciales de la endodermis,
que forma parte de la estirpe celular de la corteza/endodermis (CEI, ver figura
2A en la seccién endodermis), de igual forma el péptido difunde hacia el CQ,
donde induce la transcripcién de SCR. En el CQ, SCR sustenta las funciones y la
identidad de las células madre a través de una actividad auténoma (Sabatini
et al., 2003) y finalmente provoca la divisién asimétrica de las CEI y mantiene
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la identidad del CQ (Helariutta et al., 2000; Cui et al., 2007, ver seccién de endo-
dermis). En adicién, la via SHR/SCR media la decisién del destino de las células
madre por la modulacién en la expresion de los genes del ciclo celular, como
CYCD6'y la divisién asimétrica (Fig. 2; Sozzani et al., 2010). La actividad de SHR
y SCRen el CQ, CEl y la endodermis es afectada por genes de la misma via que
estan en la parte baja, como son MAGPIE (MGP) y JACKDAW (JKD, Welch et al.,
2007). SHR, SCRy JKD poseen una influencia en el destino de CEI, la pérdida de
funcién en los alelos de cada uno de los tres genes, provoca que en los mutan-
tes muestren la pérdida en la identidad del CQ y defectos en el patréon radial de
la raiz (Welch et al., 2007). SHR y SCRregulan directamente la divisién asimétrica
de las CEI a través de CYCD6 (Sozzani et al., 2010), este proceso estd acompa-
nado por otros factores, entre los que se encuentran RETINOBLASTOMA (RBR;
Wildwater et al.,, 2005), el cual reprime la divisién de las células madre mediante
la formacién de un complejo proteico con SHR y SCW; a su vez CYCD6 inhibe la
actividad de RBR (Cruz-Ramirez et al., 2012).

ACD

SHR-SCR |—|

AUXINA RBR
CYCD6-CDK :r

Figura 2. Divisidn asimétrica de las células madre de la corteza y la epidermis. La
accién combinada de auxina, SHR y SCR, restringen la actividad de ACD en tiempo'y
espacio en la activacién de la CYCD6. CYCD6 en conjunto con la cinasa dependiente
de ciclinas, a través de la fosforilacién inhibe la actividad de RBR, que a su vez re-
prime a la divisién de CEI, mediante la formacién de un tetrdmero con SHR y SCR.
Simbolos: ACD divisién asimétrica de las células madre; CYCD6-CDK, genes del
ciclo celular ciclin-ciclincinasa; RBR, RETINOBLASTOMA; SCR, SCARECROW, SHR,
SHORTROOT: Flecha verde, activacién del gen; linea roma en rojo, inactivacién del
gen. Esquema modificado de Sozzani et al., 2014.
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Se ha demostrado que el efecto sobre la identidad del CQ y de las células
madre por SCR, se debe a la represién en el compromiso/diferenciacién que
ejerce la citocinina, SCR suprime la expresién del regulador de respuesta a ci-
tocinina ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATOR 1 (ARRI) en el CQ (Sabatini et al.,
2003; Moubayidin et al., 2013). Mientras el etileno regula la divisién en el CQ
(Ortega-Martinez et al.,, 2007), los brasinoesteroides (BR) alteran la expresion
de reguladores en el SCN (Gonzalez-Garcia et al,, 2011; Hacham et al., 2011).

Se ha mostrado que en el SCN, las células disminuyen la densidad de
los plasmodesmos con las células vecinas en compromiso/diferenciacién,
lo que implica que el flujo de mensajes entre ambos dominios celulares
disminuye, por lo que se ha propuesto que la producciéon y acumulacién
de una senal de corto alcance en el CQ ayuda a mantener la identidad de
las células madre de este sitio (van den Berg et al,, 1997). Por el momento la
identidad de la senal permanece elusiva, un candidato puede ser el produc-
to del gen WUSCHEL RELATED HOMEOBOX 5 (WOX5) y/o sus blancos (Sarkar
et al., 2007). Se ha establecido que la accién combinada de los factores de
transcripcién PLT, SHR, SCR y WOXS5 son esenciales para la especificacién
del CQ. La expresién de WOX5 en el CQ y el gradiente radial en la cantidad
del producto de éste gene es necesario para la manutencién de la totipo-
tencialidad y divisién celular, lo cual fue demostrado en el mutante wox5.
En éste mutante se ve afectado la totipotencialidad y capacidad de divisién
de las células madre del caliptrogeno contiguas al CQ y que formaran a la
columnela (la columnela es el dominio de caliptra que detecta la gravedad),
implicando que la manutenciéon de las células madre préximas al CQ esta
acompanada por otros factores parcialmente redundantes a WOX5. El me-
canismo molecular involucra a WOX5, al péptido CLAVATA-like 40 (CLE40) y
a los receptores CRINKLY4 (ACR4) y CLAVATA 1 (CLV1; De Smet et al., 2008;
Stahl et al.,, 2009; Stahl et al,, 2013). CLE40 actia a través de los receptores
ACR4 y CLV1 para excluir la expresiéon de WOX5 fuera del CQ y caliptrogeno;
por lo que CLE40 se expresa en las células en divisién a compromiso/dife-
renciacién de la columnela, mientras que la expresion de ACR4 y CLV1 se da
en las células vecinas y modulan negativamente la expresiéon de WOX5 en el
resto del SCN (Stahl et al,, 2013). Este patrén de expresién soporta la existen-
cia de una via de regulacién de las células madre a distancia del CQ realiza-
da por CLE40-WOX5-ACR4/CLV1 (para mas detalles ver la Fig. 4 en la seccién
II.- Manutencién de las células madre y diferenciacién de la caliptra).
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C. Control hormonal en el tamano del meristemo
apical de raiz

En el meristemo apical de la raiz, el balance entre la divisién celular y el
compromiso/diferenciacién celular se realiza a través de dos vias, una que
involucra a las fitohormonas y la otra a las especies reactivas de oxigeno.

La citocinina (CK), auxina y giberelinas (GA) son los mayores efectores en
el control del tamano del meristemo radicular (Fig. 1B). El control hormonal
en el tamano es un proceso espacio-temporal gobernado por las proteinas
AUX/IAA, SHORT HYPOCOTYL 2 (SHY2; Dello Ioio et al.,, 2007; Dello Ioio et al,
2008; Moubayidin et al.,, 2010). La expresién de SHY2 es maxima cuando se
activan dos reguladores de la CK, ARR1 y ARR12. Antes de los cinco dias de
la germinacién, los niveles de CK son bajos y ARR12 promueve los niveles
basales de la expresion de SHY?2. Los niveles de ARR1 se mantienen bajos
debido en parte a las GA, y asi mantiene una cantidad sub-éptima de SHY2.
Los bajos niveles de SHY2 permiten la expresién de los genes de los PIN, el
flujo de auxina y preponderando la division celular sobre el compromiso/
diferenciacién. En la parte distal del meristemo, o sea cerca de la frontera,
las GA decrecen en cantidad y los niveles de CK aumentan, esto conlleva
una represion en el flujo de auxina y un incremento en el compromiso/
diferenciacién con respecto a la division (Fig. 1B; Dello loio et al., 2007, 2008;
Moubayidin et al., 2010).

La induccién en la biosintesis de CK esta mediada por los factores de
transcripcién HDZIPIII, en particular PHABULOSA (PHB) y PHAVOLUTA (PHV;
Dello Ioio et al., 2012). PHB directamente activa al gen /P77, que codifica para
una enzima clave que participa en la biosintesis de las CK; los doble mutan-
te phb phv poseen raices muy largas, las que se parecen a los mutantes en
la biosintesis de la CK. La CK reprime a PHB de una manera dependiente de
ARR1, en forma directa y a través de los miRNA165/166 (Fig. 1B). Este médu-
lo de regulacién es robusto a los cambios ambientales. El balance entre la
proliferacién vs el compromiso/diferenciacién ocurre en la TZ; la auxina pa-
rece ser una sefal a gran distancia que coordina la actividad de las células
madre en el meristemo de la raiz y el compromiso/diferenciacién mediada
por ARRI en la TZ (Moubayidin et al., 2013). La produccién de auxina en el CQ
es suficiente para inducir a ARRI y la diferenciacién celular en la TZ. ARRI
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estd reprimido en el CQ debido a la expresién exclusiva de SCR en este sitio,
en el mutante scr-4 se da la recuperacién del tamano del meristemo a las 24
horas, sugiriendo que SCR media el tamano a través de ARRI enlaTZ de una
forma celular no-auténoma. En forma adicional, SCR modula la produccién
de auxina en el CQ a través de ARRI y del gen ANTHRANILATE SYNTHASE
BETA SUBUNIT 1 (ASBI, Fig. 1B). SCR ejerce un control a gran distancia sobre
ARRIenlaTZy coordina la division celular de las células madre y la diferen-
ciaciéon celular (Moubayidin et al., 2013). SCR activa a los miRNA165/166 que
reprimen a PHB, por los que SCR también modula la produccién de CK para
controlar el tamano del meristemo (Carlsbecker et al., 2010).

Las GA regulan por otra parte el tamano del meristemo de la raiz,
promoviendo la divisién celular generando con ello un aumento en el nimero
de células en la MZ. Bloqueando la biosintesis de las GA disminuye la divisiéon
celular y el tamano del meristemo es pequeno (Ubeda-Tomas et al., 2009). Las
GA provocan la degradacién de las proteinas DELLA, proteinas represoras,
las cuales entre otras cosas inhiben la actividad mitética en los meristemos
de la raiz (Ubeda-Tomas et al.,, 2009; Achard et al, 2009). La endodermis es
un tejido especifico de respuesta a las GA, mutaciones que provocan la
incapacidad en la degradacién de DELLA en la endodermis provocan que se
bloquee el crecimiento del meristemo de la raiz (Ubeda-Tomas et al., 2009).
Ademas, las GA controlan el crecimiento de la raiz por la regulacién del
grado de alargamiento de las células en la EZ de la raiz (Ubeda-Tomas et al.,
2008; Heo et al., 2011; Band et al., 2012). Existe un modelo en que se establece
la interaccién de la via SCL/SHR a través de SCL3 que interactiia con DELLA
(Ver Fig. 3 en la seccién de Endodermis), estableciéndose una regulacién a
dos niveles: regulando la biosintesis de las giberelinas o nivel de la respuesta
inducida por la fitohormona en el alargamiento de la raiz (Zhang et al,, 2011).

Por su parte, los brasionoesteroides (BR) promueven la expansién celular y
la proliferacién. Los BR son requeridos para la progresién normal a través
del ciclo celular (Gonzalez-Garcia et al,, 2011; Hacham et al., 2011). La percep-
cién de los BR en la protodermis de la raiz (estirpe celular que da origen a la
epidermis) es suficiente para restaurar el tamano del meristemo, la expre-
sién del receptor para BR, BRI1 en la protodermis afecta la expresién génica
en el CQ y del cilindro vascular (Hacham et al., 2011). Un entrecruzamiento
en las vias de los BR, las auxinas y la CK es importante en la regulacién en
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el tamano del meristemo de la raiz. Mutaciones en BREVIS RADIX (BRX), un
regulador transcripcional especifico de plantas, se requiere para la forma-
ci6on del sistema vascular, provocando la deficiencia en BR y reduccién en el
tamano de la raiz (Mouchel et al., 2006). BRXy SHY? actGan antagénicamente
de tal forma que, en etapas tempranas del meristemo, la expresién de BRX
es alta en la TZ y SHYZ es baja a través del meristemo, permitiendo que BRX
promueva la expresion de PIN3y con ello la divisién celular (Scacchi et al.,
2010). Conforme los niveles de CK se incrementan, la expresién de SHYZ se
incrementa mientras que la expresién de BRX disminuye, permitiendo la di-
ferenciacién celular. Asi BRX media el crecimiento de la raiz en una manera
espacio-temporal y es un punto de cruce de las senales de las auxinas, CK
y BR.

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) son componentes importantes
en el control del tamano del meristemo. La mutacién de UPBEATI (UPBI),
el cual codifica para un factor de transcripcién tipo bHLH, provoca raices
largas en comparacién a las plantas silvestres. UPB1 se une al promotor de
tres genes que codifican para la peroxidasas clase III que se expresan en la
TZ.En el mutante upb1,la localizacién histoquimica de ERO presenta menos
H,0, y mas superoxido (O,-) que los silvestres; por lo que se ha propuesto
que UPBI media el gradiente opuesto de H,0O, de la zona de alargamiento y
de O,- en la zona del meristemo y que media el paso de la proliferacién al
compromiso/diferenciacién (Tsukagoshi et al., 2010).

D. Control molecular en la especificacién
del meristemo apical de raiz

1. Acetilacion de histonas

Una de las formas de control en la expresién génica se da a través de la
exposicién de los genes para ser transcritos, el empaquetamiento del DNA
afecta la posibilidad de este proceso, por lo que las modificaciones a nivel
de los nucleosomas es una forma de regulacién epigenética. Entre las modi-
ficaciones que se dan en las histonas del nucleosoma esta la acetilacién. La
acetilacion de las histonas, catalizada por la acetiltransferasa (HAT) correla-
ciona con la actividad transcripcional. En Arabidopsis se encuentran 4 fami-
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lias de HAT: GNAT (GCN5-related N terminal acetyltransferase), MYST (MOZ,
Ybt2, Sas2, Tip60-like), p300/CREB binding protein (CBP) y la familia TAFII250
(Pandey et al., 2002). La familia mejor caracterizada es la GNAT, en particular
GCNS5 (Pandey et al., 2002; Chen y Tian, 2007). GCN5 interacciona con ADA2a
y ADA2b, y con la acetilasa de histonas H3 (Stockinger et al.,, 2001; Mao et
al., 2006; Earley et al., 2007). La acetilacion en la lisina 14 de la histona H3
(H3K14) y la H3K27 es reducida en /loci definidos en la mutante gcn5 (Benha-
med et al., 2006), asi el complejo GCN5 regula a un subgrupo de genes del ge-
noma de Arabidopsis que representa aproximadamente el 5% (Vlachonasios
et al., 2003; Benhamed et al,, 2008). En el doble mutante de GCN5 (también
denominado HAG1) y ADA2b, reducen dramaticamente la expresién de PLT?
y PLT2, resultando en la perturbaciéon de la especificacién del CQ y con ello
un meristemo pequeno (Fig. 3A; Kornet y Scheres, 2009). La acetilacién de
las histonas controla la actividad de PLTy es fundamental para la establecer
las zonas en la raiz. Sin embargo, la relacién directa entre el complejo GCN5
y PTL es algo ambiguo, ya que la acetilacién de H3K9ac/K14ac se detecta en
el promotor de PLT72, a pesar los niveles de acetilacién son mantenidos en
el mutante adab2, por lo que puede haber un mecanismo alterno de aceti-
lacién. Ademas, el empleo de otras técnicas ha demostrado que GCN5 no
estd asociado a la funcionalidad de los genes PLT (Benhamed et al.,, 2008). La
expresion de GCN5 y ADA2b se encuentra en la MZ, donde la expresién de
PLT es mas alta en el CQ y menor en la MZ, indicando que el gradiente en la
expresién de PLT es regulado por factores via abajo de GCN5. La acumula-
cién de auxina en el CQ estd involucrada en la expresién de PLT, el complejo
GCNS puede controlar la expresién de algunos factores relacionados a la au-
xina, tales como AUX/IAA y AREF, los cuales son los causantes de generar el
gradiente en el apice de la raiz. En condiciones que aumentan la cantidad de
auxina, el factor de transcripcién bZIP11 de tipo basic leucine zipper (bZIP)
se une al promotor de los genes de respuesta a auxina y recluta a la maqui-
naria de acetilacion de las histonas por medio de la interaccién con ADA2b,
tal vez impulsando la expresion de los genes de respuesta a auxina (Weiste
y Droge-Laser, 2014). Tal interaccién explicaria la relacién entre el complejo
GCNS vy los factores relacionados a la auxina y la formacién por consecuen-
cia del gradiente en la expresién de PLT en el apice de la raiz (Fig. 3A).
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A
ACETILACION - HIR+ H3.3 B
X H3K14ac?,
H3K27ac?
p1L | f——ry
H3K27me3 PCR2

ROW1

WOX5 H3K4me3 SDG2

Figura 3. Control epigenético de la raiz. A, control de la expresién de WOX5y PLT. B,
Transformacién y empaquetamiento del DNA por las via HIR o por CAF1. Simbolos:
flecha en verde, activacidn del gen; linea roma roja, inactivacién del gen. Figura mo-
dificada de Takatsuka et al., 2015.

2. Metilacion de las histonas.

Las proteinas de tipo Polycom (PcG) estan altamente conservadas y en con-
junto con el grupo de proteinas trithorax (trxG) funcionan como reguladores
centrales de la identidad celular, manteniendo el balance entre la prolifera-
cién y la diferenciacién (Schuettengruber y Cavalli, 2009). Las proteinas PcG
forman complejos poliméricos, los cuales reprimen la transcripcién de los
genes blanco, las proteinas PcG son incorporadas a dos complejos polycom
represivos (Polycomb Repressive Complex, PCR): el PCR1 y el PCR2. El mejor
estudiado es el PCR2, media la trimetilacién de la H3 en la K27 (H3K27me3; Fig.
3B). El componente central de PCR2 estd compuesto por el dominio SET de la
metiltransferasa H3K27, CURLY LEAF (CLF) y SWINGER (SWN), el ultimo com-
ponente posee funciones que se sobreponen con CLF. En Arabidopsis, alrededor
de 4400 genes son modificados en la H3K27me3 (Zhang et al., 2007). La pérdida
de la H3K25me3 en el mutante del complejo PCR2 causa multiples defectos
en el desarrollo tanto en la hoja como en el endospermo y en la transicién
de embrién a plantula. En la raiz, PCR2 esta involucrado en el desarrollo, la
pérdida de funcién de CLF incrementa la actividad del meristemo, generando
una gran MZ y raices largas. En el mutante c/f, una capa extra de células indi-
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ferenciadas se forma de las células madre de la columnela o caliptrégeno cen-
tral, demostrando que la actividad mitética es elevada en la MZ y el CQ y en
el mutante la expresiéon de WOX5 esta sobrerregulado. WOX5, asi como otros
genes importantes del CQ y la MZ, tales como PTLy AGAMOUS LIKE (AGL) estan
asociados a la trimetilacién en la H3K27 (Aichinger et al, 2011). La mutacién
en PICKLE (PKL) un factor de remodelacién de la cromatina provoca que los
niveles de H3K27me3 estén substancialmente incrementados, sugiriendo una
interaccién antagénica entre PCR2 y PKL en la determinacién de la zonacién
en la raiz. Sin embargo, la expresién de PKL se ubicada a través de la MZ y el
CQ, mientras que CLF estd altamente expresada en la MZ, pero pobremente en
la EDZ (Aichinger et al, 2011; Gu et al., 2014). La sobreposicién en los patrones
de expresién indican que la zonacién de la raiz esta definida a través de la ac-
tividad reciproca, mejor que en los patrones de expresiéon de PCR2y PKL.

Las variantes en la di- o trimetilacién de la H3K4 (H3K4me2 o H3K4me3)
son abundantes en la eucromatina y estan asociadas en general a la activa-
cion de la transcripcién. Varias proteinas en Arabidopsis han mostrado activi-
dad de TrxG-like en la acciéon de H3K4 metiltransferasa, entre ellas estan las
proteinas SET DOMAIN GROUP (SDG) como ATX1, ATX2, ATX7 y SDG2. El cre-
cimiento de la raiz en los mutantes atx1y sdg2 esta severamente afectado de-
bido a una organizacién anormal en el CQ, con una reducida divisién celular
en la MZ (Yao et al., 2013; Napsucialy-Mendil et al., 2014), 1a expresién de PTL
en el mutante sdg2 estd minimizada, por lo que SGD2 controla la H3K4me2/3
en el desarrollo de la raiz via la regulacién de la expresion de PLT (Yao et al.,
2013). En la MZ se expresan fuertemente A7X1y SDG2.

La H3K4me3 en la regién promotora del gen WOX5 es crucial para la
expresion especifica de WOX5 en el CQ (Zhang et al., 2015). ROW1 es una
proteina que contiene una regién PHD con dos dominios, BRCA1 en el
extremo carboxiterminal y un dominio RING, y se expresa en la MZ, pero
no en el CQ (Fig. 3A). En la MZ, ROW1 se une a H3K4me3 en el promotor de
WOX5 para secuestrar la funcién promotora de H3K4me3. Sin embargo, en
el CQ, la expresion de ROW1I estd ausente, asi la H3K4me3 puede inducir la
expresion de WOX5 (Fig. 3A), consistente, el mutante row? causa la expresion
ectopica de WOX5 en el apice de la raiz, con un fenotipo similar al de la
sobreexpresién de WOX5 con un abundante contenido de almidén en la
columnela (Sarkar et al., 2007; Zhang et al., 2015).
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Las DNA metiltransferasa, excepto para DRM1, se expresan intensamente
en el apice de la raiz de Arabidopsis (Jullien et al., 2012). Sin embargo, las
mutaciones que pudieran ayudar al estudio de estas enzimas no han sido
fructiferas. La pérdida de la DNA metiltransferasas permite el movimiento
de transposones, que frecuentemente generan mutaciones en los genes y
causan morfologias anormales, por lo que es dificil definir el efecto directo
en la mutacién en los genes en estudio o los efectos colaterales generados.

3. Dindmica entre eucromatina y heterocromatina

La estructura de la cromatina esta controlada no solamente a nivel de las mo-
dificaciones de las histonas, también estad controlada por la dindmica en las
histonas, lo cual esta regulado por las chaperonas (Fig. 3B). Evolutivamente
las chaperonas de las histonas se han conservado. La chaperona con fun-
cién anti-silenciamiento, ASF1 se une al dimero H3-H4 (English et al., 2006;
Natsume et al,, 2007) en el citoplasma y se encuentra involucrada en la im-
portacién del complejo al nicleo (Campos et al., 2010). ASF1 entonces trans-
fiere el complejo al sistema involucrado en el ensamblaje del nucleosoma.
En Arabidospsis se encuentran dos genes que codifican para ASFI ortdlogos.
En mamiferos, dos vias distintas controlan la posicién de la histona H3.1 o la
variante H3.3. CAF1 (Chromatin Assambly Factor 1) consiste de tres subuni-
dades p150, p60 y p48, que promueve la asociacién del nucleosoma en una
forma dependiente a la sintesis de DNA (Smith y Stillman, 1989; Gaillard et
al., 1996). En Arabidopsis, las proteinas del complejo formado por p150, p60 y
p48 de mamiferos, se encuentra codificado por FASCIATAI (FASI), FASCIATAZ
(FAS2) y MULTICOPY SUPPRESSOR IRA1 (MSI1) respectivamente (Fig. 3B; Kaya et
al,, 2001). Las plantas con defectos en los genes ASF1, FASI y FAS2 muestran
anormalidades pleiotropicas severas durante el ciclo de vida, mostrando con
ello la importancia del papel de las chaperonas de las histonas en el desa-
rrollo. La otra via en el control de posicién de la H3.3 se promueve por el
complejo regulador de histonas (HIR complex), el cual es independiente de la
sintesis de DNA (Fig. 3B; Ray-Gallet et al., 2002; Tagami et al., 2004). E1 complejo
HIR esta constituido por HIRA (HISTONE REGULATOR A), UBN (UBINUCLEIN) y
por CABIN1 (CAICINEURIN BINDING PROTEIN 1; Duc et al., 2015; Ray-Gallet et
al., 2002; Tagami et al., 2004).
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En los mutantes de uno de los componentes de CAF1, FAS1 y FAS2,las raices
crecen mas lento en comparacién con las plantas silvestres, este efecto es debido
a la disminucién en la actividad mitética y la alteracién en la organizacién del
CQ (Leyser y Furner, 1992; Kaya et al., 2001; Ramirez-Parra y Gutiérrez, 2007). El
patrén de expresion de SCR, gen fundamental en el establecimiento del CQ y de
la simetria radial, las raices de los mutantes fasno se mantiene la expresién de
éste gen. Sin embargo, la relacién entre CAF7 y otros genes relacionados del CQ
como WOX5y PLT, permanece sin conocerse.

E. Zona de alargamiento y diferenciacién celular

Las células, después de varios ciclos celulares en la MZ, entran a la TZ y con
ello se inicia el alargamiento celular (Fig. 1A). En la TZ, se realiza la endorre-
duplicacién lo que acompana el alargamiento de la célula; la endorreduplica-
cién es un modo especial del ciclo celular en el que la replicacién del DNA se
repite sin que ocurra la mitosis y la citocinicesis, por lo que, en cada célula la
cantidad de DNA se incrementa (valor conocido como c). Con la endorredu-
plicacién se inicia el alargamiento y el compromiso celular (Inzé y De Veylder,
2006; Kalve et al., 2014), en que se ha demostrado la existencia de una relacién
entre ellos, aunque el mecanismo aun no se conoce. Sin embargo, se ha ob-
servado que existe una relacién entre el control epigenético y la estabilidad
del genoma, relacién que se da al inicio del proceso de endorreduplicacién.

Una vez que las células pasan de la TZ a la EZ, rdpidamente se alargan
y se diferencian para entrar a la MaZ (Fig. 1). Las células producidas en la
MZ no son mayores de 10 pm de longitud en el eje de mayor expansion
y en la EZ las células alcanzan una longitud de cientos de micrémetros.
El incremento en volumen celular, como la divisién en MZ contribuyen en
mayor medida al crecimiento de la raiz.

Como se menciond anteriormente existen dos tipos de histonas H3 de
plantas: la H3.1 y la H3.3. La diferencia entre ellas son los aminodacidos en
la posicion de 32, 41, 87 y 90, la secuencia para la H3.1 es T31, Y41, H87, L90;
mientras que parala H3.3es A31,F41,587,A90 (Ingouff y Berger,2010). A pesar
de la gran similitud, ambos grupos poseen funciones distintas en el control
de la estructura de la cromatina. H3.3 se incorpora en la cromatina en una
fase diferente a la S del ciclo celular, y su deposicién esta correlacionada con
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la actividad de transcripcion de los genes, sugiriendo por ello, que H3.3 se
encuentra involucrada en la formacién de la eucromatina (Mito et al., 2005).
A diferencia, la H3.1 se incorpora en la cromatina durante la replicacion del
DNA o fase S y esta histona estd enriquecida en dimetilacién en la Lys9,
formando la H3K9me?2, la cual estd asociada al silenciamiento y la formacién
de la heterocromatina (Fig. 3B; Peters y Schiibeler, 2005). E1 complejo CAF-1
juega un papel esencial en la incorporacién de H3.1 durante la replicaciéon del
DNA.En las plantas, las subunidades CAF-1,FAS1yFAS2, fueron identificadas
en mutantes de Arabidopsis con una organizacién anormal del meristemo
y en la endorreduplicaciéon. En los mutantes fasI y fas2 la poliploidia es
mayor que en los silvestres, dando un aumento en el tamano de las células
epidérmicas en las hojas con un mayor numero de tricomas (Exner et al.,
2006). En estos mutantes, ocurre un incremento en los niveles de expresién
de los genes del DNA-double-strand break (DSB)-induced genes, con un aumento
en la reparaciéon del DNA (Schonrock et al., 2006; Ramirez-Parra y Gutierrez,
2007). Existe un incremento pequeno, aunque significativo de DSB en el
mutante fas en comparacién al silvestre; DSB promueve tempranamente la
endorreduplicacién e induce que se detenga el ciclo celular entre la fase G2
a M (Adachi et al, 2011), la baja estabilidad gendémica puede resultar de la
endorreduplicacién temprana en los mutantes fas, lo cual sugiere que CAF-1
media la incorporacién de H3.1 y con ello aumenta la estabilidad genémica
y previene el dano al ADN. Los mutantes fasI y fas2 poseen un meristemo
radicular pequeno (Kaya et al, 2001), indicando una rapida transicién de
la divisién a la endorreduplicacion; si este es el caso, CAF-1 se encuentra
involucrado en el control de la estabilidad del genoma en las raices, ya
que las mutantes fasl y fas2 presentan un indice mitético bajo (Ramirez-
Parra y Gutierrez, 2007), la temprana transicién a la endorreduplicacion
es una consecuencia de la baja actividad de las cinasas dependientes de
ciclinas, las cuales inhiben la progresién de G2/M y promueven el inicio de
la endorreduplicacién (De Veylder et al, 2011). En los mutantes atx1-1, el
meristemo radicular es de pequeno tamano e impide la transicién a la fase
de alargamiento, lo cual sugiere la posibilidad de que en los mutantes fas?
y fas2 poseen un dano en la divisién celular en la MZ, pero no es afectada
la endorreduplicacién. CAF-1 estd asociado con el control del tamano del
meristemo de la raiz, en donde CAF-1 esti activamente involucrado en el
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control de la estabilidad del genoma en la MZ, donde la endorreduplicacién
estad suprimida.

El crecimiento rapido enla EDZ requiere del rearreglo de la pared celular, lo
cual esta controlado por proteinas como la xiloglucan endotransglucosidasa
(XET), la endo-1-4-B-D-endoglucanasa (EGasa), expansinas (EXP) y la ATPasa
de H+ (PM-H+-ATPasa o MHA; Geilfus et al., 2011). La expresién en maiz de
ZmEXPB2y ZmXET1 se encuentra regulada por la acetilacién de la H3K9, los
genes ZmHATB que codifican para la acetiltransferasa de histonas (HAT) y
ZmEXP2 incrementan su expresion bajo condiciones de salinidad (Li et al.,
2014). El estrés salino sobrerregula la expresiéon de ZmHATBy ZmGCN5, HAT
media la acetilacién de H3K9 que es requerida para la induccién de ZmEXPB2
y ZmXET1 en la EDZ, permitiendo el alargamiento celular.
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Introduccién

Darwin fue el primero que observé y propuso que el dpice de la raiz era un
6rgano sensor y que el crecimiento se da en esa estructura. En la actualidad
se sabe que lo que Darwin observoé es el crecimiento de la caliptra o cofia.
La caliptra posee la funcién de protecciéon del meristemo apical de la raiz,
recibe y transmite sefiales ambientales para el crecimiento de todo el érga-
no (Fig. 1).

Figura 1. Apice de la raiz. A-D, pice de la raiz de IJpomoea purpurea mediante técni-
cas histoquimicas que detectan la hidrdlisis de ATP; E y F, dpice de la raiz de maiz, la
fluorescencia en las células de la cofia indican la presencia de mitocondrias activas
(usando MITORED como fluorécromo). Simbolos; COL, columnela; LRC, células de
la cofia lateral; MR, meristemo radicular; —, mitocondrias; flecha roja, caliptrégeno.
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La funcionalidad de la cofia se debe a su ubicacién en el apice de la raiz,
para mantenerla activa continuamente se da la generacién de nuevas cé-
lulas debido al desgaste incesante que sufre esta estructura por efecto de
la friccién con las particulas del suelo (Barlow, 2003; Fendrych et al., 2014),
por lo que se requiere sustituir las células del borde de la estructura que se
pierden con el tiempo. Ademas, la caliptra debe de proteger inicamente la
parte apical de la raiz, por lo que se restringe su crecimiento para evitar que
la raiz sea cubierta en su totalidad. En las monocotiledéneas y leguminosas
en cierto momento del desarrollo se pierde la asociacién entre las células en
el borde de la caliptra, liberando células vivas al medio que le rodea o rizos-
fera (Hamamoto et al., 2006). En otros modelos como Arabidopsis thaliana, en
las células del borde de la caliptra se da una muerte celular programada que
mantiene una poblacién pequena de células vivas en el margen (Durand et
al., 2009; Fendrych et al., 2014).

El desarrollo particular de la cofia se realiza en unos pocos dias, en un
contexto espacial y temporal restringido, en donde la division, la amplifica-
cién, la diferenciacion celular y la muerte celular programada (PCD) estan
altamente reguladas.

A. Evolucién y origen de la caliptra

La colonizacién a los habitats terrestres se realizé aproximadamente hace
500 millones de afos, las plantas tuvieron que adaptarse a la pérdida de
agua en un medio seco (Becker y Marin, 2009). Con el propésito de obtener
la cantidad de agua perdida en este medio, se desarrollaron érganos espe-
cializados para la obtencién de agua y nutrimentos del suelo. Las primeras
plantas terrestres, tales como los musgos desarrollaron rizoides, estructuras
con una funcién de anclaje del organismo al suelo, de absorcién de agua y
minerales. La competencia por la luz indujo la seleccién de plantas con una
mayor talla, lo cual a su vez gener6 un nuevo problema, una mayor nece-
sidad de agua y solutos, que implicé la generacién de un sistema de trans-
porte eficiente, que conllevé a desarrollar un 6rgano capaz de una absorciéon
masiva de agua y nutrimentos. La formacién de esta raiz se da por la accién
de células madre en el apice del 6rgano (Prigge y Benzanilla, 2010). La ge-
neracién y proceso evolutivo que ocurre en las células madre en el dpice de
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la raiz para establecer la raiz y con ello la cofia, requirié adaptaciones espe-
cificas para protegerlas de factores externos provenientes del suelo que las
rodeaba, y que las danaba durante el crecimiento. Con pocas excepciones,
las plantas que poseen una raiz poseen una caliptra.

Aparicion de la
RAIZ
— Angiospemas

b GiMnospemas

Monolofitas (Esquisetum)

e | iCOfi S (Selaginella)

Hepaticas

Musgos

Figura 2. Relaciones filogenéticas en el origen de la raiz de las plantas terrestres. En
el esquema se senala el punto en que evolutivamente aparece la raiz entre los orga-
nismos terrestres. La figura es una modificacién de los datos de Priegge y Bezanilla,
2010; von Guttenber, 1966; Sitte et al., 1998; Haberland, 1904; Rost, 2011).

Las plantas del género Selaginella han desarrollado meristemos radiculares
mas complejos con grupos de células madre especificas en las cuales la pro-
duccién y el crecimiento de la raiz estd coordinado (Barlow, 1994; Prigge y
Bezanilla, 2010). En las Monolofitas como Esquisetum o cola de caballo y en
los helechos como Dennstaedtia, 1a raiz incluyendo a la cofia se deriva de
una uUnica célula apical que es la fundadora del meristemo, denominada
célula apical. Esta célula apical posee la forma tetraédrica y bajo la divisiéon
celular que se da en diferentes planos, genera una estructura tridimensio-
nal que establece el principio de la morfologia de la raiz. El andlisis de la
division celular en el apice radicular en los helechos, presenta diferentes
linajes celulares (Piekarska-Stachowiak y Nakielski, 2013). En esa estructura
se expresa un ortologo del factor de transcripcion WUSCHEL que se expresa
en todas las células del linaje generado de la célula apical, con excepcién de
las células que daran origen a la caliptra, indicando un programa distintivo
entre las capas (Nardmann y Werr, 2012).
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En las angiospermas, como algunas especies del género Brassica que
muestran un meristemo cerrado, se forman los diferentes linajes celulares
apartir de células madre especificas, las cuales al final todas se comprome-
ten y diferencian, la cofia es una estructura que se forma en capas celulares.
En las leguminosas como en Pisum poseen un meristemo abierto, en que
siempre se mantiene un nicho de células totipotenciales, con una menor di-
ferencia en las células madre que dan origen a la caliptra (Haberland, 1904;
von Guttenber, 1966; Sitte et al., 1998; Priegge y Bezanilla, 2010; Rost, 2011).
Existe una gran variedad en la organizacién de la caliptra, siendo un érgano
conservado en la evolucién de las plantas terrestres (Fig. 2)

B. Estructura de la caliptra

1. Manutencién de las células madre y diferenciacion de la caliptra

En la caliptra de Arabidopsis pueden distinguirse dos tipos tisulares, la co-
lumnella (COL) en la parte central y la caliptra periférica (Lateral Root Cap,
LRC; Fig. 3; Dolan et al.,, 1993). Las células de la COL se localizan distantes
a las células del centro quiescente (Fig. 1A, 1B); las células de la COL son
voluminosas, arregladas en hileras y en ellas se encuentran los estatolitos,
los cuales son plastidios que contienen almidones y que por su mayor masa
sedimentan de acuerdo a la gravedad; estos estatolitos forman parte del
mecanismo de deteccién de la gravedad por la caliptra (Strohm et al., 2012).
La LRC se encuentran en la periferia de la COL (Fig. 1A, 1Cy 1D), estas células
producen mucilago que sirve de lubricante que disminuye la friccién con el
suelo durante el crecimiento de la raiz.

En las dicotiledéneas, existen en las raices dos regiones meristematicas
contiguas con células madre: el meristemo de la raiz, que da origen a la es-
tructura propia de la raiz: corteza y cilindro central; y el caliptrégeno, que
se encuentra adosado al meristemo radicular y lo rodea en la parte apical,
originard la epidermis de la raiz y a la cofia en las dicotiledoneas. Las células
de la COL y de LRC se producen por diferentes grupos de células meristema-
ticas del caliptrogeno.

Las células madre del caliptrégeno en el dominio central se encuentra
conformando una placa celular en el borde inferior del CQ (Fig. 1A, 1B, 1F y
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3). La division celular en el caliptrogeno genera nuevas células, un namero
constantes de células producto de la divisién se mantiene en el sitio y retie-
nen la capacidad totipotencial manteniendo la poblacion de células madre,
mientras que las otras células hijas en la posicién central y distal a ésta
divisién se comprometen y diferencian para formar la COL (Fig. 3; Wenzel y
Rost, 2001). Mientras que las células hijas del caliptrégeno que se ubican en
una posicién periférica se dividen y dan origen a las LRC, como en el caso de
los cereales (Wang et al., 2014).

En Arabidopsis las células de la LRC se forman a partir de una célula ini-
cial precursora del caliptrégeno lateral. Sin embargo, en las dicotiledéneas
a diferencia de las monocotiledéneas, la epidermis y la LRC (EPI/LRC) se ori-
ginan de una célula madre comun, la cual derivada del dominio lateral del
caliptrégeno. Las células madre laterales del caliptrégeno forman un anillo
que rodea a las células madre centrales que forman la placa que dan origen
ala COL (Fig. 3). En contraste a las células madre de la COL, las células madre
de la EPI/LRC presentan dos divisiones en diferente plano. La primera divi-
sién es anticlinal y da origen a dos células hijas, una de ellas queda como
célula inicial o reservorio de células de la EPI/LRC, mientras que la otra cé-
lula hija mas lejana de la zona meristematica cambia el plano de divisién
y se divide periclinalmente por segunda vez, generando nuevamente dos
células: la célula madre de la epidermis en la parte interna, mientras que la
célula en la posicién mas externa generara a la célula madre de LRC (Fig. 3;
Wenzel y Rost, 2002; Willemsen et al., 2008), ambas células iniciales se divi-
den consecutivamente en el plano anticlinal para generar las células hijas
que se comprometeran y diferenciaran en cada una de las dos estructuras
(Wenzel y Rost, 2002).
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Cel. Endodérmica Cilindro  Cel. Epidérmica
Cel. Cortical | Central Cel. LRC

Cel. Madre Corteza/Endodermis

Caliptrégeno . .
Cel. Madre de la Epidermis/LRC

+~— Células de la Columnella
Cel. Madre de la Columnella

Centro Quiescente

Figura 3. Nicho de células madre en el apice de la raiz. Detalles del nicho celular en
el dpice de la raiz de Arabidopsis. Se muestra en diferentes colores las células madre
que dan origen a la raiz, a la columnella y la parte distal de la caliptra; se muestra
el plano de division de las células del caliptrégeno que daran origen a la epidermis
de la raiz y las de la cofia lateral. Dos divisiones formativas ocurren en la célula del
caliptrégeno lateral para dar origen a la EPI y a la LRC en lineas discontinuas. Sim-
bolos: COL, columnela; COR, células corticales; END, endodermis; EPI, epidermis.

La divisién de la célula madre de la COL, por su parte, se coordina con la
division periclinal de la célula inicial de la EPI/LRC, de forma tal que existe
una coherencia en la formacién de la caliptra (Wenzel y Rost, 2001), lo que
permite generar una morfologia estructurada en hileras de células o en ca-
pas bien definidas (Fig. 3). Conforme se dan varios ciclos de divisiéon celular,
las células mas viejas son desplazadas hacia la periferia. Mientras que la
capacidad de divisién de las células madre de la COL esta restringida a un
numero menor de ciclos, las células madre de la EPI/LRC siguen dividiéndo-
se anticlinalmente generando a las células de la epidérmis y de la LRC, las
cuales se comprometen y se alargan (Camilho et al., 2006). La capa de células
de la LRC mas vieja ocupa la parte externa de la cofia, la posicién se esta-
blece conforme se dan varios ciclos de division celular y éstas células son
desplazadas al borde del apice de la estructura, de ahi nuevamente son des-
plazadas hacia la zona de alargamiento, y son vecinas de las células epidér-
micas de la raiz en expansiéon. La expansién de las células epidermicas es
la sefial mecéanica que induce la muerte celular programada de las células
maduras de la LRC (Fendrych et al., 2014). Por su parte, las células de la COL
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conforme se dan varias divisiones celulares son desplazadas en la regién
central de la cofia hacia la parte mas distal al caliptrégeno, estas células
son las mas viejas de la columnella, son separadas de la estructura y entran
en el procesos de muerte celular programada (PCD; del Campillo et al., 2004).

Varios factores de transcripcién controlan el balance entre la manuten-
cién de las células madre de la cofia y su diferenciaciéon, entre los que se
encuentran los factores NAC [(NO APICAL MERISTEM (NAM), ARABIDOPSIS
TRANSCRIPTION ACTIVATOR FACTOR (ATAF)] y CUC (CUP-SHAPE COTYLE-
DON). Especialmente FEZ un factor tipo NAC promueve la divisién que for-
ma a las células madre de la EPI/LRC y de la COL (Fig. 4; Willemsen et al.,
2008). En el mutante fesla divisién que forma a la célula madre de la EPI, se
realiza en forma similar como ocurre en el silvestre, sin embargo, la divisién
de la célula madre de la COL y de la LRC se presenta con una menor frecuen-
cia (Willemsen et al., 2008). SOMBRERO (SMB) otro factor de transcripcién de
tipo NAC, promueve la diferenciacién de células jovenes de la caliptra; en el
mutante smb existen estratos adicionales de la COL y la LRC, pero no entran
en diferenciaciéon (Willemsen et al., 2008). Una via de retroalimentacién se
ha propuesto, en donde FEZ activa la expresion de SMB en la célula hija en
diferenciacién después de que ocurre la divisién de la célula madre, a su vez
SMB reprime la expresién de FEZ previniendo una préxima divisién de la
célula hija comprometida y subsecuente pasa a la diferenciacién y la madu-
racién de la LRC (Fig. 4; Willemnsen et al., 2008; Bennett et al., 2010).

Otros dos factores de transcripcién NAC, BEARSKIN1 (BRN1) y BRN2 es-
tan implicados en la regulaciéon del compromiso a COL (Fig. 4). En el doble
mutate la COL madura, pero falla en desprender a las células en la parte
distal, sugiriendo que los genes BRN son redundantes entre si en la separa-
cién entre célula a célula en los estratos maduros externos de la cofia; por
su parte, en el triple mutante smb brnl brnz, la COL aparece desorganiza-
da, por lo que se confirma la funcién redundante de SMB y en el control de
la maduracién de la caliptra (Bennet et al.,, 2010). En la caliptra se expresa
el gen CELLULASE3 (CEL3) y CEL5, que codifican para enzimas que estan
involucradas en el compromiso celular para COL (del Campillo et al., 2004),
estas enzimas son intensamente reguladas negativamente en el mutante
smb brn1 brn2,1o cual estd asociado a una regulacién transcripcional asociada
al complejo de remodelacién de la pared celular (Bennet et al., 2010).
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En Arabidopsis, 1a proteina RETINOBLASTOMA-RELATED (RBR) se encuen-
tra involucrada en el control de la salida del ciclo celular y diferenciacién de
las células hijas de la COL (Fig. 4). La reduccién en la raiz de los niveles de
RBR provoca un incremento en los estratos de células madre indiferencia-
das de la COL (Wildwater et al., 2005; Cruz-Ramirez et al., 2013). La co-elimi-
nacién de FEZ y RBR resulta en un rescate parcial de lo que ocurre solo con
la perdida de funcién de RBR, por lo que la actividad de FEZ se encuentra
involucrada en la produccién del fenotipo, sin que se conozca a fondo el
mecanismo mediante el cual RBR reprime a FEZ en las células madre de la
COL (Bennet et al., 2014).
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Figura 4. Modelo que muestra el mecanismo de manutencién las células madre y
la diferenciacién de las células hijas. El esquema muestra la coordinacién entre la
zona de influencia del centro quiescente, las células madre de la columnella y las
células madre de la epidermis/cofia lateral y la relacion relacién entre componentes
que regulan la induccién, compromiso y diferenciacién de las células de la caliptra.
Simbolos: CM, célula madre; EPI, epidermis; LRC, cofia lateral; PCD, muerte celular
programada; los nombres de los factores involucrados se encuentran en texto. Fle-
chas en verde; activacién génica; linea roma roja, inactivacién del gen.
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En la via de senalizacién, a nivel del efecto de RBR en el control de divi-
sién de las células madre de la COL se encuentran los factores de respues-
ta a auxina ARF10y ARF16 (Fig. 4). La pérdida combinada de la funcién de
ARF10 y ARF16 provoca una caliptra desorganizada con estratos extra de
células parecidas a las células madre de COL (Wang et al., 2005); una situa-
ci6én similar a la eliminacién de RBR, en que FEZ contribuye al fenotipo del
mutante a 720 arf16, en los cuales FEZ se sobrexpresa ligeramente, en que la
forma de regulacién de FEZ por estos ARF no se conoce (Bennet et al,, 2014).
La mutacién combinada de SMB, RBRy ARF10/16 muestra fenotipos aditivos
en la diferenciacién de la COL y la LRC, sugiriendo que RBR y ARF contribu-
yen al control de la via de diferenciacién de la caliptra (Bannet et al., 2014).

Mediante la técnica de ablandamiento con un rayo laser que daina micro-
dominios del CQ, se induce a las células madre del caliptrégeno a diferen-
ciarse, por lo que, senales derivadas del CQ previenen la diferenciacién del
caliptrégeno (van den Berg et al,, 1997). En el CQ se expresa WUSCHEL-RE-
LATED HOMEOBOX5 (WOX5) que codifica para un factor de transcripcion.
Se ha propuesto que la proteina derivada de la expresién de WOX5 posee
capacidad de moverse y mantiene un dominio de células sin diferenciar
(Fig. 4; Sarkar et al., 2007). Se ha demostrado que WOX5 controla la actividad
de las células madre de la COL via SMB (Bennet et al., 2014). SMB se expre-
sa ectépicamente en los mutantes wox5, pero es eliminada la expresién de
SMB alas 24 h cuando se induce la expresién sistémica de WOX5; ademas, la
induccién de la expresiéon de WOX5 provoca que las células madre no entren
en diferenciacién, y las células ya comprometidas/diferenciadas se desdife-
rencian y entran en ciclos de divisién. La expresién errénea de WOX5 solo
afecta la expresién de SMBen la COL y no en las células LRC (Bennett et al.,
2014). WOXS probablemente controla a las células madre de la COL en una
forma celular no-auténoma.

En el mecanismo de manutencién de las células madre de la caliptra, se
encuentra involucrado la persepcién de senales a través de receptores tipo ci-
nasa (RLK; Wierzba y Tax, 2013). Existen mas de 600 genes de RKL en el genoma
de Arabidopsis, uno de estos genes es ARABIDOPSIS CRINKLY4 (ACR4) el cual se
expresa en las células madre de la COL, de la LRC y sus descendientes (Fig. 4).
El mutante acr4 posee defectos en la diferenciacién de la COL, con estratos ex-
tras de células madre (De Smet et al., 2008). Varios péptidos son probablemen-
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te ligandos del receptor RLK; en el mutante del péptido CLE40, un miem-
bro de la familia de ligandos CLAVATA3/EMBRYO SURROUNDING REGION
(CLE) posee un fenotipo similar al del mutante acr4, si al mutante c/e40 se
la proporciona exégenamente el péptido CLE40 se induce prematuramente
la diferenciacién de las células madre de la COL (Stahl et al,, 2013); la insen-
sibilidad de los mutantes acr4 a la aplicacién de CLE40 y la expansion en la
expresién WOX5 en acr4y cle40 sugiere un modelo en el que CLE40 activa a
ACR4 para restringir la expresién de W0OX5, lo que permite la diferenciaciéon
celular para formar la COL (Fig. 4; Stahl et al., 2013). Los mutantes c/v2 mues-
tran una acumulacién de células madre indiferenciadas de la COL. La expre-
sién de ACR4y CLV1 se sobreponen espacialmente, los receptores tipo RLK
puede fisicamente interaccionar, de forma tal que se pueden formar homo-
o heterodimeros entre ellos, que son requeridos para diferentes funciones
en diferentes sitios para promover la diferenciacion (Stahl et al., 2013).

Un cruce entre las vias de respuesta a las fitohormonas, procesos de se-
nalamiento y regulacién transcripcional controlan la manutencion de la to-
tipotencialidad de las células madre en la caliptra y su diferenciacién a COL
y LRC (Fig. 4).

2. Influencia de la caliptra en la arquitectura de la raiz

Conforme pasa el tiempo, la raiz aumenta en complejidad, en que se debe
de incluir el inicio del desarrollo de las raices laterales, su emergencia y
crecimiento (Robbins y Dinneny, 2015). A pesar de la ubicacién apical de la
caliptra en la raiz principal, ésta posee una influencia sobre la formacién de
las raices laterales.

La caliptra expresa el gen /BR3 que codifica para una proteina involu-
crada en la conversién del acido indol 3-butirico un precursor en la via de
biosintesis de la auxina. /BR3y otros paralogos en Arabidopsis muestran una
sobreposicién en su expresién en las zonas de las células de LRC, sugiriendo
que la conversion a auxina se realiza en esa zona y la acumulacién local
puede jugar un papel importante para marcar los sitios de emergencia de la
futura raiz lateral (De Rybel et al., 2012). Las fluctuaciones oscilatorias de la
auxina en las células de la LRC, inducen una respuesta en los tejidos de la
raiz adyacentes a ésta, una de las respuesta coadyuva a influenciar al polo
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xilematico en el periciclo para adquirir un pre-compromiso de la ramifica-
cién radicular (Moreno-Risueno et al., 2010). No todos los sitios de pre-com-
promiso en la ramificacién llegan a ser raices laterales, pero la amplitud de
la oscilacién determina la frecuencia y espaciamiento de la posicién de los
sitios de la emergencia de la raiz lateral (Xuan et al., 2015, para méas detalle
ver la seccion de raiz lateral).

Bajo condiciones controladas de laboratorio, las raices laterales se forman
predominantemente en los sitios de la raiz que estdn en contacto con una
superficie himeda, un fenémeno determinado como hidromarca (Robbins
y Dinneny et al., 2015). No se conoce completamente el mecanismo, pero la
biosintesis local de auxina via la enzima TRYPTOPHAN AMINOTRANSFERA-
SE OF ARABIDOPSIS1 (TAA1) estd implicita en este proceso (Bao et al., 2014).
TAA1 se expresa en las células de la LRC y de la epidermis, en condiciones
experimentales el contacto con una pelicula hiimeda induce la sobrexpre-
sién de TAAI. Los mutantes taal con pérdida de la funcién muestran una re-
duccién significativa en el hidromarca (hydropatterning), lo que sugiere que
TAA1 media la sintesis de auxina que es necesaria para inducir la formacién
de la raiz lateral hacia una superficie hiimeda. La expresién local de TAAZ
en el mutante taal es capaz de restaurar los defectos en la hidromarca, y
parece ser que la localizacién especifica de TAA1 que media la biosintesis de
auxina es requerida para esta respuesta (Bao et al., 2014).

Ademas de la humedad, la disposicién de macromoléculas solubles tales
como fosfato, determina la arquitectura de la raiz. La deficiencia de fosfato
provoca una disminucién del crecimiento de la raiz primaria concomitante
con el aumento en el nimero de raices laterales (Williamson et al, 2001).
LOW PHOSPHATE ROOT1 (LPRI) se ha identificado como un locus cuantita-
tivo de caracteristica (QTL, quantitative trait locus) explicando la variacién
en los ecotipos de Arabidopsis en respuesta a la diferente cantidad de fos-
fato disponible (Reymond et al., 2006). LPR1 es un gen que codifica para una
proteina con actividad oxidasa multicobre y el QTL puede ser explicado por
una expresion diferencial de LPRI en la caliptra de los diferentes ecotipos de
Arabidopsis. LPR2y LPR1 son responsables de regular los fenotipos en suelos
deficientes de fosfatos (Svistoonoff et al., 2007), por lo que la caliptra puede
jugar un papel en determinar y reaccionar ante las deficiencias de fosfatos
e influenciar el desarrollo del sistema radicular.
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3. Desprendimiento de la caliptra

Durante el desarrollo de las plantas, los érganos siguen dos principios
opuestos en el crecimiento: el determinado vs el indeterminado. En el creci-
miento indeterminado, los meristemos de la raiz o del tallo continuamente
producen nuevas células, manteniendo una cantidad de células madre o to-
tipotenciales, mientras que el resto de las células son desplazadas fuera del
meristemo, se comprometen y diferencian, con ello se da la formaciéon y cre-
cimiento de los érganos. En contraste, el crecimiento determinado se da en
6rganos laterales como las hojas, la flor y en las raices embrionarias de los
cereales; durante el desarrollo embrionario se establece el meristemo con
un numero definido de células totipotenciales, las cuales después de una
serie de rondas de divisién, todas las células se comprometen, sin que se
mantenga un grupo de células madre, de forma tal que el grupo de células
iniciales poseen una actividad limite de proliferaciéon; lo que conduce a que
el tamano del érgano sea establecido y determinado por el nimero de célu-
las original, limitando la vida a un periodo definido, y que generalmente la
vida media es corta (Tsukaya, 2003). La caliptra sin embargo, no cumple es-
trictamente con una de las dos clases, las células madre en el caliptrégeno
en el dominio de la COL y LRC continuamente se dividen y producen nuevas
células de una forma semejante a un crecimiento indeterminado; mientras
que en la caliptra se encuentra el mismo numero de células diferenciadas
que determinan el tamano del 6rgano (Barlow, 2003). La caliptra muestra
una homeostasis en la cual el nimero de células viejas son renovadas por
un numero similar de células nuevas.

El crecimiento de la raiz empuja a la caliptra contra el suelo, ejerciendo
un fuerte estrés mecanico, el recambio de células proporciona beneficios
para la caliptra y el organismo; la vida corta de las células de la caliptra y la
velocidad de proliferacién estan coordinadas para mantener las dimensio-
nes de la caliptra y la posicién en el apice de la raiz en crecimiento. En con-
traste a la epidermis de la raiz que cubre totalmente al érgano, las células
de la cofia solamente cubren el apice en donde se encuentra el meristemo
apical radicular (Fig. 1A), de forma tal que en las dicotiledoneas cuando las
células madre de la EPI/LRC se dividen periclinalmente, se forma una nue-
vo modulo epidérmico y uno de caliptra lateral; en el caso de la epidermis,

Divisién de Ciencias Biolégicas y de la Salud

57



58

Aspectos moleculares del desarrollo de las angiospermas: Morfogénesis de la raiz

estas nuevas células cubren la superficie del 6rgano en crecimiento y en el
caso de la LRC reestablecen a las células que se pierden en la LRC (Wenzel y
Rost, 2001). La asociacion entre las células a través de su estirpe celular no
permite su migracién en forma independiente, las células madre de la ca-
liptra crean nuevas células continuamente en coordinacién con las células
madre del meristemo de la raiz. Conforme las células son desplazadas a la
periferia como ocurre en las cucurbitdceas, las leguminosas y los cereales,
se disuelven las laminas medias entre las paredes celulares de células veci-
nas, causando la liberacién de células vivas en el borde de la caliptra hacia
la rizésfera (Driouich et al., 2007). Las células sueltas del borde de la caliptra
varia en numero, de decenas a miles por caliptra, dependiendo de la edad y
la especie (Hamamoto et al., 2006). En Arabidopsis, las células de la LRC en-
tran en una muerte celular programada y una rapida autolisis, proceso que
ocurre en el borde o superficie de la caliptra a la altura de la zona de alarga-
miento de la raiz (Fendrych et al.,, 2014). Existe un segundo sitio de muerte
celular programada, se realiza en la LCR mads proximas a las células de la
COL en la parte mas alejada del caliptrogeno y se da en grupos de células
que se separan en paquete y poseen una vida muy corta una vez separadas
del resto de la caliptra (Vicré et al, 2005). La caliptra en Arabidopsis emplea
ambos mecanismos para regular la cantidad y disposicién de los estratos de
la caliptra. Existe un mecanismo altamente controlado entre el nacimiento,
desprendimiento y muerte de las células que permita mantener una calip-
tra organizada y de un tamano constante.

El factor de transcripcién BRN1 y BRN2, controla la expresién de varios
genes involucrados en la remodelacién de la pared celular (Fig. 4). CEL5 co-
difica para una p-1-4 endoglucanasa en la caliptra, la pérdida de funcién
en el mutante ce/5 muestra una pequena disminucién aunque significativa
en la capacidad de desprendimiento de células (del Campillo et al, 2004).
Mutantes con defectos en la biosintesis de xiloglucanos, celulosa o pectinas
componenetes de la pared celular han sido estudiados, sin embargo, solo los
mutantes deficientes en la homogalacturan glucosil transferasa, codificada
por QUASIMODO1 (QUAI) y la metil transferasa QUAZ muestran una alte-
racién en el desprendimiento de las células del borde de la caliptra; en los
mutantes qual o quaZ2 en lugar del desprendimiento en paquete de células,
se realza en forma de células individuales (Durand et al., 2009).
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El desprendimiento de las células de la COL es un proceso conspicuo y
éste es Unico de la raiz de Arabidopsis. Se ha demostrado que el proceso de
desprendimiento de las células involucra es un mecanismo controlado de
desarrollo e involucra una estricta regulaciéon en la muerte celular progra-
mada (PCD) que se realiza en las células de la LRC (Fig. 4; Frendrych et al,
2014). Uno de los primeros marcadores moleculares de que indica que se ha
iniciado el proceso de PCD, es la expresion de los genes que codifican para
las enzimas hidroliticas, que incluyen a BIFUNCTIONAL NUCLEASE1 (BFN1)
y la PASP3 (SAPONIN-LIKE ASPARTYL PROTEASE-ENCODING). La pérdida del
vigor celular se da rapidamente en forma altamente ordenada, se inicia con
una acidificacién del citoplasma, seguida por una desintegracién de la mem-
brana plasmatica unos minutos después y finalmente con el colapso de la
vacuola (Frendrych et al., 2014). El proceso que se da en de PCD de las células
de la LRC se ha caracterizado como la “muerte celular vacuolar” (van Doorn
et al., 2011). La acidificacion precede a la desintegracién de las membranas
plasmatica y del tonoplasto, lo cual se ha demostrado que es necesario y su-
ficiente para realizar efectivamente los eventos subsecuentes (Frendrych et
al., 2014). Esta forma de PCD contrasta con el modelo prestablecido de que el
colapso de la vacuola provoca la acidificacién del citoplasma y precede a la
disgregacion de la membrana plasmatica (Hara-Nishimura y Hatsugai, 2011,
van Doorn et al., 2011). La acidificacién del citoplasma dispara varios proce-
sos que contribuyen a la iniciacién de la PCD; el mecanismo fino de cémo
se da esta acidificacién no estd establecido claramente, pero a un pH acido
se activan proteasas que estan asociadas a la muerte celular en Arabidopsis,
como la METACASPASE9 (MC9) y la ICE-like semejante a la de los mamiferos
(Furlong et al., 1997; Watanabe y Lam, 2011).

La nucleasa BFN1 es un candidato para la ejecuciéon de la PCD asocia-
do a la senescencia (Pérez-Amador et al., 2000) y otros procesos en plantas
(Farage-Barhom et al., 2008). La expresién de BFNI y PASP3 es dependiente
de la promocién de la diferenciacién por el factor de transcripcién SMB, la
expresion y el consecuente proceso de PCD son las ultimas etapas en el
desarrollo de la cofia (Frendrych et al, 2014). En el mutante smb con pérdida
de funcién, las células LRC que se encuentran a la altura de la regién de
alargamiento de la raiz son incapaces de inducir regularmente la PCD; la
pérdida de la funcién de SMB posee consecuencias severas para las LRC, en
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los mutantes viables de smb las LRC pueden alcanzar tres veces la longitud
promedio en comparacién a las células de la caliptra de los silvestres. El
efecto combinado en el mutante smb de la incapacidad de la PCD y el incre-
mento del tamano celular, provoca un tamano doble de la caliptra, sin que
el meristemo se vea afectado.

En el mutante smb las LRC se mueren, pero lo realizan en una forma
aberrante; BFN1 y PASP3 no se expresan y las LRC de smb no se autodegra-
dan después de que estan muertas; por lo que la superficie de la raiz esta
cubierta de cadaveres celulares (Frendrych et al., 2014). En el fenotipo de smb
es mas intenso el efecto en las LRC cuando se somete a la deshidratacién en
comparacién a lo que ocurre en el mutante bfn1, sugiriendo que diferentes
enzimas hidroliticas orquestan la remocién de las células cadaver. El tra-
tamiento con drogas que provocan la reducciéon de la expansiéon celular no
alteran la PCD en el silvestre; sin embargo, en el mutante smb provoca un
aumento significativo en la sobrevivencia de las LRC, por lo que la PCD en
smb es fundamentalmente diferente a los silvestres (Frendrych et al., 2014),
por lo que se sugiere que la PCD en smb es una consecuencia pasiva al estrés
ejercido por la expansién de la epidermis en la zona de alargamiento de la
raiz en lugar de un proceso activo controlado de la PCD.

SMB confiere un grado de diferenciacién a las LRC que es necesario para
prepararla para la induccién y ejecucién de la PCD (Fig. 4). Las caracteristi-
cas de las LRC son suficientes para inducir el proceso ectépicamente de la
PCD; el mutante tornado (trn) posee un defecto en la proteina de membrana
semejante a tetraspamina que genera que las células epidérmicas adquie-
ran las caracteristicas de la LRC (Cnops et al,, 2000). La induccién de carac-
teristicas de una célula LRC ubicada en la epidermis de la raiz es suficiente
para inducir la expresién de PASP3 seguido de la PCD similar a lo que ocurre
normalmente en la LRC (Frendrych et al., 2014).

El tiempo de ejecucién de la PCD en las LRC y la autolisis celular parece
ser crucial para facilitar el crecimiento de la raiz. La longitud de las células
epidérmicas y la longitud de la raiz se reducen un 20% en los mutantes smb,
esta reduccién se produce por las LRC vivas o por la falta del procesamiento
de los cadaveres de ellas en la zona de alargamiento de la raiz que obstru-
yen la expansién en esta zona (Frendrych et al., 2014). Lo que demuestra que
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el crecimiento del 6rgano completo y su arquitectura depende de la regula-
ci6én de la PCD que se da en la caliptra en Arabidopsis thaliana.

4. Caracteristicas de la caliptra y la rizosfera

La rizosfera es la capa de suelo que rodea y que influencia a la raiz. La activi-
dad fisiolégica y secretora de las células de la raiz tiene un efecto indirecto en
la condicién bidtica o abidtica de la rizosfera. La caliptra secreta activamente
un polimero denominado mucilago (Wen et al., 2007; Cai et al., 2013). La secre-
cién del mucilago provee a la raiz de un lubricante que facilita el crecimiento
de la raiz entre las particulas del suelo (McKenzie et al., 2013). En los pastos,
los rizodepositos contiene alrededor del 25% de carbdn secretado por laraiz y
que en gran parte es producto de esta secrecién (Jones et al., 2009).

En los productos de secrecion de la caliptra, se encuentran metabolitos
secundarios, los cuales influencian a la comunidad microbiética que existe
en la rizosfera, afectando a ambos patdégenos o simbiontes (Bais et al., 2006).
Las células del borde de la caliptra en el caso del chicharo, han mostrado
que estan involucradas en la defensa local contra oomicetes patégenos por
medio de la secrecién de fenoles antimicrobianos (Cammesan et al., 2011).
El bloqueo de la secrecién de proteinas por medio de la belfeldrina A o por
la degradacion enzimatica de proteinas extracelulares, incrementa la infec-
cién por hongos (Wen et al., 2007). E1 pH del suelo y la disponibilidad de nu-
trimentos se modifican por secrecién de iones y queladores desde la cofia
(Hinsinger et al., 2009; Tsednee et al., 2012; Li et al., 2015). El estilo de vida de
las plantas estd influenciado por la actividad de la rizosfera en relacién al
desprendimiento de las células del borde de la caliptra, el proceso de PCD
y degradacién de la superficie de la raiz. Las plantas que no poseen células
del borde no son capaces de asociarse a la mayoria de los hongos y bacterias
simbidticas, por lo que se ha especulado que existe una correlacién entre
la produccién de células de borde de la caliptra y la capacidad de formar
asociaciones entre los microorganismos, como los fijadores de nitrégeno
(Hamamoto et al., 2006).

Divisién de Ciencias Biolégicas y de la Salud

61



62

Aspectos moleculares del desarrollo de las angiospermas: Morfogénesis de la raiz

C. Papel de la caliptra en la regulacién de la direccién
en el crecimiento

Las plantas se adaptan a senales ambientales tales como la luz, agua, tem-
peratura, nutrimentos y la gravedad, que modifican su crecimiento. La res-
puesta de la planta con un crecimiento direccional por efecto de un factor
externo se denomina tropismo. El primero en estudiar estos tropismos fue
Charles Darwin y su hijo Christopher, quienes describen el crecimiento de
los coleoptilos por efecto de la luz.

Desde el momento que la raiz embrionaria protruye durante la germina-
cion, este 6rgano inmediatamente se orienta para crecer en el suelo con un
gravitropismo positivo, de forma tal que pueda realizar sus funciones como
anclaje, absorcién de agua y nutrimentos.

La gravedad es detectada por la raiz en la columnella de la caliptra, pero
la respuesta gravitacional se da en la zona de alargamiento de la raiz. Existe
una separacion fisica entre la zona de deteccién y la zona de respuesta a la
gravedad. El gravitropismo en la raiz puede ser dividido en fases distintas
tanto espacial como temporalmente: percepcion de la gravedad, generacion
y movilizacién de la senal desde la COL, induccién del crecimiento dife-
rencial en el tejido efector y reestablecimieto de los flujos de fitohormonas
(Swarup y Bennet, 2009).

1. Percepcidn de la gravedad o gravitropismo

La caliptra es el sitio de la percepcién de la gravedad, su participacién se
determind mediante la diseccién de la caliptra, en que el efecto en el cre-
cimiento de la raiz fue indiferente a la gravedad, a lo que se domin¢ rai-
ces agravitopicas (Barlow, 1974; Blancaflor y Masson, 2003; Morita y Tasaka,
2004). Estudios en que se dana selectivamente a diferentes células de la ca-
liptra, demostraron que las células de la columnela son la zona de deteccién
de la gravedad (Blancaflor et al, 1998; Tsugeki y Fedoroff, 1999; Tanaka et
al., 2002). En Arabidopsis, existen normalmente cuatro estratos de células
de la columnella denominadas S1 a S4, de las cuales la S1 y la S2 son las
mas importantes en la deteccién del gravitropismo (Blancaflor et al., 1998).
Las células de la columnella contienen filas de amiloplastos y son per se los
que cumplen la funcién en la deteccién de la gravedad, lo cual postula la
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hipétesis del almidén-estatolitos (Fig. 5; Haberlandt, 1900; Némec, 1900). La
sedimentacién de los amiloplastos por efecto de la gravedad se transduce
en una cascada de senales en la COL, la que a su vez genera una senal que es
transmitida a la zona de alargamiento de la raiz que es el tejido de respuesta
o de gravirrespuesta (Leitz et al., 2009; Band et al., 2012a; Baldwin et al., 2013;
Blancaflor, 2013; Swarup et al., 2013).

Se han propuesto modelos alternativos a la hipétesis del almidon-estatoli-
to. La hipétesis de la presién del protoplasto se basa en los cambios de presién
ejercido por el citoplasma sobre la membrana plasmatica en respuesta al esti-
mulo gravitacional (Wayne et al,, 1990; Wayne y Staves, 1996), de forma tal, que
también explica el efecto agravitropico en los mutantes con defectos en los
granos de almidén (Kiss y Sack, 1989; Kiss et al., 1996; MacCleery y Kiss, 1999;
Fitzelle y Kiss, 2001; Band et al., 2012a). Se ha propuesto que evolutivamente
las plantas han generado multiples mecanismos de deteccién de la gravedad
(Barlow, 1995), en donde se ha observado que la hipétesis del almidén-estato-
litos y la presién del protoplasto operan conjuntamente (Fig. 5; Perbal, 1999).
Adicionalmente, se ha propuesto la existencia de micrositios que detectan la
gravedad en la caliptra fuera de la columnella (Wolverton et al., 2012a, 2012b).

Tiempo (minutos)

Figura 5. Percepciéon de la gravedad. En Arabidospsis al tiempo 0, las raices crecen
verticalmente, cuando se giran 90° se dan los siguientes eventos: a los 10 segundos,
los estatolitos (circulos café) se encuentran en la parte lateral de la célula, que co-
rresponderia a la cara basal en la posicién vertical al tiempo 0; entre los 10 segun-
dos a los 3 minutos, primero el nicleo (n) con una mayor densidad, seguido por los
estatolitos que se desplazan hacia la nueva cara inferior; posteriormente los estato-
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litos se distribuyen uniformemente en esta cara basal; la presién de los estatolitos
sobre las membranas del reticulo endoplasmatico (end) y la membrana plasmatica
pueden activar canales mecanosensores y liberar sefiales (cilindros verdes), entre
ellas, el ién Ca?* del reticulo endoplasmico (circulo amarillo que muestra el gradien-
te mediante las flechas). La figura es una adaptacién de los datos publicados por
Leitz et al., 2009; modificada de la de Sato et al., 2015.

Una vez que se detecta la gravedad en las células centrales de la columnella,
se da un cambio en el pH en el citoplasma variando de 7.2 a 7.6, mientras
que en los mutantes pgm que no poseen almidén no se da este cambio (Fa-
sano et al., 2001). Por lo que existe una relacién directa entre el cambio de pH
y la sedimentacion de los estatolitos (Fig. 6; Scott y Allen, 1999; Fasano et al.,
2001; Hou et al., 2004), en apoyo a lo anterior, el uso de agentes acidificantes
y/o alcalinizantes alteran la respuesta de la gravedad. Los mutantes argZ
son agrivotropicos, la respuesta a la gravedad, en los que se determiné que
el cambio del pH esta asociado al efecto en la direccién de la gravedad (Fig.
6; Boonsirichai et al., 2003).

Zona de la Caliptra Zona de Alargamiento
pH
s I
APAA H* |4acido
3500
A
o5 }24 .
$ ; Phatt ¥ X
211 el
~ EIRES &%
v o+t AN : OH- | alcalino

Figura 6. Flujo de auxina y cambio del pH en una raiz graviestimulada. El flujo de
auxina (flechas amarillas) se da por la relocalizacién de los PIN3 y PIN7 lo cual ocu-
rre a los 2 minutos después de iniciar el graviestimulo, por consecuencia se genera
un gradiente de auxina lateral y un gradiente de pH, con la parte superior mas
dcida, mientras que la porcién inferior es mas alcalina en la raiz graviestimulada.
Figura modificada de Sato et al., 2015, y de los datos de Monshaussen et al., 2011.
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Se ha especulado en relacién de la forma en que la senial fisica genera-
da por la sedimentacién del estatolito puede a su vez generar una senal
fisiolégica movil. Se ha propuesto la existencia de una interaccién entre la
sedimentacién de los amiloplastos y las proteinas del reticulo endoplés-
mico o de la membrana plasmatica (Fig. 5), lo cual se encuentra basado en
las observaciones de los rizoides del alga Chara. Los rizoides son células
sencillas, poseen percepcién a la gravedad y generan una sefial como res-
puesta. Los estatolitos de Chara contienen cristales de sulfato de bario, los
cuales son capaces de detectar la gravedad si se encuentran depositados
sobre sitios especificos de la membrana plasmatica o sitios sensibles a la
gravedad (Limbach et al, 2005). Se ha sugerido que no es la presién que
ejerce el estatolito sobre la membrana la que genera la senal, en su lugar se
ha propuesto una interaccién tipo receptor-ligando entre la membrana del
estatolito y la membrana en que es depositado el estatolito lo que dispara
la senal de percepcion (Braum y Limback, 2006). Los defectos en el gravitro-
pismo de los mutantes carentes de granos de almidén en la caliptra se pue-
den rescatar en condiciones de hipergravedad (Fitzelle y Kiss, 2001), lo que
implica que en las plantas ocurre el mismo mecanismo de percepcién de la
gravedad. Esta evidencia es confirmada por el complejo de proteinas TOC
(translocon of outer membrane chloroplast) que forma parte de un sistema
de receptores-ligandos (Stanga et al., 2009). E1 complejo TOC es importante
para la incorporacion de proteinas del cloroplasto que se codifican en el nua-
cleo y presumiblemente de forma similar en el amiloplasto. MARI y MARZ2
codifican para componentes del complejo TOC. Mutaciones en 70C132 au-
menta los defectos gravitropicos en los mutantes sin almidones (Strohm et
al., 2014), lo que sugiere que los plastidios y con ello los estatolitos, pueden
funcionar como transductores de la gravedad, facilitando la interaccién en-
tre una proteina que actiia en forma de ligando en la membrana externa
del amiloplasto y una proteina receptora en la membrana plasmatica o del
reticulo endoplasmico (Stanga et al., 2009).

Un nuevo actor en el mecanismo de percepcién son los canales ionicos
mecanorreceptores los que pueden estar involucrados en la percepcién de
la gravedad (Sievers, 1991; Perbal y Driss-Ecole, 2003). Estos canales iénicos
pueden ser activados por la fuerza que ejerce la sedimentacion el estatoli-
to en las membranas blanco; mediante microscopia electrénica se muestra
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que la sedimentacién de los amiloplastos deforma la membrana del reticulo
endoplasmico (Leitz et al., 2009). Inhibidores de los canales iénicos mecano-
sensores inhiben el gravitropismo (Caldwell et al., 1998), sin embargo, estu-
dios genéticos no han aportado evidencia al respecto (Nakagawa et al., 2007;
Haswell et al., 2008), sin que esto sea concluyente, los canales mecanosenso-
res pueden estar implicitos en este proceso.

Se encuentra informacién contradictoria en el papel de la actina en el
gravitropismo en la raiz (Blancaflor y Hasenstein, 1997; Staves, 1997; Yama-
moto y Kiss, 2002; Friedman et al., 2003; Hou et al., 2003, 2004; Palmieri y
Kiss, 2005; Mancuso et al., 2006). Se ha llegado a la conclusién que la actina
actila como un regulador positivo en el gravitropismo, la disgregacién de los
microfilamentos por efecto de la sedimentacion de los estatolitos permite la
sedimentacién en los saculos del reticulo endopladsmico cortical y con ello
aumentar la deformacién en la membrana de este organelo. Proteinas clave
involucradas en estados tempranos en la percepcién de la gravedad, tales
como ARG1 (Boonsirichai et al., 2003) y el homélogo en el chicharo de MAR2
que forma parte del complejo TOC (Jouhet y Gray, 2009) pueden unirse a la
actina, esto implica una asociacién entre los estatolitos y el citoesqueleto en
la percepcién de la gravedad; lo cual encuentra soporte por la asociacién de
la actina con CHUP1 (CHLOROPAST UNUSUAL POSITIONING1), una proteina
en la membrana externa del cloroplasto (Oikawa et al.,, 2003; Schmidt von
Braun y Schleiff, 2008).

2. Transduccion de la senal

La gravedad es percibida en las células de la columnella, pero la zona de res-
puesta a la gravedad es la zona de alargamiento de la raiz. Una vez que son
detectados los cambios en la gravedad en las células centrales de la colum-
nella se genera una senal, la cual es transferida a la zona de alargamiento
en donde se da la respuesta (Went, 1926; Cholodny, 1927). Se ha demostrado
mediante un enfoque farmacolégico, genético y de biologia celular que la
senal generada es la auxina. Con el uso de reporteros induccidos por la au-
xina, el DR5, IAA2 o el sensor DII 28 (Brunoud et al., 2012) se ha demostrado
una acumulacién diferencial entre la parte inferior y la superior de la raiz
graviestimulada o puesta en posicién horizontal (Fig. 6; Ottenschléger et al,
2003; Swarup y Bennett, 2009; Band et al., 2012a).
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El &cido indol 3-acetico (IAA), la auxina de mayor accién en plantas su-
periores, es un acido débil; la IAA dependiendo del pH apoplastico puede
estar en su forma i6nica (IAA-), la que no difunde a través de la membrana
plasmatica. Sin embargo, conforme el pH del apoplasto se acidifica, entra un
balance entre la forma iénica (IAA-) y la forma no iénica (IAAH). La auxina
puede ser movilizada entre una célula a otra célula en forma direccional, el
movimiento de la auxina estd acorde a la explicacion en el modelo de trans-
porte polar de la auxina (Rubery y Sheldrake, 1974; Raven, 1975) que pro-
pone la existencia de transportadores especializados de influjo y eflujo de
auxina, con una localizacién dentro de la célula en forma asimétrica, lo que
provee la base para el movimiento direccional de la auxina. Desde el punto
de vista molecular y de la biologia celular se confirma que el transporte es
mediado y facilitado por los transportadores de eflujo e influjo de la auxina
(Fig. 7; Bennet et al., 2006; Galweiler et al., 1998; Swarup et al., 2014).

A B
/\ / { : PGP1 media el
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direccional de
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PGP1 media del apice de la raiz
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Figura 7. Transporte Polar de la Auxina. El transporte de auxina se establece por la
distribucién polarizada de los transportadores de influjo y de eflujo, en donde PIN y
los transportadres ABC son los actores principales. A, la ubicacién de los PIN deter-
mina la direccién basal del movimiento de la auxina. La direccién tisular especifica
de la auxina se da por la redistribucién de los diferentes PIN en forma polar, en que
PIN1 media el transporte vertical en sentido del 4pice del tallo al dpice de la raiz en
el embrién/plantula. En el apice de la raiz la posicién del transportador de influjo

AUX1 hace que la direccién del movimiento de la auxina se redirija y sea drenada
en direccién inversa (basipetala) a través del PIN2, PIN4 lo cual ayuda a la concen-
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tracién de la auxina en la regién apical de la cofia. Una difusién lateral de la auxina
se realiza a través de PIN3 en la corteza de la raiz. B, Entre las proteinas de transpor-
te de auxina estan las proteinas PGP dependientes de ATP o transportadores ABCB,
las cuales cooperan con los PIN. Tanto en el dpice del tallo o de la raiz, la posicién
de estos transportadores permite una distribucién de la auxina con una direcciona-
lidad a partir de un punto focal y con ello la formacién de un gradiente a partir de
este punto, por ejemplo PGP4 regula los niveles de auxina en la elongacién de los
tricoblastos. Figura modificada de Blilou et al., 2005.

Los transportadores de influjo de la auxina se encuentran codificados por
una pequena familia de genes que comprende a cuatro miembros (AUX1y
los genes LAX o AUXI-like). AUX1 se expresa en la columnella, la caliptra
lateral y las células epidérmicas, tejidos que se encuentran involucrados en
la percepcién, transmisién y respuesta de la gravedad (Swarup et al., 2001,
2004, 2005, 2014). La mutacién del gen AUX7 resulta en raices agravitropicas,
lo que demuestra la participacién de la auxina en el gravitropismo radicular
(Bennet et al., 1996; Swarup y Peret, 2012; Swarup et al., 2014) y ha permitido
realizar un mapa de los tejidos que requieren el transporte de auxina du-
rante el gravitropismo de la raiz (Swarup et al., 2014). Se ha demostrado que
la auxina se moviliza via las células de la caliptra lateral a las células de la
zona de alargamiento, lo cual es una evidencia directa de que la auxina es la
principal senal en el gravitropismo y estd asociada a la senal entre al sitio de
la percepcion de la gravedad al sitio de respuesta de la gravedad.

AUX1 es importante para el gravitropismo, la direccién del movimiento
de la auxina estd determinada por la distribucién asimétrica de los trans-
portadores de eflujo de auxina, los cuales estdn codificados por la familia
de genes PINFORMED (PIN; Gruewald y Friml, 2010). Varios transportadores
de eflujo se han localizado en el apice de la raiz (Grunewald y Friml, 2010;
Swarup et al., 2014), de ellos, PIN3, PIN4 y PIN7 se localizan en las células de
la caliptra, mientras que PIN2 se expresa en las células de la caliptra lateral,
las células de la epidermis y de la corteza de la raiz (Luschnig et al., 1998;
Miiller et al., 1998; Friml et al., 2002a, 2002b). Sobre un estimulo gravitrépico,
PIN3 es relocalizado dentro de 2 minutos a la cara lateral de las células de
la columnela, y provee un mecanismo para la creacién de un gradiente de
auxina entre la parte superior y la inferior de la raiz graviestimulada (Friml
et al., 2002b); sin embargo, el mutante pin3 muestra solamente ligeros defec-
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tos gravitrépicos (Friml et al., 2002b). Se ha mostrado que PIN7 se encuentra
localizado asimétricamente en las células de la columnella en respuesta al
estimulo de gravedad, el doble mutante pin3 pin/ es significantemente mas
agravitropico que los mutante pin3 o pinZ, lo cual implica cierta redundancia
entre ellos. Usando un sensor de auxina, DII-Venus, en combinacién con un
enfoque de modelaje matematico, indican que la asimetria en la cantidad
de la auxina entre la parte inferior y superior de la raiz se genera en pocos
minutos después del estimulo gravitrépico (Band et al, 2012a). La reorien-
tacién de PIN3 y PIN7 en la membrana plasmatica de las células de la co-
lumnella facilita el establecimiento de los gradientes laterales de auxina a
través de la caliptra con una graviestimulacién. Una vez que la simetria de
la auxina es iniciada por PIN3 y PIN7, la auxina es transportada por AUX1/
PIN2 en una direccién hacia el tallo a través de la LRC a las células de la epi-
dermis en la zona de alargamiento de la raiz (Figs. 7 y 8).

La direccionalidad en el movimiento de la auxina se realiza por la ubica-
cién asimétrica de PIN2. En la caliptra lateral (LRC), PIN2 se ubica en la cara
de las células que ven hacia el tallo, de esa forma se canaliza a la auxina
hacia la zona de alargamiento de la raiz. En la porcién distal de la zona de
alargamiento de la raiz, PIN2 se localiza de igual formaen en la cara que ve
hacia el tallo en las células epidérmicas, pero en las células corticales se
localiza en la cara inferior que ve hacia el apice de la raiz, lo cual crea un
circuito de reflujo de auxina que retroalimenta al pice de la raiz con auxina
(Fig. 7A; Blilou et al., 2005).
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Figura 8. Transduccién y transmisién de la sefal gravitrépica. La figura muestra a
los transportadores de auxina y su redistribucién bajo un estimulo gravitrépico.
AUX1 y PIN2 producen un flujo polar de la auxina desde el tallo al apice de la raiz
(flechas negras), el flujo se distribuye y concentra sobre la columnella por medio de
PIN4. PIN3 y PIN7 distribuyen la auxina hacia el borde de la caliptra, con un mayor
flujo en la parte basal de la raiz y por ello una mayor acumulacién. PIN2 y AUX1
transportan a la auxina polarmente a través de las células de la LRC a la epidermis
en la zona de alargamiento de la raiz. Figura modificada de Sato et al., 2015.

La localizacién y abundancia de los PIN en las membranas plasmaticas esté
altamente controlado. Tratamientos con el inhibidor del trafico vesicular, la
brefeldina A (BFA) afecta el reciclamiento de PIN y causa defectos severos en
desarrollo asociados a la auxina (Geldner et al.,, 2004). Tratamientos con TE-
NIN1 (TE1) un modulador del trafico causa la acumulacién de varias proteinas
de la membrana plasmatica, incluyendo a PIN2, un compartimento pre-vas-
cular, y resulta en una raiz agravitrépica (Paudyal et al., 2014). El péptido de se-
crecién GOLVEN (GLV) se ha demostrado que afecta el transporte de la auxina
por medio de la distribucién del PIN2 en la membrana plasmatica (Whitford
et al.,2012). La auxina en si misma es clave en regular la abundancia de PIN en
la membrana plasmatica, mostrando que la auxina promueve el propio eflujo
por la regulacién del recambio de PIN2 (Abas et al., 2006). Se ha observado un
incremento en el grado de endocitosis y degradacién de PIN2 en la cara supe-
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rior de las raices graviestimuladas comparada con el lado inferior. La distribu-
cién diferencial de PIN2 entre las caras superior e inferior de las células de la
raiz graviestimulada es crucial para la manutencion de la asimetria iniciada
por PIN3; asi, la simple sustitucién de un aminoacido del alelo de wav6-52 en
PIN2 provoca que PIN2 sea resistente a la degradacién, resultando en una raiz
agravitropica. En conjunto con la auxina, las giberelinas (GA) puede regular la
distribucién de los PIN. Altas cantidades de GA resulta en mayor cantidad de
proteinas PIN en la membrana plasmatica, mientras que bajas cantidades de
GA induce la internalizacién de los transportadores PIN.

Las modificaciones post-transcripcionales tales como la fosforilacién, re-
gulan la localizacién polar de PIN y con ello en la respuesta gravitropica. La
serin-treonin cinasa PINOID (PID) regula el gravitropismo de la raiz afectan-
do la localizacién de PIN2 en la membrana plasmatica (Sukumar et al,, 2009;
Huang et al., 2010). Cambios en el estatus de fosforilacién de PIN3 afectan
la regulacién del transportador, incluyendo al gravitropismo (Ganguly et al.,
2012). La familia de cinasas de proteinas, D6 PROTEIN KINASE (D6PK) puede
regular el gravitropismo a través de la fosforilacién de los PIN (Barbosa et al,
2014). D6PK es un miembro de cinasas unidas a membrana plasmatica y la
auxina puede promover la fosforilacién por D6PK y la internalizacién desde
la membrana plasmatica a una endomembrana, por lo que la abundancia de
los PIN en la membrana plasmatica es regulada por modificaciones post-tra-
duccionales como es la fosforilacién (Barbosa et al.,, 2014).

Ademas, otras vias se han propuesto para regular la cantidad de PIN en la
membrana plasmatica. La via dependiente de ROP GTPasa se ha implicado
en la localizacién de PIN2. La mutacién en la ROP6-GTPasa y su efector RIC1,
al igual que la familia de factores de intercambio de nucleé6tidos de guanina
DHR2-Dock, como SPIKE1 (SPK1) afecta la supresién mediada por auxina en
la internalizacién de PIN2 y la localizacién de PIN2 en la membrana plasma-
tica (Lin et al., 2012). La via de sefialamiento inducida por la auxina a través
de SPK1 activa a la Rho GTPasa la cual regula la abundancia de PIN2 en la
membrana plasmatica (Lin et al., 2012). Existe evidencia del papel en la regu-
lacién del reciclamiento de PIN2 mediante la fosfolipasa DE2, una mutacién
en el gen PHOSPHOLIPASE DE2 o tratamiento con el inhibidor PLD 1 butanol
afecta el reciclamiento de PIN2 y reduce el gravitropismo (Li y Xue, 2007). La
manutencion de la distribucién polar de los PIN en la membrana plasmati-
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ca es dependiente de las condiciones existentes entre la pared celular y la
membrana plasmatica (Feraru et al., 2011).

Asi, se ha demostrado que la regulacién del trafico de los PIN es crucial
en el fino control de la ubicacién de la auxina, creando los gradientes de esta
fitohormona. A pesar de la importancia de PIN2 en proveer una direccionali-
dad en el transporte de la auxina durante el gravitropismo, los mutantes pin2
solamente presenta un ligero agravitropismo (Chen et al.,, 1998; Luschnig et
al., 1998; Blakeslee et al.,, 2007). Dos miembros de la familia de transportado-
res de eflujo de auxina p-glucoproteina (PGP), AtPGP1 y AtPGP19 se expresan
también en la zona de alargamiento de la raiz (Blakeslee et al., 2007). Una do-
ble mutante pgpIpgp19 no provoca fenotipos severos agravitropicos, el triple
mutante pinZpgplpgpl9 presenta un fenotipo agravitrépico severo (Blakeslee
et al., 2007), por lo que ambas familias PIN y PGP de transportadores de eflujo
de auxina son requeridos para el gravitropismo de la raiz (Fig. 7B).

Ademas de los PIN, los cuales proveen una direccionalidad en el movi-
miento de la auxina, las proteinas AUX/LAX son importantes para mantener
los gradientes de auxina y para la contribucién del patrén de la distribucién
de la auxina en el dpice de la raiz (Band et al., 2014). Se ha demostrado la exis-
tencia de un incremento en el pH en la superficie de las células del lado infe-
rior de la raiz graviestimulada en las plantas silvestres, pero esto no ocurre en
las raices de los mutantes auxI. Una implicacién de estos resultados es que el
incremento del pH apoplastico resulta que la auxina se encuentre en una for-
ma idnica (IAA-), la cual no es permeable a través de la membrana plasmatica
por lo que el transporte requiere el uso a través de un transportador de eflujo
AUX1, en que se ha demostrado que este transportador incorpora 15 veces
mas auxina que simplemente el proceso de difusién (Swarup et al., 2005; Kra-
mer y Bennett, 2006). La expresién de AUX? y la ubicacién del producto en la
epidermis en conjunto con PIN2 minimizan el efecto de una difusién radial
de la auxina lo cual genera un flujo polar desde el dpice de la raiz hacia la
parte superior mas cercana al tallo (Swarup et al., 2005).

3. Induccién del crecimiento diferencial en el tejido efector

Larespuesta a la gravedad se da en la zona de alargamiento de la raiz, la epi-
dermis representa el sitio primario de respuesta, la expresién del dominio
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represor de la respuesta a la auxina axr3, bloquea la respuesta de la fitohor-
mona especificamente en la epidermis y con ello la perdida de la capacidad
de respuesta a la gravedad (Swarup et al., 2005).

En la zona de alargamiento se establece un gradiente de auxina por efec-
to diferencial en la cantidad de fitohormona transportada desde el apice de
la raiz. La concentracién mayor de auxina en la parte inferior de la raiz pro-
voca una inbibicién del crecimiento; mientras que una menor concentra-
cién en la parte superior induce los mecanismos de alargamiento. Se debe
de tomar en cuenta, que la raiz posee una sensibilidad diferencial a la del ta-
llo a la fitohormona, por ello la ventana de concentracién de la auxina que
induce una respuesta es menor. El papel crucial de las células epidérmicas
en el alargamiento se da por una acumulacién de 10 a 20 veces de la auxina
en este tejido en comparacioén de los demads a su alrededor (Swarup et al.,
2005), de forma tal que la auxina es la senal principal del efecto gravitrépico
y lo realiza a través de la epidermis.

Tiempo (minutos)
10 15 .

- —

[ Fase Molecular |

[Fase Fisioldgical o
Sefales moleculares: E | 1AA1/2
oM el v o,
I+
©ca c 0 100 200 300
o InsP; g ARF19
o NO
g lll l
o ERO s . ! |l ,
& o 100 200 300

Tiempo (minutos)

Figura 9. Respuesta al Gravitropismo. El pH y varias moléculas, como el Ca*, las
especies reactivas de oxigeno (ERO), el éxido nitrico (NO) y el inositolfosfato 1,4,5
trifosfato (InsP3) sirven como seiales de la respuesta en el crecimiento diferencial
inducido por la gravedad, seguida de esta fase inicial el cambio en la expresién de
los genes inducibles por auxinas se detecta a los 15 minutos (Band et al., 2012a).

La concentracién adecuada de auxina, activa la concentracién de Ca?" en
forma oscilatoria, lo cual promueve cambios del pH apoplastico en ambos
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lados de zona de alargamiento de la raiz graviestimulada. La acidificacién
de la pared celular dependiente de Ca?+ puede incrementar el alargamiento
de las células epidérmicas en la parte superior de la raiz graviestimulada,
mientras que la alcalinizacién apopléastica en el lado inferior reduce el alar-
gamiento celular (Fig. 6 y 9; Ishikawa y Evans, 1993; Mullen et al., 1998). La
curvatura de la raiz se inicia a los 10 minutos de haber sido graviestimulada;
debido a este tiempo tan corto, se ha sugerido la fase incial de la respuesta
a la gravedad no implica la sintesis de novo de proteinas (Swarup y Péret,
2012). Los cambios de pH detectados por sondas fluorescentes observadas
con microscopia confocal, ocurren dentro de pocos minutos del estimulo
y es dependiente de la AUX1. Sin embargo, el maximo de la expresién de
varios genes inducibles por la auxina tales como /AA1, [AA2y ARF19 se ob-
serva a los 15 minutos del estimulo (Band et al,, 2012a; Brunoud et al.,, 2012),
lo cual se da posterior al inicio de la curvatura de la raiz (Fig. 9).

La respuesta inicial de la raiz en los primeros 10 minutos, aunque no
se conoce con profundidad, estd involucrado ABP1 (AUXIN BINDING PRO-
TEIN1); la funcién de ABP1 promueve el crecimiento diferencial por la su-
presién de la endocitosis sensible a auxina que esta mediada a través de
clatrina, aunque el efecto de ABP1 es débil y complicado, a pesar de que se
ha reportado que los mutantes knock-out abpI producen embriones letales,
los mutantes heterocigéticos abpl son agravitrépicos (Effendi et al.,, 2011).

Ademas de la senal inducida por la auxina en el gravitropismo, existen
otras sefiales como la del Ca*, inositol 1, 4, 5 trifosfato (InsP), 6xido nitrico y
las especies reactivas de oxigeno (ERO), las cuales estan involucradas en la
respuesta inicial dentro de los primeros 10 minutos (Fig. 9). El gradiente de
Ca? establecido entre la cara superior e inferior de la raiz graviestimulada
(Lee et al., 1984) y su importancia, se demuestra con el uso de queladores de
Ca?, lo cual provoca la pérdida de la respuesta a la gravead (Lee et al., 1983).
La aplicacién de auxina en el dpice de la raiz, conlleva una ola de Ca? que se
extiende en direccién del tallo, lo cual es afectada cuando se usan bloquea-
dores de los canales de Ca?+ (Monshausen et al,, 2011), por lo que la auxina
induce la acumulacioén citosélica del Ca? a través de los canales que a su vez
activan la conductancia de H/OH" en la membrana plasmatica, la activacién
de la ATPasa de H* por efecto de la auxina, resulta con la acidificacién del
apoplasto, el cambio en el pH promueve el ablandamiento/relajacién de la
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pared celular (Cosgrove, 1998, 2000, 2005, Nishitani y Vissenberg, 2007; Maris
et al, 2009, 2011).

El uso de U73122, un inhibidor de la biosintesis de InsP3, resulta en la ate-
nuacién de la respuesta a la gravedad (Andreeva et al., 2010); la concentracién
de InsP3 presenta una oscilacién y aumenta en la parte inferior de los tallos
del maiz, avena y Arabidopsis por la induccién de un graviestimulo (Perera et
al., 1999; 2001, 2006), sugiriendo un mecanismo semejante en la raiz.

El 6xido nitrico (NO) en una raiz graviestimulada se acumula en la par-
te inferior (Hu et al, 2005), lo cual interfiere con el transporte de la auxina
(Ferndndez-Marcos et al., 2011). La acumulacién diferencial puede ser blo-
queada con el tratamiento el inhibidor del transporte polar de auxina NPA
(1-N-naphthylphthalamic acid), y se restituye con la aplicacién asimétrica
de ésta fitohormona, no se sabe cémo el NO participa en el gravitropismo,
pero puede ser que la senal se encuentre mediada por GMPc (Hu et al., 2005).
Se ha propuesto que el NO directamente modifica a proteinas clave en la
respuesta, provocando la nitrosilacién de ellas (Durner y Klessing, 1999; Te-
rrile et al., 2012) o por elevaciéon de los niveles de GMPc (Durner et al, 1998).

La acumulacién de ERO media el entrecruzamiento de los componentes
de la pared celular, el uso de ACC (1-aminocyclopropane 1-carboxylic acid)
detiene el alargamiento de las células epidérmicas de la raiz de Arabidopsis,
por lo que se ha especulado que el grado de relajacién entre los componen-
tes que constituyen la pared celular entre las células de ambos lados de la
raiz graviestimulada debe estar implicado.

La mutacién en los componentes involucrados en la sefial de la auxina
produce raices agravitrépicas, la auxina es percibida en las células por un
miembro de la familia de receptores TIR1/AFB los que poseen una caja FOX
que facilita la degradacion la proteina AUX/IAA a través de la via de ubiqui-
tinacién-proteosoma, como resultado, los factores ARF son desreprimidos y
con ello, se activa la expresién de los genes inducibles por la auxina. En Ara-
bidopsis, AUX/IAA y ARF son parte de una gran familia de genes con 29 y 23
miembros respectivamente, la induccién por la auxina depende del balance
dindmico entre las dos clases de proteinas. Dentro de los genes ARF: ARF/
y ARF19 son los mas importantes para la respuesta a la gravedad, mientras
que AXR2, AXR3, SLR1 y SHY2 son las proteinas claves del tipo AUX/IAA que
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median la respuesta a la gravedad. La respuesta de la auxina involucra la
expresién diferencial de los genes en la cara superior e inferior de la raiz
graviestimulada, bajo la induccién de la auxina a través de ARF7 y AFR19 se
encuentran los genes AtXTH18 y AtXTH19 que codifican para una xiloglu-
can endotransglucosidasas/hidrolasas, enzimas que se activan a pH acidos
y provocan el ablandamiento de la pared celular (Swarup et al., 2013).

4. Restauracién del flujo simétrico de la auxina

Una vez que se ha reestablecido el crecimiento gravitropico, es necesario
reestablecer un flujo polar simétrico de la auxina en la raiz. Se ha estimado
que la asimetria en las cantidades de auxina persisten durante aproxima-
damente 100 minutos o hasta que la raiz graviestimulda alcanza una cur-
vatura de 40° (Band et al., 2012a), en ese angulo, la morfologia de las células
centrales de la columnella se modifica, los estatolitos por su densidad son
removidos del sitio en que se encuentran previamente (cara lateral de la
células), se relocalizan en la parte basal de la célula con el cambio del d&ngu-
lo de crecimiento (Band et al.,, 2012a), con esta relocalizacién del estatolito
induce una relocalizacién de los PIN3/PIN7 (Fig. 10).
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Figura 10. Restauraciéon del flujo polar de auxina y crecimiento gravitrépico positivo.
Cuando la raiz alcanza un dngulo de 40°, aproximadamente 100 minutos de poner-
la en posicién horizontal, los gradientes de auxina en la raiz se reestablecen poco a
poco, hasta que la que alcanza la posicién vertical.
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Introduccién

El desarrollo de un organismo multicelular requiere la especificacién de los
tipos de tejidos que difieren entre si en forma, tamano, composicién, fun-
cién y caracteristicas metabdlicas especificas. Para compensar su estado
sésil, las platas exhiben un alto grado de plasticidad, que se refleja en el ta-
mano, patrén de organizacién y diferenciacién que les permite aclimatarse/
adaptarse a las condiciones ambientales variables. Un amplio contenido de
informacion es integrado por la planta para la toma de decisién para ajustar
el crecimiento y lograr el mejor funcionamiento ante las caracteristicas
ambientales preponderantes en ese momento. La respuesta de la planta
a los cambios ambientales es sistémica; la informacién detectada en la
parte aérea de la planta se transfiere a la raiz para orquestar la respuesta
de este 6rgano, de forma inversa, la raiz envia sefiales al resto de la planta
de los factores sensados por ella. De esta forma la raiz puede orquestar su
respuesta ante condiciones ambientales cambiantes, y por ello, la raiz se
encuentra ante una variedad enorme de sefiales que alteran la expresion
génica y disparan las respuestas para aclimatarse.

La raiz consiste de diferentes tipos celulares que se originan de las células
madre localizadas en el meristemo, las cuales pasan a través de fases consecu-
tivas de desarrollo antes de completar su diferenciacién y adquirir una funcién
especializada. Las diferentes zonas que componen a la raiz: meristematica, de
transicién, de alargamiento y de maduracién se encuentran establecidas con
base en las caracteristicas de actividad celular (Verbelen et al., 2006).

La zona meristematica se caracteriza por un alto indice de divisién celu-
lar y manutencién de un nimero de células madre o iniciales como reser-
vorio celular. Cuando las células hijas son desplazadas fuera del meristemo,
pasan a una zona de transicién, en la cual la célula cambia de programa gé-
nico que le permite pasar de ser una célula totipotencial con alta capacidad
de division a ser una célula con capacidad de compromiso, que se caracteri-
za por ser una célula poliploide.

Después, la célula pasa a la zona de alargamiento en donde transforma
la citoarquitectura que se caracteriza por tener una gran vacuola central,
el citoesqueleto se polariza y ocurre una remodelacién de la pared celular.
Durante la remodelaciéon de la pared celular, las microfibrillas de celulosa se
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ensamblan perpendicularmente al eje de expansién, creando planos de me-
nor resistencia que permiten un mecanismo de crecimiento anisotrépico,
que dirige el alargamiento sobre el eje longitudinal, en lugar la expansién
celular homogenea (Anderson et al., 2010). E1 depésito ordenado de las mi-
crofibrillas de celulosa, se da por la adecuada ubicacion de las enzimas que
la sintetizan, la celulosa sintasa, la cual se localiza en un dominio pre-esta-
blecido en la membrana plasmatica, al cual arriban las vesiculas de secre-
cién que contienen a la sintasa y diversos componenetes de la pared celular,
el movimiento de las vesiculas se da a través del citoesqueleto, la conduc-
ci6én final de las vesiculas a la membrana plasmatica se realiza a través de
los microtubulos corticales y la proteina POM [POM2/Cellulose Synthase in-
teracting I (CSI1); Paredez et al., 2006; Bringmann et al., 2012a].

En la zona de alargamiento de la raiz, se da un crecimiento anisotrépico
difuso, en el que predomina la expansién sobre uno de sus ejes celulares
y resulta en un incremento en el volumen celular; este proceso esta pre-
determinado por la modificacién especifica y drastica de la pared celular.
Los cambios estructurales de la pared celular incluyen cambios en la trans-
cripcién de enzimas remodeladoras de la pared celular, entre ellas estan
las peroxidasas clase III, las cuales producen especies reactivas de oxigeno
(ERO) que son requeridas para la relajacién de la pared celular; las xiloglu-
can endo-transglucosidasas/hidrolasas (XTH) que participan en la hidrélisis
de enlaces y transferencia de oligosacaridos entre polimeros y remodela a
los xiloglucanos, y con ello, se da el relajacién de la pared celular (Cosgrove,
2000; Van Sand et al., 2007; Wilson et al., 2015), por lo que la reorientacién
de las microfibrillas de celulosa perpendicularmente al eje longitudinal de
expansion y la relajacién de los enlaces entre los componentes de la pared,
generan una disminucién en la fuerza de tensién de la estructura, que fa-
vorece la expansién cuando aumenta la fuerza de turgencia de la célula. En
combinacién, en micrositios diferentes, la pared celular se rigidiza median-
te el cambio en la composicién y el entrecruzamiento covalente entre los
componentes de la pared celular. Los micrositios se van ampliando confor-
me la célula ingresa a la zona de maduracién, en donde el crecimiento cesa.

Las células comprometidas en la zona de alargamiento se diferencian
y constituyen la zona de maduracién. Asi por ejemplo, las células proto-
dérmicas ubicadas en la parte externa de la raiz, expresan marcadores
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distintivos que la comprometen para formar el sistema tisuslar dérmico
en la zona de alargamiento que definira el tipo celula dérmica que forma-
ra en la zona de maduracién. La primera caracteristica externa de la zona
de maduracién de una raiz es la epidermis diferenciada, la cual consiste
de una capa monoestratificada de células altamente empaquetadas con
paredes celulares muy delgadas, que a diferencia del resto de la epidemis
del organismo, la epidermis de la raiz no genera una cuticula, la falta de
esta estructura facilita la difusién de agua y nutrimentos a través de ella.
La captura de agua y nutrimentos es facilitada por los pelos radiculares,
células epidérmicas modificadas en forma tubular que incrementan la su-
perficie de absorcién y por ello la capacidad de captura. Los pelos radicu-
lares poseen una vida media muy corta y son rapidamente sustituidos por
nuevos pelos radiculares a partir de nuevas células derivadas del meriste-
mo conforme la raiz crece.

A. Compromiso y decision celular

1. Desarrollo, estructura y funcion del pelo radicular

El pelo radicular estd constituido por células simples que absorben agua
y nutrimentos desde el suelo y los transfieren al resto de la raiz. Los pelos
radiculares, también denominados pelos absorbentes son estructuras tubu-
lares que crecen en direccién al suelo (Fig. 1). Debido a su crecimiento polar,
los pelos radiculares se extienden radialmente, generando pequenas zonas
de absorcidn. Los pelos radiculares ademas, estan involucrados en procesos
simbidticos con una variedad de microorganismos que facilitan la solubili-
zacién y captura de nutrimentos desde el suelo, o bien, es el punto de incio
para generar una endosimbiosis para la fijacién de nitrégeno, como la que
se establece entre las raices de las legumninosas y las especies de Rhizobium
fijadoras de nitrégeno (Oldroyd, 2001; Oldroyd y Dixon, 2014).

La morfogénesis del pelo radicular (RH) estd determinada por un patrén
genético establecido, el cual es modulado por la percepcién y generacién de
senales derivadas de las condiciones ambientales, entre las que estan las se-
nales que se originan por las condiciones edéaficas, que se integran a las sena-
les sistémicas para orquestar el desarrollo y la respuesta fisiolégica de la raiz.
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El RH se forma de un grupo de células epidérmicas especializadas que
se derivan de una célula madre pluripotencial, en la que restringe su ca-
pacidad de compromiso, denominada tricoblasto (Leavitt, 1904), los cuales
se encuentran en un arreglo especifico en la epidermis. Debido a su vida
muy corta, los tricoblastos son generalmente longitudinalmente més cor-
tos que el resto de células epidérmicas denominadas atricoblastos o célu-
las que no forman un pelo absorbente; los tricoblastos ademas poseen un
citoplasma mds denso y con una vacuola central pequena o con un menor
numero de vacuolas (Grierson et al., 2014), la diferencia entre los dos tipos
celulares se observa antes de la diferenciaciéon del RH. Se encuentran tres
diferentes patrones de distribucién de los RH (Fig. 1; Leavitt, 1904; Dolan y
Costa, 2001; Marzec et al., 2014). En las especies que presentan el patrén de
tipo I, cualquier célula puede generar al tricoblasto y con ello el RH, como
es el caso del arroz en que los pelos radiculares se desarrollan de forma
azarosa; la proporcién variable de células que pueden ser transformadas en
tricoblastos le permite una respuesta plastica a condiciones ambientales
cambiantes (Cormack, 1947). En el patrén de tipo 11, las células se dividen en
forma asimétrica, de modo que las células mds grandes se expanden y se
diferencian en células epidérmicas, mientras que la célula més pequena se
compromete para ser un tricoblasto, este patrén se encuentra en los pastos
como Brachypodium. Por otra parte, el patrén de tipo III, el cual se encuentra
en la familia Brassicaceae, como Arabidopsis, y familias cercanas como Ca-
pparaceae, Tovariceae y Resedaceae, los RH se organizan en filas de células
tricoblasto que son alternas a filas de células atricoblastos (Blinning, 1951;
Pemberton et al., 2001).

En elinicio del desarrollo del RH la via involucrada depende de la posicién
celular, la cual especifica las caracteristicas del tricoblasto. La manipulacién
de la posicién celular por la técnica de ablandamiento tisular mediante un
laser, la cual altera la posicién pero no el linaje celular, permitié definir los
factores que inducen las caracteristicas de la célula proto/epidérmica en
Arabidopsis (Berger et al., 1998). En esta especie, la epidermis se arregla en
filas de 16 células iniciales, el parénquima subyacente que constituyen a la
corteza estd formado por un anillo de 8 células. En la zona de maduraciéon
la epidermis contiene a los dos tipos celulares: los tricoblastos que se en-
cuentran en contacto con dos células corticales subyacentes, posicién que
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se ha denominado posicién H, la cual es una caracteristica requerida para
la especificacién del tricoblasto y la formacién del RH; mientras las células
epidérmicas que estan en contacto solamente con una célula cortical sub-
yacente, denominada posicién N, no es capaz de transformarmarse en RH,
quedando por lo tanto como atricoblastos (Fig. 3; Dolan et al., 1994).

Tipo 1lI

Figura 1. Formacién del pelo radicular y la distribucién en la epidermis de la raiz.
En la base de la zona de maduracién de la raiz, los tricoblastos inician el crecimien-
to polar planar. Se distinguen 3 patrones de distribucién de los pelos radicuares
que son dependendientes de la especie. En el Tipo I, cualquier célula protodérmica
puede comprometerse y diferenciarse para formar un pelo radicular; el Tipo II, los
pelos radiculares se derivan de la célula mas pequeia provenientes de una divisién
asimétrica, mientras que la célula mas grade se mantiene como un atricoblasto; el
Tipo I1I, se caracteriza por filas alternativas de células tipo tricoblasto y de células
tipo atricoblasto. Figura modificada de Salazar-Henao et al., 2016.

El patrén en el desarrollo estd establecido desde los estados tempranos de la
embriogénesis, en el momento que se inicia el compromiso de la protoder-
mis. En el embrién globular se expresa el factor de transcripcién GLABRA2
(GL2) necesario para la especificaciéon de las caracteristicas epidérmicas o
atricoblasticas (Lin y Schiefelbein, 2001), el dimorfismo entre tricoblasto y
atricoblasto se da en la zona de alargamiento préxima a la zona meriste-
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matica, mucho antes que se da la formacién del pelo radicular (Dolan et al.,
1994; Rerie et al., 1994).

Pelo
Radicular

Crecimiento
Apical

Tricoblasto

Iniciacion

Figura 2. Desarrollo del pelo radicular. Estados consecutivos en la formacién del
pelo radicular. La iniciacién comienza con la deteccién de la posicién de la célula
con respecto a las células corticales vecinas; aquellas que limitan entre dos células
parenquimatosas se pueden comprometer como tricoblastos y se diferencian en
pelos radiculares; mientras que las células mas largas y que limitan solamente
con una célula del parénquima cortical se mantienen como atricoblasto y formara
el resto de la epidermis. En el tricoblasto, la cara lateral externa en su parte basal
(regién mas cercana al apice de la raiz) se inicia la formacién de una protuberancia,
a partir de la cual se da el alargamineto unidireccional o crecimiento polar planar.
Figura modificada de Salazar-Henao et al., 2016.

El desarrollo del RH se da en dos fases discretas: la iniciacién del desarro-
llo y el crecimiento apical de la célula (Fig. 2; Dolan et al., 1994; Grierson
et al., 2014). Posteriormente al compromiso o especificaciéon protodérmica
(posicién H), un patrén génico diferencial es asignado a cada una de las
células: tricoboastos vs atricoblastos, que les permite obtener caracteristi-
cas morfoldgicas que las diferencia. En el tricoblasto, el establecimiento del
crecimiento polar en que la auxina media el proceso, se denomina deter-
minacién planar de la polaridad, la cual provoca la expansién anisotrépica
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en la cara basal externa del tricobasto (Nakamura et al,, 2012; Balcerowicz et
al., 2015). La pareded celular se ablanda permitiendo un cambio estructural
en una pequena area en forma de disco y que se establece previamente a
que termine el alargamiento celular. Subsecuentemente, en ese dominio se
forma una pequena protuberancia o yema (Fig. 2), que involucra la acumu-
lacién de proteinas tipo ROB, filamentos de actina, reticulo endoplasmico
y la acidificacién simultdneamente del apoplasto. Una vez que se forma la
yema, se inicia muy rapidamente el crecimiento del dpice con la formacién
de una estructura tubular, sustentada por la exocitosis de componentes de
pared celular y aumento de la superficie de la membrana plasmatica en ese
sitio. El crecimiento del apice se da una vez el tricoblasto cesa de alargarse y
es gobernado por el establecimiento de un gradiente de calcio, con una alta
dinamica del citoesqueleto y la polarizacién celular. La duracién y velocidad
del crecimiento apical define el tamano final en el RH; en Arabidopsis, 1la lon-
gitud del RH puede alcanzar 1 mm o mas (Grierson et al., 2014).

2. Decision del destino de las células en el desarrollo
a. Compromiso y via de senalizacién

La diferenciacién de las células derivadas de las células protodérmicas se
regula por varias senales a través de factores de transcripciéon (Fig. 3). Los
RH son regulados negativamente por un complejo de regulacién que com-
prende a un factor MYB de transcripcién tipo R2R3 denominado WEREWOLF
(WER), GLABRA3 (GL3) una proteina bHLH (basic hélix-loop-helix protein),
su paralogo ENHANCER OF GLABRA3 (EGL3) y una pequena proteina con un
dominio WD40 repetido e involucrado en la interaccién proteina-proteina
denominada PROTEIN TRANSPARENT TESTA GLABRA 1 (TTG1; Galway et al.,
1994; Walker et al., 1999; Payne et al., 2000; Esch et al., 2003; Zhang et al., 2003).

La actividad del complejo GLE3-EGL3/TTG1 depende de la abundancia
relativa del factor de transcripcién WEREWOLF (WER) y de CAPRICE (CPC)
que actian en forma opuesta (Wada et al, 1997; Lee y Schiefelbein, 1999).
La reduccién en la cantidad de WER, permite que GLE3-EGLE3/TTG1 formen
complejo con la proteina MYB, CAPRICE (CPC) o sus parélogos funcionales
ENHANCER OF TRY AND CPC1 (ETC1) o ETC3 o TRYPTICHON (TRY) en los
tricoblastos (Fig. 3; Lee y Schiefelbein, 2002; Wada et al., 2002; Bernhardt et
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al., 2003; Kirik et al., 2004; Koshino-Kimura et al., 2005; Ryu et al., 2005; Simon
et al., 2007; Schiefelbein et al., 2014). En los atricoblastos, los trimeros GLE1/
GLE3/TTG1, o los dimeros GLE3/TTG1 y GLE1/GLE3 regulan diferencialmen-
te a genes en la parte baja de la via (Pesch et al, 2015). TRY es activado por
GLE3/TTG]1, el cual es contrarrestado por GLE1; CPC es activado por GL1/
GL3 y es inhibido por TTG1. Asi, CPC, ETC1 y TRY son inducidos en la célula
atricoblasto y migran a la célula vecina o tricoblasto y competitivamente
inhiben la unién de WER a GLE3-EGLS3 (Fig. 3; Lee y Schiefelbein, 2002; Kurata
et al., 2005; Kang et al., 2013).

Genes especificos Genes especificos
del tricoblasto del atricoblasto
RSL4 RSL2

_\T /{ LRL1
RHDs F—|_GL2 ) —I@

et L )

ECT1 Posicion N

JKD

Célula Cortical Célula Cortical

Figura 3. Compromiso dependiente de la posicién celular en la epidermis de la raiz
de Arabidopsis. La deteccién de la posicién de la célula en relacién a las células
vecinas del parénquima cortical establecen la posicién H (Hair) o N (Non-Hair), lo
cual activa un patrén de transcripcién diferencial en cada una de ellas. Las flechas
indican activacién transcripcional, las flechas punteadas indican movimiento inter-
celular de componentes y las lineas romas indican represién transcripcional, las x
sobre una flecha indica que esta via esta inhibida. La figura es una modificacién de
Balcerowicz et al., 2015; Salazar-Henao, 2016.
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En el tricoblasto, la expresién de WER se reduce por una senal de posi-
cién inducida por JACKDAW (JKD) una proteina con dedos de zinc, sefial que
proveniene de las células corticales adyacentes (Kwak y Schiefelbein, 2007;
Hassan et al., 2010), esta senal se encuentra via arriba en la via de senaliza-
cién. Este factor induce una senal, la cual no ha sido identificado (Fulton et
al., 2009; Bai et al.,, 2013; Trehin et al., 2013), pero se acumula en las células
en posicién H, lugar de compromiso del tricoblasto. La senal es percibida
en la célula H mediante la unién al receptor rico en regiones repetidas de
leucina tipo cinasa SCRAMBLED (SCM; leucine-rich repeat receptor-like ki-
nase; Kwak et al., 2005). SCM es parte de una via de retroalimentacién, don-
de su acumulacién en las células en posiciéon H estd inducida por el factor
de transcripcién TRY en el tricoblasto, y es negativamente regulado en las
células en posicién N por el complejo WER/GLE-EGL3/TTG1 (Fig. 3; Kwak y
Schiefelbein, 2008). E1 dominio cinasa de SCM estd inactivo (Chevalier et a/,
2005) pero es necesario para establecer el patréon adecuado del pelo radicu-
lar (Kwak et al.,, 2014). La represién de WER en las células de la posicién H
requiere de TORNADO1, una proteina especifica de plantas con dominios
repetidos de leucina con una actividad tipo inhibidor de ribonucleasa (leu-
cin-rich repeat ribonuclease inhibitor-like domain; Kwak et al., 2015).

En la célula en posicién H, el complejo GLE3/TTG1 con CPC-TYR-ETC1 re-
prime la expresién de GL2y la célula por lo tanto, cambia de programa géni-
co y se compromete/diferencia para formar un pelo radicular. La asignaciéon
de las caracteristicas se refuerza por la migraciéon de CPC desde las células
en posicién N a las de la posicién H y por el movimiento en direccién opues-
ta de GL3/EGL3 (Fig. 3), lo que genera un sistema de soporte mutuo (Grierson
et al., 2014; Savage et al., 2008; Benitez y Alvarez-Buylla, 2010).

Varios mecanismos soportan las caracteristicas de diferenciacién de las
células vecinas, la activacién del complejo que promueve la expresion de
una pardlogo funcional de WER, MYB23, establece una retroalimentacién
positiva en las células N (Kang et al,, 2009). Una retroalimentacién negativa
entre los complejos activadores y la expresién de SCM existe en las células
N (Kwak y Sciefelbein, 2008). En el mutante tr), pero no en el mutante cpc,
se reduce la cantidad de proteina SCM, implicando una retroalimentacién
positiva via TRY en la acumulacién preferencial de SCM en los tricoblastos
(Kwak y Schieffelbein, 2014). La activacién del complejo promueve la expre-
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sién positiva de los reguladores GL2y de los inhibidores CPC, ETCI1y TRY en
los atricoblastos (Schiefelbein et al., 2014).

b. Determinacién del pelo radicular y las condiciones ambientales

La longitud y la abundancia de los HR es inducida por condiciones ambien-
tales, esto asegura la adquisicién 6ptima de nutrimentos y agua del suelo.
Las diferentes caracteristicas de los nutrimentos limitan el crecimiento de
la planta, en particular los que poseen poca solubilidad y limitada movili-
dad como son los fosfatos (Pi), Mn, Fe y Zn (Ma et al., 2001; Miiller y Schmidt,
2004; Yang et al., 2008).

La deteccién adecuada de las condiciones edéficas por la raiz induce cam-
bios en la morfogénesis del RH y la homeostasis, en particular la deficiencia de
Pi produce efectos drasticos en el desarrollo y crecimiento de la planta. La sefal
generada por la deficiencia de Pi (PSR, Pi starvation response) genera mecanis-
mos de adquisicion del Pi y el reciclamiento del Pi interno, que implica cam-
bios metabdlicos, fisioldégicos y morfologicos, lo cual permite una aclimataciéon
multifacética. Los médulos que regulan el PSR controlan la reprogramacién del
metabolismo de carbohidratos y lipidos para promover el uso de Pi interno, el
control del influjo a través de la regulaciéon dindmica de los transportadores de
alta afinidad de Pi y un incremento en la cantidad en la rizésfera favorecido
por la excrecién de enzimas como son las fosfatasas acidas purpuras (purple
acid phosphatases) y RNAsas liberan el Pi del suelo. Los cambios en la arqui-
tectura de la raiz, comprende el alargamiento restringido de la raiz primaria,
el incremento en la densidad de las raices laterales, la formacién y densidad
de los pelos radiculares, que en conjunto incrementan el area de absorcion en
particular en suelos deficientes de Pi. Las respuestas coordinadas entre el tallo
y la raiz involucran el trafico de senales sistémicas, como son los azucares,
miRNA y fitohormonas a través del tejido vascular (Lin et al., 2014). Las respues-
tas morfolégicas de la raiz son controladas por las concentraciones locales del
Pi (Ticconi et al., 2004; Thibaud et al., 2010), por la integracién de seniales locales
y sistémicas inducidas ante la deficiencia. Las sefales a larga distancia pueden
influenciar algunas o todas las respuestas de la morfogénesis radicular.

En plantas con deficiencias de Pi, la longitud del RH se incrementa dos
veces y la abundancia aumenta en comparacion con las plantas crecidas con
cantidades suficientes o solo limitantes de Pi (Ma et al., 2001). No todas las

Divisién de Ciencias Biolégicas y de la Salud

103



104

Aspectos moleculares del desarrollo de las angiospermas: Morfogénesis de la raiz

variedades de Arabidospis muestran la misma respuesta a la deficiencia de
Pi en cuanto a la densidad o longitud de los RH, indicando que las diferen-
tes ascensiones poseen estrategias diferentes para suplir la deficiencia de
Pi (Stetter et al., 2015). La poliploidia posee un efecto positivo en la longitud
y densidad del pelo radicular en condiciones de deficiencia de Pi, pero no
contribuye al fenotipo del mismo. Los cambios en la densidad y la longitud
del RH no estan siempre acoplados entre si, indicando la existencia de vias
parcialmente separadas en el control entre ambos procesos. La deficiencia
de Pi incrementa la densidad a costa del alargamiento celular del RH, asi
la longitud de las células epidérmicas de la raiz estd determinada por las
sefales de posicién que lo determinan. Mutantes que poseen defectos en la
expresion de scm, el cual es requerido para la percepcién de la sefial (Kwak
et al., 2005), o de wer, los que normalmente indican la senal posicional (Song
et al, 2011) forman células pequenias en comparacién al de las silvestres
(Savage et al., 2013).

Las células corticales parcialmente determinan la probabilidad de la de-
cisién de la célula N, una senal débil retrasa en el atricoblasto el momento
de la toma de decisién, reduce el tiempo para que la célula se alargue, re-
sultando en una célula corta, parecida al tricoblasto (Savage et al., 2013), asi,
la reduccién en intensidad de la senal, como ocurre en la deficiencia de Pi,
retarda la decisién en el compromiso celular y con ello aumenta el tiempo
en que puede tomarse una determinacién, a costa del tiempo entre el com-
promiso a la de formacién del RH (Savage et al, 2013).

En los genotipos que no perciben las senales de los pelos radiculares
en la posicién N en deficiencia de Pi, el mecanismo implicado es la reduc-
cién en la longitud del RH y se induce en contra parte una mayor densi-
dad de pelos radiculares (Savage et al., 2013). Por lo que la posicién es un
gran determinante en reprimir la formacién ectépica de pelos radiculares
e impedir que surjan en ese lugar pelos radiculares, y es necsario senales
externas para activar mecanismos adicionales para inducir la formacién
del pelo radicular en la posicién N. La deficiencia de Pi reduce la intensi-
dad de las senales provenientes de las células corticales o compromete la
deteccién o la transduccién de la senal, lo que restringe el alargamiento
de las células y por ello el surgimiento de pelos radiculares en la posicién
N (Savage et al.,, 2013).
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El contacto de los apices de los pelos radiculares con un medio sin Pi es
suficiente para restringir su alargamiento (Ward et al., 2008). El Fe es requeri-
do para el crecimiento de la raiz cuando existen bajas concentraciones de Pi,
asi, la restriccién en el alargamiento es un fenémeno adaptativo y es parte
integral de la respuesta a la deficiencia de Pi (Mtller et al., 2015).

El depésito de Fe y calosa puede comprometer la comunicacién sim-
plastica en el nicho de células madre y restringir el alargamiento celular.
En este proceso estd involucrada la expresion de LOW PHOSPHATE ROOT 1
(LPRI), que codifica para una ferroxidasa localizada en la pared celular, que
se expresa especificamente en el meristemo radicular y en la zona de alar-
gamiento, ademas se requiere de la expresion de PHOSPHATE DEFICIENCY
RESPONSE 2 (PRD2) un tipo de ATPasa PS5, que se ubica en el reticulo endo-
plasmico, necesaria para la expresién adecuada de SCARECROW (Ticconi et
al., 2009; Miller et al., 2015). Se ha mostrado que el mutante prd2 posee una
respuesta altamente sensible a Pi y Fe (Ticconi et al., 2009). Por lo que, la oxi-
dacién del Fe y el subsecuente depdsito en el apoplasto del 6xido de fierroy
de la calosa en los estratos interiores de la pared celular de los apices de las
raices privadas de Pi, reduce la comunicacién entre las células epidérmicas
y las corticales, disminuyendo la senal lider de posicion, acortando a las cé-
lulas epidérmicas y subsecuentemente aumentando la frecuencia de pelos
radiculares (Salazar-Henao et al., 2016).

c. Mecanismos que subyacen en la plasticidad en la formacién
de los pelos radiculares

La privacion de Fe, Mn o Pi induce la formacién de los pelos radiculares en
la posiciéon normalmente ocupada por los atricoblastos (Perry et al., 2007), 1o
que indica la existencia de mecanismos que inducen la formacién ectépica
de los pelos radiculares en respuesta a un nutrimento inmévil util para la
planta. Debido a que en el inicio en la via de compromiso se encuentran
WER'y CPC, cualquier cambio que perturbe la competicién entre ambos al-
terard la decision celular en un inicio de la diferenciacién epidérmica, por lo
que es importente definir las sefiales que se integran a la cascada inducida
por WER y que son moduladas por condiciones ambientales.
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1. Metabolismo de los lipidos que influencian la cascada de sefiales de WER

Durante el compromiso de los pelos radiculares, las proteinas MYB R3 pa-
rdlogas de CPC, como ETC1, ETC3 y TRY aparentemente juegan un papel
similar pero no son completamente redundantes (Schiefelbein et al., 2009;
Tominaga-Wada y Wada, 2014), presentando funciones aditivas entre CPC,
ECT1 y TRY cuando las plantas estan sujetas a deficiencia de Pi, que inclu-
ye pero no limita el papel en el transporte de Fe y Zn, el metabolismo de
lipidos y la adquisicién, captura y almacenamiento de Pi (Chen y Schmidt,
2015). La regulacién del metabolismo de los lipidos (LM) estd relacionado a
la interaccion entre las senales de los lipidos y la diferenciacién de los pelos
radiculares. En respuesta a la deficiencia de Pj, las plantas emplean una via
metabdlica en la cual los fosfolipidos (PL) son hidrolizados y reemplazados
por glucolipidos para liberar Pi, proceso que se ha denominado “remodela-
cién de los lipidos de membrana plasmatica” (Nakamura et al., 2009; 2014).
Mutantes con defectos en la expresién de los genes involucrados en la re-
modelaciéon de los lipidos, exhiben un fenotipo caracteristico asociado a la
deficiencia de Pi (Chandrika et al., 2013), indicando la interrelacién entre la
diferenciacién de los pelos radiculares y el LM bajo condiciones de deficien-
cia de Pi. Los cambios provocados en el LM afectan la actividad biolégica de
varios interlocutores que estan involucrados en el compromiso celular (Fig.
4). La interrelacién entre WER y el acido fosfatidico (PA) modula la forma-
cioén y alargamiento del pelo radicular (Yao et al.,, 2013). En los atricoblastos,
la unién al PA relocaliza a WER en el nucleo (Yao et al., 2013) lo que promueve
la expresion de GL2Z, el cual a su vez regula negativamente la expresién del
gen de la fosfolipasa DC1 (PLDC 1) que originan al PA (Ohashi et al, 2003). En
deficiencias de Pi, la generacion de PA debido a la actividad de PLDZ2 es fuer-
temente inducida (Li et al., 2006; Chen y Schmidt, 2015). En los tricobastos,
los altos niveles de CPC, en comparacion a los atricoblastos, contrarrestan
la accién de WER y libera de la represién a PLDC1. Los atricobastos expuestos
a una deficiencia de Pi, el incremento de CPC (y sus pardlogos) aumentan la
actividad de PLDC1 y los niveles de PA que susutenta la formacién de los pe-
los radiculares. Mutantes con defectos en las lipasas PLDCI y PLDC2 forman
pocos pelos radiculares cuando son crecidas en medio deficientes en Pi (Li
et al., 2006). La induccién de PLDZC por la deprivacion de Pi es dependiente
de la funcionalidad de CPC, lo que establece una retroalimentacién que pro-
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mueve el compromiso celular por la produccién continua de PA (Fig. 4; Chen
y Schmidt, 2015).

ii. Control del compromiso celular a nivel cromatinico

La estructura de la cromatina es crucial en las estrategias de aclimatacién
en las plantas. El mutante con defectos en ACTIN-RELATED PROTEIN 6 (ARP6),
un componente del complejo de remodelacion de la cromatina SWR1 (Deal
et al., 2005) estd involucrado en la disposicién de los dimero de las histonas
H2A.Z/H2B, que alteran la estructura de la cromatina provocando el ple-
gamiento intramolecular (Fan et al, 2002). En Arabidopsis, los defectos en
la expresién de ARP6 resultan en la incorrecta disposicién de H2A.Z y una
activacion constitutiva de los genes inducibles por deficiencia de Pi. Los mu-
tantes arp6 forman pelos radiculares largos y de alta densidad en la raiz en
condiciones de ausencia de Pi (Smith et al,, 2010), por lo que la unién de ele-
mentos regulatorios trans promueven a este grupo de PSR.

/ NS
s wmﬁ
BT %  Piocy
|ﬁ CPC I
ol T

CélulaH

Célula N

Célula del Parénquima

Figura 4. La deficiencia nutricional provoca un mecanismo de retroalimentacién
para crear pelos radiculares adicionales. Bajo condiciones nutricionales normales,
en las células atricoblasto (Célula N) que no formaran pelos radiculares, la unién
de WER a PA promueve la translocacién de WER al nicleo y con ello promueve la
expresién de GL2. PA se produce por la actividad de la PLDC. En las células que for-
maran pelos radiculares (Célula H), CPC compite con WER para unirse a PA (y/o por
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otros lipidos) y regula positivamente la expresién de PLDC2, que apoya la formacién
de los pelos radiculares. En deficiencia de Pi, se incrementa la expresion de PLDC2
y los pardlogos de CPC, ETC3, induciendo el compromiso celular para formar el pelo
radicular. Bajo la deficiencia de Pi, CPC también provoca la expresién de PLDC2, in-
crementando la cantidad de PA y refuerza el mecanismo de retroalimentacién. Las
flechas indican una regulacién positiva, mientras que las lineas romas denotan una
represién. Figura modificada de Salazar-Henao et al., 2016.

La participacién de las proteinas con un homeodominio (PHD) como AL-
FIN-LIKE 6 (AL6) son esenciales para el alargamiento del pelo radicular en
condiciones de deficiencia de Pi (Chandrika et al,, 2013). AL6 se puede unir
a la lisina 4 trimetilada de la histona 3 (H3K4me3), generando una platafor-
ma para la asociacién de reguladores trans (Sims y Reinberg, 2006; Lee et al.,
2009). Los mutantes homicigéticos al6, muestran una expresién reducida
de los genes inducidos por deficiencia de Pi, incluyendo a £C77 y los genes
involucrados en la remodelaciéon de los lipidos de la membrana; lo cual su-
giere que AL6 afecta los procesos tempranos inducidos por la deficiencia del
Pi en la morfogénesis del pelo radicular y probablemente este involucrado
para el control post-transcripcional de las proteinas que dictan el compro-
miso celular o bien la regulacién post-traduccional de tales proteinas via las
interacciones lipidos-proteina.

La desacetilasa de histonas se ha involucrado en la formacién de los pe-
los radiculares. La sobreexpresién del gen de la desacetilasa HDA18 debilita
el compromiso entre tricoblasto vs atricoblasto en Arabidopsis, permitien-
do la formacién ectépica de los pelos radiculares (Xu et al., 2005; Liu et al.,
2013); cuando se altera la expresiéon de HDA6 afecta la expresién de ETCIy
GL2, el efecto se realiza por medio de la unién de la proteina a las histonas
en la regién de los promotores de estos genes y subsecuentemente causa
un cambio en el estatus de acetilacion (Li et al., 2015). Mutaciones en HDA6
permiten la formacién ectépica de pelos radiculares, indicando que la regu-
lacién a nivel de la cromatina afecta las etapas tempranas de la morfologia
de los pelos radiculares (Li et al.,, 2015). El grado en la expresién de HDA19
afecta el alargamiento y la densidad del pelo radicular, lo cual es mas pro-
nunciado en deficiencias de Pi (Chen et al., 2015), asi, la sobreexpresién de
HDA19 presenta un incremento dramatico en la formacién ectépica de los
pelos radiculares, lo que afecta el grado de acetilacién de las histonas, el in-

UAM-Iztapalapa



Capitulo 1L Pelos radiculares

cremento de la actividad de HDA19 resulta en una senal débil, de la misma
forma que se induce con deficiencia de Pi (Chen et al,, 2015).

iii. Cambios dependientes de las especies reactivas de oxigeno en la morfogénesis

Las condiciones ambientales generan cambios en los niveles de las especies
reactivas de oxigeno que causan cambios homeostaticos para su control,
abriendo una ruta a través de la cual los nutrimentos pueden ser detectados
y la sefial por medio de la transduccién genera los cambios respectivos en
la expresion génica. La regulaciéon espacial en la produccién y la distribucién
de los ERO es de importancia para el desarrollo del pelos radiculares, se ha
observado que afecta los flujos de Ca?+ y las propiedades de la pared celular
durante la expansion polarizada de la célula (Takeda et al., 2008; Monshau-
sen et al., 2007).

El factor de transcripcién tipo bHLH, UPBEAT1 (UPB1), controla la genera-
cién y el balance entre dos especies de ERO: H,0, y O,e- por la regulacién de
las peroxidasas clase Il y las NADPHoxidasa, las que controlan la transicién
de la fase proliferativa a la de diferenciaciéon durante la formacién del pelo
absorbente (Tsukagoshi et al., 2010). La subunidad PTF1 del complejo Media-
dor (Mediator complex) puede estar implicado en el control del balance de
las ERO, regulando la expresion de las peroxidasas clase III; el mutante pft1
compromete la homeostasis de éstas especies lo que conduce a una reduc-
ci6én en el tamano y densidad de los pelos radiculares, indicando la partici-
pacién de las ERO en la iniciacién y alargamiento de los pelos radiculares
(Sundaravelpandian et al, 2013). En los mutantes con defectos en SUPER-
CENTIPEDE1 (SCN1), la proteina que genera una inhibicién de la disociacion
del GDP de la Rho GTAasa (Rho GTPase GDP dissociation inhibitor), provoca
que la produccién de ERO no estd centrada en una sola zona y los tricoblas-
tos producen multiples ramificaciones en un solo punto (Carol et al., 2005).
Por lo que, ademas de la cantidad, la ubicacién de los ERO es determinante
en la morfogénesis de los pelos radiculares.

La homeostasis de las ERO estd asociada a senales nutricionales, la pro-
duccién de ERO es un evento temprano durante la deprivacién de K* (Shin y
Schachtman, 2004), y la generacién esté asociada a la expresién diferencial
de las peroxidasas y genes involucrados en la captura de K*. El mutante root
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hair defective 2 (rhd2), posee defectos en la NADPH oxidasa y los pelos radi-
culares “explotan” durante la transicién al crecimiento apical, mientras que
los genes responsables del transporte K* se encuentran comprometidos (Fo-
reman et al., 2003; Shin y Schachtman, 2004). Altas concentraciones de Mg
también comprometen la acumulacién local de ERO en el dpice y con ello
el alargamiento de los pelos radiculares, en el mutante 7242 suplementado
con Mg? no se encuentra una dependencia en el alargamiento con este ele-
mento (Niu et al., 2014). La concentracién y la distribucién de las ERO decre-
ce en respuesta a deficiencias de Pi y estos cambios estan asociados con la
deficiencia de Pi que induce un extenuacién del meristemo (Chacén-Lépez
et al,, 2011), asi, el mutante low phosphorus insensitive 4 ([pi4) crecido en de-
ficiencia de Pi muestra un menor decremento en la cantidad maxima del
perdxido de hidrégeno que el silvestre y el mutante es incapaz de generar
la atenuacion del crecimiento de la raiz primaria, efecto que es tipico en las
plantas con deficiencia de Pi (Chacon-Lépez et al,, 2011). Mutantes hiper-
sensibles a la deprivacién de Pi, como es el mutante &sp” (hypersensitive to
Pi starvation/) acumula altas concentraciones de H,0, (Kang et al., 2014). Los
cambios en la distribucién de ERO inducidas por la deprivacién nutricional
son especificos (Shin et al., 2005); por lo que la homeostasis juega un papel
clave en mediar la respuesta al régimen nutricional que afecta la iniciacién,
alargamiento y forma de los pelos radiculares

iv. Control en el alargamiento del pelo radicular

La longitud de los pelos radiculares estd determinada por la duracién del
crecimiento en el dpice (Knox et al.,, 2003). La deficiencia de Pi aumenta el
tiempo en el crecimiento del pelo radicular y esta correlacionada con la in-
tensidad de un pulso traduccional del factor de transcripcién bHLH ROOT
HAIR DEFECTIVE 6-LIKE4 (RSL4; Yi et al.,, 2010; Datta et al., 2015); RSL4 es un
blanco directo de ROOT HAIR DEFECTIVE 6 (RDH6), un factor de transcrip-
cién de la subfamilia VIIIc de bHLH, que promueve el desarrollo en etapas
tempranas del pelo radicular (Fig. 3), en este punto convergen las vias inter-
nas y ambientales (Masucci y Schiefelbein, 1996). RSL4 se expresa en los tri-
coblastos de Arabidopsis en la zona de alargamiento de la raiz en el dominio
contiguo e inmediato al crecimiento polar del pelo radicular, y controla a
un grupo de genes que codifican para proteinas requeridas en la morfogé-
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nesis de esta estructura (Yi et al., 2010; Datta et al., 2015). RSL4 es degradado
rdpidamente en el inicio del alargamiento del pelo radicular; la deficien-
cia nutricional incrementa significativamente la sintesis y la vida media de
RSL4 (Datta et al., 2015) y la funcién de RSL4 es aparentemente conservada
evolutivamente (Stetter et al., 2015; Han et al., 2016). Las proteinas RSL son
reguladores positivos en la formacién de los pelos radiculares, se ha en-
contrado que estos factores son necesarios en el desarrollo de rizoides y
células caulonemales de hongos como Physcomitrella patens (Jaug et al., 2011,
Menand et al, 2007a; 2007b). El factor de la subfamilia XI de los factores
de transcripcién tipo bHLH, LOTUS JAPONICUS ROOTHAIRLESS1-LIKE (LRL)
estd involucrado en la morfogénesis de los pelos radiculares, y se encuentra
involucrado en la respuesta a deficiencia de Pi (Yi et al., 2005). En Physcomitre-
lla, PpLRL1y PpLRLZ se encuentran en condiciones de deficiencia de Pien la
transicién del cloronema al caulonema (Tam et al., 2015); los genes RSLy LRL
son parte de un grupo de “genes de respuesta de la raiz” que evolucionaron
desde el periodo Siltrico y que estan asociados a la deficiencia de Pi y que
funcionan para proveer Pi al organismo (Menand et al., 2007a, 2007b). RSL1,
RSL2, LRL1, LRL2 y RHDG6 son blancos directos de GL2, el cual afecta negati-
vamente su expresion (Lin et al, 2015). RSL2 es responsable de la respuesta
a deficiencia de Pi (Lan et al., 2012a) y estd asociado a GL2 en la percepcién
de la informacién ambiental. Dos blancos paralogos funcionales de GL2 son
RSL4y LRL3, que estan asociados a la respuesta a sefiales ambientales, in-
dicando la existencia de cierta redundancia que puede explicar el recluta-
miento de esos genes para respuestas especificas a diferentes condiciones
ambientales.

El alargamiento de los pelos radiculares es dependiente de los fosfoino-
sitidos, una familia de compuestos de los fosfolipidos de la membrana plas-
matica que contienen un fosfatidil inositol como cabeza polar y que estan
involucrados ademads en los eventos de senalizacién celular (Xue et al,, 2009).
El fosfatidil inositol 3 fosfato [PtdIns(3)P] es requerido para el alargamiento
de los pelos radiculares (Lee et al., 2008). En la organizacién de la secrecién
polar de componentes de la pared celular durante el alargamiento de los
pelos radiculares, se requiere de la expresion de ROOT HAIR DEFECTIVE 4
el cual codifica para la fosfatasa del fosfatidilinositol 4 fosfato, la cual es
especifica para formar el PtdIns(4)P, los mutantes rdh4-1 desarrollan pelos
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radiculares cortos con una formacién al azar en las protuberancia o inicio
del pelo radicular (Thole y Nielsen, 2008). La enzima tipo B, fosfatidil inosi-
tol 5-cinasa (PIPK5) actiia como un factor cuantitativo para el alargamiento
del pelo radicular en respuesta a deficiencia de Pi (Kusano et al., 2008), esta
cinasa produce el fosfatidilinositol 4,5 bifosfato [PtdIns (4,5)P2] que es ne-
cesario para reorganizar a los microfilamentos de actina del citoesqueleto
(Boss y Im, 2012). Mutantes con defectos en PIP5K3y PIP5K4 producen pelos
radiculares cortos y los doble mutante de estos genes pierden la capacidad
de responder a las deficiencias de Pi (Wada et al., 2015); ambos genes son re-
gulados positivamente cuando existe una deficiencia de Pi, por lo que se ha
sugerido que el gen PIP5K juega un papel importante en la transduccién de
la senal ante la deficiencia de Pi durante el alargamiento del pelo radicular
(Wada et al., 2015).

v. El papel de las fitohormonas

Las fitohormonas son importantes en la determinacién y alargamiento del
RH. En particular el etileno, la auxina y los brasinesteroides (BR) poseen una
influencia directa en la determinacion. El etileno juega un papel en el desa-
rrollo del RH y en la respuesta ante la deficiencia de Pi (Kazan, 2015, Naga-
rajan et al., 2011). Estudios farmacolégicos con inhibidores de la biosintesis
de los BR por medio de aminoetoxivinilglicina (AVG) eliminan la formacién
del pelo radicular (Masucci y Schiefelbein, 1994, Tanimoto et al., 1995).

El incremento en la concentraciéon del dcido aminociclopropano-1-car-
boxil (ACC), un precursor del etileno, induce la presencia ectépica de una
mayor cantidad de pelos radiculares (Tanimoto et al., 1995). La mutacién
recesiva en el gen CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE1 (CTR1), el cual codifica
para una proteina cianasa tipo Raf (Raf-like protein kinase) regula negativa-
mente la senal del etileno (Huang et al., 2003), esta proteina actiia mediante
la unién al receptor al etileno (Dolan et al., 1994), por lo que la mutacién
causa el desarrollo ectdpico de pelos radiculares.

Por otra parte, la auxina es un regulador clave en la formacién de los pe-
los radiculares (Grebe et al.,, 2002; Masucci y Schiefelbein, 1996; Balcerowicz
et al., 2015). Se requiere una distribucién diferencial de la fitohormona para
el establecimiento correcto de la polaridad planar y la seleccién del sitio
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de iniciacién durante el desarrollo de los pelos radiculares. La auxina es un
modulador de la forma y el tamano del pelo radicular. Se ha establecido que
la expresién del transportador de influjo de la auxina AUX1 se encuentra en
los atricoblastos, mientras que existe una minima o nula expresién en los
tricoblastos (Jones et al, 2009; Ikeda et al., 2009). Se propone que las células
que no se comprometen para formar a los pelos radiculares (NRH) propor-
cionan los requerimientos de la fitohormona a los pelos radiculares (Fig.
7); en las raices de los mutantes wer, en los que las células epidérmicas se
transforman en RH, AUX1 esta ausente en la epidermis y los pelos radicula-
res son mas cortos que los del silvestre; los pelos radiculares de los mutan-
tes wer pueden ser restituidos a la longitud normal por la administracién
exo6gena de auxina, asumiendo por lo tanto que se requiere suplementar de
la fitohormona al RH desde las células NRH para la propio alargamiento del
pelo radicular (Jones et al., 2009). En el mutante osaux1, los pelos radiculares
son mas cortos que los silvestres (Yu et al., 2015), en contraste, el ortélogo en
Arabidopsis de OsAUX1 se expresa en los RH pero no en los NRH, probable-
mente refleja el patrén diferencial de los pelos radiculares entre el arroz y
Arabidopsis (Yu et al., 2015).

La aplicacién exdgena de auxina, en forma del 4cido indol-3 acético (IAA)
o 2,4-diclorofenoxiacetico (2,4-D) parece que no tiene efecto en el destino
de las células epidérmicas y no se forma ectépicamente un pelo radicular
(Masucci y Schielfelbein, 1996; Pitts et al, 1998). La auxina induce la pro-
duccién de etileno en las raices (Abeles et al,, 1992). ACC y IAA son capaces
de reestablecer la formaciéon de los pelos radiculares en los mutantes r2d6
que inicialmente no los forma. Se ha demostrado que la auxina y el etileno
poseen efectos sobrepuestos en la mayoria de los genes regulados por RHD6
(Bruex et al., 2012) y por ello es requerida la interaccién de la auxina/etileno
(Vanstraelen y Benkova, 2012; Muday et al., 2012; Robles et al., 2013; Lee y
Cho, 2013).

El etileno promueve la morfogénesis de los pelos radiculares en el punto
en donde lo realiza la auxina, por abajo del punto que lo hace RHD6 (Fig. 3;
Masucci y Sciefelbein, 1996, Bruex et al., 2012). La reversién de la mutacién
rhd6 mediada por la IAA es debida a la accién del factor de transcripcién
tipo bHLH ROOT HAIR DEFECTIVE 6-LIKE 4 (RSL4), RDH6 induce directamen-
te a RSL4, el cual se sabe que forma el primer componente de respuesta a la
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auxina en la via de senalizacién para la formacién del pelo radicular (Fig. 3;
Yi et al., 2010). La proteina RSL4 se acumula 2 horas antes de la iniciacién y
alcanza un maximo durante los estados tempranos del desarrollo del pelo
radicular, posteriormente la cantidad declina por el mecanismo en que se
involucra a la ubiquitina-proteosoma 26S durante el crecimiento apical de
la estructura (Datta et al., 2015). El silenciamiento mediado de RSL4 a través
de los siRNA provoca pelos radiculares cortos y con menor densidad. En adi-
cién, RSL2 un componente muy cercano de RSL4, es también regulado por
RHD6 y la auxina, la pérdida de funcién en el doble mutante rs/2-1 rsi3-1 no
posee pelos radiculares (Yi et al, 2010). La expresién de RHD6 y su blanco
RSL4 se incrementa por la accién de la auxina en las plantas silvestres, pero
no en la doble mutante rs/2 rsl4 (Yi et al., 2010). La auxina actia primaria-
mente via RSL4, sin embargo, solo 34 de los 90 genes que estan asociados a
la respuesta a la auxina estan afectados en el mutante rs/4 (Bruex et al., 2012;
Yi et al., 2010), indicando que la auxina puede actuar via diferentes rutas en
la morfogénesis del pelo radicular (Fig. 5).

El tratamiento con fitohormonas o inhibidores hormonales provocan la
pérdida ectépica de los RH, la interferencia en la via de senalamiento induci-
da por la auxina resulta en una fuerte reduccién en la formaciéon de los RH. La
estabilizacién del complejo AUX/IAA (y los correspondientes mutantes axr2y
axr3) no forman pelos radiculares (Wilson et al., 1990; Leyser et al., 1996; Knox
et al., 2003). No se han demostrado genes via arriba de RSL4 que sean blancos
directos de las vias de auxina o el etileno. Los primeros estudios indican que
la expresién de GL2 no estd regulada por la auxina o por el etileno (Masicci y
Schiefelbein, 1996). Parece que RSL4 controla los genes inducibles de respues-
ta a auxina y genes indiferentes a la fitohormona, indicando rutas paralelas,
pero no separadas para promover el alargamiento del pelo radicular.

En la regioén reguladora de los genes de respuesta a fitohormonas, existe
una secuencia de nucleétidos que son reconocidos por factores de transcrip-
cién asociados a cada una de las fitohormonas para inducir su transcripcién.
En el caso de la auxina estas regiones se denominan elementos de respues-
ta a auxina, secuencia reconocida por los factores de respuesta a auxina o
ARF (Ulmasov et al., 1995). En el caso del etileno, los factores reconocen a la
secuencia de nucleétidos o caja GCC y al elemento potenciador de respues-
ta a etileno o EREE (ethylene-responsive enhancer element; Ohme-Takagi y
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Shinshi, 1990; Itzhaki et al., 1994). En la etapa temprana del compromiso y la
formacién del RH, se han demostrado que el blanco especifico para los facto-
res de respuesta a auxina ARF es la secuencia TGTCTC (Ulmasov et al., 1995,
1997; 1999a, 1999b), los cuales regulan la transcripcién de genes mediada por
la auxina después de que se ha degradado AUX/IAA asociada al ARFE.

Respuesta
al Pi
B

Transduccion Iniciacion del  Crecimiento

de Senales Pelo Radicular Apical

REN1 DER4 COB9
- MRH6 Desarrollo del Pelo Radicular

Crecimiento Apical
RSL4 cow1 p
EXP7 Remodelacion de Pared Celular

RSL4
At1g05240 Remodelacién de Pared Celular
RAP2.11 RNS1 Estrés Oxidante

Union al ADN Respuesta a Privacion de Pi

Figura 5. Regulacién génica inducida por la auxina, RSL4 y la deficiencia de Pi. A,
se muestra la relacién de genes inducibles por la auxina, RSL4 y deficiencia de Pi o
la interaccién entre ellos; B, algunos de los genes inducibles por auxina y/o RSL4 y
el efecto en la morfogénesis. Figura modificada de Salazar-Henao et al., 2016 de los
datos originales de Lan et al., 2012b; Yi et al., 2010; Bruex et al., 2012.
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La mutacién en TRHI, el cual codifica para un miembro de la familia de
proteinas de transportadores de K+ o KT/KUP/HAK, causa una distorsién en
la distribucién de la auxina en el apice de la raiz debido a la desregulacién
en la expresion del transportador de la auxina PINI (Rigas et al., 2013). El
mutante tiny root hair 1 (trhi) es defectuoso en la transicién para el creci-
miento del pelo radicular (Rigas et al., 2013). TRHI actia como punto nodal
en la transduccién de la informacién ambiental dentro de la via de la au-
xina. TRHI actia independientemente en la especificacién de los genes del
pelo radicular y de RHDS, y la expresion de TRHI es independiente de RSL4
(Yi et al, 2010), sugiriendo que TRHI probablemente actia arriba de RSL4
en la via de induccién por condiciones ambientales (Fig. 6). Los mutantes
trh1 pueden ser rescatados aplicando concentraciones bajas de Pi (Miller y
Schmidt, 2004), indicando que el incremento en la respuesta a la auxina por
la deficiencia de Pi conlleva una incorrecta distribucién de la fitohormona.
De forma similar, los mutantes insensibles a auxina axr? y axr2, no forman
pelos radiculares en condiciones controladas, cuando se crece en un me-
dio deficiente en Pi son indistinguibles al de las rices de la planta silvestre
(Schmidt y Schikora, 2001), lo cual sugiere dos explicaciones alternativas:
una de ellas es que un incremento en la activiad de genes inducibles por la
auxina compensa los defectos en el fenotipo por deficiencias de Pi en genes
gue no son dependientes inicialmente de la senal de la auxina o bien, que
la deficiencia de Pi puede impactar la parte baja de la via de sefialamiento
de la auxina (Fig. 6).

-Pi -Pi BR PID -Pi PIP5K
TRH1
Auxina  ROS
LPR1 PLD(2
GL2
HDA19 ETC3 o2 —[ RsL2
PDR1 AL6 RDH6 RSL4
Informacion Compromiso Inicio del
de Posiciéon Celular Crecimiento Apical

Figura 6. Via de morfogénesis de los pelos radiculares y la integraciéon de factores
ambientales. Sefiales externas como la deficiencia de Pi (-Pi), se transduce en una
sefial que afecta al desarrollo del pelo radicular en diferentes etapas. En la inicia-
cién del pelo radicular, la deficiencia de Pi afecta la expresion de los genes de in-
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formacién de posicién y compromiso celular a través de la actividad de los factores
de transcripcién que afectan directamente el destino del pelo radicular. En otras
etapas, la deficiencia nutricional afecta el alargamiento del pelo radicular. Los fac-
tores ambientales inducen sefales mediadas por las fitohormonas como auxina,
brasinoesteroides (BR) y etileno. Figura modificada de Salazar-Henao et al., 2016.

Los brasinoesteroides (BR) son fitohormonas que determinan las caracteristi-
cas de las células epidérmicas. Los BR son reguladores claves de la expresiéon
y patron de WER, actGan en la parte superior de la via induciendo factores de
transcripcién que determinan el compromiso de las células epidérmicas (Ku-
ppusamy et al., 2009). La cantidad de los brasinoesteroides se perciben por el
receptor BRI1 en la membrana plasmatica (Li y Chory, 1997). La percepcién de la
senal proveniente de los BR a través del receptor, induce una transduccién de la
senal que provoca la inactivaciéon de una cinasa tipo GSK3, denominada BRAS-
SINOSTEROID INSENSITIVE 2 (BIN2), la forma inactiva de la enzina se acumula
en el nicleo y regula la transcripcién génica (Yang et al., 2011) permitiendo que
factores nucleares sin forsforilar induzcan la respuesta a los brasinoesteroides.
BIN2 se une directamente a WER, EGL3 y TTG1, y es capaz de fosforilar a los
dos tultimos. La forma fosforilada de TTG1 inhibe la formacién del complejo
WER/GLE3-EGL3/TTG1 y subsecuentemente la transcripcién de GLZ, mientras
que la fosforilacién de EGL3 (el cual es transcrito exclusivamente en las células
H) permite del transporte intra- e intercelular (de las células H a las células N)
de EGL3 en conjunto con GLE3 (Bernhardt et al., 2005; Cheng et al., 2014). Los
BR son componentes importantes en el destino celular, donde promueven el
compromiso de las células de la epidermis radicular en la posiciéon N. Una baja
senal derivada de los BR reduce los niveles de CPC y por ende reduce el nime-
ro de pelos radicales en la posicién H (Kuppusamy et al., 2009). Sin embargo,
existen aun preguntas que deben de ser contestadas y el conocimiento es in-
dispensables para incluir a esta fitohormona en el desarrollo del pelo radicular:
¢la sensibilidad de los BR es diferente entre las células en posicién H y las N?
debido a que BRI1 se expresa en forma similar en ambos tipos celulares (Frid-
man et al., 2014), sin que existan estudios de la densidad de la proteina en las
membranas de ambas células tanto espacial como temporal; se desconoce la
via multiple de las etapas de inhibicién de la cinasa BIN2 una vez se active la
transfosforilacién de BRI1 y BAK1, componentes de recepcion y transduccién
de la senal del brasinoesteroides en estos dos tipos celulares.
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La estrigolactona (SL) estd involucrada en la formacién de los pelos ra-
diculares, su papel principal es la de modular el desarrollo permitiendo
asegurar una competitividad en suelos limitado en recursos (Brewer et al.,
2013). La SL incrementa la longitud y densidad de los pelos radiculares, en
condiciones de deficiencia de Pi promueve la formacién de raices laterales
(Kapulnik et al., 2011), probablemente su accién se realice a través de la mo-
dulacién de los transportadores de auxina (Koltai et al.,, 2010; Ruyter-Spira
et al, 2011). Se ha determinado que la expresion, la localizacién polar y la
endocitosis de los transportadores de eflujo de auxina PIN2 se ven afectados
por la SL (Pandya-Kumar et al., 2014).

vi. Deficiencias de fierro y la auxina

Mientras que la deficiencia de Pi aumenta la respuesta a la auxina en las
células de la raiz de Arabidopsis (Lan et al., 2012b; Lopez-Bucio et al., 2002;
Pérez-Torres et al., 2008), la deficiencia de Fe muestra un decremento en la
respuesta a la auxina (Lan et al, 2012b). La deficiencia de Fe causa que se
formen pelos radiculares ramificados, lo cual ha sido interpretado como una
alternativa al aumento en la longitud de la estructura, pero que provoca un
aumento en la superficie de absorcién (Miiller y Schmidt, 2004), fenémeno
que es tipico en Arabidopsis. A diferencia, la deficiencia de Fe en otras es-
pecies como en el girasol, el tomate o el pepino, provoca pelos radiculares
normales pero se aumenta la densidad de los mismos (Landsberg, 1996; Li y
Schmidt, 2010; Schikora y Schmidt, 2002). En Arabidopsis los mutantes axri,
axr2y aux1 poseen defectos en la organizacién de los filamentos de actina
o transporte de las vesiculas (como en el mutante tjp7), en los cuales se pro-
ducen pelos radiculares ramificados (Guimil y Dunand, 2007). Los mutantes
crecidos en deficiencia de Pi y libre de Fe no se rescata el fenotipo de axrly
axr2,indicando que la auxina es requerida para inducir el fenotipo tipico en
la deficiencia de Fe (Schmidt y Schikora, 2001).

Los mutantes de la UBIQUITIN-CONJUGATING ENZYME 13A (UBC13A) no for-
man pelos radiculares ramificados ante la deficiencia de Fe (Li y Schmidt,
2010). UBC13 codifica para las dos Uinicas enzimas que cataliza la ubiquitina-
ciéon de la lisina 63 (K63), por lo que no se induce la degradacién por el pro-
teosoma, lo cual contrasta con las ubiquitinas que funcionan sobre la K48
(Hofmann y Pickart, 1999). En el genoma de Arabidopsis se han encontrado
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dos proteinas con alta similitud, la UBC13A y la UBC13B (Wen et al., 2006); la
doble mutante ubci3a ubc13b forma pocos pelos radiculares y cortos com-
parado con el silvestre, y el fenotipo es parecido a los mutantes deficientes
en auxina como thrl (Li y Schmidt, 2010; Wen et al., 2014; Vicente-Agullo et
al., 2004; Pitts et al., 1998). En el doble mutante ubci3a ubci3b se incrementa
la cantidad de las proteinas Aux/IAA, comprometiendo la activacién de los
genes de respuesta a la auxina (Wen et al.,, 2014; Guilfoyle et al., 1998), sin
que se conozca el mecanismo involucrado. RGLG es la Unica ligasa E3 que
interacciona con UBC13 (Yin et al., 2007), la doble mutante rglg1 rglg2 mues-
tra pelos radicales constitutivamente ramificados independiente del sumi-
nistro de Fe, y estos mutantes son parcialmente defectuosos en la respuesta
en la deficiencia de Fe (Li y Schmidt, 2010; Pan y Schmidt, 2014; Pan et al.,
2015), y el fenotipo de estos mutantes se rescata por la eliminacién de Pi del
medio (Li y Schmidt, 2010). Se ha demostrado que el recambio proteolitico
de PIN2 estd mediado por RGLG, via la ubiquitinacién de la K63, alterando
la cantidad de auxina disponible en las raices de Arabidopsis (Leitner et al.,
2012). Los mutantes rglgl rglg2 muestran baja cantidad y respuesta a la au-
xina (Yi et al., 2007). La deficiencia de Fe genera que las proteinas RGLG sean
reclutadas al nucleo a través de UBC13, lo cual se requiere y estd asociado a
la reparacién del ADN o de la estabilidad del genoma (Pan y Schmidt, 2014).

B. Crecimiento polar del pelo radicular

1. Transicién del crecimiento difuso al polar en sitios especificos
del tricoblasto

En Arabidopsis, 1a iniciacién del pelo radicular se da con el establecimiento de
la polaridad dentro de las células epidérmicas y la subsecuente determina-
cién del sitio en la parte basal del tricoblasto (Carol y Dolan, 2002). Antes de
que el pelo radicular emerja, las proteinas RHO GTPasa (RAC/ROP) se encuen-
tran localizadas en forma polar en la membrana plasmatica en la parte basal
del tricoblasto, y permanecen ahi durante la formacién de la protuberancia y
posteriormente el crecimiento del pelo radicular, lo que indica la importancia
de las GTPasas en el periodo que abarca desde la determinacién del creci-
miento unidireccional o polar hasta que cesa el crecimiento (Molendijk et al,
2001; Jones et al., 2002). La mutaciéon en las proteinas que interaccionan con
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ROP, tales como RHOGDI1/SCN1, resulta en una deslocalizacién en la polari-
dad de las ROP o la aparicién de zonas adicionales de acumulacién de ROP en
el tricoblasto, lo cual produce sitios alterados o adicionales de iniciacién de
los pelos radiculares (Carol et al., 2005). La acumulacién polar de las ROP pro-
voca la acidificacién del apoplasto en sitios especificos en los que se formara
la futura protuberancia, mientras que en el citosol aumenta el pH. Al amor-
tiguar el pH externo, se detiene reversiblemente la iniciacién de la protube-
rancia, indicando que la acidificacién en esos micrositios juega un papel en
el ablandamiento/relajamiento de la pared celular, afectando las expansinas
(Bibikova et al, 1998; Cho y Cosgrove, 2002) y las xiloglucan endotransgluco-
sidasas/hidrolasas (XTH; Vissenberg et al., 2001). Los mutantes que pierden la
funcién en las expansinas o la XTH poseen defectos en la formacién de los
pelos radiculares. La expresion de dos genes de las expansinas en Arabidopsis
(AtEXP7y AtEXP18) esta asociada a los eventos tempranos en la formacién de
los pelos radiculares y ocurren antes de la protuberancia en la pared celular
(Cho y Cosgrove, 2002). La auxina induce a EXPA7, el cual es uno de los 83
genes regulados por RSL4, por ello RSL4 es el regulador de la transcripcién de
genes necesarios para la formacién de la protuberancia en la epidermis (Fig.
7B; Yi et al., 2010), 1o cual se ha observado ademas en los pelos radiculares del
maiz y de la cebada (Baluska et al., 2000; Kwasniewski y Szarejko, 2006). La ac-
tividad de la endotransglucosidasa se da antes de que aparezca la formacién
de la protuberancia (Vissenberg et al., 2001). El ablandamiento localizado de
la pared celular es un paso clave en la formacién de la protuberancia, lo cual
se demuestra en la cruza de los mutantes 74d6 con prcl-1 (mutante en el gen
de la celulosa sintasa CESA6, que produce la disminucién de la celulosa; Fa-
gard et al., 2000), en donde los requerimientos de RHD6 durante la iniciacién
del pelo radicular son reducidos. Esto provoca una pared celular laxa, debido
a una disminucién en el contenido de celulosa, lo cual mimetiza el relaja-
miento de la pared celular por efecto de las expansinas y de las XTH durante
las etapas tempranas de la formacién del pelo radicular (Singh et al., 2008).
La formacién de la protuberancia en la base del tricoblasto es el resultado
del ablandamiento/relajacién de la pared celular y la expansién derivada del
aumento de la presién de turgencia en el sitio, como lo confirma el mutante
reb1/rhd1 (root epidermal bulger) que contiene pelos radiculares anormales,
provocado por la alteracion en los cambios locales en la composicién de la
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pared celular y con ello en el proceso de ablandamiento/relajacién (Fig. 9A;
Baskin et al,, 1992; Andéme-Onzighi et al., 2002).

La determinacion especifica del sitio en que se iniciara la protuberancia
en la parte basal se ha determinado en los mutantes axr2-1y rhd6, los cua-
les presentan pelos radiculares en una posicién desplazada del tricoblasto
(més cercana al tallo) y la localizacién errénea de los pelos radiculares en
el mutante rdh6 puede ser rescatada por la auxina o los precursores de eti-
leno (Masucci y Schiefelbein, 1994), lo cual lo confirman los mutantes en
respuesta al etileno etry eto (Masucci y Schiefelbein, 1996). La auxina provee
informacion posicional para la ubicaciéon de ROP que se realiza a través de
la actividad de AUX1, EIN2 y GNOM (Fischer et al., 2006), de forma tal que la
formacién del pelo radicular se da en el sitio de maxima concentracién (Fig.
7 y 8; Sabatini et al., 1999; Grebe et al., 2002; Ikeda et al., 2009).

CTR1, el cual participa en la decisién de compromiso celular, es un inter-
locutor clave de la induccién mediada por la auxina en el crecimiento polar
planar durante la iniciacién del pelo radicular (Tkeda et al,, 2009). CTR1 inhibe la
biosintesis de la auxina de manera dependiente de la concentracién a través de
la regulacién negativa de WEI2y WEI7, genes claves en la via biosintética de la
auxina y de EINZ (Fig. 7A y 8). Para generar la informacién posicional de auxina,
es necesaria en las células en posicién N la localizacién uniforme en la mem-
brana plasmatica de AUX1, mediante la regulacién positiva de GNOM, y la loca-
lizacién apical de PIN2 y en las células en posicién H una menor proporcién de
PIN2 (Fig. 8). El resultado es un gradiente a gran distancia de la auxina originado
en el apice de la raiz (lkeda et al, 2009; ver caliptra), y con un gradiente de la
auxina intracelular en las células N, con la mayor concentracién con respecto a
las células H, con una diferencia de concentracién de auxina de 10 veces entre
ambas células (Jones et al, 2009). La acumulacién/localizacién diferencial de
AUX1y PIN2 en las células N, con una alta abundancia y distribucién uniforme
de PIN2, a diferencia de las células H que no presentan AUX y menos del 30%
de PIN2, es la razén que en parte induce la expresién diferencial de genes que
determinan el compromiso (Fig. 8; Lofke et al., 2015).
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Figura 7. Modelo que resume el mecanismo que especifica el sitio de crecimiento
polar en el tricoblasto. A, Marcadores y participantes en la determinacién del sitio de
incitacién del crecimiento polar; B, efecto de la auxina y la transcripcién de genes en
el nicleo; C, Cambio estructurales en la pared celular. Los nombres de las proteinas
involucradas se encuentran en texto. Figura modificada de Balcerowicz et al., 2015.

En las células N, WER/MYB23 regula negativamente el recambio de PIN2,
mientras que en las células H, CPC/TRY afecta positivamente el recambio de
PIN2 y la degradacién de éstos en la vacuola. Aunque es elusivo como este
gradiente estd relacionado a la acumulacién polarizada de la ROP GTPasa en
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la parte basal del tricoblasto, se ha predicho por medio de modelos matema-
ticos, que el gradiente de auxina esta relacionado a la localizacién en forma
polar de la GTPasa (Payne y Grierson, 2009).

Se ha propuesto que un sistema sensor de la auxina controla la ubicaciéon
de las ROP GTPasa durante la expansion en las hojas de Arabidopsis, por lo que
se supone que en el pelo radicular ocurre lo mismo (Chen y Yang, 2014). En
apariencia, no existe una diferencia en la distribucion de la actina F en la parte
basal en comparacién a la apical del tricoblasto (Kiefer et al., 2014) y la disrup-
cién de los microfilamentos de actina no provoca cambios en la formacién
de la protuberancia y con ello la secrecion de las vesiculas (Ciamporova et al.,
2003), sin embargo, la interaccién de ACTIN7 (ACT7) con el modulador negativo
ACTIN-INTERACTING PROTEIN 1-2 (AIP1-2) estd relacionado con la ubicacién
polar de ROP; la expresion de AIP1-2 estd enriquecida en las células precurso-
ras del pelo radicular y estd bajo el control de WER, y es sensible al tratamiento
de auxina y etileno, lo cual hace que AIP1-2 sea un modulador dependiente del
gradiente de auxina en la polarizacién por ACT7 (Fig. 7A). Exactamente como
la posicién de ROP es inducida por ACT7 y AIP1-2 permanece sin describirse,
la localizacién temprana de ROP no se ve afectada por la desestabilizacion a
corto tiempo de los microfilamentos de actina (Molendijk et al,, 2001), indican-
do que su efecto es de una manera indirecta. La inhibicién por la brefeldina A
(BFA) en la actividad enzimatica del factor de intercambio GNOM Arf GDP/GTP
(GEF; que controla el intercambio de GDP por GTP para activar a las ROP) y el
efecto en la temprana localizacién de ROP en la membrana plasmatica en el
sitio de iniciacién de la protuberancia (Fig. 9A; Molendijk et al, 2001), implica
que la iniciacién del pelo radicular se da por un mecanismo dependiente de
GEF e independiente del trafico a través de actina, tal como seria la secrecién
de un reservorio interno y con ello la localizacién polar de ROP. Los microtu-
bulos ayudan a definir la iniciacién del pelo radicular, una reorientacién en la
direccién de la disposicién longitudinal se ha detectado en los tricoblasto en
elongacién justo antes de la iniciacién del pelo radicular (Pietra et al., 2013). SA-
BER y CLASP interaccionan y son requeridas para formar el arreglo especifico
localizando en sitio de iniciacién o determinacién del pelo radicular (Pietra et
al., 2013). La localizacién de ROP y su actividad son determinantes claves en la
formacién de la protuberancia en la iniciacién del pelo radicular (Fig. 9A). Las
Rho GTPasas son interruptores que controlan una amplia variedad de compo-

Divisién de Ciencias Biologicas y de la Salud 123



Aspectos moleculares del desarrollo de las angiospermas: Morfogénesis de la raiz

nentes en la transduccién de senales (Etienne-Manneville y Hall, 2002), y son
miembros de una clada en plantas, RAC/ROP, los cuales juegan un importante
papel en la regulacién del crecimiento y el establecimiento de la polaridad, la
respuesta a fitohormonas y al estrés, desarrollo y reproduccién (Nibau et al,
2006, Yang y Fu, 2007; Kost, 2008). La ROP2 activa a la NADPHoxidasa y con ello
se da la produccion de ERO, los cuales controlan el crecimiento polar del pelo
radicular por la alteracion de la estructura de la pared celular, ademas funcio-
nan como senales intracelulares y de trafico membranal (Foreman et al., 2003;
Carol et al., 2005; Jones et al., 2007; Duan et al., 2010; Boisson-Dernier et al., 2013).
El receptor tipo cinasa (CrRKL) FERONIA (FER) coprecipita con ROP2 en una
forma dependiente del nucleétido de guanina (Duan et al., 2010). Los mutantes
fer poseen pelos radiculares colapsados, rotos o pequenos (Duan et al., 2010), 1o
cual hace de ROP2-FER un marcador en la determinacién de sitio de iniciacién
del pelo radicular (Fig. 7A).
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Figura 8. Modelo que resumen el crecimiento polar por la induccién de la auxina. El
gradiente de auxina se esquematiza de mayor a menor cantidad en color verde a blan-
co, Simbolos: flechas verdes indican activacién del gen o efecto positivo en la proteina;
linea roja roma producen represién del gen. La figura es una modificacién de Balce-
rowicz et al., 2015.
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En los mutantes echidna (ech) y yip (Gendre et al., 2011; 2013; Boutté et al,
2013) los cuales presentan un desperfecto en el trafico de la red Trans-Golgi
(TNG), muestran una incapacidad de producir la protuberancia inicial del pelo
radicular; en el mutante echidna la localizacién de ROP es normal, indicando
que ECH acttia por debajo de ROP y sugiere que la deposicién de ciertas ve-
siculas de secrecién son requeridas para la formacién de la protuberancia
en el inicio del pelo radicular. Se sabe que ECHIDNA regula la secrecién de
polisacaridos de la pared celular a través de la interaccién con las proteinas
de interaccién YPT/RAB GTPasa 4a y 4b (YIP4a, YIP4b; YPT/RAB GTPase inte-
racting proteins 4a and 4b) y la regulaciéon de componentes de TGN VHA-aly
SYP61 (Fig. 7A; Gender et al., 2013). Cuando se produce la protuberancia en la
iniciacion del pelo absorbente, se da la transicién al crecimiento apical con la
acumulacion de vesiculas de secrecién en la parte apical de la protuberancia.

2. Crecimiento polar del pelo radicular

El crecimiento polar o unidireccional se presenta en el pelo absorbente y el
polen. El crecimiento polar estd dirigido por senales especificas, tales como el
gradiente de los nutrimentos y por pequenos péptidos de atraccioén, asi el pép-
tido LEURE1, un péptido rico en cisteina, el cual es secretado por las sinérgidas
del 6vulo, atraen al tubo polinico y es percibido por MDS1-NIK1/2 (Male Disco-
vered 1- MDIS1 Interacting receptor like kinase 1/2) y por PRK6 (Pollen specific
Receptor like kinase 6; Takeuchi y Higashiyama, 2016; Wang et al.,, 2016) que
son receptores tipo cinasa presentes en la membrana plasmatica que poseen
un dominio rico en secuencias repetidas de leucinas (LRR) y con un dominio
citosélico con actividad de cinasa. La union del péptido LAURE1 a PRK6 desen-
cadena una cadena de eventos, entre los que participan ROPGEF9, ROPGEF12,
ROPGEF13 y la ROP1 (Takeuchi y Higashiyama, 2016) que inducen el crecimiento
polar apical de la estructura. Por otra parte, se conoce poco sobre los mecanis-
mos moleculares del crecimiento polar del pelo radicular. La forma, longitud y
densidad en los pelos absorbentes esta fuertemente inducido por condiciones
ambientales, como el estado hidrico, la cantidad de CO o CO, en el suelo (Guo et
al.,, 2009; Kwasniewski et al, 2015; Niu et al,, 2011), el gradiente de nutrimentos
de menor movilidad como es el Pi, Fe, Mg o de elementos que estan en cantida-
des muy bajas en el suelo, como el vanadio o boro (Yi et al,, 2010, Martin-Rejano
et al,2011; Niu et al., 2014; Lin et al., 2015).
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El crecimiento polar es consecuencia de senales endégenas asociadas a
las fitohormonas como la auxina y el etileno (Lee y Cho, 2013; Velasquez et al.,
2006), en donde la auxina activa a los factores de transcripcién clase I bHLH,
el RSL4 (Root Hair Defective 6-like 4), que modula la expresién de genes via
abajo en el alargamiento del pelo radicular (Fig. 7B; Yi et al., 2010; Datta et al.,
2015). El alargamiento apical del pelo radicular (Fig. 9B y 9C), se caracteriza
por crear un gradiente de Ca?* citoplasmatico (,Ca*) asociado a la produc-
cién de especies reactivas de oxigeno en el apoplasto (,poERO; Konrad et al,
2011, Gilroy et al., 2014). Los altos niveles de ,Ca** en la zona apical induce
la produccién de  ERO, en una reaccién catalizada por la NADPH oxidasa
(NOX). Altos niveles de ERO transitorios elevan la concentracién de  Ca*
(Duan et al., 2014), por un mecanismo aun no conocido. La NOXC en el pelo
radicular (Bibikova et al., 2008; Foreman et al., 2003; Monshausen et al., 2007,
2008) y la NOXH/NOX] en el tubo polinico (Wu et al.,, 2010; Boisson-Dernier
et al., 2013) estan relacionadas a los niveles de Ca*, en que los ERO afec-
tan los canales de la membrana plasmatica de Ca? (CaC). Por ejemplo, una
rafaga de ERO es necesaria para que el tubo polinico se rompa y se liberen
las células espermaticas (Duan et al.,, 2014). El crecimiento oscilatorio esta
asociado a cambios en el pH que estan regulados por diferentes isoformas
de la ATPasa de H* de la membrana plasmatica (AHA; Falhof et al, 2015) y
por las permeasas catién H*/anién OH" e intercambiadores antisentido (an-
tiporter) Ca?/ H*. AHAZ se expresa en los pelos absorbentes y se cree que es
la responsable del bombeo de los H* al apoplasto, en donde estd involucrada
en la relajacién/ablandamiento y extensién de la pared celular (Fig. 7C). El
pH por lo tanto, impacta al complejo de remodelaciéon de la pared celular en
que estan involucradas otras enzimas modificadoras de pared celular y su
actividad es dependiente de la ATPasa de H* (Bibikova et al., 1998). Por lo que
la oscilacion de ERO, Ca?'y pH estan acoplados a la relajacion de la pared ce-
lular que permite disminuir la presién de pared, para que el aumento de la
presién de turgencia favorezca el alargamiento del pelo radicular (Swanson
et al., 2011; Braidwood et al., 2014, Spartz et al., 2014, Wolf y Hofte, 2014). En
el pelo radicular, el maximo en la fluctuacién en la concentracién de apoERO
Y aporAPH preceden por 7 a 8 segundos al maximo en el crecimiento polar,
mientras que el retraso en las oscilaciones del  Ca* es de 5 a 6 segundo con
respecto al crecimiento celular (Fig. 9D; Monshausen et al., 2007, 2008). En el
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caso del tubo polinico, la oscilacién en la concentracién del Ca* se da con
un retraso de 11 segundos relativo al alargamiento celular (Pierson et al.,
1994). El crecimiento polar es precedido y tal vez temporalmente reprimido
por altos niveles de ;Ca* y subsecuentemente por los , ERO y por un pH
alcalino. No es claro como la oscilacién en los gradientes de , Ca*, EROy
ApH se mantienen durante el crecimiento polar (Wudick y Feijé, 2014).

apo/
cit’

Durante el alargamiento de la zona apical del RH es necesario sintetizar
nueva pared celular y para ello es necesario la secrecién e incorporacién de
nuevos componenetes en la regién apical de crecimiento (Altartouri y Geit-
mann, 2015). El alargamiento unidireccional del pelo radicular, al igual que el
tubo polinico, estd asociado a los gradientes de Ca? que dirigen la secrecién
polar de los componentes de pared celular por medio del rearreglo de los
microfilamentos de actina del citoesqueleto y que dirigen del movimiento
de las vesiculas de secrecién al sitio de sintesis de nueva pared celular (Fig.
7A y 9E; Fan et al., 2004; Sanders et al., 2002; Rounds y Bezanilla, 2013; Huang
et al., 2015). Por su parte, ROOT HAIR DEFECTIVE 4 que codifica para una fos-
fatididil inositol 4 fosfato fosfatasa es requerida para organizar la secrecién
polarizada durante el desarrollo del RH (Salazar-Henao et al, 2016). El alar-
gamiento del pelo radicular es dependiente de los fosfoinositidos, familia de
fosfolipidos, que contiene a un inositol fosfato en la cabeza polar y juegan un
papel importante en las vias de sefalizacién (Salazar-Henao et al., 2016; Xue
et al., 2009). El fosfatidi inositol 3 fosfato [PtdIns(3)P] es fundamental para el
inicio y la expansion del pelo radicular (Lee et al, 2008). Las fosfatidilinositol
fosfato 5 cinasa (PIP5K) tipo B son enzimas clave en el alargamiento del RH
en respuesta de deficiencias de Pi en Arabidopsis (Fig. 6; Kusano et al., 2008).
Los mutantes que poseen defectos en PIP5K4y PIP5K3 (qQue en condiciones
normales producen PtdIns(4,5)P, y PtdIns(3,5)P, respectivamente) generan RH
cortos. Por lo que la produccién del fosfatidilinositol 4,5-bifosfato [PtdIns(4,5)
P,] es un mensajero secundario que se localiza en el sitio de iniciacién en el
apice durante el alargamiento temprano y desaparece antes que se complete
el alargamiento del pelo radicular (Oude Weernik et al., 2004). Esto refleja el
reclutamiento y/o la regulacién de PIP5K4 por ROP. Mientras por otra parte, el
PtdIns(3,5)P, y con ello la PIP5K3 son uno de los factores que interviene prin-
cipalmente en permitir la iniciacién del RH, mas que en la expansién celular
(Kusano et al, 2008). Se ha descrito que antes de que aparezca la actividad
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de PIP5K3, el PtdIns(4,5)P, modula la funcién de varias proteinas reguladoras
de la actina y a reguladores de la maquinaria de exocitosis en la membra-
na plasmatica por medio de una interaccién directa con proteinas blanco y
puede actuar también como un sustrato para la produccién de mensajeros
secundarios (Kusano et al 2008; Boss y Im, 2012; Krishnamoorthy et al., 2014).

En seguida se describe el crecimiento polar asocidndolo a diversos efec-
tores, como son las especies reactivas de oxigeno, el efecto del pH, los trans-
portadores del Ca?* y la homerostasis de este io6n (Fig. 9).

a. Crecimiento polar asociado a las especies reactivas de oxigeno

Las ERO se producen en compartimentos internos como las mitocondrias,
cloroplastos y peroxisomas (Foyer y Noctor et al., 2003; Overmyer et al., 2003;
Yu et al.,, 2013; Wagner et al., 2015), sin embargo, las que se generan y en-
cuentran en el apoplasto son las que tienen un efecto sobre el crecimiento
de los pelos radiculares o el tubo polinico. El singulete del oxigeno (*O,) es
un estado excitado del oxigeno con una vida media de muy corta, alrededor
de los 100 ns, y puede viajar a pequenas distancias que no sobrepasan a
los 100 nm (Niedre et al., 2002), por lo que solamente puede reaccionar con
moléculas que estén muy cerca del lugar de produccién (Triantaphylides y
Havaux, 2009). El radical superdxido (O,”) es un ion muy inestable que es
incapaz de difundir a través de las membranas. En contraste el peréxido de
hidrégeno (H,0,) es relativamente estable, con una vida media de aproxi-
madamente 1 ms, puede ser transportado a través de las acuaporinas de las
membranas, el H,0, reacciona selectivamente con residuos de cisteina de
proteinas, como las que estan involucradas en las vias de senalizacion, las
peroxirredoxinas, tiorredoxinas y los receptores ricos en cisteina tipo cinasa
(Paulsen y Carroll, 2010), su concentraciéon esta finamente controlada por los
sistemas antioxidantes (Schwarzlander et al., 2008), por lo que esto hace del
H,0, una buena molécula de senalizacién cuando su concentracién es baja
y se encuentra en un rango fisiolégico y no téxico.
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Figura 9. Etapas en el crecimiento polar planar del pelo radicular. A, iniciacién de
la formacién de la protuberancia; B y C, etapas tempranas del alargamiento del
pelo radicular mostrando diferentes aspectos temporales, estructurales y los com-
ponentes que participan en el proceso; D, oscilacién en el pulso de calcio, cambio
de pH, cantidad de ERO y el crecimiento del pelo radicular. E, Citoarquitectura de
pelo radicular en crecimiento, en el dpice las vesiculas de secrecién que se originan
en el TGN (Red Trans-Golgi) se fusionan con la membrana plasmatica, liberando al
apoplasto componentes de la nueva pared celular que se forma en el apice del pelo
radicular; en la parte media del 4pice se realiza la endocitosis, las vesiculas son
movilizadas a la base del pelo radicular y se forma un circuito del movimiento de
vesicular y el citoesqueleto asociado con una estructura de fuente invertida; la pro-
teinas ROP se localizan principalmente en el 4pice, asi como la NADPHoxidasa para
la produccién de superéxido, los canales de hiperpolarizacién de Ca**dependientes
de ATP los cuales estan involucrados en la formacién del gradiente de calcio; los
microtibulos corticales corren en el sentido de alargamiento del pelo radicular y di-
rigen la direccién del crecimiento, mientras que los microfilamentos de actina estan
involucrados principalmente en movimiento de las vesiculas. La figura es una mo-
dificacion de Cardenas, 2009, Ishida et al., 2008; Balcerowicz et al., 2015; Mendrinna
y Pearsson, 2015; Mangano et al., 2016.

Multiples enzimas, como la amino oxidasa, oxalato oxidasa, lipoxigenasa
entre otras, contribuyen a la acumulacién de 2poERO (Passardi et al., 2004;
Cona et al., 2006); sin embargo, la mayoria de los _ ERO se producen por la
NADH oxidasa (NOX), que en las plantas se conoce como RBOH (RESPIRA-
TORY BURST OXIDASE HOMOLOG); en adicién se debe de considerar a las
peroxidasas clase III (,  PODIII). Otras especies reactivas, tales como el 6xido
nitrico (N,0°), diéxido nitrico (NO°), tetréxido dinitrogeno (N,O,) y el acido
nitrico (HNO,), pueden también jugar un papel en el crecimiento unidirec-
cional (Lombardo y Lamattina, 2012; Domingos et al., 2015).

La proteina NOX posee seis dominios transmembranales, con una regién
reguladora en el extremo aminoterminal que incluye un reconocimiento a
la proteina GTPasa Rho de plantas (ROP), una secuencia de reconocimiento
para dos EF (EF-hand) y varios sitios de fosforilacién (Takeda et al.,, 2008);
mientras en su extremo carboxiterminal posee un dominio FAD/NADPH.
Todas las NOX producen un ion superéxido que es producido del lado de
apoplasto, el cual es convertido quimicamente o enzimdticamente por la
superéxidodismutasa (SOD) en oxigeno y H,0,. En Arabidopsis thaliana la
produccién del superédxido se da por la actividad de las AtNOXA-] que esta
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asociadas a varios procesos de desarrollo y respuesta a estrés (Torres y Dan-
gl, 2005; Muller et al., 2009; Dubiella et al, 2013; Lee et al., 2013; Xie et al.,
2014); en el crecimiento polar, la expansién del tubo polinico estd asociado a
la AtNOXH y AtNOX] (Boisson-Dernier et al., 2013; Kaya et al., 2014; Lassig et
al., 2014), mientras que la expansién en el pelo radicular esta involucrada la
AtNOXC, denominada RHD2 (ROOT HAIR DEFECTIVE2; Foreman et al., 2003;
Takeda et al., 2008). En monocotiledéneas, se ha encontrada a la NOX deno-
minada RTHS en maiz, con una alta similitud en la secuencia a la AtNOXH y
AtNOX], que estd involucrada en la transicion de la protrusién al crecimien-
to del pelo radicular (Fig. 9; Nestler et al., 2014).

Las proteinas NOX contienen varias secuencias en el extremo aminoter-
minal para los EF-hands que a su vez son activados por el Ca%* y sitios de
fosforilacion de proteinas mediada por Ca%. Las modificaciones por Ca%y la
fosforilacién provocan un efecto conjunto en la actividad de la NOX (Wong
et al., 2007; Kimura et al., 2012; Takahashi et al,, 2012); la mutacién en los do-
minios EF-hand de la NOXC y NOXH/NOX] suprime parcial o totalmente la
produccién de ERO (Kaya et al., 2014). Para la fosforilacién se requiere de los
residuos de serina en el extremo aminoterminal de varias NOX, en la NOXC
se requiere la Ser318/Ser322 (Kobayashi et al., 2007; Niihse et al., 2007; Takeda
et al.,2008; Sirichandra et al., 2009; Dubiella et al., 2013; Gao et al., 2013). En las
NOXH y NOX]J se conserva la Ser318 pero la Ser322 es reemplazada con una
treonina, la cual es un residuo potencial de ser fosforilado, lo cual sugirie
la existencia de sitios comunes y en donde convergen la activacién que es
mediados por Ca? y fosforilacién para la NOXC y la NOXH/NOX] en el tubo
polinico y el pelo radicular.

Poco se conoce de la regulacién transcripcional de la NOXC y la NOXH/
NOXJ durante el crecimiento polar; en el pelo radicular, la RSL4 que es un
componente via por debajo del programa morfogénico de RDH6/RSL1, es
un regulador maestro del crecimiento (Datta et al., 2015). RSL4 se activa por
deficiencia de Pi exégeno y por altas concentraciones de auxina enddgena
(Yi et al,, 2010; Datta et al., 2015), RSL4 controla la expresién de genes espe-
cificos del pelo radicular, entre estos se incluyen a proteinas propias de la
pared celular como las extensinas, proteinas ricas en prolina y de enzimas
de pared celular, como las expansinas, las apoP ODIII, pectin-liasas, xiloglucan
endotransglucosidasas/hidrolasas (XTH). Es posible que RSL4 active directa
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o indirectamente la transcripcién de los genes NOXC durante el crecimiento
polar del pelo radicular. Se especula que la deficiencia de Pi y la auxina so-
brerregulan la expresién de RSL4 para inducir el crecimiento polar mediado
por las ERO (Fig. 6, 9C), pero ésto debe ser confirmado (Yi et al, 2010; Datta
et al,, 2015). El modulo auxina-RSL es conservado durante la evolucién como
un regulador maestro en el crecimiento polar y se deriva de las primeras
plantas terrestres que data de mas de 500 millones de anos (Pires et al., 2013;
Proust et al., 2016). Aunque no es totalamente claro si el modulo auxina-RSL
controla el alargamiento celular por induccién de las ERO en las primeras
plantas terrestres. En el tubo polinico, no se ha descrito hasta ahora un fac-
tor central que juegue un papel central del crecimiento polar asociado a la
produccion de ERO mediado por las NOXH/NOX].

En adicién alas NOX, las apot ODIII poseen un impacto directo en los niveles
delas  ERO (Fig. 9By 9C) y pueden ser moduladas positivamente por el Ca*
(Plieth y Vollbehr, 2012). Dependiendo de las condiciones microambientales
y de los sustratos, las POD pueden realizar el ciclo peroxidativo, el hidroxilico
y la reduccién del O, (Passardi et al., 2004). En el ciclo peroxidativo, las PODIII
usan el H,O, como un oxidante para convertir los fenoles de las paredes
celulares y los aminodacidos aromaticos de las proteinas estructurales en ra-
dicales libres que pueden subsecuentemente asociarse entre si para formar
uniones covalentes; en el ciclo hidroxilico, el ., H,0, y el O, es convertido por
la  PODIII en radicales, incluyendo al radical hidroxilo ("OH) que hidrolizan
a los carbohidratos en una forma no-enzimdatica (Dunand et al, 2007). En
adicion, las | PODIII generan O, por la reduccién del O, que subsecuente-
mente puede ser dismutado a _ H O,, asi de esta forma las apot ODIII pueden

apo” 22
modular las pozas de | H,0, (Flgancoz et al.,, 2015). Un incremento en la con-
centracién del apoH,0, permite el aumento en la rigidez de la pared celular
por la formacién de puentes intramoleculares, lo cual aumenta la rigidez de
la pared celular e inmediatamente detiene el crecimiento polar (Monsha-
usen et al., 2007); de forma tal que la | PODIII puede funcionar ademads de
pro-oxidante, como un componente de entrecruzamiento de componentes

de la pared celular bajo su ciclo peroxidativo.

La composicién de la pared celular del pelo radicular y del tubo polinico
es diferente a las demads paredes celulares (Gu y Nielsen, 2013), en los pelos
radiculares las paredes celulares estan compuestas de una mayor propor-
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ciéon de xiloglucanos/celulosa, pectinas y O-glucoproteinas (Galway et al.,
2011; Velasquez et al.,, 2011; Pena et al., 2012); mientras que en el tubo poli-
nico las paredes celulares contienen xiloglucanos/celulosa, calosa y gluco-
proteinas y estan enriquecidas en pectinas y (Dardelle et al., 2010). Las defi-
ciencias en algunos de estos componentes en las paredes celulares inhiben
el crecimiento polar, indicando que participan en la regulacién de la elon-
gacion en los pelos radiculares o el tubo polinico (Bernhardt y Tierney, 2000;
Favery et al., 2001; Pang et al., 2010; Ringli, 2010; Park et al., 2011; Velasquez
et al., 2011; Zabotina et al., 2012; Wang et al., 2014). En particular las protei-
nas ricas en hidroxiprolina (HRGP) del tipo EXT (Velasquez et al., 2011) y las
proteinas ricas en prolina (Bernhardt y Tierney, 2000) son entrelazadas entre
si covalentemente a través de las tirosinas mediada por la actividad de una
.poP ODIII no identificada, que facilita la formacién de una red de glucoprotei-
nas (Cannon et al., 2008), proceso que se ha estudiado en el pelo radicular en
crecimiento (Velasquez et al., 2015). Recientemente se ha caracterizaron dos
peroxidasas, la PER44 y la PER75, que su expresion es reprimida en condi-
ciones de baja gravedad. Los mutantes per44y per75 exhiben ruptura apical
y otros defectos que no se dan en condiciones normales (Kwon et al., 2015);
la inhibicion especifica de las ,  PODIII por medio del SHAM (acido salicilhi-
droxamico) reprime dramaticamente el crecimiento del pelo radicular, y el
tratamiento con SHAM en los mutantes per45y per/5 provoca la ruptura del
pelo radicular, posiblemente debido al alto relajamiento de la pared celular,
que es incapaz de contrarrestar la presién de turgencia que se da en la ex-
pansion celular (Kwon et al, 2015). Se ha establacido que algunas , PODIII
estdn asociadas a la rigidez de la pared celular mientras que otras impactan
en la relajaciéon de la misma durante el desarrollo en las plantas (Passardi
et al., 2006; Jin et al., 2011; Pedreira et al., 2011, Herrero et al., 2013, Kunieda
et al, 2013; Lee et al.,, 2013; Shigeto et al., 2013; Corona-Carrillo et al., 2014;
Manzano et al., 2014; Karkonen y Kuchitsu, 2015). La produccién de ERO por
las _ PODIII mediante su ciclo hidroxilico, aumenta la ruptura de los carbo-
hidratos de la pared celular y actiia ablandando la pared, lo cual promueve el
crecimiento (Fry, 1998; Schopfer et al., 2002; Dunand et al., 2007; Macpherson
et al,, 2008) y es independientemente de la sefial de Ca%. No es claro cémo dos
efectos opuestos sobre la pared celular estan mediados y regulados por las
.o ODIII en los ciclos oscilatorios de los pelos radiculares, pero se ha propues-
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to un modelo en que los dos tipos de actividad se encuentran localizados en
microdominios diferentes en el pelo radicular en crecimiento (Fig. 9C).

Las ERO poseen un impacto directo en el estado redox de las proteinas ri-
cas en residuos de cisteina, como los receptores ricos en cisteina tipo cinasa
(CRK; Chen, 2001). CRK representa una de las subfamilias mas grandes de
los receptores RLK (Receptor Like Kinases), con 44 miembros en Arabidospsis
thaliana (Wrzaczek et al., 2010). El dominio extracelular de los CRK contiene
tres residuos de cisteina altamente conservados (C-X8-C-X2-C) que forman
puentes disulfuro entre ellos y son blancos potenciales de los reguladores
redox de grupos tiol (sulfhidrilos; Gutscher et la., 2009). Los CRK pueden
censar a las , ERO, amplificar la senal inicial y controlar una gran variedad
de aspectos del desarrollo en las plantas (Bourdais et al., 2015).

Es posible que el crecimiento polar sea regulado por los mecanismos in-
volucrados en los cambios oscilatorios del pH, los cuales estan controla-
dos por la activacién/desactivacién de la bomba de H* (AHA), los canales
permeables intercambiadores de catién(H*)/anién("OH), los transportadores
antisentido del tipo CAX (Ca*/H"). La oscilacion de los flujos en  H* pro-
duce la acidificacién o alcalinizacién temporal del apoplasto en el apice, lo
que activa o reprime la actividad del ciclo oxidativo de las_ PODIIL La acti-
vacion/inactivacién de otras enzimas de remodelacién de la pared celular
también se ven afectadas por el cambio del pH como las expansinas del pelo
radicular, entre las que se encuentran la EXP7, EXP12, EXP18, la ZmEXPB1 en
el maiz o en caso del tubo polinico la ZmEXPB11; la pectin metiltransferasa,
PME1 y PME48 en tubos polinicos; la RHS14 (Roor Hair Specific 14) una pecta-
to liasa especifica de pelos radiculares o la pectatos liasa en el tubo polinico;
la XHT, XHT12, XHT26 en los pelos radiculares y la XHT29 y XHT30 en el
tubo polinico, las cuales estan involucradas en la relajacién/ablandamiento
o entrecruzamiento en la pared celular. La regulacién de crecimiento polar
es consistente con el cambio del pH en microambientes; la incapacidad de
crecimiento y el rompimiento del pelo radicular en un medio alcalino (pH 8),
en comparacion a lo que ocurre a un pH 4.5 en el alargamiento incontrolado
acoplado a la debilidad de la pared celular (Monshausen et al., 2007).

En forma especifica las PME, que realizan la desmetilesterificacién de los
carboxilos, en especifico de los pectatos, afecta la viscosidad de la pared ce-

Divisién de Ciencias Biolégicas y de la Salud

135



136

Aspectos moleculares del desarrollo de las angiospermas: Morfogénesis de la raiz

lular y la dindmica del Ca?*. La actividad de las PME produce la exposicién de
los grupos carboxilicos de las pectinas que pueden formar puentes iénicos
entre ellas a travé del Ca?, lo cual causa la rigidez de los pectatos en el tubo
polinico (Bosch y Hepler, 2004; Palin y Geitmann, 2012). Inhibidores de la
actividad de la PME (PMEI) retardan las desmetilesterificacién, previniendo
el entrecruzamiento de las pectinas en el apice del tubo polinico (Rockel et
al., 2008; Wolf et al., 2009).

Las ERO producto de las NOX y las , PODIII también generan efectos in-
tracelulares, en el pelo radicular y el tubo polinico estan asociadas a la via
de senalamiento en el crecimiento polar (Monshausen et al., 2007). No se co-
noce con precisién como las . ERO son introducidas y conducidas a los di-
ferentes compartimentos celulares; se postula que el | H,0, es activamente
transportado a través de las acuaporinas del tipo PIP (Plasma membrane
Intrinsic Proteins; Dynowski et al., 2008; Hooijmaijers et al., 2012), en forma
similar al transporte del . H,0, en la hifa de Botrytis cinera (An et al., 2015).
In vitro, el reconocimiento de los patégenos induce el aumento de PIP1;4
para provocar el influjo de  H,0, (Tian et al, 2016). El transporte de H,0,
por varias proteinas AtPIP, entre las que estan PIP2;4 y PIP2;7 se expresan y
localizan en el pelo radicular, en el mutante pip2;4 posee pelos radiculares
mas largos en comparacién con el silvestre cuando se crecen en medios de-

ficientes de Pi (Lin et al., 2011).

Se requiere de ERO para mediar los eventos en el alargamiento del pelo
radicular, la OXI1 (OXIDATIVE STREES INDUCIBLE 1) es una proteina que
pertenece a un familia de cinasas AGC (protein kinase A/protein kinase G/
protein kinase C family); OXI1 (también denominado AGC2-1; At3g25250)
conecta la rafaga de la senal oxidante con procesos de respuesta via abajo
(Anthony et al., 2004; Rentel et al., 2004); por lo que se ha postulado que OXI1
activa a MARIS (MRI), un miembro de la subfamilia VIII de receptores tipo
cinasa citoplasmica que se presenta en el pelo radicular y el tubo polinico
en crecimiento. OXI1 actia en la via de senalizacién por debajo de FERONIA
(FER) un receptor tipo cinasa (CrRLK) y de ANXUR1/ANXUR2 (ANX1/ANX2;
Boisson-Dernier et al., 2015). En hoja, OXI1, que toma el relevo en la senal
de los ERO, fosforila a las cinasas MAPK (mitogen-activated protein kinase)
MAPK3, MAPK4 y MAPK6 que activan a genes de respuesta ERO (Moon et
al., 2003). La actividad de cinasa de OXI1 sobre las MAPK es inducida por
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H,0,, en el mecanismo que estimula el crecimiento (Rentel et al., 2004); va-
rios mutantes en la cascada de senales de las MAPK exhiben defectos en el
crecimiento del pelo radicular (Nakagami et al., 2006; Qiu et al., 2008; Beck et
al., 2010), por lo que varios componentes de la cascada de senalamiento son
reguladores positivos del crecimiento apical del pelo radicular. En contraste,
el mutante mapk6wb/ire desarrolla pelos radiculares extralargos, sugiriendo
que MAPK6 es un regulador negativo en el alargamiento del pelo radicular
(Lopez-Bucio et al., 2013). IRE (Incomplet Root Hair Elongation; Oyama et a/.,
2002) es una cinasa AGC (like OXI1) que promueve el crecimiento del pelo
radicular. Es incierto cémo estos componentes de la cascada de las MAPK
estan asociados a la activacién del 2poi1,0,-OXI1, pero se han reportado la
asociacién cuando se ha generado o bien una herida o el dano de la pared
celular o el ataque de los patégenos. En adicién, otras senales como el ién
Ca?, las fitohormonas como auxina y etileno o el estatus nutricional, como

deficiencia en Pi pueden estar ligados a la respuesta mediada por MAPK.
b.- Alargamiento dependiente del pH

En un estudio dindmico en que se correlaciona el crecimiento y el pH extra-
celular, se demostr6 que la acidificacién apoplastica acelera el crecimiento,
a pH 4.5 se da un crecimiento incontrolado que puede llegar a la ruptura del
pelo radicular, mientras que en un medio neutro a alcalino el crecimien-
to es lento, a un pH 8 se detiene completamente (Monshausen et al., 2007;
Gjetting et al.,, 2012). El crecimiento de los pelos radiculares en el mutante
noxC (rhad2-1; Takeda et al., 2008) es rescatado por un incremento en el pH
apoplastico de 5 a 6; este mutante muestra niveles reducidos en  ERO, pero
los niveles son normales en el gradiente de Ca? en el dpice (Monshausen
et al., 2007), por lo que fisiolégicamente, los niveles de ERO no son absolu-
tamente criticos para el desarrollo del pelo absorbente o bien los canales
de Ca? se necesitan para generar un gradiente local en el dpice, no es claro
como el cambio del pH de acido a uno menos acido es capaz de rescatar las
acciones inducidas por Ca? y el crecimiento polar. E1 pH apoplastico esta
regulado por el flujo de H* generado por la AHA, la cual es regulada a su vez
por la liberacién del Ca* almacenado en la pared celular (Fig. 9A). La AHA
es un miembro de la subfamilia tipo P de transportadores tipo ATPasas de
H-, genera tres tipos de gradientes: quimicos de H*, de pH y eléctrico a tra-
vés de la membrana plasmatica; por lo que forma parte de la homeostasis
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celular (Haruta et al., 2015). De las 11 proteinas funcionales AHA en Arabi-
dospsis thaliana (Palmgren, 2001; Haruta et al., 2015), AHA1 y AHAZ son las
isoformas que se expresan en mayor medida; asi, el mutante aha2 muestra
una reduccién en la expansion del hipocétilo. Una variedad de condiciones
ambientales que regulan el crecimiento inducen la autoinhibicién de RLK,
que en condiciones normales fosforilan a la AHA (Falhof et al, 2015). De-
pendiendo del residuo fosforilado, algunas de ellas son capaces de activar
o reprimir la actividad de la AHA (Fuglsang et al.,, 2014; Haruta et al., 2014).
FERONIA (FER) un tipo de CrRLK1L (Catharantus roseus Receptor-Like Kinase)
se une a RALF1 (Rapid Alkalinization Factor 1), la unién entre FER-RALF1
inhibe el crecimiento del pelo radicular por la fosforilacién de la Ser-899 en
la AHA2 por una cinasa desconocida (Haruta et al., 2014). FER forma un com-
plejo proteinico con ROP-GEF1 (Guanine nucleotide Exchange Factor ROP)
en donde ROP-GEF4 o ROP-GEF10 pueden ser componentes adicionales del
complejo, los cuales reclutan y activan a las RHO GTPasa, como la ROP2 de
plantas (Duan et al., 2010). La forma activa de ROP2 y posiblemente ROP6, au-
menta la actividad de NOXC (Fig. 9A; Foreman et al., 2003; Takeda et al., 2008;
Oda et al.,, 2010). En una forma similar en el tubo polinico, se espera que las
proteinas CrRLK1L presentes, ANXUR1 y ANXUR2 recluten a ROP1 por un
ROPGEF desconocido (los mejores candidatos son ROPGEF8, ROPGEF9; ROP-
GEF12 o ROPGEF13) e interaccionen con los receptores PRK6. ROP1 se puede
unir a NOXH/NOX] y promover la produccién de ERO en los tubos polinicos.
En adicién, las proteinas activas ROP1 y ROP2 son dirigidas a la membrana
plasmatica en el apice de la célula y posee un impacto en la dindmica de los
microfilamentos de actina y el trafico de las vesiculas. La regulacién de la
dinamica de la actina F controla el crecimiento en el tubo polinico por me-
dio de la interacciéon ROP y las proteinas RIC que contienen una secuencia
(motif) CRIB (Gu et al, 2003, 2005); en el pelo radicular, efectores similares
pueden estar regulando la homeostasis del trafico de las vesiculas (Fig. 7
y 9E). Un moédulo de senalizacién conformado por CrRLK1L-NOX-GEF-ROP
se ha propuesto como un sistema conservado que controla la expansiéon
celular en las plantas (Fig. 9A a 9C y 9D; Nissen et al., 2016). CAP1 (,Ca*" -As-
sociated Peotein Kinase) otro miembro de la familia CrRLK1L estd asociado
a la regulacién del crecimiento del pelo radicular mediante la manutencién
de los gradientes de Ca? (Bai et al., 2014), CAP1 se encuentra en el tonoplasto
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de pelo radicular, y es responsable de mantener el pH citoplasmatico por la
modulacién de los niveles de . NH,*, censando los niveles de  NH,*y regu-
lando los niveles de ,Ca* en la homeostasis celular y el pH del citoplasma
(Bai et al., 2014).

c. Transportadores de Ca? y la homeostasis

Como las ERO los iones Ca? actian como mensajeros secundarios en varios
procesos de transduccién de las senales, incluyendo el crecimiento polar. E1
Ca? puede ser transportado desde fuentes externas a la célula, como el que
se encuentra almacenado en las pectinas y las arabinogalactan-proteinas
de la pared celular (Tian et al,, 2006; Lamport y Varnai, 2013). La acidificacién
del apoplasto controlado por la AHA puede provocar una liberacién del Ca?
asociado a componentes de la pared celular (Fig. 9B); ademas el Ca?* puede
ser liberado desde compartimentos intracelulares, como es el reticulo en-
doplasmico y/o la vacuola (Fig. 9B). Poco se sabe de los CaC de la membrana
plasmatica que pueden transportar y aumentar la cantidad del Ca? en el
apice del pelo radicular, aunque una mayor informacién se dispone en el
tubo polinico.

Cinco tipos de sistemas de transporte de Ca? se han caracterizado en cé-
lulas vegetales (Tabla 1). Miembros especificos de esas familias se expresan
en el pelo radicular o el tubo polinico. Un flujo activo de Ca* es requerido
para restaurar las bajas concentraciones de Ca? (alrededor de 100 a 200 nM)
después de que se generd un evento de senalizacion. La remocién del Ca? del
citosol al apoplasto o a los compartimentos intracelulares, se da por medio de
un transporte activo en contra de un gradiente electroquimico. La inhibicién
de ACA (un autoinhibidor del tipo PIIB Ca?-ATPasa) también como el inter-
cambiador de calcio antisentido Ca2*/H* (CAX) son los mejores candidatos
para generar este movimiento. ACA y CAX se encuentran en las endomem-
branas, de forma que contribuyen a balancear la poza de Ca* después de
los eventos de transduccién de senales. Se han encontrado 10 bombas de
tipo ACA en Arabidopsis, solamente el ACA9 se encuentra en la membrana
del tubo polinico, y genera un profundo impacto en la homeostasis del Ca*y
produccién de semillas (Schigtt et al., 2004), mientras que ACA13, se expresa
en las células papilares del estigma y exporta Ca* para sustentar la germi-
nacién del polen compatible (Iwano et al,, 2014), no se ha encontrado un ACA
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en el pelo radicular. En el caso de los intercambiadores antisentido CAX, el
contra-ion es el H*, que genera la fuerza motriz para movilizar al Ca%, de los
que se codifican en el genoma de Arabidospsis, solamente CAX4y CAX9 se
expresan en el tubo polinico (Pina et al., 2005; Wang et al., 2008), sugiriendo su
papel en el crecimiento de esta estructura, no se han descrito miembros de
CAX en el pelo radicular. Se ha postulado que las ERO median la activacion
de varios CAX desde el apoplasto (Foreman et al., 2003; Takeda et al., 2008; Du-
ran et al., 2014), sin que se conozca el mecanismo. El canal SKOR (Shaker-like
Stelar K* Outward Rectifier) un canal permeable a K* en respuesta a H,0,-Ca**
(Garcia-Mata et al., 2010) y el ANNI estimulado por ERO (Laohavisit et al., 2012)
pueden estar asociados al crecimiento apical.

TABLA 1. Canales y Transportadores de Calcio.

* Canales Voltage Dependientes. En esta categoria estan incluidos los canales de Ca? activados por la despo-
larizacion, entre los que estan TCP1. TCP1 no son selectivos y se ubican en los pelos radiculares, en el resto
de la raiz, las células guardianes, el tallo y los cotiledones. TCP1 que se localiza en el tonoplasto (Dadacz-
Narloch et al, 2013), aunque se ha ubicado ademés en la membrana plasmatica (Hashimoto et al, 2004;
Wang et al,, 2005). TCP1 posee dos poros, cada uno consistente de seis dominios transmembranales (S1-S12)
y una regién de puente o linker entre los dos poros ubicados entre S6 y S7; posee dos motif o secuencias
EF-hands requeridas para la respuesta de los canales a cambios fisiologicos a la concentracién de Ca?
(Palmgren, 2001; Sondergaard et al, 2004). Bajo el estrés salino los &pices de las raices disparan réfagas de
Ca* que oscilan en el tiempo, y depende del funcionamiento de TCP1, por lo que se postula que TPC1 es
importante en la transmisién de sefiales mediada por el Ca* a larga distancia (Hedrich y Marten, 2011). Las
anexinas (ANN), se han descrito en tallo y pelos radiculares, son proteinas que unen Ca* y fosfolipidos
(Richards et al, 2014). ANN posee un dominio central compuesto de cuatro a ocho homélogos repetidos de
aproximadamente 70 aminoécidos que poseen una secuencia conservada de unién al Ca* y a la membra-
na plasmatica. Cuando el  Ca* incrementa, se relocaliza en la membrana plasmatica y ahi, las ANN son
capaces de formar un probable canal voltaje dependiente (voltage-gated channels). En Arabidospsis, la
familia comprende a 8 miembros (ANN1-8). ANN1 es un transportador permeable a Ca* sensible a ERO en
raices, es el punto de confluencia entre ERO y , Ca* (Huh et al, 2010; Lachavisit et al, 2012). ANN1 muestra
una actividad de peroxidasa (Konopka-Postupolska et al., 2009; Fuglsang et al, 2014), no se conoce el meca-
nismo mediante el cual ANN1 transporta el Ca* o el disparo mediado por el Ca* a ciertos estimulos, por
ejemplo a ERO.

* Canales de entrada activados por Nucleotidos ciclicos (CNGC). Son activados por la unién del cAMP (cyclic
Adenosin Mono Phosphate) o cGMP (cyclic Guanosin Mono Phosphate); los canales poseen seis dominios
transmembranales que conforman un poro entre el dominio 5 y 6; en el extremo carboxiterminal se
encuentra una secuencia reguladora que une al nucleotido ciclico, que esté parcialmente sobrepuesto a
una secuencia que une a la calmodulina, por lo que existe una interaccién entre ambos dominios (Tian et
al., 2006; Lopez-Bucio et al, 2013). No se conocen inhibidores especificos para estos canales. El canal
CNGC16 es selectivo al Ca* (Tunc-Ozdemir et al,, 2013), CNGC7, CNGC8 CNGC18 poseen una selectividad por
Ca* y K* (Chang et al, 2007; Frietsch et al, 2007, Gao et al., 2013, 2016, Tunc-Ozdemir et a/., 2013); el canal
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CNGC10 transporta selectivamente al Ca*, K* o Mg* (Li et al, 2005; Christopher et al, 2007), mientras que
CNGC14 se desconoce su selectividad (Shih et al, 2015).

Canales permeables a Ca? osmorreguladores. Los canales permeables a Ca* osmorreguladores en plantas
mejor caracterizados son los OSCA1 (hyperosmolariy induced Ca? increasel) y CSC1 (calcium permeable
strees-gate catién channel 1 o OSCAL.2). En Arabidopsis thaliana existen 15 miembros de la familia OSCA,
donde OSCA1 es un canal hiperosmolar no selectivo a cationes que transporta Ca* (Yuan et al,, 2014). OSCA
se ha ubicado en hoja, flor, raiz, células guardianes y en el carpelo/pistilo, los que estan asociados a el estrés
osmotico (Hou et al,, 2014). 0SCAL.5 y OSCA2.4 se ha encontrado en los pelos radiculares, 6vulos y células
guardianes, sin que se conozca el ion transportado. La familia de canales mecanosensores permeables a
Ca> MAC (Mid1-Complementing Activity) perciben la tensién y sefiales osmoticas (Kurusu et al, 2012,
2013). MCA1 y MCA?2 son selectivos a Ca, se encuentran en cotiledones, hojas, raices y tallos (Nakagawa et
al, 2007; Yamanaka et al, 2010; Nakano et al, 2011; Furuichi et al, 2012; Kurusu et al, 2013; Shigematsu
et al., 2014). Un canal mecanosensor, el MSL8 esta ligado al crecimiento del tubo polinico (Hamilton et al,
2015), es selectivo a Cl- y esta asociado a la osmolaridad durante la hidratacién y germinacién de polen
(Hamilton et al, 2015).

Receptores tipo Glutamato (Glutamate-Like Receptors, GLR). Los receptores tipo Glutamato son canales cationi-
cos no selectivos. Los GLR poseen cuatro dominios transmebranales de igual forma que los LBD (Ligand
Binding Domain) y se han propuesto que in vivo forman tetrdmeros. El aspértico, glicina o la serina son los
agonistas del glutdmico, los cuales se unen a dominio LBD y abren al GLR al transporte del catién. En
Arabidospsis existen 20 probables GLR (Roy et al., 2008) y varios de ellos se expresan abundantemente en los
granos de polen. La inhibicién con CNQX (6-ciano-7 nitroquinoaxilina-2,3-diona) actiia como un antagonis-
ta del Glu, bloqueando la unién del Glu a su sitio (Michard et al, 2009). Dos de ellos se encuentran en el
desarrollo del tubo polinico y crecimiento polar; GRL1.2 y GRL3.7 (Michard et al,, 2011).
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Introduccién

La raiz de las plantas vasculares estd constituida por los tres sistemas ti-
sulares dispuestos en forma radial (Dolan et al., 1993). El namero de células
y la morfologia de cada tejido varia entre las diferentes especies, pero la
organizacién estd conservada, indicando la importancia de la estructura y
funciones bésicas de la raiz como en el anclaje y absorcion.

En el estado inicial de desarrollo y crecimiento, la raiz estd compuesta de
tres sistemas tisulares: el sistema tisular dérmico, formando la epidermis;
el sistema tisular de crecimiento o fundamental que conforma la corteza y
la endodermis; y el sistema tisular vascular en el cilindro central. En cortes
transversales de la raiz en la zona de maduracidn, en el borde externo de
la raiz esta limitada por una epidermis, con modificaciones como los pelos
radiculares, la cual rodea a la corteza la cual ocupa la mayor superficie (Fig.
1B) constituida principalmente por células del parénquima. La corteza pue-
de presentar varias funciones, como la de almacenamiento de sustancias de
reserva con depoésitos de almidones en los amiloplastos, o poseer un aerén-
quima que transporta oxigeno hasta la raiz, como es el caso de plantas que
normalmente estan parcialmente sumergidas como los cultivos del arroz, o
en caso del maiz que se induce su formacién cuando el campo de cultivo se
inunda, o en el caso de la adaptacén en las plantas de los manglares.

El transporte del agua y los nutrimentos del suelo hacia el interior de la
raiz se establece siguiendo dos vias: el sistema apoplastico en que el agua y
solutos viajan a través de las paredes celulares y espacios entre las células
o bien el sistema simplastico en el que se realiza la transporte por la via
intracelular a través de los plasmodesmos. En comparacion a los diferentes
estratos de la corteza, la capa mads interna y contigua al tejido vascular en
el cilindro central, presenta un arreglo muy compacto en que se pierden
los espacios entre las células, a este dominio celular se le denomina endo-
dermis, la cual se caracteriza por la presencia de capa impermeable deno-
minada banda de Casparian (CAS) en sus paredes anticlinales (las paredes
celulares radiales o perpendiculares a la superficie). La CAS es mucho mas
que un engrosamiento, ya que esta banda estd impregnada de lignina, aso-
cia a las dos células vecinas y posee propiedades hidrofébicas que generan
una barrera impermeable a la libre difusién entre ambas células, por lo cual
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forma dos compartimentos separados: el cortical y el cilindro central, debi-
do a lo cual la transferencia de compuestos, agua y nutrimentos, se realiza
mediante un transporte selectivo y energéticamente dependiente en células
especializadas de la endodermis denominadas células de paso, éstas son un
tipo de células de transferencia, las cuales posee localizados de forma pola-
rizada los transportadores, canales y acuaporinas para generar un flujo de
sustancias hacia el cilindro vascular en el interior de la raiz (Fig. 1).
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Figura 1. Zonas de la Raiz. A, muestra un esquema de las zonas de desarrollo de
la raiz, en que se observa la caliptra, la zona meristematica, la zona de transicién,
la zona de alargamiento en su parte basal o de crecimiento rapido o la parte distal
donde las células adquieren el tamafio final para entrar en la zona de diferencia-
cién o maduracién. B, corte transversal de la raiz embrionaria del maiz en la zona
de maduracién, en que es evidente la corteza (Cx), que rodea a la endodermis (En)
en que se observa el depésito de lignina en sus paredes celulares la cuales dan una
alta fluorescencia, esta capa limita al cilindro central, en donde es evidente el me-
taxilema (Xi) y los polos floematicos (Ph). C, esquema de una raiz diarca de una di-
cotiledénea, en que se muestra la estructura de la endodermis y el cilindro central.

A. Formacidon de la endodermis en la raiz

1. Determinacion de la endodermis

La manutencién y patrén de distribucién de las células madre del meriste-
mo apical de la raiz esta regulado por el grado de comunicacién establecido
entre las células y su entorno (van den Berg et al., 1995; van den Berg et al.,
1997; Kidner et al., 2000). La identidad molecular de las senales intercelula-
res involucradas en el crecimiento de la raiz y el patrén tisular esta regulada
en gran medida por la endodermis.
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En Arabidospsis, 1a endodermis se determina en la fase de embrién co-
razon durante el desarrollo embrionario, en donde el tejido de crecimiento
o fundamental en el apice de la futura raiz se divide periclinalmente para
formar dos capas de células, que seran las células iniciales de la futura cor-
teza y la endodermis (Scheres et al., 1994). En una etapa posterior a la ger-
minacién, en la plantula se mantiene la organizacién de las dos capas, y por
divisién se generaran de las células madre o iniciales de la corteza/endoder-
mis (CEI) las primeras células hijas o derivadas (CEID; Fig. 2A). Una sefial no
identificada aun, que posiblemente es generada por las células adyacentes
al Centro Quiescente (CQ), mantiene la pluripotencialidad de las células ma-
dre de la CEI (van den Berg et al., 1997). La divisién de las CEI es transversal
y da lugar a las CEID en una posicién distal al CQ, y la otra célula hija colin-
dante al CQ mantiene su identidad de CEI. A su vez la CEID se divide pericli-
nalmente para dar lugar a dos células hijas, cada una dara origen a dos es-
tirpes celulares dependiendo de su posicién relativa al cilindro vascular, una
de las cuales se diferencia para dar origen a células de la endodermis en el
interior o a la corteza que dara a varios estratos ubicada en la parte externa.

SHORT-ROOT (SHR) y SCARECROW (SCR), codifican a dos factores de trans-
cripcion tipo GRAS, juegan un papel central en la formacién y manutenciéon
de la endodermis de la raiz. Los péptidos SHR se producen en el cilindro
vascular y se movilizan hasta las capas de células adyacentes del CQ, CEI,
CEID y la endodermis (Fig. 2A; Helariutta et al., 2000; Nakajima et al., 2001).
En estas capas celulares, SHR activa la transcripcién de varios genes blanco,
incluido a SCR, la proteina SCR interacciona fisicamente con el péptido SHR
formando un complejo de transcripcion (Levesque et al., 2006; Cui et al., 2007;
Hirano et al.,, 2017). En las CEID, el complejo SHR-SCR activa la transcripciéon
de los génes reguladores del ciclo celular produciendo la ciclina CYCD6;1, la
cual a su vez es requerida para la divisién de la CEID (Fig. 2A; Sozzani et al.,
2010). La pérdida de funcién en los mutantes shry scw, impide la formacién
de las dos capas de células del tejido fundamental. El tejido fundamental
o de crecimiento del mutante shr no posee los atributos diferenciales de
una endodermis, mientras que en el mutante scr contiene en parte carac-
teristicas de endodermis (Di Laurenzio et al., 1996; Helariutta et al., 2000). La
funcionalidad de SHR, pero no de SCR es requerida para la diferenciacion de
la endodermis. Consistente con esto, la expresion forzada de SHR fuera del
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cilindro vascular resulta en la manifestacién ectépica de células con carac-
teristicas de endodermis (Nakajima et al., 2001).

La cantidad de células de parénquima que conforman la corteza varia en-
tre las especies y la edad de la raiz, mientras que la endodermis es una capa
monoestratificada. Las propiedades en el desarrollo y el aspecto evolutivo
de la capa monoestratificada de la endodermis se deben a la restriccién de
movimiento de SHR entre célula y célula y a la divisién periclinal ectépica,
indicando que SCR se encuentra unido a la proteina SHR en el nucleo de la
capa celular receptora o endodérmica, con lo cual lo secuestra e inmoviliza
e impide el movimiento de SHR m3s alla de esta capa. Este proceso también
se presenta en las monocotiledéneas como en el arroz, lo que implica que
el mecanismo se encuentra en todas las angiospermas y estd altamente
conservado (Cui et al., 2007).

2. Respuesta de la endodermis

La interaccién entre SHR y SCR especifica las caracteristicas de las células en-
dodérmicas en una relacién dependiente de la posicidn, la senial controla el
patrén radial e involucra a otros factores celulares no-auténomos que funcio-
nan via abajo del médulo de SHR-SCR. SHR activa la transcripcién de tres genes
que generan miRNA, MICRORNA165/166: MIR165A, MIR166A y MIR166B, lo cual
se da especificamente en la capa uniestratificada de células del CQ, CEI, CEID
y endodermis (Fig. 2A; Carlsbecker et al., 2010; Miyashima et al., 2011), el patrén
de expresién que coincide con el de SCR (Di Laurenzio et al., 1996; Helariutta et
al., 2000). Como es esperado, los niveles en la cantidad de miRNA165/166 en el
mutante shry screstan muy reducidos, lo cual puede implicar que la expresion
de MIR165/166 esta regulada por el complejo de transcripcién SHR-SCR (Carls-
becker et al.,, 2010; Miyashima et al,, 2011), en que se ha determinado que SHR
se une a la regién reguladora del MIR165A y MIR166B (Carlsbecker et al., 2010).

Los miRNA165/166 se unen a los mRNA producto de los genes HDZIPIII
(Class [l HOMEODOMAIN LEUCIN ZIPPER): PHABULOSA (PHB), PHAVOLUTA
(PHV), CORONA/INCURVATA4 (CNA/ICUA4/AtHB15), REVOLUTA/INTERFASCICU-
LAR FIBERLESS1 (REV/IFL1) y AtHBS8 a los cuales inactiva (Talbert et al., 1995;
McConnell et al, 2001; Green et al.,, 2005; Prigge et al., 2005; Ochando et al.,
2006), generando una regulaciéon negativa sobre estos genes (Fig. 2A). En las
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raices de Arabidopsis la expresién de los mRNA de la familia HDZIPIII esta
confinada al tejido vascular por la accién reguladora de los miRNA165/166
(Carlsbecker et al.,, 2010). La pérdida de funcién en los mutantes de uno de
los genes HDZIPIII no genera un fenotipo en que se observe diferencia con
el silvestre (Carlsbecker et al,, 2010), mientras que los alelos con ganancia de
funcién resistentes a los miRNA, en especial a PHB (phb-d alleles), exhiben un
patréon defectuoso severo en un amplio intervalo de las capas celulares de la
raiz, incluyendo la corteza, la endodermis, el periciclo y el xilema (Carlsbecker
et al., 2010; Miyashima et al., 2011). En el mutante shr-d, se altera la morfologia
del xilema, en que el metaxilema (Mx) ocupa la posicién donde originalmente
se deberia formar el protoxilema (Px); este mismo fenotipo se observa en las
raices de los mutantes shry scr, donde las cantidades de miRNA165/166 esta
reducida y por lo tanto la expresién de los otros HDZIPIII estd ligeramente
expandida relativamente al silvestre. En contraste, la mutacién cuadruple en
HDZIPIII, al igual que las plantas transgénicas en que se sobrexpresa el miR-
NA165 en el tejido vascular, forman filas supernumerarias de Px a expensas
del Mx (Carlsbecker et al., 2010). La diferenciacién entre los tipos de xilema:
metaxilema y protoxilema, estd determinado en la relacién a la respuesta
dependiente de la dosis en la cantidad de factores HDZIPIII en el cilindro vas-
cular, lo cual estd determinado por los niveles de los miRNA165/166 derivados
de la endodermis, lo cual se establece por un sistema celular no-auténomo
(ver mas detalles en la seccién de tejido vascular de la raiz).

ZONA MERISTEMATICA
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Figura 2. Vias de sefalizacién en las zonas de desarrollo de la raiz de Arabidospsis.
En el apice de la raiz se encuentran las tres zonas de desarrollo, en ellas se da una
regulacién y expresion diferencial de genes. A, en la zona meristematica en que se
encuentra incluido el centro quiescente (CQ) rodeado por la regién de divisién celu-
lar (MZ), en este ultimo dominio, la posicién de las células origina a los histégenos
que formaran a la raiz; SHR, SCR y miRNA165/166 generan una via de sefializacién
intracelular entre el cilindro vascular y la endodermis (END) para determinar la es-
pecificacién de ambas estructuras. B, la zona de transicién (TZ), el control en el alar-
gamiento, la endodermis estd mediado por las giberelinas (GA) y SCL3 e influencia
la expansién de las células vecinas. C, en la zona de alargamiento, la expansién
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es diferencial, en que se da en la parte basal un crecimiento rapido e inician su
compromiso tisular y en la parte distal las células crecen a menor velocidad, en
que todas la células estan ya comprometidas en la formacién de los tejidos de raiz;
asi, en la zona de crecimiento terminal o distal, se da la formacién de la banda de
Casparian y la regulacién del movimiento de agua y solutos. Simbolos: CAS, Ban-
da de Casparian (banda color azul claro); CQ, centro quiescente; CEI, célula madre
endodérmica/cortical; CEID, célula hijas endodérmica/cortical; Cz, corteza; END,
endodermis; Mx, célula madre del metaxilena; Px, célula madre del protoxilema;
flecha azul, flujo de agua y nutrimentos; induccién génica, flecha; linea roja roma,
represién génica. Esquema Modificado de Miyashima y Nakajima, 2011.

Los miRNA165/166 actian en una forma celular no-auténoma, lo cual se
confirmé mediante la manipulacién en la cantidad de los miRNA en el teji-
do fundamental (corteza y endodermis), encontrando una relacién inversa
en el grado de expresién y distribucién de PHB en el tejido vascular, el gen
es requerido para la diferenciacién del Protoxilema y Metaxilema en el ci-
lindro vascular (Miyashima et al., 2011). Asi, los miRNA165/166 suprimen la
expresion de PHB el cual es esencial para la correcta diferenciacién del peri-
ciclo y la corteza. La actividad conjunta del complejo SHR-SCR en la produc-
cién de miRNA165/166 no solo especifica al xilema en el cilindro vascular,
ademads controla un amplio intervalo de diferenciacién celular en las raices
de Arabidospsis (Miyashima et al., 2011).

Ademas, la supresion de HDPZIPIII dependiente de miRNA165/166 esta
involucrada en el establecimiento de la polaridad apical-basal durante la
embriogénesis, el patrén dorso-ventral (adaxial/abaxial) en los primordios
foliares y la organizacién del tejido vascular en el tallo (McConnell et al,
2001; Emery et al.,, 2003; Smith y Long, 2010).

3. La endodermis: punto central en la requlacion hormonal

El crecimiento de la raiz es la consecuencia de dos procesos que se realizan
en dos regiones distintas en la raiz: 1) la produccién de nuevas células en la
zona meristematica en el dpice de la raiz y 2) la expansién direccional que
inicia en la zona de transicién y se acelera en la zona de crecimiento (Fig.
2B; Verbelen et al., 2006). La salida de las células de la MZ esta controlada por
la accién de dos fitohormonas: las auxinas y las citocininas (Dello Loio et al.,
2008). La accion concertada de los flujos de auxina a través de PINFORMED
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(PIN) establece el ciclo de flujo polar de la fitohormona en la regién apical de
la raiz comprendiendo la MZ y la TZ (Blilou et al., 2005; Verbelen et al., 2006).
Una alta concentracién de auxina se encuentra en la MZ y promueve la divi-
sién celular (Blilou et al., 2005). La citocinina antagoniza la actividad inducti-
va en la divisién celular por la auxina, lo cual se realiza por la expresién de
SHYZ,un inhibidor de la sefial de auxina a través de reprimir la expresién de
los PIN en la TZ, con ello se afecta el flujo de auxina y genera la transicién
celular de la division celular a la endorreduplicacién y alargamiento (Dello
Ioio et al., 2008).

Otra fitohormona asociada al proceso es la giberelina (GA), la cual esta
involucrada en el crecimiento de la raiz (Moubayidin et al., 2010). Un punto
clave en la via de senalizacién de la GA es dependiente de la degradacién
de la proteina represora DELLA por el proteosoma. Las proteinas DELLA
son miembros de factores de transcripcién de la familia GRAS, los cuales
suprimen la expresién de los genes de respuesta a GA mediante la inte-
raccion con otros reguladores de transcripcién. En el genoma de Arabidop-
sis se ha encontrado 5 genes que codifican para 5 proteinas tipo DELLA:
GAI, RGA, RGL1, RGL2 y RGL3, encontrandose que el dominio DELLA esta
conservado en estas proteinas. La interaccion de la GA, su receptor, GA IN-
SENSITIVE DWARF1 (GID1), con las proteinas DELLA, dispara el mecanismo
de ubiquitinacién en ésta ultima, para ser posteriormente degradada por
el proteosoma. La pérdida del dominio DELLA genera proteinas no degra-
dables y por ello constitutivamente se bloquea la senal inducida por GA
(Harberd et al., 2009).
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Figura 3. Modelo de la interaccién de DELLA-SCL3. Se esquematiza la interaccién
antagénica entre DELLA y SCL3 en la regulacién en la biosintesis, los niveles de GA
y los efectos via abajo en la respuesta a la GA. En la raiz, la interaccién SCL3-DELLA
coordina la actividad de la sefial de la GA en el control del desarrollo de la raiz me-
diado por la via SCR/SHR. La activacién o inhibicién se realiza a través de diferentes
mecanismos; degradacién de proteinas (DP); interaccién proteina-proteina (IPP) o
regulacién de la transcripcién (RT). Simbolos: GA, giberelina; GID1, GA INSENSITIVE
DWARF1, receptor de las giberelinas; SCL3, SCARECREW-LIKE3; SCR/SHT, via SCA-
RECREW/SHORTROOT. Esquema modificado de Zhang et al., 2011.

Se puede bloquear la senal inducida por GA en tejidos de la raiz por medio
de la expresion constitutiva de una proteina DELLA, un GAI no-degradable,
designado gai (Ubeda-Tomads, 2008). La expresién de gai en los tejidos que
incluyen a la endodermis o solamente a la endodermis resulta en el retar-
do en el crecimiento de la raiz. Mientras que la expresién de gai en otros
tejidos de la raiz que no incluyan a la endodermis, no se ven afectados. El
efecto especifico de la expresién de gai en la endodermis genera un efecto
general en el crecimiento de la raiz, lo cual se debe a la alta capacidad de
respuesta de las células de la endodermis a la modulacién de la senal in-
ducida por la GA. Debido a que los tejidos de la raiz estan interconectados
entre si, el reducido alargamiento de la endodermis provoca un retardo en
el crecimiento de la raiz, implicando de esa forma que la endodermis juega
un papel importante en el crecimiento de la raiz completa (Ubeda-Tomas
et al., 2008).
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La senal de la GA en la endodermis provoca la divisién celular en la MZ
(Fig. 1B de la seccién del meristemo), la cual es requerida para el alarga-
miento de la EZ durante los primeros dias de germinacién (Fig. 2B; Achard et
al., 2009; Ubeda-Tomas et al., 2009). Se han reportado dos tipos de inhibido-
res de cinasas dependientes de ciclinas (CDKI): la familia de proteinas KRP2
(Kip-related protein 2) y SIAMESE (SIM), las cuales son sobrerreguladas en el
mutante gai deficiente de GA, en este fenotipo puede ser restaurado por una
cuaddruple mutacién DELLA (Achard et al., 2009). No se conoce el mecanismo
mediante el cual el bloquear la senal de GA en la endodermis afecta la ex-
presién local de CDK7en la endodermis o si ésta modula los niveles de CDKI
en una amplia capa de células en la MZ.

No es claro porqué la endodermis muestra una alta sensibilidad a la ac-
cién de inhibidores de la senal de GA; los factores de transcripcién SCR en
particular SCL3 (SCARECROW-LIKE3), es un modulador clave en la respuesta
GA en la endodermis (Fig. 2B; Heo et al., 2011; Zhang et al., 2011). La expresién
de SCL3 esta restringida espacialmente a la endodermis por efecto del com-
plejo de transcripciéon SHR-SCR (Fig. 2B; Levesque et al., 2006; Cui et al., 2007),
los niveles de SCL3 son controlados por la GA a través de la cantidad de las
proteinas DELLA, RGA (Zentella et al., 2007). SCL3 es un regulador positivo de
la respuesta a GA y actia como un atenuador de la represién por DELLA (Fig.
3), sugiriendo que la endodermis de la raiz posee una mayor sensibilidad a
la GA y es capaz de integrar las vias de sefialamiento hormonal que gobier-
na el crecimiento de la raiz.

B. Establecimiento de la polaridad celular y la Banda
de Casparian

1.- La Endodermis como un requlador de la difusién de sustancias

El suelo contiene agua y sustancias disueltas que son nutrimentos reque-
ridos para el crecimiento de la planta, pero ademas, existen patégenos y
sustancias toxicas que decrementan el bienestar de la planta. El sistema
radical, el cual estd en contacto directo con el suelo, integra la calidad am-
biental de su entorno y ajusta su desarrollo en busca de optimizar la absor-
ciéon de agua (Péret et al, 2011; Lynch, 2013), nutrientes (Cassab et al., 2013;
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Lynch, 2013; Bao et al., 2014) y eliminar efectos negativos, como el que se da
por ejemplo durante el estrés salino (Galvan-Ampudia et al,, 2013).

La raiz posee barreras fisicas a la libre difusién y por ello genera células
especializadas en el transporte que balancean la captura de agua y la canti-
dad de nutrientes necesaria para la planta, minimizando la entrada excesi-
va de nutrimentos que en concentraciones altas resultarian téxicos, o bien
minimiza el flujo al interior de la raiz de sustancias nocivas, o en su caso,
permite la interaccién de la raiz con simbiontes que coadyuvan a la solu-
bilidad de nutrimentos y protegen al 6rgano contra el detrimento debido a
factores bioticos y/o abiéticos.

En las raices jovenes, las barreras estdn formadas por la deposicién de
compuestos hidrofébicos como la lignina y suberina en las paredes primarias
de la endodermis (Fig. 1B y 4), esta funcién en raices maduras con un creci-
miento secundario se produce por una exodermis localizada entre la corteza
y la epidermis (Nawrath et al., 2013). La formacién de la exodermis es especifi-
ca de la especie y estado fisiolégico de la raiz, mientras que la endodermis es
una caracteristica general de las angiospermas (Raven y Edwards, 2001). Den-
tro de la endodermis, la impermeabilidad se genera por dos barreras: la banda
de Casparian y la lamela de suberina que son depositadas secuencialmente,
en que ambas regulan el movimiento de agua y nutrimentos entre la corteza
en la parte exterior hacia el el cilindro vascular en el interior (Fig. 1B y 1C).

El movimiento del agua y los nutrimentos en la raiz se realiza por dos
mecanismos: el simplastico y el apoplastico (Fig. 4). El transporte apoplastico
consiste del flujo de sustancias y agua entre los espacios que existen entre
las membranas plasmaticas de células contiguas, los cuales estan ocupados
por la pared celular de cada célula y la ldmina media que las une, y cada
pared celular posee diferente porosidad dependiente el tipo de célula y com-
posicién quimica; el agua y los solutos disueltos en ella pueden moverse li-
bremente a través de los espacios o poros de la pared celular, mientras otros
componentes pueden interaccionar con la pared celular a través de su carga.
A diferencia, el transporte simplastico o transporte transcelular se establece
por el flujo de agua y solutos que se realiza a través de la comunicacién entre
célula y célula por medio de los plasmodesmos (Steudle y Peterson, 1998).
La incorporacién de solutos y el agua del suelo al interior de las células se
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realiza por transportadores y canales especificos de la membrana plasma-
tica, los cuales pueden acumularse en la vacuola central a través del tono-
plasto, al flujo entre célula (Fig. 4; Steudle y Peterson, 1998; Geldner, 2013).
Debido que una molécula es transportada cuando menos una vez a través
de la membrana plasmatica, el flujo de las moléculas esta controlada por el
numero, afinidad y especificidad de los mecanismos de transporte que estén
en la membrana. Por ejemplo, los niveles de expresién y localizacién de la
acuaporina, canal para el flujo de agua, juega un papel fundamental en el
control del movimiento del agua en la raiz (Chaumont y Tyerman, 2014). La
membrana plasmatica es una “barrera casi-perfecta” para impedir la entrada
de sustancias no deseables, sin embargo, pueden entrar sustancias téxicas,
lo cual puede ocurrir por la difusién pasiva de las moléculas a través de la bi-
capa lipidica o por mimetizarse con otras sustancia no téxicas, como son los
nutrimentos y usar sus transportadores para ser incorporados. La entrada de
los compuestos no deseables a través de estos dos mecanismos implica que
estas sustancias pueden ser movilizadas al resto de la planta; para prever este
efecto, se debe de tener un mecanismo de “purificacién”, asi estas sustancias
en la parte interna de la corteza son extruidas al apoplasto acumulandolas i
situ o son secuestradas dentro de la vacuola. La impermeabilidad de la endo-
dermis previenen la posibilidad de que sean movilizadas al interior de cilin-
dro central y de ahi al resto de la planta (Schaaf et al.,, 2006; Miwa et al., 2007).
Las moléculas que se movilizan a través del apoplasto no poseen un control
selectivo, pues su movimiento depende de la diferencia de concentraciones
entre dos puntos en cuestién, y son movilizadas debido a que estan disueltas
en el agua, la fuerza motriz del movimiento es la transpiracién (Enstone et al.,
2002). La movilidad en el apoplasto de ciertos iones, como calcio, puede ser
afectada por la composicién de la pared celular que puede interaccionar con
éstos, formando puentes iénicos por medio de cargas negativas, como es el
caso de las pectinas de la lamina media y/o la que rellena las porosidades de
la pared celular primaria (Gilliham et al., 2011).

Cuando los tejidos de la raiz se diferencian, la difusiéon apoplastica de so-
lutos entre las capas externas que forman la corteza y el cilindro vascular es
prevenida por la formaciéon de una barrera apoplastica en las células de la
endodermis, a la que se ha denominada Banda de Casparian (CAS, Fig. 2Cy 4).
La CAS se caracteriza por un depésito de alta cantidad de lignina en la pared
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celular (Naseer et al.,, 2012), lo que forma una cintillo o banda que rodea la
parte media de cada célula de la endodermis en las paredes celulares anticli-
nales (Fig. 2B, 4 y 6). El depésito de sustancias hidrofébicas en la pared celular
estd coordinado dentro de la formacién de una banda completa alrededor de
las células que forma una estructura supracelular que aisla completamente
el apoplasto entre células contiguas de la endodermis, generando dos com-
partimentos aislados: la corteza en la parte externa y el cilindro central en
la parte interna a la endodermis. La ausencia del flujo de agua a través del
mecanismo apoplastico por efecto de la CAS de la endodermis, implica que la
acuaporina en las membranas de las células de paso o transferencia es la ruta
de captura del agua. En el control del flujo de agua y nutrimentos a través de
la endodermis hacia el cilindro vascular, estd involucrada la movilizacién de
macro- y micronutrimentos, principalmente iones, mediante la participacién
de diversos transportadores/canales generando gradientes quimicos y eléc-
tricos a través de las memebrana de las células de paso o transferencia y con
ello, la regulaciéon transcripcional y postraduccional de proteinas (Bramley et
al., 2007; Chaumont y Tyerman, 2014).

Los actores involucrados en el deposito local de la CAS en las células han
sido descritos (Roppolo et al,, 2011, Hosmani et al., 2013; Lee et al., 2013). Las pro-
teinas que participaran en la formacién de la CAS se localizan en un dominio
de la membrana plasmatica que guian su formacién, el cual es denominado
dominio de la banda de Casparian (CASD; Roppolo et al., 2011). E1 CASD ancla
una pequena seccién de membrana plasmatica a la pared celular (Alassimone
et al., 2010) y recluta las enzimas necesarias para la biosintesis de lignina (Hos-
mani et al., 2013; Lee et al., 2013). Se ha demostrado que las proteinas integrales
de la membrana no pueden difundir libremente a través de esta region (Alas-
simone et al., 2010). Como resultado, la CASD crea dos dominios exclusivos y
diferentes de la membrana plasmatica de la célula endodérmica, reforzando la
polarizacién preexistente en estados tempranos durante la diferenciaciéon de
este tipo celular (Ma et al, 2006, 2007; Alassimone et al., 2010), lo que posibilita
la localizacién asimétrica de transportadores y canales de eflujo e influjo en los
dominios excluyente de la membrana de la célula de transferencia y con ello
permite que el flujo de iones y agua se realice en forma polar desde la corteza
hacia el cilindro vascular. Sin embargo, debido a la bidireccionalidad del trans-
porte de agua a través de las acuaporinas, el cual se efectiia a favor del gradien-
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te de concentracién de osmolitos, se requiere que se genere un potencial hidri-
co diferencial entre el exterior e interior de la célula, que favorezca la entra de
agua; pude suceder cuando existe una condicién de sequia, que ocurra un flujo
de agua del cilindro central hacia la corteza y de ahi al suelo y por ello exista
muy poco aporte de agua a la raiz (Bramley et al,, 2007). Un control estricto exis-
te en la expresién de las acuaporinas y su localizacién, lo que es necesario para
un balance adecuado en la captura de agua y minimizar la perdida en ciertas
circunstancias (Bramley et al., 2007).

A B C

_

D Plasmodesmo l Banda de Casparian D Célulade Paso 4 Transporte I Transporte Transporte
5] | Transportadores D Lamela de Suberina | simplastico poplastico  © mixto

Figura 4. Efecto de la endodermis en el movimiento de agua y nutrimentos. A, en
el dpice de la raiz en la zona meristematica y de crecimiento o elongacién, el movi-
miento de agua y solutos se realiza desde el suelo al interior de la raiz a través de
los espacios apoplasticos (flecha negra continua), o bien los solutos y el agua son
incorporados a las células y se movilizan a través de los plasmodesmos que las
comunican: transporte simpldstico o intercelular (flecha azul punteada); o en forma
intracelular, en que parte del movimiento se realiza a través del apoplasto y otra
parte los solutos y el agua son incorporados al interior de las células por transpor-
tadores/canales (flechas verdes punteadas). B, en la zona de maduracién basal, se
realiza la diferenciacién de la endodermis en que se da el depésito de lignina en la
banda de Casparian y se previene el libre flujo del agua y nutrimentos por la via
apoplastica; por lo que el agua y los nutrimentos deben ser incorporados a través
de las células de paso de la endodermis, en conjunto con la movilizacién por la via
simplastica de la corteza a la endodermis, se descargan solutos y agua en el cilindro
central o parte interna de la raiz. C, en la zona de maduracién distal, el depésito de
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lignina y suberina en las paredes laterales y basal que ve hacia el cilindro central
en la mayoria de las células endodérmicas, genera una barrera a la difusién; por lo
cual, hace que solo aquellas células que no depositan lignina y suberina en la cara
externa en contacto con la corteza ni en la base en contacto con el cilindro central,
se transformen en células de transferencia o de paso de la endodermis. Los solutos
y agua incorporados por la epidermis y la corteza se transfiere a través de los plas-
modesmos a las células de paso (sistema simplastico) o estos nutrimentos que se
acumulan en la cara extrena de la endodermis por medio de un sistema apoplastico
se incorporan y transfieren al interior de la célula de transferencia a través de un
mecanismo dependiente de energia en la membrana plasmatica, y ser posterior-
mente descargadas activamente al cilindro central. El depésito de la banda lignina/
suberina previene el flujo apoplastico a través de la endodermis, impidiendo que el
agua y los solutos que estan en el cilindro central a su vez, no pueden difundir a la
corteza o de forma inversa. Simbolos; Ep, epidermis; End, endodermis; PC, periciclo;

PVas, parénquima vascular. Figura modificada de Geldner, 2013.

2. Establecimiento de la polaridad y determinacién del dominio de
membrana plasmadtica en la formacién de la Banda de Casparian

La caracteristica mas distintiva de la endodermis de la raiz es la presencia de
la banda de Casparian (CAS), un depésito de material localizado en una banda
en la pared celular que genera una barrera fisica al flujo apoplastico de agua y
nutrimentos entre células vecinas, aislando el cilindro vascular de la corteza
(Fig. 2C; Esau, 1977). La composicién quimica de la CAS se conoce desde me-
diados del siglo XX, pero poco se ha dilucidado en el mecanismo mediante el
cual se estructura en la parte ecuatorial de las paredes de estas células (Esau,
1977). Se ha obtenido un progreso en la identificacién de los genes especificos
requeridos para el desarrollo de la endodermis en Arabidopsis (Birnbaum et al.,
2003; Roppolo et al,, 2011, 2014). A la familia de genes UPF049/7 sin caracterizar
completamente, pertenecen cinco genes designados CASPI a CASP5 (Roppo-
lo et al,, 2011). La familia de genes comprende 38 miembros en Arabidopsis,
solamente CASPI-5 se expresan en un patrén consistente con la funcién es-
pecifica de la endodermis de la raiz. Se predice que CASPi-5 son proteinas
integrales de membrana y poseen una secuencia conservada en su dominio
extracelular, se encuentran localizadas en el regién de la membrana plasma-
tica que coincide con la formacién de la CAS, conocido a partir de ello, como
el dominio CAS de la membrana plasmatica (CASD), su expresién precede al
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establecimiento de la formacion de la barrera apoplastica de la endodermis,
indicando que la CASP no solamente marca el dominio en la membrana, sino
ademas participa activamente en la formacién de la CAS; por eso en los doble
mutantes casp casp3 son incapaces de acumular los constituyentes de la CAS
en la posicién establecida (Fig. SA a 5D; Roppolo et al., 2011).
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Figura 5. Representacién esquemadtica de la formacién de la banda de Casparian.
A, para el establecimiento del dominio en la membrana plasmatica en donde se
formara la Banda de Casparian, se requiere establecer un dominio membranal de
nucleacién, en donde SGN1 (SCHENGEN1) un miembro de receptores tipo cinasa
citoplasmatica perteneciente a la clase VII de la familia RLCK y SGN3 (o también
llamado GSO1) un receptor tipo cinasa rico en secuencias repetidas de leucina, son
necesarios para determinar la identidad de la endodermis, es necesario en parti-
cular la nucleacién de CASP1 en una banda en la cara lateral de la célula; esto se
logra gracias al gradiente generado entre SGN1 que se encuentra en el dominio
en la membranal que correspondera a la banda de Casparian de la parte media
al extremo maés cortical (sefialado en el modelo mediante las rectingulos con un
gradiente de color anaranjado), mientras que SGN3 se encuentra homogéneamente
distribuido en el dominio de la de la membrana plasmatica que corresponde a la
banda de Casparian (CASD); debe existir un contragradiente en la cantidad de un
componente atin desconocido pero necesario en el CASD que ve hacia la las célu-
las del cilindro central, para que entre ambos gradientes se determine la posicién

Divisién de Ciencias Biolégicas y de la Salud

197



198

Aspectos moleculares del desarrollo de las angiospermas: Morfogénesis de la raiz

central del dominio que determinara la formacién de la banda de Casparian, posi-
cién de la membrana en donde se recluta CASP1; existe previamente una polaridad
celular entre las caras basales y apicales (lado cortical vs lado del cilindro central)
en que se encuentran previamente polarizados los transportadores con ubicacién
especifica en cada una de las caras. B, En un inicio CASP1 se encuentra distribuido
uniformemente en la membrana plasmatica, posteriormente se polariza en el do-
minio de la banda de Casparian de la membrana plasmaética (CASD). C, La ubicacién
de CASP1 recluta al dominio a la NADPH oxidasa [NOX, o RBOHF (respiratory burst
oxidase homologue F)], a las peroxidasas clase III y los transportadores de monolig-
noles, simultdneamente a nivel intracelular se incrementa la sintesis y exportacién
de monolignoles. D, con la generacién de especies reactivas de oxigeno por la NOX
y las peroxidasas clase III se inicia la polimerizacién de los monolignoles en el
apoplasto y con ello la formacién de la lignina exclusivamente en el dominio mem-
branal correspondiente a la CASP y con ello la formacién de la banda de Casparian.
Figura modificada de Roppolo et al., 2011, 2014 y Alassimone et al., 2016.

Las proteinas CASP se reciclan entre la membrana plasmatica y el endosoma
via un trafico sensible a BFA (Befeldrina A) en la fase temprana de la dife-
renciacién de la endodermis, en una etapa mas tardia es inmovilizada en la
CASD. Una vez fija en la membrana plasmatica, las CASP se insolubilizan en la
CASD. Las CASP interaccionan entre si, de forma tal que la expresién ectopica
de CASP5 altera la morfologia de la membrana del reticulo endoplasmico. Se
ha propuesto que las CASP son el andamiaje que sirve como una plataforma
en el CASD para ubicar a la maquinaria de biosintesis que modifica la pared
celular para formar la CAS (Roppolo et al., 2011). La naturaleza quimica del an-
damiaje de las CASP y los componentes que forman el complejo que forman
la pared celular no se conoce por completo (Fig. 5B a 5D). Cuando las CASP se
expresan ectépicamente fuera de la endodermis, las CASP se dispersan por
toda la membrana plasmatica, indicando que existe un factor especifico en la
endodermis, aun no identificado, que determina y/o ubica especificamente al
CASD y/o recluta a las CASP (Roppolo et al., 2011).

Las células de la endodermis son polarizadas en una etapa muy tempra-
na, en una fase previa a la especificacién del dominio o CASD; lo cual ha sido
demostrado por medio de la ubicacién diferencial de dos transportadores
de boro: NIP5;1 y BOR1 que se encuentran en la membrana plasmatica de
la endodermis externa e interna respectivamente (Alassimone et al., 2010).
Estos transportadores muestran una distribucién polarizada en las células
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madre del meristemo de la raiz (CEI) desde la etapa embrionaria, en donde
esas células aun no han establecido el CASD, la polarizacién en las células
hijas que originaran la endodermis estan altamente regulada cuando se for-
ma la CASD y con ello la CAS (Alassimone et al., 2010; Roppolo et al., 2011).
Por lo que la CASD no solo funciona como una plataforma de ensamblaje de
la maquinaria de sintesis de la CAS, ademas, funciona como una frontera
que separa los dominios externo e interno de la membrana plasmatica en
las células de la endodermis (Fig. 5A).

El mecanismo molecular por medio del cual el médulo SHR-SCR genera
la expresién de CASPI-5y la identificacion de otros genes requeridos para
la funcién especial de la endodermis no se conoce a profundidad. Sin em-
bargo, se han descrito un grupo de genes complementarios que codifican
para proteinas que se encuentran en el CASD, SCHENGEN3 (SGN3; también
denominado GSO1; Tsuwamoto et al., 2008; Pfister et al., 2014), que codifica
para un receptor tipo cinasa con secuencia repetitivas de leucina (LRR-RKL)
y SCHENGEN4 (SGN4, Lee et al., 2013) que codifica para una NADPHoxidasa
denominada RBOHF (respiratory burst oxidase homologue F), que ha sido
implicada en diferentes procesos (Torres et al., 2002; Kwak, 2003; Tsuwamoto
et al., 2008; Jammes et al., 2009; Jiang et al., 2012) y SCHENGEN1 (SGN1) que
codifica para un miembro de la familia de receptores clase VII tipo cinasa
citoplasmatica (RLKC; Alassimone et al, 2016). Algunos miembros de esta
familia de cinasas clase VII residen en la membrana plasmatica mediante
un mecanismo dindmico de adicién de grupos palmitoil al extremo amino
terminal de la proteina, que le permite estar anclada a la membrana y di-
sociarse de ella mediante la despalmitolizaciéon (Alassimone et al., 2016),
adicionalmente, se requiere el extremo carboxiterminal de esta proteina,
mientras que el dominio central con la actividad de cinasa no es requerido
pero potencia la asociacién a la membrana plasmatica.

SGN1 estd ubicado en una forma estrictamente polar y promueve la po-
sicién central de la CASD. El receptor tipo cinasa clase VII SGN1 constituye
un moédulo con SGN3, un receptor tipo cinasa LRR y en conjunto poseen
la capacidad de transduccién de la senales. Ambas cinasas actian en fun-
ciones muy cercanas entre si, aunque no se da en una forma de activaciéon
lineal entre SGN1 y SGN3. Para el establecimiento del CASD y en particular
del microdominio central en €l, se requiere establecer dos gradientes en la
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membrana plasmatica con direccién invertidas entre si: entre SGN1 y un
factor desconocido; y con SNG3 distribuido homogéneamente en el CASD,
aparentemente determinando el dominio membranal o CASD y sus fronte-
ras, de forma tal que se ubique a la CASP1 en el microdominio central de la
CASD (Fig. 5A; Alassimone et al., 2016). Para la acumulacién inicial de SGN1
en posicién central de la membrana lateral de la célula endodérmica, se
emplea para su localizacién la polaridad pre-existente, como lo demuestra
la distribucién temprana de los dos transportadores de boro.

A

Pared celular

Prin&

Banda de
Casparian

B
Pared celular
Pared celular Primaria
Primaria =

Lamela de
Suberina
p—

Lamelade [~—

Suberina Banda de

Casparian

Banda de Capa de
Casparian Celulos:

Figura 6. Deposicién de la Banda de Casparian en la Endodermis. A, muestra la for-
macién de la Banda de Casparian compuesta por polilignoles, formando la protolig-
nina tipo S, conformada por los residuos del alcohol sinaptil y el alcohol cumaril. B,
subsecuentemente en el interior se deposita una lamela o lamina de suberina. C, en
algunas especies se deposita por ultimo en la parte més interna de la pared celular
una capa de celulosa muy compacta que puede estar lignificada, en la que se for-
man entrecruzamientos covalentes entre los carbohidratos y los lignanos mediados
a través de ferulatos, como ocurre en las Poaceas (pastos).

En un inicio CASP1 se encuentra distribuido uniformemente en la membrana
plasmatica, bajo una senal de induccién se polariza en la CASD y servira pos-
teriormente de plataforma para ensamblar la maquinaria de formacién de
la banda (Fig. 5B). Una vez integrada CASP1 al CASD, sobre ella se recluta a la
NADPH oxidasa [NOX, SCHENGEN4 o RBOHF (respiratory burst oxidase homo-
logue F)], a las peroxidasas clase III y a los transportadores de monolignoles
al CASD. Simultaneamente existe un aumento en la sintesis de monolignoles
en el interior de la célula y en conjunto con la ubicacién de los transportado-
res en la CASD, permite exportar los monolignoles al espacio apoplastico. La
presencia in situ de la NOX genera especies reactivas de oxigeno (Fig. 5C), las
cuales son dismutadas a H,0, que son usadas por la peroxidasa clase Il y se
inicia la polimerizacién de los monolignoles en el apoplasto y con ello la for-
macién de la lignina, proceso que solamente ocurre en la zona adyacente a la
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membrana plasmatica en el dominio de formacién de la banda de Casparian
(Fig. 5D; Roppolo et al., 2011, 2014 y Alassimone et al., 2016).

Después de la formaciéon y maduraciéon de la CAS, la endodermis se
encuentra bajo una segunda fase de diferenciacién, la cual consiste en el
depoésito de una pared celular secundaria entre la pared celular primaria
y la membrana plasmatica (Fig. 5D y 6). Esta lamela estd constituida de
suberina, un poliéster alifatico altamente resistente a la degradacién, pero
su eficiencia como una barrera al flujo apoplastico es menor (Gelder, 2013).
El mutante enhanced suberini (esb1), el que posee defectos en la formacién
de la CAS, la libre difusién no es bloqueada entre la corteza y el cilindro
vascular, este defecto no es compensado por la expresién ectdpica que
provoca el depédsito de suberina en la endodermis (Hosmani et al., 2013).
Indicando por tanto que la CAS y la lamela de suberina depositada sobre
la célula endodérmica no poseen funciones intercambiables pero que son
complementarias entre si. La lamela de suberina al rodear a la célula por
sus caras laterales y basal (la que estd expuesta al cilindro central) dismi-
nuye la transferencia de solutos y agua del apoplasto al cilindro central.
Por lo que la acumulacién de nutrimentos en el apoplasto del lado de la
corteza, provoca un aumento en la incorporacién hacia el interior de las
células corticales y estos solutos son movilizados a través de los plasmo-
desmos hasta la célula de paso de la endodermis; este proceso se ve fa-
cilitado porque los estratos externos de la corteza y la epidermis, en par-
ticular los pelos radiculares, incrementan la superficie de la membranas
plasmaticas, con el aumento en el nimero de transportadores y canales
permitiendo una mayor capacidad de absorcién de nutrimentos (Geldner,
2013). Una parte de los solutos pueden ser incorporados desde el apoplasto
en la corteza directamente por las células de transferencia o de paso de la
endodermis, debido a que estas células no poseen la ldmina de suberina
en las caras apicales y basales (caras que estan expuestas a la corteza y al
cilindro central) y asi poder permitir el flujo unidireccional. La restriccién
en la captura de solutos desde el apoplasto cortical por efecto de la endo-
dermis posee un bajo impacto en la movilizacién de nutrimentos hacia el
cilindro vascular, siempre y cuando la corteza y epidermis cumplan efi-
cientemente la entran de los solutos y éstos sean transportados via sim-
plastica hasta la endodermis.
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El depoésito de suberina en la lamela de las células endodérmicas, afecta
en una forma diferente el movimiento del agua, en donde la entrada prin-
cipal de agua se realiza por las células de transferencia de la endodermis,
esto se debe a que el flujo de agua a través de los plasmodesmos es me-
nor al flujo del agua a través de la membrana plasmatica mediada por las
acuaporinas. El depésito de suberina es un factor importante para prevenir
el movimiento masivo de agua fuera del cilindro vascular, lo cual es con-
sistente con el mayor depésito de suberina en las regiones con una mayor
madurez de la raiz (Naseer et al,, 2012) o como respuesta al estrés abidtico
(Chen et al., 2011), aunque se han reportado resultados a favor o en contra
de esta postura (Steudle y Peterson, 1998; Baxter et al., 2009; Ranathunge y
Schreiber, 2011). Los efectos de la lamela de suberina en el movimiento de
agua y solutos son dependientes de la capacidad relativa del transporte en
la endodermis comparada con la capacidad de incorporacién de las capas
mas externas.

La participacién de la CAS es importante en la captura de nutrimentos
en particular en las regiones de la raiz donde la CAS se ha formado pero la
lamela de la suberina aiin no estd establecida (Geldner, 2013). Hay que hacer
mencion, que la pared celular secundaria no se deposita en todas las células
de la endodermis (Nasser et al., 2012), se han observado patrones en forma
de parches cuando se usan marcadores fluorescentes (fluorol yellow) o la
expresion de los genes de biosintesis de suberina, por lo que existen células
de paso o de transferencia las cuales pierden la pared celular secundaria en
la proximidad al polo xilematico (Wu et al, 2011; Naseer et al., 2012). Estas
células de paso de la endodermis pueden ser regiones para aumentar la ca-
pacidad en la captura de nutrientes (Geldner, 2013); asi los transportadores
de fosfato, PHOSPHATE1 (PHO1) se expresan en células individuales de la
endodermis que corresponden a las células de paso adyacentes al xilema
(Hamburger et al., 2002).

Una vez que se ha depositado la CAS y la lamela de suberina, iones, otros
nutrimentos y fitohormonas pueden atravesar la endodermis para princi-
palmente entrar al cilindro vascular, aunque algunos componentes pueden
salir de la raiz, por lo que la endodermis se convierte en una capa selectiva
en la captura o transferencia de sustancias y es importante en la recepcién y
transferencia de senales entre las capas celulares de la raiz (Dinneny, 2014).
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A. Aspectos Generales

1. Cilindro Central

En el desarrollo embrionario se establece la raiz embrionaria que posee
una simetria radial, esta raiz en el caso de las eudicotiledoneas se trans-
formara en la raiz principal de un sistema radicular denominado axono-
morfico. Bajo esta simetria radial se encuentran ordenados los sistemas
tisulares, en la parte externa el tejido dérmico con una epidermis y los pe-
los radiculares, hacia el interior una corteza con varios estratos, en que se
encuentra el sistema tuisular fundamental o de crecimiento, conformado
principalmente de células del parénquima, que rodea a una endodermis.
En la parte central se localiza el cilindro central que contiene a su vez al
cilindro vascular.

El cilindro central (Fig. 1A), colinda con la endodermis y la capa de células
que estd en contacto con ella es el periciclo, que puede estar conformado
por uno o varios estratos dependiendo de la especie. El periciclo son células
pluripotenciales y puede ser considerado como parte del cilindro vascular
debido a que deriva de la misma estirpe celular que dio origen al procam-
bium en la embriogénesis. El periciclo puede proliferar y da origen a nuevas
células hijas que mantendran el nimero de células pluripotenciales en la
estructura. En raices jovenes, el periciclo estd compuesto de células con pa-
redes primarias delgadas, a diferencia de lo encontrado en las raices adul-
tas en que se presenta un crecimiento secundario y estas paredes pueden
contener lignina. El periciclo juega un papel importante en la generacién
de las raices laterales. En plantas que presentan un crecimiento secundario
(crecimiento que genera grosor en la estructura) el periciclo contribuye a la
formacién del cambium vascular en los polos xilematicos y floematicos; y
durante el crecimiento secundario puede originar al felégeno, del cual ge-
nera varios estratos de células suberinizadas.

La parte central del centro del cilindro central compuesta por el sistema
tisular vascular, conformado por xilema y floema, el arreglo anatémico de
estos dos componenetes se conoce como protoestela (ver mas adelante). El
xilema esta constituido por elementos de vaso alineados entre si, formando
estructuras lineares o arcos que se proyectan desde el centro hacia la peri-
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feria del cilindro central (Fig. 1A). Esta distribucién se encuentra en las dico-
tiledéneas, como el caso de Arabidopsis thaliana, poseen dos arcos alineado
entre siy dispuestos en un arreglo radial, en donde el xilema ocupa la parte
central (Fig. 1A, células en dos tonos de verde); estos arcos se encuentran
bordeados por ambos lados por el procambium, el cual es mantenido en
edad adulta (Fig. 1A, células en dos tonos de amarillo) y entre las proyeccio-
nes o arcos del xilema hacia la periferia se encuentra el floema primario o
polos floematicos, estructura que esta en contacto con el periciclo (Fig. 1A,
células en dos tonos de cafe); permitiendo de esta forma poseer un meca-
nismo robusto que determina el arreglo espacial de cada tipo celular (Ca-
no-Delgado et al., 2010). El nimero de arcos del xilema primario puede variar
dependiendo de la especie, de forma tal que algunas raices poseen dos, por
lo que se denominan diarcas, si son tres, triarcas, si son cuatro arcos, tetrar-
cas, y si el nimero de ellos es mayor, se denomina poliarcas. Los elementos
de vaso primarios que inicalmente se diferencian conforman el protoxilema
(Fig. 1A, células en verde claro), los cuales se encuentran cercanos al perici-
clo, a lo que se denomina polo protoxilematico. Los elementos traqueidales
metaxilematicos, se encuentra localizados hacia la parte central del cilindro
vascular y se diferencian en forma desfasada y posterior al protoxilema (Fig.
1A, células en verde obscuro). Las raices de los cereales, poseen un sistema
radicular fibrilar, la raiz embrionario posee una vida media muy corta y es
sustituida por raices adventicias; sin embargo las raices mantienen la es-
tructura descrita y el arreglo del sistema vascular presenta una estructura
poliarca, en donde la parte central del cilindro vascular se encuentra ocu-
pada por tejido parenquimatoso formando la médula, algunos botanicos la
consideran como parte del cilindro vascular debido a su origen procambial
y por los haces vasculares distribuidos en este parénquima.

El sistema vascular, en particular a través del xilema se transporta agua
y solutos que son incorporados desde los tejidos externos de la raiz, la epi-
dermis y corteza que los transfieren a través de la endodermis (ver capitulo
anterior) al cilindro central; una vez ahi, son incorporados al xilema radi-
cular para ser transportados al resto de la planta. Mientras que en direccién
inversa, la raiz recibe compuestos elaborados, como sacarosa, y aminodci-
dos por la via del floema. En adicién al transporte de compuestos, el xilema
y el floema conducen moléculas que sirven de sefiales que coordinan el
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metabolismo y crecimiento de la raiz con el resto de la planta, o sirven para
coordinar respuestas antes estrés abiético o biético.

2. Evolucion del tejido de conduccion

Las plantas han evolucionado desde estructuras simples a arreglos estruc-
turales mas complejos que le han permitido adaptarse a diferentes estilos
de vida en la Tierra (Lucas et al., 2013; Niklas, 2013). El paso de la vida acua-
tica a la terrestre trajo como consecuencia un cambio en el desarrollo de
los organos de la planta; con un aumento en las estructuras de soporte, dis-
tribucién de agua y nutrimentos, modificaciones que permiten una mayor
eficiencia en el intercambio de gases, con ello la absorcién de CO, y la efi-
ciencia fotosintética con una menor evapotranspiracién y peridida de agua.
En respuesta, las embriofitas (plantas terrestres) generaron estructuras es-
pecializadas en la superficie de la planta como una cuticula impermeable,
disminuyendo la pérdida de agua por evaporacién, lo que conllevé a generar
sitios especificos para el intercambio de gases, credndose los estomas; ade-
mas al aumentar el tamario, se gener6 un sistema vascular para proveer
un sistema de transporte a larga distancia, que por otra parte coadyuva al
soporte de la planta (Lucas et al., 2013; White et al., 2013).

El andlisis de diversos tejidos de conduccién en varias embriofitas, ha
permitido entender el proceso evolutivo que dio origen al sistema vascular
de las angiospermas actuales. Las briofitas (plantas no vasculares) poseen
células de conduccién de agua (water-conducting cell, WCC), las cuales bajo
un programa celular de degradacién genera un “tipo de elementos de vaso”
(Ligrone et al,, 2000). En adicién, los leptoides son células especializadas en la
conduccién de alimento (FCC) en musgos de la familia Poytrichaceae, muestran
algunas caracteristicas semejantes con los elementos cribosos (SE) del pro-
tofloema de las traqueofitas (Ligrone et al, 2000). A pesar de que un numero
de briofitas poseen WCC y FCC similares al tejido vascular de las plantas vas-
culares, la relacién evolutiva entre el tejido de conduccién en plantas vascu-
lares y no-vasculares permanece poco claro (Ligrone et al., 2000, 2012). Se ha
demostrado que los factores de transcripcion de la familia NAC median la red
de regulacién para el desarrollo de las WCC, los cuales en forma similar estan
involucrados en el proceso de desarrollo y diferenciacién de los elementos
xilematicos, en las angiospemas como Arabidopasis thaliana (Xu et al., 2014).
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En las plantas se da una diversidad en los patrones que se encuentran
asociados el xilema con respecto al floema, variedad que se muestra en los
haces vasculares de los érganos aéreos de la planta. En la mayoria de los
casos, los haces vasculares poseen un patrén colateral donde el xilema se
encuentra en la parte central en el tallo o adaxial en la hoja (cara dorsal o
superior de la lamina foliar) y el floema hacia la parte externa en el tallo o la
cara abaxial de la hoja (cara ventral o inferior de la lamina foliar), pudieno
mantener o no un grupo de células pluripotenciales del procambium. En
muchas monocotiledéneas, los haces vasculares poseen una organizaciéon
anfivasal, en donde las células del floema estdn rodeadas por las células
del xilema; por otra parte, la organizacién anficribal se caracteriza porque
el xilema esta rodeado por floema como se ha observado en helechos y en
algunas angiospermas (Mauseth, 1988; Furuta et al.,, 2014a). Patrones mas
complejos se han encontrado en algunas cucurbitaceas, en donde el floe-
ma fascicular forma un patrén bicolateral, con una distribuciéon del floema
fascicular localizado a ambos lados del xilema. Existen diferentes tipos de
tubos o conductos de savia, como es el floema extrafascicular (EFP) o el in-
terfascicular, que se forma en el tallo y del peciolo, en que los conductos de
savia son periféricos o localizados cercano al floema fascicular; los conduc-
tos de savia endociclicos y ectociclicos localizados dentro o fuera respecti-
vamente del anillo de esclereidas; los conductos de savia comisurales que
conectan entre varios tubos cribosos dentro del floema fascicular e interfas-
ciluar (Crafts, 1932; Zhang et al., 2012).

B. Xilema

1. Componentes de xilema

El xilema estd conformado por conductos que se forman por la asociacién
entre elementos traqueidales (TE). Existen dos tipos de elementos traquei-
dales: las traqueidas y los elementos de vaso. Las traqueidas se encuentran
ampliamente distribuidas en las gimnospermas; mientras que en las an-
giospermas predominan los elementos de vaso, aunque existen traqueidas
en las zonas de menor transporte (ej: cerca de los bordes de las hojas). Un
vaso es una estructura tubular, constituida por el ensamble de los elemen-
tos de vaso entre si, en que el extremo de uno se une al extremo del siguien-
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te elemento de vaso. Las paredes terminales de cada elemento de vaso se
encuentran perforadas, a lo que se denomina placa perforada, y dependien-
do del niimero de perforaciones, constituyen placas multiperforadas hasta
uniperforadas, que esta relacionada a cada especie. Las placas perforadas
pueden ser disueltas o degradadas en varios grados durante el desarrollo de
los elemento de vaso. Los elementos de vaso evolucionaron de una traquei-
da en las primeras angiospermas, con una tendencia a aumentar la anchura
del vaso con un decremento en la longitud del mismo y con placas uniper-
foradas, en donde la perforacion es amplia.

Los TE, poseen una ventaja adaptativa, al ser células muertas han perdi-
do todos sus componentes, a excepcion de las paredes primarias que asocia
entre si a los TE y con otras células adyacentes, y con paredes secundarias
lignificadas que dan soporte a la estructura. La pérdida de la membrana
plasmatica, vacuolas y de la mayoria de los organelos durante su madura-
cién, elimina con ello los lipidos membranales y con ello regiones hidrof6-
bicas, con esto permite aumentar la conductancia hidrica entre los elemen-
tos de vaso que conforman los conductos xilematicos, o la transferencia de
agua y solutos entre una traqueida y otra traqueida. Se ha estimado que la
conductancia en un vaso xilematico formado por 10 elementos de vaso, es
aproximadamente de 7.7 x 10®m?'MPa; estimandose que la resistencia
hidraulica, que es la fuerza opuesta a la conductancia es de 1.3 x 10’sM-
Pam™. Para una membrana plasmatica, al considerar una seccién circular
de 50 pm de didmetro, con una alta actividad de acuaporinas, tendria una
conductancia hidraulica de 5.9 x 10®*m?3s'MPa!, con una resistencia hidrau-
lica de 1.7 x 10**sMPam3; lo que implica que la suma de 20 caras celulares
en un conducto de 10 células en que se tuvieran su membrana plasmatica,
poseeria una resistencia hidraulica con un valor de 3.4 x 10**sMPa m?, lo
que es 260 millones de veces (107 vs 10"%°) la resistencia hidraulica de un
conducto abierto, por lo que para obtener el mismo flujo hidraulico a través
de un conducto de células vivas con su membrana plasmatica, se deberia de
tener un gradiente de presién de 260 x 10°, 1o cual es un valor fuera del rango
fisiolégico normal (Sperry, 2003; Patrick et al, 2015).

El didmetro de los elementos de vaso (15 a 300 pm) es una caracteristica
importante en la conductancia hidraulica, la cual varia dependiendo de la
especie, el estado fisiolégico y su localizacién. Las traqueidas poseen un dia-
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metro menor (10 a 50 pm) y son mucho mads largas que los elementos de vaso
(6 a 11 mm vs 50 a 100 pm respectivamente), implicando que las traqueidas
poseen una mayor superficie de pared celular, ademads de no poseer una placa
perforada, contribuye a una menor transporte de agua en comparacién con
los vasos. Los vasos conformados por el alineamiento de varios elementos de
vaso, pueden tener una longitud de unos centimetros a metros, en donde el
agua puede fluir dentro del vaso y/o puede fluir lateralmente entre vasos ali-
neados entre si, en que las paredes celulares contiguas entre los elementos de
vaso poseen pequenas perforaciones en su pared celular lignificada denomi-
nados punteaduras o “pit de membrana”, debido a que se mantiene la pared
celular primaria de ambos elementos de vaso con la lamina media que las
une formando esta una “membrana” que no impide la difusién de agua, pero
limita el paso de burbujas de aire a través de estas paredes (Patrick et al,, 2015).

2. Auxina y citocinina en el establecimiento del xilema en el
embrion y el desarrollo de la raiz

El desarrollo del sistema vascular de la raiz involucra a la comunicacién ce-
lular, con el movimiento intracelular de moléculas de senalamiento, factores
de transcripcién y la interaccién entre ligandos/receptores en el apoplasto,
la membra, citoplasma o en el nucleo (Hirakawa et al., 2011; Miyashima et
al., 2012).

Se sabe que las fitohormonas juegan un papel importante en la inicia-
cién del tejido vascular y la formacién del xilema (Berleth et al, 2000). En
particular, la auxina y la citocinina actian como determinantes criticos en
la especificacion del tejido vascular. En etapas tempranas del desarrollo em-
brionario involucra la accién coordinada en la sintesis, transporte y senala-
miento de la auxina (Hardtke y Berleth, 1998; Friml et al., 2003; Robert et al.,
2013). El factor de transcripcién MONOPTEROS/AUXIN RESPONSE FACTORS
(MP/ARF5) es un regulador crucial del desarrollo temprano del embrién y en
el desarrollo del tejido vascular. La expresién de este factor estd restringido
a las células subprotodérmicas y en donde se comprometeran las células
iniciales provasculares (Hamann et al., 2002). La mutacién del gen MP provo-
ca la pérdida del cilindro vascular en la raiz embrionaria y en el hipocotilo,
implicando por lo tanto, defectos en la formacién de los elementos traquei-
dales en la raiz, el tallo y hojas de la plantula. La mutacién en el alelo domi-
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nante de MPno permite el desarrollo de una raiz primaria (Berleth y Jurgens,
1993; Przemeck et al., 1996; Hardtke y Berleth, 1998; Bishopp et al., 2011a).

El gen TARGET OF MONOPTEROS 5 (TMO5/bHLH32) y sus homélogos cer-
canos TMOS5-LIKE (T5L1) codifican para factores de transcripcion, que son
inducidos directamente por MP (Schlereth et al, 2010). La expresién de los
genes TMO5y T5L1 se detecta en las células madre en el tejido provascular
desde el estado globular del desarrollo embrionario y la doble mutante o5
t511 exhibe una reduccioén significativa en el nimero de células en el cilindro
vascular de la raiz, conteniendo solamente un polo floematico y uno xile-
matico (De Rybel et al., 2013). Efectos idénticos se observan en los mutantes
lonesome highway (Ihw; Ohashi-Ito y Bergmann, 2007). En el embrién globular,
las proteinas TMO5 y T5L1 forman heterodimeros con LHW, la dimerizacién
se da en las células madre provasculares y mas tarde en las células precur-
soras de xilema durante el desarrollo de la raiz (De Rybel et al., 2013; Ohas-
hi-Ito et al.,, 2013). Los dimeros de TMOS5-LWH promueven la produccién de
citocininas en las células precursoras del xilema, donde esos heterodimeros
directamente activan a los genes clave en la biosintesis de citocininas (CK)
de la familia ZONELY GUY (LOG3y LOG4, Fig. 1B).

La aplicacién de una citocinina sintética, la benziladenina, causa la pér-
dida de los vasos protoxilematicos de la raiz en una forma dependiente de la
dosis (Yokoyama et al., 2007; Kondo et al., 2011; Ren et al., 2013). La reduccién
del contenido de CK por la expresién del gen CYTOKININ OXIDASE 2 (CKO2),
el cual codifica para una oxidasa que degrada a las CK, da la formacién ex-
tra de protoxilema (Mahonen et al., 2006). La cantidad de vasos xilematicos
depende de la cantidad in situ de CK (Fig. 2A).

La citocinina es percibida mediante los receptores histidin cinasa de dos
componentes WOL/CRE1/AHK4, en conjunto con ARABIDOPSIS HISTIDIN
KINASE 2 y 3 (AHK2 y AHK3; Kieber y Schaller, 2014). La mutacién de dos de
ellos provoca la formacién de vasos con un protoxilema supernumerario en
el cilindro vascular de la raiz, mientras que los triples mutantes poseen un
reducido nimero de células en el cilindro vascular, pero todas ellas desarro-
llan un protoxilema. Por su parte, la aplicacién exdgena de citocinina resulta
en la pérdida completa del protoxilema de la raiz (Fig. 2B; Scheres et al., 1995;
Mahonen et al., 2000, 2006).
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Figura 1. Interacciéon en la inhibicién mutua entre la auxina y la citocinina para la
diferenciacién y proliferacién del procambium. A, se muestra un esquema de la parte
central de un corte transversal en la regién de maduracién de una raiz diarca como

la de Arabidopsis thaliana. B; Las células precursoras del protoxilema poseen una
alta concentracién de auxina, lo que provoca que AHP6 y el complejo TMO5-LHW
sea abundante en estas células y son responsables de la induccién de LOG3y LOG4,
disparando la sintesis de citocininas, sin embargo, estas células poseen una baja sen-
sibilidad o deteccidn a las citocininas; a diferencia, las células vecinas o del procam-
bium préximo al protoxilema, poseen altas concentraciones de citocininas, parte de
la cual proviene de la movilidad de la fitohormona desde las células precursoras del
protoxilema, la acumulacién de citocinina en el procambium préximo al protoxilema
a su vez genera una distribucién asimétrica de los PIN, los cuales se polarizan en
la membrana colindante con la célula precursora del protoxilema; provocando a su
vez un aumento en el flujo de auxina hacia las células precursoras del protoxilema
aumentando su concentracién en ese compartimento, lo cual hace que se refuerze el
ciclo. La difusién de citocininas hacia las células del procambium (ya sea proximal o
distal) provoca la proliferaciéon de éstas en respuesta a esta fitohormona. La figura es
una modificacién de Kondo et al., 2014; Osugi y Sakakibara, 2015; Ruzicka et al., 2015.

La percepcién de la citocinina por sus receptores tipo histidin cinasa, involu-
cra la transduccion de la senal a través de las proteinas codificadas por la fa-
milia de genes ARABIDOPSIS HISTIDINE PHOSHATETRANSFER PROTEIN (AHP).
La mutante quintuple ahpl ahp2 ahp3 ahp4 ahp5 exhibe un fenotipo con un
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numero extra de vasos del protoxilema, similar al fenotipo de los mutantes
ahk (Hutchison et al., 2006), por lo que la senal de CK regula negativamente
la formacién de protoxilema via AHK y AHP (Fig. 2A). Un AHP atipico es ARA-
BIDOPSIS HISTIDIN PHOSPHOTRANSFER PROTEIN 6 (AHP6), en el cual se ha
perdido un residuo de histidina necesario para la fosfotransferencia y que
esta conservado en las demas AHP; AHP6 se expresa en el meristemo apical
de tallo (RAM) en la fila de células del futuro vaso xilematico, y los mutantes
en que han perdido la funcién les causa una pérdida parcial de los vasos de
xilema (Mahonen et al., 2006). Los resultados muestran que AHP6 funciona
como una proteina de pseudo-fosfotransferencia que interfiere en forma
competitiva con la fosforilacién de las otras AHP, bloqueando de esta forma
la senal inducida por las CK (Fig. 2B; Mahonen et al., 2006).

Citocinina (CK)

@O

CLv2
el )

Figura 2. Papel de la via de sefializacion de la citocinina. A, Esquema de la de la forma-
cién de los dominios del protoxilema (verde) dependiente de la cantidad de citocinina
en el cilindro vascular. B, Via de sefalizacién de la citocinina (CK) y su modulacién
en la especificacién de los elementos traqueidales del protoxilema. Simbolos: AHK,
histidin cinasa; AHP, protein-histidin-fosfostransfererasa; CK, citocinina; ARR-A, re-
guladores tipo A; ARR-B, reguladores tipo B; CLE10, un miembro de los péptidos CLA-
VATA3/EMBRYO SORROUNDING REGION-RELATED; CLV2/CRN, receptor CLAVATA 2/
transductor de sefial CORYNE. Figura modificada de Kondo et al., 2014

La transferencia del grupo fosfato de alta energia a las AHP tipicas (1a 5) es
a su vez transferido a los factores de transcripcién ARR tipo B (type B ARA-
BIDOPSIS RESPONSE REGULATOR). La fosforilacién de los factores ARR tipo
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B son blanco final en la transduccién de la sefal de la CK, en que la fosfori-
lacién los activa y con ello inducen la transcripcién de los genes de respues-
ta a esta fitohormona (Yokoyama et al., 2007; Argyros et al., 2008). La triple
mutacion, arrl arr10 arr12, desarrolla vasos xilematicos ectopicos similares
a otros mutantes relacionados a la CK (Yokoyama et al., 2007; Ishida et al.,
2008). Los factores ARR tipo B fosforilados activan a su vez a los factores ARR
tipo A, que regulan negativamente la senal de CK, generando con ello una
retroalimentacién negativa en la regulacién, los factores ARR tipo A interac-
cionan directamente con AHP e interfieren con la induccién de los factores
tipo B ARR (To et al., 2004) y con ello se poseen pocos vasos xilematicos en
la raiz lateral pero no en la raiz principal (Ren et al., 2009, 2013; Kondo et al.,
2011). La cascada en la via de sefializacién inducida por las CK consistente
de AHK, AHP y ARR tiene un papel central en la regulacién negativa de las
células del protoxilema (Fig. 2B).

3. Moduladores de la senial de citocininas que requlan la formacion
del xilema

Los moduladores de la sefial de las CK son un mecanismo fino en el desa-
rrollo del protoxilema. En Arabidopsis se han descrito 32 genes que codifican
para la familia de péptidos CLAVATA3/EMBRYO SORROUNDING REGION-rela-
ted (CLE; Ito et al., 2006; Jun et al., 2008). Muchos de los péptidos CLE afectan la
formacién del xilema (Kondo et al,, 2011). La presencia del péptido CLE10 en
el mutante arr10 arr12, en que se muta dos de los factores ARR tipo B, no in-
hibe la formacién de protoxilema (Kondo et al., 2011), se ha establecido que
CLE10 regula negativamente a los ARR tipo A, por lo que CLE10 activa la via
de senalamiento inducida por la CK y con ello la disminucién en la forma-
ci6én de protoxilema. Los péptidos CLE son percibidos por CLAVATA 2 (CLV2)
en conjunto con CORYNE que actian como el receptor y transduccién de la
senal de CLE10 (Kondo et al., 2011).

La reducida sensibilidad a las CK en el mutante con pérdida de funcién
de FUMONISIN BI-RESISTANT 12 (FBR12) produce protoxilema extra (Ren et
al., 2013), FBR12 codifica para un factor de iniciacién en la traduccién de
senales, elF5A, que tiene varias funciones en la interaccién con diferentes
proteinas y RNA (Thompson et al., 2003; Jao y Chen, 2006; Feng et al., 2007).
FBR12 fisicamente y genéticamente interacciona con CRE1/AHK4/WOL y
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con AHP, lo cual resulta en un aumento en la senal de las CK (Ren et al,
2013). La modulacién de la senal de la CK por varios factores en diferentes
etapas de la senalizacién permite la regulacién espacio-temporal final de
los dominios del protoxilema (Fig. 2B).

4. Regulacion espacial de la citocinina

La importancia de la activacién local de la citocinina se observa en etapas
tempranas en el desarrollo del tejido vascular. En el dpice de la raiz, el tejido
vascular consiste del procambium, protoxilema, metaxilema, protofloema
y metafloema (Fig. 1A). La auxina a través de TMO5/LHW activa la expre-
sién especifica de LOG3y LOG4 en las células precursoras del protoxilema,
también difunde a las células vecinas del procambium donde incrementa
la concentracién de CK, generando un gradiente de fitohormona entre estos
dos dominios (Fig. 1B). La mayor concentracién de la fitohormona en las cé-
lulas del procambium permite ser detectada por los receptores AHK4/WOL1/
CRE1 que se expresan en el procambium y con ello es percibida y genera una
respuesta. La menor concentracién de la fitohormona y un expresién muy
baja o nula de los receptores de la CK en las células precursoras del protoxile-
ma, impiden que se genere una senal inducida por la CK (Fig. 1B; Ohashi-Ito
et al. 2014; De Rybel et al, 2014a). Las células del procambium adyacentes
al protoxilema, responden a la citocinina mas fuerte que la parte distal del
procambium. La percepciéon de las citocininas inhiben la diferenciacion del
procambium a protoxilema, esta regulaciéon es necesaria para mantener el
numero de células del procambium y la propia posicién de las células du-
rante el desarrollo vascular. La morfogénesis es anormal en el triple mutante
log3 log4 log7, debido posiblemente a los reducidos niveles de citocinina acti-
va (Ohashi-Ito et al. 2014). La expresién en el triple mutante de LZOG3 median-
te un promotor especifico para las células precursoras del xilema, rescata el
fenotipo, mientras que la expresién ectépica de LOG3 en el floema, no res-
cata al fenotipo en el mutante; esto implica la necesidad de la biosintesis y
transporte local de las citocininas para la morfogénesis de la raiz.

El dominio en que se forma el xilema requiere de un patrén preciso en
el control en la acumulacién de las CK. La localizacién de las auxinas se
encuentra en el eje del xilema, mientras que la alta concentraciéon de CK
se encuentra en el procamium (Fig. 1B; Bishopp et al, 2011a). El gradiente
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en la concentracién de auxina se debe a la distribucién lateral a través del
transporte polar inducido por los PIN3 y PIN7. Los niveles altos de auxina,
provocan directamente la expresion de AHP6 via elementos de respuesta en
el promotor de este gen y esto ocurre en la posicién del protoxilema (Bisho-
pp et al.,, 2011a), lo cual atenua la senal inducida por las CK (Fig. 1B y 3).

La expresién de PIN/ se incrementa en respuesta a CK, la mayor cantidad
de PIN7 se encuentra en el procambium, dominio de alta concentracién y
respuesta a la CK (Bishopp et al, 2011a). Cuando se bloquea el transporte
simplastico a través de los plasmodesmos mediante la induccién en la ex-
presiéon del gen CALLOSE SYNTHASE 3 (CALS3) que incrementa la sintesis de
calosa, se produce la reduccién del didmetro del plasmodesmo (Vaten et al.,
2011), y se muestra que ademads existe un transporte de la CK via el floema
que es requerido para el control de la expresién de PIN/ en el dominio del
procambium (Bishopp et al., 2011b; Vaten et al., 2011). Este resultado indica
que el transporte basipétalo de la CK al RAM restringe el dominio de res-
puesta a la auxina en el eje xilematico por medio de una modulacién en el
transporte lateral de la auxina (Bishopp et al,, 2011b).

La mutante ahk3 crel forma xilema ectépico adyacente a los vasos xilema-
ticos originales (Mahonen et al., 2006; Kondo et al., 2011), resultado que puede
ser explicado debido a que el dominio de alta respuesta a la auxina en el eje del
xilema se encuentra expandido al reducirse la senal de CK en el mutante (Fig.
2A; Mahonen et al., 2006; Bishopp et al., 2011a; Kondo et al., 2011). La mutua inhi-
bicién entre la auxina y la CK permite un establecimiento y manutencién pre-
cisa de los dominios de formacién de los vasos proxilematicos (Fig. 1B, 3A y 3B).

La citocinina activa, que es transportada desde el tallo a la raiz por el
floema, es una fuente externa que afecta la formacién de protoxilema en la
raiz. Cuando el transporte del floema es bloqueado, se observa una desesta-
bilizacién del protoxilema (Bishopp et al., 2011b). Sin embargo, la citocinina
externa o la de sus metabolitos, es una fuente alterna de fitohormona y no
juega un papel decisivo en la determinacién del desarrollo del xilema (De
Rybel et al., 2014a; Muraro et al., 2014).

La presencia de citocinina, funciona como una senal que promueve la
division celular en las células vecinas a las células procambiales (De Rybe et
al., 2014a; Ohashi-Ito et al., 2014).
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E. HDZIPII

B. Respuesta a Citocinina D. Formacion del Eje Xilematico F. mil65/166

Figura 3. Mecanismo molecular en la determinacién del eje con dominio xilemati-
co. La figura muestra el mecanismo en la formacién del eje xilematico en el cilindro
vascular. Fase I, existe una inhibicién mutua entre los dominios de alta cantidad de
auxina que definen a las células precursoras del protoxilema y los dominios de alta
cantidad/sensibilidad a citocinina que define a las células procambiales. La inhibi-
cién de la senal de citocinina a través de AHP6 inducida por de la auxina, altera la
acumulacién de auxina por el efecto sobre PIN3 y PIN7 en el flujo polar de la fitohor-
mona (A y B). Fase I, el movimiento de AHL juega un papel en la determinacién del
dominio protoxilematico y del metaxilematico (C), estableciendo una frontera entre
el eje xilematico y el dominio del procambium en el cilindro vascular (B, D). Fase III,
la determinacion de los elementos de vaso en el eje xilematico se establece por la
expresion diferencial y movilizacién de los productos de los genes MIR165/166 (F) y
HDZIPIII (E) que determinan el tipo de elemento de vaso que se formara de acuerdo
al gradiente entre HDZIPII y miRNA165/166 (G). Figura modificada con base a Carls-
becker et al., 2010; Kondo et al., 2014; Osugi y Sakakibara, 2015; Ruzicka et al., 2015.

5. Frontera entre el xilema y el procambium

La frontera entre procambium y el eje xilematico estd determinada por el
movimiento del factor de transcripcién AT-HOOK MOTIF NUCLEAR LOCALI-
ZED PROTEIN (AHL; Zhou et al., 2013). En los mutante simples ahl3 o ahl4, se
forman vasos ectdpicos de protoxilema y de metaxilema respectivamente
en la regién adyacente al eje del xilema, por lo que el dominio xilematico
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se encuentra extendido (Zhou et al., 2013). Este fenotipo es similar con los
mutantes con defectos de CK en cuanto al exceso en la formacién de pro-
toxilema, pero es distinto en término de la formacién extra de los vasos de
metaxilema adyacente al metaxilema original. AHL4 se expresa en el pro-
cambium y la proteina es movilizada al dominio del xilema (Fig. 3C; Zhou et
al., 2013). El movimiento intracelular es necesario para la correcta formacién
de la frontera entre el procambium y el xilema (Zhou et al, 2013). La doble
mutante ahl3 ahl4 no presenta fenotipos con severos cambios en el xilema
comparado con los mutantes simples, indicando que AH3 y AH4 funcionan
en conjunto (Zhou et al., 2013). En la mutante a//, la cantidad de auxina se
encuentran alterada, en que altas cantidades de auxina se encuentran en el
dominio de respuesta a CK (Zhou et al,, 2013), aunque aun la relaciéon entre
AHL y la regulaciéon hormonal en la formacién del xilema se desconoce.

6. Determinacién de la identidad del protoxilema-metaxilema
en la raiz

El programa de desarrollo que define el protoxilema y del metaxilema esta
regulado por cinco factores de transcripcién HDZIPIII. A este complejo de
regulacién estd asociado a la accién de dos genes maestros: SHORT ROOT
(SHR) y SCARECROW (SCR, Carlsbecker et al., 2010), los cuales codifican para
factores de transcripcién miembros de la familia de genes GRAS, los cuales
se ha determinado que estan involucrados en el establecimiento de la iden-
tidad de la endodermis y la corteza (Helariutta et al., 2000; Nakajima et al.,
2001; Gallagher et al., 2004; Cui et al., 2007).

El mutante shr forma vasos proxilematicos en la posicién de los vasos
metaxilematicos, indicando un interruptor entre el tipo de vasos proxile-
maticos a metaxilematicos (Carlsbercker et al., 2010). En Arababidopsis, SHR
se expresa y se traduce en el cilindro vascular y la proteina se mueve a la
capa que se transformara en endodermis (Fig. 4), en donde SCR es expre-
sado y es traducido a una proteina que interacciona con la proteina SHR.
La interaccién de estas dos proteinas en la futura endodermis, provoca la
diferenciacion a endodermis, y ademas se activa la expresién de dos genes
MIRNA, el MIRNA165y MIRNA166 que genera los miRNA correspondientes
(Fig. 3F; Carlsbecker et al., 2010)
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Endodermis Periciclo Protoxilema Metaxilema
- @

miRNA165/166

Figura 4. Especificacién del xilema. La especificacién del protoxilema y metaxilema
esta bajo el control de la expresiéon de SHR en el cilindro vascular y la movilizacién
de la proteina hacia las futuras células de la endodermis (flecha azul) la interaccién
con SCR y la induccién de la expresién y produccién de miRNA165/166 in situ; la
difusién de los miRNA165/166 desde la endodermis al cilindro vascular (flecha roja)
genera un gradiente de concentracién y en funcién de él 1a represién de HDZIPIII en
el cilindro vascular. Figura modificada de Carlsbecker et al., 2010.

Los miRNA165/166 que se producen en la endodermis se desplazan a su vez
a la zona del cilindro vascular, con una mayor concentracién en la periferia
en comparacion al interior del cilindro (Fig. 3F, 4; Carlsbercker et al., 2010). Los
miRNA165 y miRNA166 desestabilizan a los mRNA de la familia de HDZIPIII,
en los que se incluye a AtHB8, PHABULOSA (PHB), PHAVOLUTA, REVOLUTA y
CORONA/AtHB15 (Prigge et al., 2005; Carlsbecker et al., 2010), que se expresan
en alta cantidad en el centro del cilindro vascular (Fig. 3E). La generacién de
un alelo resistente en el mutante phb-7b, los transcriptos de los genes HDZI-
PIII no son inducidos a su degradacién por los miRNA165/166, permitiendo
la formacién ectépica de metaxilema en el lugar donde se forma el protoxi-
lema. Por otra parte, cuando cuatro de los cinco genes del complejo HDZIPIII
son afectados en la mutante “knockout”, todos los vasos del metaxilema
son reemplazados por protoxilema; lo cual es confirmado por la pérdida
del marcador de metaxilema ACAULIS 5 (ACL5) y la expresién ectopica del
marcador de protoxilema AHP6 (Mahonen et al., 2006; Muniz et al., 2008; Car-
Isbecker et al., 2010). La mutacién de los cinco miembros de HDZIPIII provoca
que las plantas pierdan completamente el xilema. Los genes HDZIPIII con-
trolan la identidad del proto/metaxilema de una manera dosis dependiente
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de la cantidad de transcriptos de los genes HDZIPIII (Carlsbecker et al., 2010)
o bien en la capacidad de la estabilizacién/desestabilizaciéon de los mRNA
de HDZIPIII (Nakajima et al., 2001; Carlsbecker et al.,, 2010; Miyashima et al.,
2011), observandose que la alta expresién induce la formacién de metaxile-
ma, mientras que una baja expresién genera vasos de tipo protoxilematicos.

Se han aislado mutantes con defectos en TRF2, el cual estd involucrado
en la biosintesis de triptéfano que a su vez media la sintesis de auxina. El
mutante en este gen, posee defectos en la formacién del metaxilema sin
afectar en la misma proporcién al protoxilema, por lo que la concentra-
cién de auxina esta involucrada en la determinacién del metaxilema. La
biosintesis local de auxina regula la actividad de los HDZIPIII, determinan-
do el destino del metaxilema (Fig. 4; Ursache et al.,, 2014). La mutacién de
varios genes de la via de biosintesis de las auxinas a partir de triptéfano
provoca el decremento en la actividad de los genes HDZIPIIl y los efectos
en el metaxilema; por lo que la inhibicién de la sintesis de auxina resulta
en la formacién ectépica del protoxilema en los sitios que deberia estar el
metaxilema.

Las vias de senalamiento CLE-WOX son conservadas y estan involucra-
das en el desarrollo de los vasos del metaxilema en arroz (Chu et al., 2013).
El péptido CLE en el arroz es FON2-LIKE CLE PROTEIN 2 (FCP2) el cual con-
trola negativamente la expresién de quiescent-center-specific-homeobox (QHB),
el cual es un ortélogo de AtWOX5 de Arabidopsis que se expresa en el cen-
tro quiescente (CQ) y las células precursoras del metaxilema (Kamiya et al.,
2003; Chu et al., 2013). La regulacién negativa de QHB por la aplicacién exé-
gena de FCP2 causa la pérdida de la identidad del metaxilema, dando una
divisién celular aberrante en la posicién donde deberia de formarse el me-
taxilema (Chu et al., 2013). Los péptidos CLE, en particular CLE10, inhiben la
formacién de vasos proxilematicos en Arabidospsis (Kondo et al., 2011), por
ello, el papel de la senal de CLE en la regulacién del desarrollo del xilema no
estd conservado entre el arroz y Arabidopsis.

Los factores de transcripcién con dominios NAC codificados por ATAF1/2,
CUC2, VASCULAR-RELATED NAC-DOMAING6 (VND6) y VND/, se han aislado en
cultivos de xilema en Arabidopsis, los cuales son genes maestros en la re-
gulacién de estados tardios en el desarrollo del xilema (Kubo et al.,, 2005).
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Las mutantes simples vnd6 o vnd7 no muestran fenotipos diferentes entre
ellos, mientras que la sobrexpresién de estos dos genes en Arabidopsis y en
el dlamo estan asociados a la diferenciacién de fibras o elementos de vaso
en el tallo y raiz, siendo por ello reguladores maestros en la especificacién
del xilema (Fig. 3G).

B. Floema

1. Componentes de los tubos cribosos

Los elementos cribosos que conforman al floema fueron inicialmente des-
critos en 1837 por Theodore Harting y los trabajos de Katherin Esau (1972)
en microscopia electrénica que pusieron en claro la estructura y funcién del
floema, culminando en la publicacién “The Phloem” que es considera hasta
hoy dia el trabajo que dio las bases para el estudio de este tejido.

El floema es un tejido que conforma parte del sistema tisular vascular y
se encuentra en todas las plantas vasculares, su funcién es la de distribuir
tanto los productos de la fijacién del CO, por la fotosintesis y de diversas
moléculas desde los érganos productores al resto de la planta. El mecanis-
mo de transporte a través del floema se basa en el flujo de masas, en forma
predominante para el transporte de la sacarosa (Munch, 1930). El floema
es el medio a través del cual los diferentes érganos de la planta pueden
intercambiar senales, tales como fitohormonas, péptidos, proteinas, RNA,
metabolitos como la sacarosa y aminodcidos que conllevan una sefial in-
formativa (Xoconostle-Cazares et al., 1999; Yoo et al., 2004; Turgeon y Oparka,
2010; Bishopp et al., 2011c; Liu et al., 2012; Yoo et al., 2013).

Durante la evolucion, ciertas células alargadas gradualmente perdieron su
contenido celular y conformaron un conducto o tubo floematico. Durante la
ontogenia de los elementos del tubo criboso, el nucleo gradualmente se des-
integra, de igual forma lo hace el tonoplasto y otros componentes celulares.
Al final se mantiene la pared celular primaria, la membrana plasmatica, una
fina capa de citoplasma que estd adyacente a la membrana plasmatica deno-
minado mictoplasma, en cual se encuentra sacos del reticulo endoplasmico,
algunas mitocondrias y plastidios especificos del floema denominados plasti-
dios P. Una divisién asimétrica de la célula madre del floema proveniente del
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procambium, origina al elemento del tubo criboso (SE) de mayor dimensién
y a la célula a acompanante (CC) de menor tamano. Durante el desarrollo se
mantiene e incrementa la cantidad de plasmodesmos (PD) entre estas dos
células hijas, en que el plasmodesmo posee un solo canal hacia el elemento
del tubo criboso y éste se ramifica hacia la célula acompanante, conformando
entre estas dos células una unidad metabdlica y genética, el complejo SE-
CC. A través de estos plasmodesmos se transportan los nutrimentos, prin-
cipalmente sacarosa, aminodacidos y diversas sefnales. Los plasmodesmos se
encuentran asociados entre si en regiones establecidas entre las dos células,
alo que se les ha denominado “unidades de poro de plamodesmos” (plasmo-
desmata pore units, PPU; Kempers y van Bel, 1997).

Una peculiaridad entre los SE y CC es la diversidad estructural entre los
plasmodesmos; entre las células del procambium los plasmodesmos no
poseen ramificaciones; durante la diferenciacién a SE y CC, los plasmodes-
mos se transforman en poros de savia entre el SE y CC, los cuales al final
del desarrollo se modificaran para formar las PPU; pero los plasmodesmos
entre la CC y el parénquima no se modifican. El mantener una minima
estructura celular en los SE debe proporcionarles una ventaja en la con-
ductividad hidraulica, la razén radica en que el flujo de masas que se da a
través de los SE estd generado por las diferencias en la presién hidrosta-
tica generado y regulado por medio de un transporta activo a través de la
membrana, implicando que la integridad de la membrana es importante
el transporte a través de los SE. Entre dos elementos cribosos existe una
placa porosa, que en su génesis corresponde a los sitios de los plasmodes-
mos de las células precursoras. El flujo a través de los poros de la placa
se regula por el depésito de calosa (Zavaliev et al,, 2011; Vaten et al., 2011;
Yadav et al., 2014).

Los SE y CC ademads sirven como reguladores de iones como Ca?, que
funcionan como mensajeros secundarios y con ello como senales en el mo-
vimiento local de macromoléculas. Una funcién principal de los plastidios
tipo P en la SE es generar proteinas especificas que en presencia de Ca* se
asocian entre siy producen una oclusion de los poros de la placa porosa que
comunica un elemento con otro, y evita la cavitacién del tubo. Los organe-
los como las mitocondrias y plastidios al igual que los saculos del reticulo
endoplasmico se encuentran anclados a la membrana plasmatica, para im-
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pedir que ocurra una oclusién accidental de los poros de la placa cribosa,
(Patrick et al., 2015).

2. Desarrollo del floema durante la embriogénesis

El tejido vascular juega un papel importante en la conduccién de agua y
nutrimentos en la fase postembrionaria. Sin embargo, la posicién y patrén
del tejido vascular en las plantas se establece en la embriogénesis. En el em-
brién maduro de muchas especies se encuentra ya establecida la posicién
de las células precursoras vasculares (Busse y Evert, 1999a; Bauby et al., 2007;
Truernit et al, 2008). Un crecimiento postembrionario y la generacién de
nuevos érganos laterales solamente requieren la extensioén de la red vascu-
lar existente y la manutencién del patrén establecido. En el embrién de Ara-
bidospsis, las primeras células preprocambiales se forman como una hilera
de células en la parte central de la porcién inferior del embrién globular. La
divisién periclinal de estas células genera el periciclo en la parte externa, y
el primordio vascular en la parte interna en el embrién en formacién. Ron-
das subsecuentes de divisiones celulares generan un grupo de células que
formaran el cilindro vascular de la raiz embrionaria y del hipocotilo. En el
estado de torpedo, el patréon radial del sistema vascular es establecido, y el
meristemo apicala radicular contiene a todas las células iniciales o madre
de los diversos tejidos que conformaran a la raiz (Fig. 5; Scheres et al., 1995).
Las filas de células del xilema y floema se han formado al final del desarrollo
de la embriogénesis, pero no se encuentran completamente diferenciadas y
se mantienen en una forma no funcional (Bonke et al., 2003).

La diferenciacién de las células del floema no ocurre simultdneamente a
través del desarrollo del embrién. El proceso de diferenciacion se inicial en
la parte proximal de los cotiledones y la parte media superior del hipocotilo.
Este proceso incluye un pronunciado alargamiento de las células, las cuales
adquieren una forma de “hueso” con la parte media adelgazada y un ensan-
chamiento en los extremos apical y basal, (Bauby et al., 2007). Mientras que
las células del floema en la parte distal de los cotiledones y cercano al dpice
de la raiz son cortas y menos diferenciadas.
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. Preprocambium D] Periciclo

Procambium
Cercano a PX
Procambiun
Lejano PX

Figura 5. Patrén de establecimiento de sistema tisular vascular. A, muestra un es-
quema del desarrollo del embrién de Arabidopsis thaliana, en que se ejemplifica de
izquierda a derecha la primera divisiéon del cigoto dando origen a una célula su-
perior o apical y una basal (a/b); la célula basal se divide y da origen al suspensor,
mientras que la apical por varios ciclos de divisién da a un proembrién octante (oct),
para seguir en la siguiente fase a a un embrién globular (glo) en él se distingue en
la periferia la protodermis, y en la parte basal esta estructurado en una simetria ra-
dial, existen dos capas, la mas interna dara origen al tejido vascular; a continuacién
en el desarrollo se genera un embrién corazén (corz), en que se incia la formacién
de los cotiledones y la capa de células basales e internas se divide dando el periciclo
hacia la parte externa y las de procambium hacia el centro; para la fase de desa-
rrollo en que se tiene un embrién torpedo (trp) se aumenta el nimero de estratos
celulares en la parte basal e interna. Esquema modificado de Heo et al., 2014.

En la transicién de la germinacién a la postgerminacién temprana, un ana-

lisis microscoépico muestra que la diferenciacién del floema incluye la pér-
dida en forma controlada del ntcleo y varios otros organelos de las células,
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entre ellos la vacuola y un cambio en la estructura del plasmodesmo. Las
modificaciones en los plasmodesmos siguen un patrén espacio temporal,
que se inicia en dos direcciones y en forma consecutiva: la primera fase se
inicia en la parte basal de los cotiledones y la parte superior del hipocoti-
lo, con una subsecuente progresién hacia la parte distal de los cotiledones,
generando con ello venas de alto orden estructural; y la segunda fase ocu-
rre desde el hipocotilo hacia la parte inferior o radicular. A las 48 horas de
iniciada la embibicidn, se inicia la diferenciacién del floema en las células
recién generadas por el meristemo apical radicular (Bauby e al., 2007).

En el embrién de Arabidopsis, existen dos filas de floema flanqueadas por
las correspondientes filas de xilema en el hipocotilo, las cuales se forman
a lo largo del eje longitudinal del embrién. En el nodo cotiledonar, cada hi-
lera de floema-xilema se divide en dos, y cada par de ellas se separa para
ingresar a cada uno de los cotiledones. Por los que, dos hileras de floema
se encuentran presentes en la parte proximal a distal de la vena central de
cada cotiledén, mientras que las venas secundarias se encuentra solamente
un haz formado por una hilera simple axial de floema y xilema (Bauby et al,
2007).

3. Influencia de la distribucién asimétrica de la auxina

El desarrollo del embrién, desde la divisién asimétrica del cigoto hasta la ger-
minacion, estd influenciado por una acumulacién diferencial de la auxina en
los diferentes dominio. En el embrién globular la expresién de los genes AU-
XIN RESPONSE FACTOR5/ MONOPTEROS (ARF5/MP), INDOLE-3-ACETIC ACID IN-
DUCIBLE 12/BODENLOS (IAA12/BDI) y los genes inducidos por MP, como TMO5
y LHW establecen los precursores del tejido vascular. La pérdida de funcién
en los mutantes de los genes antes mencionados causa la reduccién en el na-
mero de filas celulares en el cilindro vascular; sin embargo, los linajes de célu-
las remanentes se diferencian correctamente en floema y xilema, formando
un patrén de tipo monoarco, con solamente un polo de floema y de xilema
(Schlereth et al.,, 2010; De Rybel et al., 2013). Estos resultados demuestran que
MP-BDLy TMO5-LHW median la senal inducida por la auxina que influencia el
numero de divisiones celulares periclinales en el cilindro vascular en la etapa
del desarrollo del embrién globular, preponderantemente sobre la especifica-
cién del xilema y el floema. La formacién normal en Arabidospsis requiere un
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patrén bipolar del floema de un nimero minimo de células en ambos lados
del eje xilematico, conformado por dos hileras de floema.

Estudios similares se han obtenido cuando se generan mutaciones en
genes que se traduce en proteinas defectuosas de los receptores de ci-
tocinina WOODEN LEG (WOL). Los mutantes wol muestran raices cortas y
delgadas, con la pérdida completa del floema (Scheres et al., 1995) a pesar
de que se inicia la formacién del protofloema en el hipocotilo (Truernit et
al., 2008). Las células remanentes del tejido vascular de la raiz se diferen-
cian solamente en protoxilema; un rescate parcial del fenotipo en wol se
obtiene con una segunda mutacién en el gen FASS (FAS), lo que incrementa
el nimero de divisiones celulares en el embridn, por lo que el decremento
en el nimero de divisiones celulares y con ello el namero de células hijas
es el primer compromiso de la sefial inducida por las citocininas y la falta
de esta senal provoca la pérdida del floema en el mutante wol (Torres-Ruiz
y Jurgens, 1994).

El alcance de los estudios realizados hasta el momento no ha permiti-
do poseer una completa descripcién de la diferenciacién del floema en los
embriones, pero se ha demostrado que ocurre el transporte mediado por el
floema de fotoasimilados y de moléculas especificas de senalamiento que
Unicamente se producen en la fase postembriénica (Bauby et al., 2007) indi-
cando la presencia de precursores de los elementos cribosos que realicen
esta funcioén. El defecto en el control de las etapas tardias del desarrollo del
floema no afectan el desarrollo del embrién, pero si el crecimiento primario
de la raiz y de la expansion de las hojas en etapas posteriores (Bonke et al.,
2003; Bauby et al., 2007; Truernit et al., 2008).

4. Caracteristicas morfolégicas del floema

La morfologia del floema inicialmente estd asociada a estudios de trans-
porte a gran distancia en las plantas (Cronshaw, 1981; Knoblauch y van Bel,
1998). Las raices de la plantula de Arabidopsis thaliana son un excelente mo-
delo para el estudio del desarrollo del tejido vascular (Bauby et al, 2007;
Truernit et al.,, 2008). En la raiz de esta especie, el tejido vascular presenta
una simetria bilateral, con un eje central de xilema flanqueado por dos po-
los floematicos (Fig. 1A; Dolan et al., 1993). En las angiospermas, el floema
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funcional consiste en un elemento del tubo criboso o de savia (SE) que son
las unidades de conduccién del floema (el protofloema y metafloema ma-
duro) y una célula acompanante (CC; van Bel 2003). En particular las filas de
células del proto- y el metafloema se originan de una célula hija comun, el
procambium que da origen a una célula precursora del SE (SEP; Fig. 6A; Ma-
honen et al., 2000; Bennett y Scheres, 2010), la cual se divide anticlinalmente
varias veces, para posteriormente dividirse periclinalmente y generar dos
estirpes celulares ubicadas en dos lineas contiguas de células que seran los
precursores del protofloema y la hilera mas interna que dara origen al me-
tafloema (Fig. 6A; Mahonen et al., 2000; Bauby et al., 2007; Lucas et al., 2013).
Las células del metafloema llegaran a ser funcionales solamente en la zona
de maduracién de la raiz, las células del protofloema se diferencian en una
regién muy cerca de la zona meristematica (Lucas et al., 2013).

5. Control genético de la red que requla la especificacion del floema

Se han identificado varias vias de senalamiento y factores de transcripcién
involucrados en el desarrollo del floema, los mecanismos a través de los
cuales las células del procambium son seleccionadas para conforma el floe-
ma aun permanecen poco entendidas. Se ha aceptado que el patrén de de-
sarrollo basico del tejido vascular en las raices estd determinado durante la
embriogénesis, en donde se especifica la localizacién de las SEP, y que no lle-
ga a diferenciarse en el embrién maduro. Sin embargo, se sabe que pocos ge-
nes son esenciales para el surgimiento de la especificacién del protofloema.
La determinacién de los primeros genes involucrados en la diferenciacién a
protofloema se realizé con 5 mutantes de los genes PHLOEM DIFFERENTIA-
TION1-5 (PD1-PD5; Bauby et al., 2007). Los genes PD1y PD3 codifican para una
PROTEINA DE ANCLAJE DEL TIPO GLUCOSILFOSFATO-FOSFATIDILINOSITOL
y una PHOSPHATIDYLINOSITOL 5-PHOSPHATE KINASE respectivamente;
PD4 y PD5 promueven la actividad de BREVIS RADIX (BRX) y OCTOPUS (OPS;
Mouchel et al., 2004; Truernit et al., 2012), estos genes codifican para protei-
nas asociadas a la membrana plasmatica, que estan localizadas polarmente
en los extremos de las células del protofloema en desarrollo en la raiz o del
tallo respectivamente. Consistente con el patrén de expresién de estos dos
genes, la pérdida de funcién en los mutantes brx y ops presentan una pro-
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gresioén discontinua de las hileras de protofloema, en adicién a la reduccién
del crecimiento postembrionario de la raiz (Scacchi et al, 2010; Truernit et
al., 2012). El fenotipo de la raiz de ambos mutantes puede ser suprimido por
la actividad “knockout” de BARELY ANY MERISTEM 3 (BAM3), que codifica
para un receptor en regiones repetidas ricas en leucina con actividad de
cinasa (Depuydt et al., 2013; Rodriguez-Villalon et al., 2014). La expresién de
BAMS3, al igual que su probable ligando, el péptido CLAVATA3/EMBRYO-SOU-
RROUNDING REGION 45 (CLE45), estan restringidos a la hilera de células del
protofloema dentro de la raiz, que se sobreponen con la expresién del gen
BRX. La aplicacién exdgena de CLE4S provoca la supresién del protofloema,
por reducir la actividad meristematica, las raices del mutante bam3-2 son
insensibles a los efectos inhibitorios, por lo que debe de haber una relacién
de unién entre ambos (Depuydt et al, 2013). La actividad de CLE45 inhibe la
especificacion del protofloema por detener el programa de diferenciacién de
las células SEP, impidiendo la progresién al compromiso y diferenciaciéon a
protofloema. Un incremento medio de CLE45 se ha demostrado que elimina
la divisién periclinal que formara las dos estirpes celulares del floema (Fig.
6A y 6B). La ontogenia en los mutantes brxy ops revela una incapacidad de
la divisién asimétrica de las SEP, indicando que ambos genes son requeridos
para promover la transicién del precursor de SEP a SE.

La represién de la auxina por medio de tratamientos con inhibidores
especificos como el auxinole que afecta a los receptores nucleares de la au-
xina, genera la falta de divisién celular, por lo que la regulacién en la ac-
tividad de CLE45, BRX y OPS es dependiete de la actividad de la auxina. La
actividad de OPS es opuesta a la de CLE45-BAM3, el incremento de la acti-
vidad de OPS que sobrepase el efecto inhibitorio de CLE45 permite el creci-
miento de la raiz y el desarrollo del protofloema; por lo que parece ser que
OPS es un efector positivo en la formacién del floema (Rodriguez-Villalon et
al., 2014). De esta forma, CLE45-BAM3 previenen que las SEP adquieran las
caracteristicas de SE, con un efecto opuesto a OPS y BRX, que son necesarios
para forzar la transicién de SEP a SE y promover la entrada en el programa
de diferenciacién (Fig. 6B).
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6. Mecanismo molecular que induce la diferenciacion del floema

El primer factor identificado en la participacién de la identidad del floema,
fue el gen ALTERED PHLOEM DEVELOPMENT (APL), que codifica a un factor
de transcripcién perteneciente a la familia genica MYB (coilded-coil) el que
se expresa en las células SE y CC en estados tardios del desarrollo. Este gen
contribuye a la limitacién espacial de los dominios del floema vs xilema,
como se observa en el mutante ap/ en el que se da la expresién ectdpica de
xilema en el polo floematico de la raiz (Bonke et al, 2003). APL regula la di-
ferenciacion del protofloema orquestando la ruptura del nucleo, la dilucién
del citoplasma y el rearreglo de los organelos a través de una actividad que
es genéticamente redundante a los factores de transcripcién con dominio
NAC: NAC45 y NAC86. La sobreexpresiéon de NAC45 resulta en una enuclea-
cién y degradacion del citoplasma en células no-SE en el polo floematico,
por lo que la actividad de NAC45 es suficiente para disparar los eventos de
pérdida del nucleo en la diferenciacién del floema. En los mutantes nac45-2
nac86 no se ve afectado el engrosamiento de la pared celular, ni la formacién
de la perforacién de la pared celular, por lo que estos factores de transcrip-
ciéon promueven la diferenciacién de la SE por una regulacién especifica del
proceso de destruccién del contenido nuclear. De forma tal que estos dos
factores activan a la familia de nucleasas, NAC45/86-DEPENDENT EXONU-
CLEASE-DOMAIN PROTEIN 1-4 (NEN1-4). NEN1/2/4 son especificamente ex-
presadas en las células del protofloema antes de su enucleacién y la pérdida
de funcién en los mutantes nen4 impide realizar la degradacién del ntcleo
(Fig. 6C; Furuta et al., 2014a, 2014b).

En paralelo a los factores de transcripcién mencionados, la actividad es-
pecifica en el protofloema de la fosfoinositido 5-fosfatasa, estd codificada
por los genes COTYLEDON VASCULAR PATTERN 2 (CVP2) y su homologo CVP2
LIKE 1(CVLI),los cuales estan involucrados en la conversién de fosfatidilino-
sitol-4-5bifosfato (PIP,) a fosfatidilinositol 4-fosfato (Carland y Nelson, 2009),
por lo que son reguladores de la diferenciacién de las SE (Rodriguez-Villalon
et al., 2015). Un estrecho balance en la actividad de CVP2 controla los niveles
de PIP, y tiene un fuerte impacto en la progresién del desarrollo del proto-
floema. Todos los procesos se ven afectados en la triple mutacién, implican-
do que BRX, OPSy CVP2/CVL1 estan involucrados en el grado y en el tiempo
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de la diferenciacién (Fig. 6C). Es de llamar la atencién que en la pérdida de
funcién en las mutantes brx bam3 o ops bam3 no muestran defectos en el
desarrollo de la raiz, por lo que la actividad de estos genes debe de tener un
punto temporal especifico o existen otros receptores cuyas actividades son
parcialmente redundantes con BAM3.

Conforme el SE se desarrolla, se maduran los poros entre las paredes de
células adyacentes. El incremento del didmetro del poro, en que se alar-
gan los saculos del reticulo endopldsmico y los desmotubulos (porcién del
reticulo interno del plasmodesmo) se desintegran. El depésito de calosa
se ha propuesto como parte funcional importante en los eventos de ini-
ciacién y su deposicion debe ser finamente regulada. Asi, el decremento
en la densidad de la calosa en los poros de los SE permite un nimero de
poros abiertos, como se muestra en el mutante cal/s’/; por otra parte, con
una sobreacumulacién de calosa como es la ganancia de funcién de CALS3
en los mutantes, resulta en una baja conductividad del floema (Vaten et al,
2011; Xie et al., 2011). En otros sistemas, el depdsito de calosa es importante
para definir la posicién de los plasmodesmos y con ello las membranas del
reticulo endoplédsmico, como es en la formacién de los plasmodesmos en
la placa celular durante la citocinesis. Se ha identificado al gen CHOLINE
TRANSPORTER-LIKE1 (CHERI) como un participante determinante para la
formacién de SE y la formacién de los poros de la placa. Un andlisis en el
mutante cherl-1 revela una baja formacién en la cantidad de poros, con
una reducida degradacién de los desmotubulos en las placas diferenciadas
de los SE. La actividad de CHERI mantiene la homeostasis de la colina en
las células del floema, regulando el patrén de la formacién del floema (Fig.
6C; Dettmer et al., 2014).

7. Mecanismo de diferenciacion de los elementos cribosos

Los SE diferenciados son generalmente células delgadas y alargadas, que
se alinean en un eje longitudinal para establecer el tubo de savia o criboso
(Mullendore et al., 2010). La distribucién a gran distancia de los fotosinteta-
tos se realiza a través de los tubos cribosos (Hartig, 1860; Crafts, 1939), por
lo que debe darse un proceso especializado de diferenciacién (Wu y Zheng,
2003; Truernit et al., 2012; Rodriguez-Villalon et al., 2014).
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Se ha descrito la diferenciacién en el protofloema del SE, la cual se ha
dividido en tres etapas: en el estado 1 ocurre un alargamiento de la célu-
la, donde se engrosa la pared celular, con la simultdnea fragmentaciéon del
nucleo (Fig. 6A y 6D). El engrosamiento de la pared celular dard un soporte
mecanico a la célula, lo que sera requerido para permitir los cambios de
turgencia que se derivaran de las altas concentraciones de osmolitos (prin-
cipalmente sacarosa) al ser descargados en el elemento del tubo criboso
maduro. En el estado 2, el nucleo se contrae y la envoltura nuclear se em-
pieza a desorganizar, concomitante a la agregacion de los organelos en dos
grupos en extremos opuestos al nucleo (Fig. 6D). Por dltimo, en el estado 3,
se da un decremento en la densidad del citoplasma hasta que finalmente
es completamente degradado (Fig. 6D; Furuta et al., 2014a). La diferenciaciéon
implica la reorganizacién celular en forma dramatica, que involucra la pér-
dida de la mayor parte de los organelos, con la degradacién de la vacuola, el
reticulo endopladsmico rugoso, el complejo de Golgi y el citoesqueleto. Mien-
tras que otros compartimentos celulares son retenidos en la célula, como la
membrana plasmatica, el reticulo endoplasmico liso, algunas mitocondrias,
plastidios especializados que formaran los plastidios tipo P con alto conte-
nido de proteina especifica o proteina P. El proceso de degradacién completa
del nicleo ocurre en una fase tardia de la diferenciacién (Cronshaw y Esau,
1968; Esau, 1972; Eleftheriou y Tsekos, 1982; Sjolund, 1997; Busse y Evert,
1999b; Wu y Zheng, 2003; Lucas et al,, 2013). La retencién de ciertos organelos
le dard funciones especiales al elemento criboso, como ser el reservorio de
enzimas, transporte y selectividad de proteinas, a través de mecanismos de
reconocimiento en la membrana de los saculos del reticulo endoplasmico
que conforman parte del plasmodesmo que comunica con las células acom-
panantes (Bird et al., 2003; Hause et al., 2003; Bell y Oparka, 2011; Knoblauch
y Oparka, 2012).

Durante la diferenciacién, los SE formaran estructuras tubulares, que es-
tableceran poros en su pared celular en la unién de uno elemento con otro;
la alineacién de uno o varios poros en esta regién de la pared formara las
placas cribosas o de savia, que permitirdn una comunicacién simplastica
continua entre los diferentes elementos del tubo cribosos (Fig. 6D).

A pesar de la perdida de la mayoria del contenido celular, los SE se consi-
dera que son células vivas; las células vecinas, las CC, las cuales estan sim-
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plasticamente conectadas a través de los plasmodesmos y sustentan todos
los requerimientos metabdlicos de los SE maduros (Kempers y van Bel, 1997;
Lucas et al.,, 2013). La conexioén simplastica entre los SE y las CC se conoce
desde 1969, en que se describi6 la estructura del floema y el transporte en
plantulas de algodén (Gossypium hirsutum L.), conforme los SE maduran, se
da un incremento en el depésito de calosa en la vecindad de los plasmodes-
mos (Fig. 6D), un proceso que se sabe que esta relacionado con la capacidad
de conductividad del plasmodesmo y con ello del floema (Vaten et al., 2011;
Xie et al., 2011). Ademas de los plasmodesmos entre los SE y las CC, existen
plasmodesmos entre las CC y el parénquima que rodea a estas células, sin
que exista una conexién directa entre el parénquima y los SE. Por lo que en
la raiz, las CC es un elemento crucial en la movilidad de los fotosintatos,
aminodacidos, péptidos senal y fitohormonas que llegan a través del floema y
que deben ser desacargados al parénquima del cilindro central. La CC se ca-
racteriza por un gran nucleo, pequenas vacuolas, numerosas mitocondrias,
abundante reticulo endopldsmico rugoso, un gran nimero de ribosomas;
mientras que el parénquima del floema posee una gran vacuola central y
un menor numero de ribosomas. Los plasmodesmos entre SE y CC son al-
tamente ramificados, que varian entre 5 a 10 ramas provenientes de la CC,
ramificaciones que convergen en la ldmina media entre ambas células y que
forman un canal simple hasta la SE (Fig. 6C y 6D).
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Figura 6. Formacién y diferenciacién de los elementos del tubo criboso. A, Repre-
sentacién longitudinal de una raiz de la zona meristematica a la de crecimiento
proximal, mostrando la especificacién de los elementos del tubo criboso. B, Red ge-
nética que orquesta la formacién y diferenciacién de los elementos del tubo criboso,
la actividad opuesta de OCTOPUS (OPS)/BREVIS RADIX (BRX) y CLE45-BARELY ANY
MERISTEM 3 (BAM3) modulan la regulacién de los elementos del tubo criboso en su
compromiso y la divisién periclinal de las células precursoras. C, Representacion de
los genes involucrados en la regulacién del proceso de enucleacién, formacién de
los poros de la placa cribosa, el tiempo y grado de la diferenciacién del protofloema.
D, Diagrama que representa la ruptura nuclear y el rearreglo de los organelos que

se realiza en la célula del protofloema en diferenciacién. Simbolos: APL, ALTERED
PHLOEM DEVELOPMENT,; CALS, CALLOSE SYNTHASE; CC, célula acompaiiante;
CHER1, CHOLINE TRANSPORTER-LIKE1; CVP2, COTYLEDON VASCULAR PATTERN 2;
En, endodermis; M, mitocondria; Mf, metafloema; N, ntcleo; NAC45/86, NAC-DO-
MAIN-CONTAINING TRANSCRIPTION FACTOR; NEN1-4, NAC 45/86-DEPENDENT
EXONUCLEASE-DOMAIN PROTEIN 1-4; N, nucleo; Pd, plasmodemos; PC, placa cri-
bosa; PIP, fosfatidilinositol 4-phospahate; PIP,, fosfatidilinositol 4,5 bifosfato; Pf,
protofloema; SE, elemento del tubo cribosos. Esquema modificado de Heo et al,
2014; Rodriguez-Villalon, 2016.
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D. Efectos sistémicos en la diferenciacion del
sistema vascular en la arquitectura de la raiz

Perturbar o desintegrar la continuidad de la hilera de células del proto-
floema provoca la interrupcién de la transferencia de tallo a la raiz de los
metabolitos, entre ellos sacarosa y aminoacidos entre otros, ademas por el
floema se movilizan moléculas de senalamiento como son las fitohormo-
nas, péptidos senal y/o RNA largos no codificantes, sefiales que regulan el
desarrollo y crecimiento de la raiz en coordinacién con el resto de la planta
(Depuydt et al,, 2013). La falta de desarrollo del sistema vascular y el efecto
en el transporte de senales se correlaciona con la baja cantidad de auxina
encontrada en el apice de la raiz de los mutantes brx, ops o cup2 cvii, lo cual
indica que la ausencia en la divisién formativa en la SEP puede ser debida
al decremento en la descarga en el tejido vascular dependiente de la auxina
en del apice (Gujas et al.,, 2012; Rodriguez-Villalon et al, 2014). Defectos en
la liberacion de auxina en los apices de la raiz, causan una acumulaciéon de
esta fitohormona en la zona de maduracién, provocando la emergencia de
un mayor numero de raices laterales (Rodriguez-Villalon et al., 2015).
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Introduccién

El sistema radicular de las plantas superiores estd altamente ramificado y
la generacién de raices laterales se inicia en la parte interna de las raices
principales. La formacién de la raiz lateral (LR, Fig. 1) es critica en la deter-
minacién de la arquitectura y el arreglo espacial del sistema radicular de las
plantas (Malamy y Benfey, 1997). A diferencia de la raiz primaria que se for-
ma durante la embriogénesis y su desarrollo estd predeterminado, las raices
laterales se forman durante el ciclo de vida en la planta y presentan una alta
plasticidad morfoldgica, para permitir una aclimatacién a la variacién de las
condiciones ambientales a la cual estd sometida la planta.

Figura 1. Raices Laterales en monocotileddneas y dicotiledoneas. A y B, raiz de una
monocotiledénea del género Paspalum sp. C a E, raiz lateral de una eudicotiledonea,
Ipomoea purpurea. En A, se observa la emergencia de la raiz lateral del periciclo que
esta contiguo al polo xilematico, en la etapa VI (ver el texto). Se observa la estructura
de la raiz lateral, en donde el meristemo esté protegido por la caliptra. B, raiz lateral
de Paspalum sp atravesando la corteza de la raiz principal. C, emergencia de la raiz
lateral en el polo xilematico en Ipomoea purpurea. D, regidén meristematica de la raiz
lateral en donde se distingue el centro quiescente, y la calipra de la raiz. E, dpice de
la raiz lateral, con una caliptra lateral (LRC) con una alta actividad metabélica como
lo muestra la tincién en café obscuro, detectada con una prueba histoquimica para
detectar el Pi liberado del ATP, muestra la alta actividad de la columnella de la raiz.
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El desarrollo de la LR estd determinado por factores internos como el estado
metabdlico o de desarrollo, y por factores externos, en forma particular de tipo
nutricional. El desarrollo del primordio de la raiz lateral (LRP) puede ser induci-
do o reprimido en respuesta a condiciones ambientales y esto proveé un meca-
nismo para aclimatarse a las condiciones edéaficas cambiantes (Malamy, 2005).

Una gran cantidad de variables ambientales influencian el desarrollo del
primordio de la raiz lateral, como es el estrés osmoético o la sequia que in-
hiben el desarrollo de la LRP (Deak y Malamy, 2005), la actividad del meris-
temo emergente de la LRP estd bloqueada por la aplicaciéon exégena de ABA
(De Smet et al., 2003). El desarrollo del LRP es sensible a la disponibilidad de
nutrimentos, entre los cuales el nitrégeno, fosforo y azufre son fundamen-
tales (Fig. 2; Jones y Ljung, 2012; Lavenus et al., 2013; Péret et al., 2011), los dos
primeros nutrimentos mencionados inducen el desarrollo temprano de la
LRP (Lima et al., 2010). En Arabidospsis, el NO, regula el desarrollo de la LR en
dos diferentes procesos. El primero, en una cantidad baja de NO,", menor a
1.0 mM, estimula el alargamiento de la LR; este efecto estimulador es local,
indicando que el crecimiento de la LR se da en forma directa en contacto
con el suelo deficiente de NO,, provocado en la fase de alargamiento y no
posee efecto en el desarrollo temprano. En un segundo proceso, la alta can-
tidad de NO,, en concentraciones superiores a los 10 mM, produce un efecto
sistémico que afecta a todo el sistema radicular en una forma dosis depen-
diente, en que se regula el desarrollo en la fase de emergencia del primordio
radicular en la raiz madre. Una caracteristica fenotipica en el crecimiento
de la LR se muestra a una concentracién menor a 5 mM de NO,, en que no
se afecta el desarrollo temprano o estados de pre-emergencia del primordio
de la raiz lateral, ni en el alargamiento en el establecimiento o activacién
postmeristematica de la LR a altas concentraciones del NO,” (Zhang y Forde,
1998; Zhang et al., 1999).

Existe una interaccién antagénica entre el NO, y los azucares en la re-
gulacién de la raiz lateral. Un efecto inhibitorio a altas concentraciones de
NO, (10 a 50 mM) es significativamente reducido cuando se suministra sa-
carosa al medio (Zhang et al., 1999; 2000). El antagonismo entre la cantidad
de carbono vs nitrégeno 6rganico (C/N) requiere de la percepcion del estado
en la cantidad de Ny C en la planta (Zhang et al., 1999).
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El sistema radicular de Arabidopsis thaliana consiste de una raiz principal
que es la radicula o raiz embrionaria que ha madurado, a partir de la cual
se generan las raices secundarias o laterales. De este simple diseno se ela-
bora una arquitectura de la que dependera la eficiencia de captura de agua
y nutrimentos. La formacién de la raiz lateral se da a partir de las células
fundadoras que en la angiospermas se derivan de las células del periciclo,
su divisién coordinada forma una estructura en forma de domo, el primor-
dio radicular, el cual atraviesa los tejidos que lo recubren: la endodermis, la
corteza y la epidermis, para emerger a la superficie de la raiz parental, este
proceso se da en 8 etapas consecutivas (Fig. 3). El proceso estd altamente
controlado con el fin de que el primordio de la raiz lateral que emerge no
comprometa la barrera de impermeabilidad que forma la endodermis y sin
danar en gran medida a la raiz principal parental.

La decisién de la formacién de la raiz lateral se da en el meristemo api-
cal por la especificacién en la distribucién en forma de intervalos regulares
entre las células fundadoras de la raiz lateral (LRFC). Este proceso es el re-
sultado de una compleja interaccién en la transcripcion, el transporte y la
senalizacién de la auxina (Ljung et al., 2005; De Smet et al., 2007; De Rybel et
al., 2010, 2012; Moreno-Risueno et al., 2010). Las ramificaciones de la raiz se
forman de un subgrupo de células del periciclo que son competentes para
formar la raiz lateral, lo que es dependiente de la especie, en el caso de las
monocotiledéneas como el maiz, las células del periciclo que pueden com-
prometerse para formar LRP son las que se encuentran cercano al polo floe-
matico; mientras que las células del periciclo cercanas al polo xilematico
son la formadoras del LRP en Arabidopsis e [pomoea (Fig. 1; Casero et al., 1995;
Dubrovsky et al., 2000; Hochholdinger y Zimmermann, 2008).
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Figura 2. Regulacién local y sistémica de la induccién o emergencia de la raiz lateral
debida a nutrimientos. Efecto en la induccién de la raiz lateral por la presencia (+)
o limitacién (-) de Pi y/o N total, o en forma de NO," o NH,* y Fe. Abreviaturas; Co,
corteza; CV cilindro vascular; En, endodermis; Ep, epidermis; PC, periciclo. Esquema
modificado de Zhang et al., 2000.

A. Especificacion del sitio de generacién de la raiz
lateral

La auxina juega un papel importante en la coordinacién del proceso para
la especificaciéon y la protrusiéon de la raiz lateral, en que las células de los
diferentes estratos por las que el LRP debe de protruir son ablandadas y des-
plazadas durante la migracién (Lavenus et al., 2013). El desarrollo de la LRP
correlaciona con el establecimiento de un maximo de respuesta a la fito-
hormona en el dpice del primordio, esto ocurre a través del transporte polar
de auxinas mediado por los PIN (Benkova et al.,, 2003; Geldner et al., 2004).
La auxina modula la expresién de diferentes grupos de genes, provocando
la degradacién del represor AUX/IAA, que interacciona con el factor de res-
puesta a auxina, el factor de transcripcién tipo ARF (Lavenus et al., 2013) y
la respuesta depende de las concentraciones de la expresién combinada de
AUX/IAA y ARF (Vernoux et al., 2011; Weijers et al., 2005).
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Figura 3. Estados del desarrollo durante la formacién de la raiz lateral en Arabidop-
sis. Se muestra una serie de esquemas de cortes longitudinales durante el desarro-
llo del LRP, mostrando las fases por las que pasa para forma una LR. En el estado
I, la raiz lateral contiene un par de células pequeiias del periciclo vecinas entre si,
flanqueadas de dos células mas grandes, estas células provienen de dos células
madre con una divisién asimétrica. En el estado II, se dividen transversalmente,
aumentando de uno a dos estratos, formando una capa interna (IL) y una capa
externa (OL). En la etapa III, el primordio de la raiz lateral, las células de la OL bajo
una divisién periclinal o paralela a la superficie, crean una capa triestratificada. En
la etapa IV, el primordium esta formado por cuatro estratos mediante la divisién de
las células de la IL. En la etapa V, el primordio de la raiz lateral atraviesa la endo-
dermis; en la etapa VI se expande a través de la corteza, en el estado VII llega a la
epidermis, para emerger en la etapa VIII. Simbolos; C, corteza; En, endodermis; Ep,
epidermis. Esquema modificado de Casimiro et al., 2003, Péret et al., 2009.

La evidencia molecular sugiere que los primeros eventos que regulan el pa-
trén de la formacién de LR, previo a que se identifique a las células funda-
doras de la raiz lateral se da en una posicién mucho més apical de la raiz, y
estd relacionado a la cantidad y respuesta a la auxina (Fig. 4; De Smet et al,
2007; Moreno-Risueno et al., 2010). Con el uso de genes reporteros de res-
puesta a auxina (con actividad con el promotor DR5), se ha determinado la
existencia de un mecanismo de transcripcién oscilatorio que opera previo a
la especificacién de las LRFC. La expresién oscilatoria de los genes se da en
una subregién que se encuentra en la zona de alargamiento, a la que se de-
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nomina zona de oscilacién (OZ), en que la expresién génica se da en forma
intermintente ya sea en fase o antifase con respecto a la expresién del gen
reportero (Fig. 4; Moreno-Risueno et al., 2010).

Se han identificado por medio de microarreglos a mas de 3400 genes
que se expresan en forma oscilatoria en fase o antifase con respecto al
reportero de la auxina. Varios de ellos son factores de transcripcién que
se encuentran en la expresion oscilatoria y son funcionales en la forma-
cién de la LR (Moreno-Risueno et al.,, 2010). No todos los genes de res-
puesta a auxina necesariamente muestran una expresién oscilatoria en la
OZ, aunque algunos genes que presentan una expresion oscilatoria estan
asociados a la formacién de la LR y estan por debajo de la senal de la au-
xina, entre los que se incluyen a LATERAL ORGAN BOUNDARIES DOMAIN16
(LBD16) y AUXIN RESPONSIVE FACTOR 7 (ARF7; Okushima et al., 2005, 2007).
Algo que no se esperaba es que ARF7, el cual es un factor de respuesta a
auxina, se expresara en la antifase al reportero de auxina (DR5::LUC) y en
los mutantes arf7 la oscilacion en la expresién de DR5::LUC es anormal y
los sitios de formacién de LR se dan en intervalos irregulares, por lo que la
funcién de ARF7 es importante para la expresién periédica de los genes en
la OZ (Moreno-Risueno, et al., 2010).

La maxima oscilacién ocurre en las células del protoxilema adyacente al
periciclo, asi, las células del periciclo adyacentes al polo xilemético (XPP) re-
ciben una senal durante la oscilacién que las prepara para la iniciacién de la
LR, proceso que se ha determinado como “priming” o marcaje, en que se ini-
cia la expresién génica que especificard las futuras LRFC. El priming de las
XPP durante la oscilacién de la expresién de genes coincide con la expresion
de DRS en el protoxilema, las células adyacentes del periciclo se desarrollan
en LRP. El priming del XPP se da en ambos polos xilematicos, el caracter
molecular del priming celular de las XPP permanece elusivo, una hipétesis
es que la oscilacién de la expresién de los genes en el mismo periciclo es
importante para establecer el patrén de las LR. La expresién de LBDI16 se
observa que oscila y posee una expresién especifica en las XPP y juega un
papel central en la iniciacién de la LR (Goh et al.,, 2012; Moreno-Risueno et
al., 2010). La necesidad de una continuidad en el tejido vascular entre la raiz
principal y la lateral es fundamental, por ello, la estrecha coordinacién entre
el patrén vascular de la raiz principal y el establecimiento de la localizacién
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temprana de la LRP (Bonke et al,, 2003; Ohashi-Ito y Bergmann, 2007; Parizot
et al., 2008). La senal especifica en la comunicacién de célula a célula atin no
se ha identificado.

Bajo condiciones experimentales, la raiz de Arabidopsis posee un creci-
miento en forma ondulada, el cual se ha postulado que es una estrategia
evolutiva para facilitar el crecimiento e impedir los efectos nocivos de los
obstaculos. El acompanamiento del crecimiento en forma de ondas, se debe
a un crecimiento en turnos de un lado sobre el otro del dpice de la raiz; por
lo que la formacién de la LRP y la emergencia de la LR, coincide con la cara
mas externa de la ondulacién (Fig. 5; Fortin et al,, 1989). El mutante aux, un
mutante sin respuesta al transporte de auxina por la gravedad, en el cual la
raiz crece en solamente en una direccién, no muestra un patrén en la dis-
tribucién de las raices laterales, creciendo varias raices en la cara externa
de la raiz que se enrolla sobre si misma (De Smet et al., 2007), lo cual sugiere
que el patrén de distribucién en las LR estd asociado a la ondulacién y el
transporte de la auxina; la distribucién alterada de la auxina es inductora
de la formacién de la LR. La expresion y/o localizacién de reporteros de la
senal de auxinas muestran un rapido cambio (entre las 3 a las 7 horas) des-
pués de que se da una curvatura en el crecimiento inducido de la raiz, por lo
que efectos mecdnicos en las células en el crecimiento diferencial entre los
dos lados de la raiz, inducen cambios en la distribucién y el sefialamiento
por las auxinas (Ditengou et al., 2008; Laskowski et al., 2008), lo que permite
que la auxina se acumule en la parte externa de la curvatura de la raiz, lo
cual dispara la competencia de las XPP, y que ellas a su vez promuevan el
desarrollo de la LRP (Laskowski et al., 2008), sin embargo, los mutantes en
los que existen defectos en la sefial o en el transporte de la auxina poseen
una produccién reducida de LR, pueden formar LR cuando manualmente
se forma un doblez en la raiz principal (Ditengou et al., 2008; Richter et al.,
2009), este efecto se debe a la generacién de sitios competentes para la for-
macién de la LRP. El doblez, produce cambios rapidos en Ca?* del citosol y se
correlaciona con la formacién de LRP (Richter et al,, 2009). Sefiales previas a
la acumulacién de auxina en una cara deben de preestablecer la promocién
del desarrollo del LRP, indicando que la competencia para formar el LRP esta
en la posicién del doblez u ondulacién del crecimiento, sin embargo, exis-
ten ademads otros sitios competentes para desarrollar LRP que depende de
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sefnales que provienen del dpice de la raiz o del primordio emergente o por
ambos (Van Morman et al., 2013).
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Figura 4. Zona de oscilacién en la cantidad de auxina. A, se muestra la zona de
alargamiento de la raiz, en que la cantidad de la auxina se distribuye en una pe-
queiia regién que se presenta en forma oscilatoria, en la cual se da la induccién de
un grupo de genes y otros que son reprimidos. B, en la microzona de oscilacién se
determina a las células del periciclo contiguo al polo xilematico que puedan ser
comprometidas como LRFC. C, esquema de la zona de oscilacién de la auxina y la
formacidn de tres raices laterales en sus diferentes fases I a VIII. Simbolos: LR, raiz
lateral; LRP, primordio de la raiz lateral; LRFC, célula fundadora de la raiz lateral;
Z.Ma, zona de maduracién; Z.Me, zona del meristemo; Z.0. zona de oscilacién. Es-
quema modificado de Overvoorde et al., 2010.

Por lo que se ha establecido el modelo denominado reloj de la raiz lateral, en
que un mecanismo complejo de transcripcién periédica especifica los sitios
que son competentes para formar las LRFC, pre-estableciendo un patrén
para la LRP en el eje de la raiz principal; estos pre-sitios coinciden con la
curvatura externa de la raiz, en que existe una correlacién entre los eventos
en espacio pero que estan separados en el tiempo.

B. Las células fundadoras de la raiz lateral y el inicio
en la formacién de la LR

E1 OZ induce el poder pre-establecer un sitio probable de ramificacién, punto
estatico en que marca la competencia de los sitios en que se dara la forma-
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cién de la raiz lateral. Se calcula que 12 células se encuentran comprometi-
das cuando salen de la OZ (Verbelen et al., 2006), sin embargo, solo un par de
ellas se comprometen como LFFC.

La organogénesis se inicia con la especificacién de las células fundadoras;
el proceso involucra responder a una senal de activacién que induce que las
células adquieran competencias especificas. Las LRFC son células comprome-
tidos en la formacion de una estirpe celular que provienen de las células del
XPP por una divisién asimétrica, ello se genera el inicio de la LR o etapa I (Fig.
3). La especificacién y activacién de la LRFC ocurre dentro de la zona de dife-
renciacion de la raiz, zona en que otras células han reprimido la capacidad de
divisién y empiezan a diferenciarse. Las células de XPP se encuentran en un
estado desdiferenciado, el primer evento en que estas células han adquirido el
compromiso de formar la LRFC es la expresion de DR5 (Dubrovsky et al., 2008).
Los mutantes aberrant lateral root formation 4 (alf4) muestran una expresion
DRS:GFP en un grupo selecto de células XPP, indicando que en este mutante
se ha dado la especificacién pero no estan activadas, o bien estdn comprome-
tidas y activadas pero imposibilitadas a dividirse para entrar al estado I. Debi-
do a que la expresion de DR5:GFP (reportero de respuesta a la auxina) precede
a la divisién de las LFFC, y las células del periciclo presentan una sensibilidad
uniforme a la auxina exégena, por lo que la acumulacién local de la auxina
mas que la sensibilidad a la fitohormona es lo que dispara la especificaciéon
de la LRFC (Dubrovsky et al, 2008). Una de las primeras senales de que las
células XPP han adquirido la caracteristica de LRFC, es que los ntucleos de
las LFFC se hacen esféricos, ademas existe una migracién coordinada de los
nucleos a las paredes celulares contiguas entre las dos células (De Rybel et
al., 2010; Dubrovsky et al, 2011). Simultdneamente, las células aumentan en
volumen y ejercen una presion sobre las células de la endodermis adyacente
y las deforman (Fig. 6A; Vermeer et al., 2014). El aumento de la turgencia puede
ser inducido por el tratamiento de auxina y es dependiente de la percepcién
temprana de la fitohormona en la endodermis. El represor AUX/IAA, SHYZ, se
expresa en la endodermis directamente y se sobrepone al periciclo en don-
de se establece el LRP, por efecto de la respuesta a la auxina (Swarup et al.,
2008). Las plantas que expresan al alelo con la pérdida de funcién shy2-24
aumentan la respuesta a las auxinas en la endodermis y con ello se da la
emergencia acelerada de la LR; por otra parte, los mutantes con ganancia de
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funcién del alelo shy2-2 que reducen la respuesta a la auxina en las células
de la endodermis, pierden la capacidad de que la LR emerja (Swarup et al.,
2008); la expresion exclusiva de shy2-2 en la endodermis previene el aumento
de la turgencia en las LRFC y la primera divisién en estas células (Vermeer et
al., 2014). Por lo que la acumulaciéon de la auxina en la LRFC es percibida por
la endodermis por el modulo que contiene SHY, la endodermis reenvia una
sefial no conocida a la LRFC para que aumente la turgencia y se divida. Esta
relacién entre la regulacién bioquimica y mecéanica define un punto clave de
la iniciacién de la raiz lateral. Los cambios mecanicos que sufren las células
de la endodermis por la turgencia de las LRFC, provoca cambios en el flujo de
las auxinas y con ello de la concentracién en el periciclo y el tejido vascular
adyacente (Ditengou et al., 2008; Laskowski et al., 2008) y con ello la iniciacién
de la LRP.

La percepcién de la auxina derivada del periciclo por la endodermis in-
duce a su vez un reflujo de la auxina desde la endodermis hacia el periciclo
(Marhavy et al., 2013). Poco después de la especificacién de la LRFC, la expre-
sién del transportador de eflujo de auxina PIN3 es inducido en un pequeiio
grupo de células de la endodermis adyacente al LRP, la ubicacién del PIN3
se encuentra localizado en la membrana plasmatica cercana a la LRP. Los
mutantes pin3 muestran una incapacidad para formar LRP, pero se reesta-
blece cuando se expresa en la endodermis a PIN3-GFP. El reflujo de auxina
desde la endodermis a través de PIN3 a LRP participa como la induccién de
un segundo maximo de concentraciéon de auxina que es necesario para la
divisién de la LRP (Fig. 6B; Marhavy et al., 2013).
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Posicion
probable de LEFC

Figura 5. Emergencia de la raiz lateral desde la regién de curvatura de la raiz prin-
cipal. La ondulacién en la raiz principal generada por raices que se han sometido a
estimulos gravitrépicos consecutivos, muestran que la cara externa de la curvatura
estd ocupada por una raiz lateral, indicando que estos sitios son sensibles de indu-
cir la formacién de estas estructuras. Esquema modificado de Fortin et al., 1989 y
Van Morman et al., 2013).

La divisién anticlinal asimétrica de la célula fundadora (LRFC) en la zona de
maduracién de la raiz principal, genera una capa aproximadamente de 10
células en la etapa I (Fig, 6C; Malamy y Benfey, 1997; Laskowski et al., 1995;
Malamy et al.,, 1997; Dubrovsky et al., 2001; Casimiro et al, 2003). La capa
monoestratificada del primordio tipicamente consiste de células pequenas
en la parte central flanqueadas por células de mayor tamano. Previo a la
iniciacién, se incrementa la respuesta a la auxina en la LRFC (Fig. 6A y 6B;
Dubrovsky et al., 2008) y si se perturba el transporte polar es suficiente para
impedir la iniciacién de la LR (Casimiro et al., 2001). Dos mddulos diferentes
AUX/IAA-ARF se encuentran involucrados en la reactivacién del ciclo celu-
lar en la LRFC y la adquisicién de identidades de células centrales y periféri-
cas: IAA14-ARF7/ARF9 (Fukaki et al., 2002; Fukaki et al., 2005; Okushima et al.,
2005; Vanneste et al,, 2005) y IAA12-ARF5 (De Smet et al., 2010).

Las citocininas antagonizan los efectos de las auxinas en la iniciacién
del LRP, alterando la cantidad de citocinina, su percepcién o senalamiento
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inhibe la iniciacién del LRP (Werner et al., 2003; Riefler et al., 2006; Laplaze
et al., 2007). Las citocininas reprimen la expresién de varios transportadores
de eflujo de la auxina (Laplaze et al., 2007) y su localizacién polar (Marhavy
et al.,2011 y 2014) lo cual perturba el flujo de auxina y por ello impide que la
LRFC entre en divisién celular (Li et al., 2006; Bielach et al., 2012).

La célula central de esta capa, se divide periclinalmente, iniciando la pro-
duccién de dos estratos, entrando con ello a la etapa II del desarrollo (Fig.
6D). Varias rondas de division en las células centrales generan un primordio
de forma elipsoidal que crece hacia la parte externa (etapas III y IV; Lucas
et al., 2013). Las células estan comunicadas entre ellas a través de los plas-
modesmos (PD; Maule et al., 2011; Burch-Smith et al., 2012), el depésito de
calosa provoca que disminuya el flujo a través de ellos y es un proceso que
regula el desarrollo y participa en la formacién de la LR (Wu et al., 2012;
Benitez-Alfonso et al., 2013). Se ha determinado que la conectividad celular
se va perdiendo en el LRP y los tejidos que le rodean, en la etapa IV en la
que existen cuatro estratos de células se encuentra completamente aislada,
con el aumento de la cantidad de calosa depositada en los PD (Fig. 6E; Beni-
tez-Alfonso et al.,, 2013).

En la LRFC se expresan dos glucanasas localizadas en los PD, PdBGI y
PdBG2, su expresion persiste durante la iniciacion de la LRP. En el doble mu-
tante pdbgl pdgh2 se observa una acumulacién de calosa en las células del
LRP, demostrando que la reducida degradacién de la calosa tiene un efecto
en la formacién del LRP. Por lo que existe un control preciso en la comuni-
cacién celular en etapas tempranas del desarrollo del LRP, la regulacién del
movimiento de factores ain no descubiertos que determinan el “priming”
o la iniciacién de la raiz lateral. La mutacion del receptor tipo cinasa ARA-
BIDOPSIS CRINKLY4 (ACR4) el cual se expresa especificamente en las células
pequenas en el centro de la monocapa del LRP (etapa I), reprime divisiones
anticlinales asimétricas adicionales en las células que flanquean al LRFC.
ACR4 se expresa también en la columnella y en las células iniciales de la
epidermis/cofia lateral, en donde se restringe la divisién de las células ve-
cinas (De Smet et al., 2008), en éstas células, ACR4 se acumula preferencial-
mente en los plasmodemos (Stahl et al., 2013), abriendo la posibilidad de que
ACR4 pueda en LRFC estar involucrada en el trafico intracelular de factores
y la represion de la divisién en la periferia del LRP.
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Figura 6. Fases en la especificacién de la raiz lateral. A, especificacion de las células
fundadoras y el flujo de auxina. B, Transicién de la LRFC a LRP. C, etapa I, prime-
ras divisiones para formar el LRP. D, cambio del plano de divisién y el surgimiento
de dos estratos celulares, etapa II. E, formacién de LRP con cuatro estratos, por
divisiones consecutivas de las capas OL y IL de la fase II. F, etapa de ruptura de la
endodermis. G, etapa de crecimiento a través de la corteza en que se genera un flujo
polar de auxina y el crecimiento por el aumento de la turgencia en las células del
LRP. H, emergencia del LRP y la accién de enzimas de remodelacién de la pared ce-
lular que afecta la lamina media de las células corticales y epidérmicas en contacto
con el LRP. Figura modificada de Vilches-Barro et al., 2015.

C.- Cruzando la endodermis

El crecimiento del LRP debe de generar una via de salida a través de la en-
dodermis. La estructura de la pared celular de la endodermis, debido a la
composicion de la banda de Casparian, juega un papel importante como
una barrera a la libre difusién de sustancias entre la corteza y el cilindro
vascular (ver capitulo de endodermis de este libro; Naseer et al., 2012; Lee
et al., 2013), ademas es una barrera mecanica pues le confiere una estruc-
tura rigida, dificil de ser degradada y por lo tanto durante la protrusion del
LRP debe ser remodelada (Vermeer et al, 2014). La endodermis cambia de
forma durante el crecimiento del LRP, las células son progresivamente mas
delgadas, con una pérdida de volumen y existe la fusién de su membrana
entre las caras opuestas (Fig. 6D y 6E). La integridad de la vacuola y de la
membrana plasmatica no estd comprometida, las células de la endodermis
se encuentran asociadas unas a otras a través de las bandas de Casparian y
solamente la lignina es degradada en sitios puntuales que permiten el paso
del LRP. Este acomodo celular de la endodermis difiere de la respuesta que
ocurre entre la corteza y la endodermis para generar la via de salida. La rup-
tura localizada de la banda de Casparian sobre el apice del LRP asegura que
los flancos del LRP sellen la perforacion, no se genere mas dano y se preser-
ve la funcionalidad de la endodermis como barrera (Barberon et al, 2014).
La remodelacién de la banda de Casparian, sugiere que el mecanismo de
restriccion juega un papel importante en la morfogénesis del mismo LRP en
dos formas: la primera es la transicién de la forma de “domo” a la de “punta
aplanada”; y segundo, cambia los planos tangenciales y oblicuos en la di-

Divisién de Ciencias Biolégicas y de la Salud

273



274

Aspectos moleculares del desarrollo de las angiospermas: Morfogénesis de la raiz

visién celular que rompe la simetria bilateral de la LRP, y esta asociado con
la adquisicién de simetria radial, lo que ocurre en el momento que el LRP
pasa a través de la endodermis (Lucas et al., 2013). El mecanismo que indu-
ce que la modificacién de la endodermis en la regién de formacién del LRP
estd asociado a SHY, en el mutante shy2-2 no se expresa éste gen en forma
estable en la endodermis y con ello la activacién de la LRC esta bloqueada
y no se forma la raiz lateral (Vermeer et al., 2014). Este bloqueo es eliminado
por un tratamiento de auxina, el primordio tratado con auxina es plano y
la endodermis se encuentra turgida (Vermeer et al., 2014). El reacomodo de
la endodermis al crecimiento del LRP involucra un minimo de autonomia
dependiente de SHY2 en la percepcion de la auxina por la endodermis. La
expresion de una version negativa dominante de AUX/JAA AXR3 en las tres
capas sobre el LRP, trae un retraso en la emergencia, el aplanamiento del
primordio y la expresién errénea en la acuaporina PIP2,2 (Péret et al., 2012).

Los cambios drasticos en la forma de las células de la endodermis indu-
cidos por la auxina implican modificaciones en las propiedades de la pared
celular, por lo que la auxina estd asociada al adelgazamiento de la célula
endodérmica, las propiedades de la pared celular y la senalizacién a través
del receptor tipo cinasa (Kumpf et al., 2013). El péptido senal INFLORESCEN-
CE DEFICIENT IN ABSCISSION (IDA) y su receptor, HAESSA (HAE, leucin rich
repeat-like kinase) y HAESA-like 2 (HSL2), forman un moédulo involucrado
en la regulacion de las enzimas de remodelacién de la pared celular durante
la absicién de la flor (Cai et al., 2008). Todos los elementos de este moédulo se
encuentran presentes en la endodermis, corteza y epidermis que estan en la
zona de crecimiento del LRP (Kumpf et al., 2013). La expresion de /DA, HAE'y
HSIL2es inducida por la auxina y los tres genes son requeridos para la expre-
sién de las enzimas de remodelacion de la pared celular XTH23/XYLOGLU-
CAN ENDOTRANSGLYCOSYLASE6 (XTR6,; Swarup et al., 2008) y la expansina
EXP17 (Laskowski et al., 2006) en la endodermis sobre el LRP, asi la auxina in-
duce la expresién de /DA, la senal es percibida a través de los receptores HAE
y HSL2 que regulan positivamente la expresién de los genes de las enzimas
de remodelaciéon de la pared celular XR78y EXP17 que a su vez producen sus
efectos en el adelgazamiento de la endodermis (Fig. 6D a 6F).
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D. Paso del LRP a través de la corteza y la epidermis

Una vez que el LR atraviesa la endodermis, se encuentra a su paso a la cor-
teza y a la epidermis. Las células de estas dos capas apenas cambian de
forma y son desplazadas a un lado por la LRP en crecimiento (Fig. 6G y 6H;
Laskowski et al., 2006; Kumpf et al., 2013), de forma tal, que se disgrega prin-
cipalmente la lamina media entre las células para poderlas desplazar. Las
pectinas son desmetiladas por la metil esterasa de pectinas (PME), y una
vez desmetiladas son degradadas por la pectato liasa (PL). Para poder di-
ferenciar entre las ldminas media a degradar, las que constituyen al LRP
se encuentra en un grado mayor de metilacién, lo cual las protege de la
hidrélisis, a menos que sean desmetiladas por la PME. Los perfiles de trans-
cripcién de plantas tratadas con auxina muestran la regulacién positiva de
varias enzimas de remodelacién de la pared celular, incluyendo a la pectin
metilesterasa (AtPME1), la alfa-expansina AtEXP1 y la pectin liasa AtPLAly
AtPLA2, cuando esté en el proceso de emergencia (Laskowski et al., 2006). Por
otra parte, la poligalacturonasa (PG) es otra enzima que interviene en la de-
gradacion de los pectatos, la auxina y la via de senales que involucran IDA-
HAE activan la expresién de PG, ABSCISSION ZONE ARABIDOPSIS THALIANA
(PGAZAT; Gonzalez-Carranza et al., 2007) el cual es detectado en las células
de la corteza y la epidermis que rodean al LRP (Kumpf et al., 2013).

La expresién espacial y la actividad de las enzimas que remodelan la pa-
red celular estd altamente regulada para preservar la integridad de la raiz,
en donde la canalizacién del flujo de auxina en el LRP, la corteza y epider-
mis subyace a este mecanismo (Fig. 6G; Benkova et al,, 2003; Dubrovsky et
al., 2008; Swarup et al., 2008). Los transportadores de influjo de auxina LAX3
y de eflujo PIN3 contribuyen a centrar el flujo de auxina a las células de la
corteza y de la epidermis que recubren al LRP y la induccién dependiente
de auxina de las enzimas de remodelacién de la pared celular (Laskowski
et al., 2008; Swarup et al., 2008; Péret et al., 2013). La expresién de LAX3 se da
tempranamente durante la formacién del LRP, aun antes de que LRP afecte
la morfologia de los tejidos que lo rodean (Péret et al., 2013). La acumulacién
de la auxina en el apice del LRP (Benkova et al., 2003; Dubrovsky et al., 2008)
provoca el aumento en la expresién de LAX3 en las células de la corteza y la
epidermis sobre el LRP (Swarup et al., 2008), a su vez, LAX3 se encuentra en
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la via que regula la expresién de los genes de las enzimas de remodelacion
de la pared celular A/R3 (subtilisin-like protease), XTR6'y AtPLA2 (Swarup et
al., 2008). Las paredes celulares de las células de la corteza y la epidermis
en esa area empiezan a ablandarse, creando un sitio de menor resistencia
para que pase a través el LRP. Para prevenir el ablandamiento del resto de
las paredes celulares, lo que permitiria entre otras cosas la entrada de pato6-
genos, la expresién coordinada de LAX3y PIN3 se da solamente en un grupo
pequetio de células. La expresion de LAX3 se encuentra en los dos estratos
que limitan al LRP (Péret et al., 2013), mientras que PIN3 se localiza preferen-
cialmente en la parte lateral y distal de las células de la corteza sobre el LRP,
de forma tal que la accién de ambos permite que la auxina proveniente del
LRP sea canalizada por la combinacién de ambos transportadores hacia la
parte externa de los tejidos (Péret et al., 2013). La superficie de contacto y el
numero de células vecinas que hacen contacto fisico con el LRP, influencian
el namero de células corticales y epidérmicas en la que la auxina puede ser
transportada desde el LRP; esto determina como esas células pueden coope-
rar con el primordio durante la emergencia (Péret et al., 2013).

La expansién del LRP depende de los mecanismos de ablandamiento de
la pared celular y del aumento en la presiéon de turgencia. La presion de
turgencia se mantiene por la entrada de agua y su acumulacién en la vacuo-
la de las células del LRP. El LRP esta simplasticamente aislado del cilindro
vascular de la raiz principal (Benitez-Alfonso et al., 2013), el influjo de agua
se realiza a través de la membrana plasmatica. Las acuaporinas son canales
que facilitan el movimiento de agua a través de la membrana, y el movi-
miento del agua a través de la membrana en el LRP se realiza por los miem-
bros de la familia PLASMA MEMBRANE INTRINSEC PROTEIN (PIP; Maurel et
al., 2010). La auxina regula el intercambio de agua entre el cilindro vascular
de la raiz principal y la secundaria. LRP y los tejidos que lo cubren, regulan
la expresién de las acuaporinas. Durante la emergencia, uno de los genes de
acuaporina de mayor expresion es PIP2;1, en que existe en las células corti-
cales una relacién dosis dependiente entre la cantidad de auxina y la reduc-
cién en la expresién de éste gen. En contraste, PIP2/8 es activado en la base
del LRP y en el cilindro vascular subyacente de la raiz principal. Por lo que la
captura de agua estd disminuida en los tejidos que rodean al LRP, mientras
que se promueve el flujo de agua hacia el LRP a través del cilindro vascular
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de las raices aunque no existe todavia comunicacién continua entre ellos
todavia. El efecto opuesto de la auxina sobre las acuaporinas PIP2;1y PIP2,8
muestra la importancia de un recambio preciso del flujo de agua, tanto tem-
poral como espacial que permitan la emergencia de la raiz lateral (Fig. 6H).
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