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Resumen

Los jasmonatos son compuestos lipidicos de las plantas que median respuestas de
defensa y también participan en el desarrollo, la reproduccion y el metabolismo. Re-
cientemente, se ha involucrado al acido jasmonico (AJ) en la modulacion de la arqui-
tectura de la raiz. Sin embargo, su mecanismo de accién aun se desconoce. En las
hojas en respuesta a una herida se induce la acumulacién de 6xido nitrico (ON), lo
que sugiere que la produccion de dicha molécula podria estar conectada con la sefa-
lizacion del AJ. EI ON se encuentra presente en las plantas participando como men-
sajero en diferentes procesos fisioldgicos y del desarrollo que incluye la muerte
celular programada, lainduccion de genes de defensay la regulacién de la arquitectu-
raradicular. Nuestras investigaciones han demostrado que el ON participa en la regu-
lacién del sistema radicular en Arabidopsis thaliana. En esta revision se discute el uso
de A. thaliana como modelo y el potencial que presenta para el aislamiento y caracte-
rizacion de mutantes involucradas en la sefalizacion por AJ y ON para entender los
mecanismos de accion de estas moléculas y la interaccién entre ellas en las plantas.
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Ciencia Nicolaita No. 55 28 Abril de 2012



Senalizacion del acido jasmoénico y el 6xido nitrico...

Abstract

Jasmonic acid and nitric oxide signaling during development of Arabidopsis
thaliana

Jasmonates are lipid compounds of plants that mediate defense responses, develop-
ment, reproduction, and metabolism. Recently, jasmonic acid (JA) has been involved
to actin the modulation of root architecture. However, its mechanism of action remains
unknown. In leaves, leaf damage by herbivory or injury causes accumulation of nitric
oxide (NO), indicating that NO may patrticipate in defense responses associated with
JA. ONis presentin plants acting as a second messenger in various physiological and
developmental processes including programmed cell death, induction of defense ge-
nes and root growth. Our research has shown that NO participates in the regulation of
root system architecture in Arabidopsis thaliana. In this review, we discuss the impor-
tance of using A. thaliana as a model research and the identification of mutants defec-
tive in the processes regulated by JA and NO towards a better understanding of the
mechanisms of action of these molecules and their interaction in plants.

Key words: Jasmonic acid (JA), nitric oxide (NO), Arabidopsis thaliana.

Introduccion

Las plantas son organismos sésiles que se adaptan y responden a los cambios am-
bientales mediante la produccién de un gran nimero de compuestos quimicos tanto difusi-
bles como volatiles. Entre dichos metabolitos, las hormonas vegetales juegan un papel
importante en la fisiologia de la planta (Avanci et al., 2010). Los jasmonatos son fitorregula-
dores que modulan respuestas de estrés y del desarrollo (Li et al., 2004; Bucha-
nan-Wollaston et al., 2005; Glazebrook 2005; Howe y Jander, 2008; Browse 2009) Esto
ocurre mediante una reprogramacion de la expresion génica a gran escala (Mandaokar et
al., 2006). Sin embargo, no se han determinado los mecanismos fisioldgicos y celulares por
los cuales los jasmonatos controlan dichos procesos. Recientemente, se determiné la parti-
cipacion del 6xido nitrico (ON) en la respuesta del AJ al estrés por heridas (Winsche et al.,
2011). EI ON es un segundo mensajero involucrado en diferentes procesos celulares y fisio-
I6gicos en las plantas, incluyendo el cierre de estomas (Neill et al., 2002), la floracion (He et
al., 2004) y la germinacion (Beligni y Lamattina, 2000). Ademas, el ON modula la expresion
de genes involucrados en las vias de sefializacion de otras hormonas. En A. thaliana se ha
observado que el ON regula la expresion de genes que participan en la sintesis y respuesta
a jasmonatos (Orozco-Cardenas y Ryan, 2002). Sin embargo se desconocen las posibles
interacciones entre los jasmonatos y el ON en otros programas de desarrollo, por ejemplo,
durante el desarrollo de la raiz.
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Jasmonatos

El 4cido jasmonico y sus metabolitos se conocen colectivamente como jasmonatos.
Estas son moléculas importantes en la sefializacion por efecto del estrés bidtico y abidtico.
Los jasmonatos pertenecen a una familia de oxilipinas, acidos grasos con uno o mas atomos
de oxigeno derivados de la oxigenacion enzimatica de acidos grasos tri-insaturados de 16 y
18 carbonos. El jasmonato mejor caracterizado es el acido jasmonico (AJ) el cual puede ser
modificado por conjugacion y metilacién y se ha reportado que juega un papel crucial en la
reproduccion (Avanci et al., 2010). El metil jasmonato (MeJA) es un compuesto volatil que
media la comunicacion intracelular y entre diferentes plantas, modulando respuestas de de-
fensa. Por otra parte, el jasmonoil-isoleucina (JA-lle) es la forma activa de la molécula impli-
cada en la sefalizacién de los jasmonatos en hojas y posiblemente en las flores de
Arabidopsis (Acosta y Farmer, 2010) (Fig. 1).

0
0
“*\/ > e
P = S o
“N N\ N
0 OCH,
00 OM

Metil jasmonato (MeJA)
Acido jasmonico (A))

0
A’
™~
|
= 3 f ;- o MM
l_'_ ", 7’
& 4 5 HoOC ™
:J‘/.l".‘
7 e
-"L‘\‘
& Jasmonoil-1scleucina (JA-lle)

Figura 1.- Estructura de los jasmonatos y su funcion en las plantas. El metil jasmonato es un compuesto volatil que partici-
pa en sefales entre plantas en respuesta a herbivoria, mientras que el jasmonoil-Isoleucina y el acido jasmonico son los
compuestos que activan la inmunidad vegetal contra insectos y regulan el desarrollo.

Biosintesis de los jasmonatos

La sintesis de jasmonatos ocurre principalmente en las hojas, donde los acidos gra-
sos son liberados de la membrana plasmatica de los plastidos por accion de enzimas fosfoli-
pasas y desaturasas. El acido graso sufre reacciones de oxigenacion, oxidacion y ciclacion
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por medio de una lipoxigenasa (LOX2), la aleno 6xido sintasa (AOS) y la aleno 6xido ciclasa
(AOC), respectivamente. Asi se forma el acido 12-oxo-fitodiendico (OPDA), principal pre-
cursor de los jasmonatos, el cual se exporta hacia el peroxisoma, unico organulo donde ocu-
rre la R-oxidacion, reduciéndose por la enzima acido oxo-fitodiendico reductasa 3 (OPR3).
Posteriormente, este compuesto es sometido a tres ciclos de R-oxidacién para producir el
acido jasmonico (AJ). El AJ es exportado al citosol por un mecanismo desconocido donde
ocurren las diferentes reacciones metabolicas que daran origen a los distintos jasmonatos
(Wasternack 2007) (Fig. 2). Entre las principales transformaciones del AJ se encuentra la
metilacion en el carbono 1 (C1), para producir el compuesto volatil metil-jasmonato (MeJA),
el cual esta involucrado en la senalizacién entre plantas. Otra modificacion relevante es la
conjugacion del grupo carboxilo al aminoacido isoleucina para formar el jasmo-
noil-isoleucina (JA-lle). En A. thaliana, el JA-lle se sintetiza por una enzima codificada por el
gen JAR1. Las mutantes en el locus jar1 se caracterizan por una respuesta disminuida al AJ
(Zhangy Turner, 2008). Estos resultados indican que el JA-lle es una sefal primaria impor-
tante para las respuestas de defensa y desarrollo.
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Seinalizacion de los jasmonatos

Los jasmonatos y las auxinas, a pesar de ser compuestos quimicamente diferentes,
comparten algunos elementos en las vias de sefalizacion para su percepcion y respuesta
en las células (Santner y Estelle, 2009). TIR1 es una proteina tipo F-box que funciona como
uno de los receptores en la sefializacion de auxinas. Existen cerca de 700 genes que codifi-
can para proteinas tipo F-box en A. thaliana. La mutante de A. thaliana denominada corona-
tine-insensitive1 (coi1) permitié definir el papel de los jasmonatos en el crecimiento de la
planta (Feys etal., 1994). La coronatina es una fitotoxina relacionada estructural y bioldgica-
mente con el Ja-lle. La mutante coi1 antes mencionada es resistente tanto a la coronatina
como al MeJA y su principal caracteristica es la esterilidad masculina. COI1 codifica para
una proteinatipo F-box estrechamente relacionada con TIR1, lo que sugiere que al igual que
los represores auxinicos ampliamente estudiados, la respuesta a los jasmonatos implicaria
la degradacién de un grupo de represores de los jasmonatos conocidos como JAZ que po-
seen el dominio ZIM dependiente de SCF®"" (Santner y Estelle, 2009). El complejo multi-
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proteico SCF pertenece al tipo E3 ubiquitina ligasa que media la ubiquitinacion de proteinas
para su degradacion por el proteosoma 26S. Dicho complejo contiene varias proteinas
F-box que se unen directamente con el blanco de la ubiquitinacion. COIl1 se une a las protei-
nas JAZ, que actuan como reguladores negativos de la transcripcion de genes de respuesta
a jasmonatos, las cuales interactuan con el factor de transcripcion tipo bHLH (héli-
ce-vuelta-hélice basica) MYC2 interfiriendo con la funcion de este activador transcripcional
(Chini et al., 2007). Una gran cantidad de genes JAZ son auto regulados en respuesta a jas-
monatos, indicando un mecanismo de retroalimentacién negativa. Analisis bioquimicos han
mostrado que la coronatina se une al complejo COI1-JAZ con alta afinidad, donde el jasmo-
nato conjugado a isoleucina (JA-lle) es la molécula activa (Fonseca et al., 2009). Por lo tan-
to, el complejo SCF°°" sirve como receptor para el JA-lle para estabilizar la interaccion
entre la proteina tipo F-box y su sustrato, lo cual permite la degradacion del represor JAZ y la
liberacion del factor de transcripcion MYC2, ocurriendo entonces la activacion de los genes
de respuesta a jasmonatos (Fig. 3) (Katsir et al., 2008).

Funciones de los jasmonatos

Inmunidad vegetal

La sefalizaciéon por jasmonatos es esencial para la activacion de las respuestas de
defensa en plantas en contra de insectos y herbivoros (Browse 2005). La sintesis de jasmo-
natos se activa por herbivoria, que comunmente dafa a las hojas y otros tejidos, asi como
por heridas causadas por un daio mecanico. Esto ocurre mediante la induccién de cientos
de genes que codifican para proteinas para la sintesis y percepcioén de los jasmonatos, asi
como proteinas implicadas en el flujo de iones y en la adaptacion al estrés en general (Rey-
mond et al., 2000). La produccion de jasmonatos induce la formacion de tricomas en hojas,
los cuales confieren proteccion a la lamina foliar (Yan et al., 2007; Yoshida et al., 2009). Otra
funcion esencial de los jasmonatos es en la activacion de la inmunidad en contra de patoge-
nos que se alimentan de tejidos muertos como es el caso de algunos hongos necrotréficos
(Browse 2009), o de ciertas bacterias que causan enfermedades a la planta (Gutjahry Pasz-
kowski, 2009).

Regulacion del desarrollo

Los jasmonatos AJ y MeJA son esenciales para la maduracion del polen, la elonga-
cion de los filamentos de los estambres y la apertura de los estambres que permite la libera-
cion del polen (Delker et al., 2006). Existe una evidencia clara de lo anterior, sustentada en el
fenotipo de las flores en las mutantes de Arabidopsis afectadas en la sintesis de AJy en el
receptor de jasmonatos COI1, que muestran esterilidad masculina. La mutante coi? es inca-
paz de producir polen viable (von Malek et al., 2002). Otro proceso importante del desarrollo
en la que participan los jasmonatos es la regulacion de la arquitectura de la raiz. El trata-
miento de plantas de A. thaliana con AJ causa el acortamiento de la raiz primaria y promueve
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la formacioén de raices laterales. Adicionalmente, se ha observado que las mutantes afecta-
das en los componentes de la sintesis y de la transduccion de sefiales dependientes de
COI1 presentan una reduccion en el crecimiento de la raiz primaria (Wasternack 2007). La
participacion del MeJA en la formacion de raices laterales, esta relacionada con la biosinte-
sis de auxinas dependiente del gen ANTHRANILATE SYNTHASE o1 (ASA1)y la atenua-
cion en el transporte de auxinas al disminuir los niveles de expresion de los transportadores
de eflujo de auxinas PIN1y PIN2 (Sun et al., 2009). Otra actividad biolégica de los jasmona-
tos es lainduccioén de la senescencia (Schommer et al., 2008),la cual se atribuye a la regula-
cion de genes que codifican para proteinas de mantenimiento de los cloroplastos y de
sintesis de carbohidratos (Wasternack 2007).

Oxido nitrico

El 6xido nitrico (ON) es un radical libre debido a que contiene un electron desaparea-
do que se sintetiza en los animales por una familia de enzimas denominadas 6xido nitrico
sintasas (NOS) a partir de L-arginina. ElI ON tiene una gran importancia biolégica en anima-
les en la neurotransmision, la vasodilatacion, la respuestainmune y en la regulacién del con-
sumo de oxigeno en la mitocondria (Stuehr et al., 2004).En anos recientes, el ON se ha
implicado en la sefalizacidn en plantas durante la xilogénesis, la apoptosis, la defensa con-
tra patdgenos, la floracion, el cierre de los estomas y el gravitropismo (Neill et al., 2003).
También se ha reportado que el ON participa en la modulacion de la expresion de genes que
codifican proteinas para la biosintesis de AJ y para la interaccidn con otras rutas hormonales
incluyendo las del acido abscisico, citocininas y etileno (Orozco-Cardenas y Ryan, 2002;
Correa-Aragunde et al., 2006), para la fotosintesis y la apoptosis (Polverari et al., 2003).

Sintesis de 0xido nitrico

Las vias de sintesis del 6xido nitrico pueden ser clasificadas como oxidativas o reduc-
toras. La produccién de ON por la nitrato reductasa es una reaccién reductora; mientras que
las que ocurren a partir de L-arginina o poliaminas son rutas oxidativas (Kapuganti et al.,
2010). La via reductora conduce a la produccion de ON dependiente de nitrito (NO2) como
sustrato primario, el cual es producido a partir del nitrato (NO3) por la nitrato reductasa (NR).
La NR se encuentra en el citosol. El fenotipo de la doble mutante nia1 nia2 de Arabidopsis
muestra que la NR esta involucrada en la apertura estomatica, la activacion de enzimas an-
tioxidantes, la sefalizacion por patégenos, el desarrollo floral, el estrés osmatico, asi como
la formacion de raices laterales inducida por auxinas (Benamar et al., 2008; Kolbert et al.,
2008). También se ha documentado la produccion de ON por una proteina membranal
(NINOR) y por la reduccion del nitrito en la membrana interna de la mitocondria probable-
mente via la citocromo ¢ oxidasa y/o reductasa (Kapuganti et al., 2010). Las vias oxidativas
de producciéon del ON comprenden una actividad parecida a la de la 6xido nitrico sintasa
(NOS), la cual podria utilizar como substrato poliaminas e hidroxilaminas. Esta actividad se
ha descrito en cloroplastos y peroxisomas y es importante para el desarrollo de laraiz y la
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embriogénesis, toxicidad por cadmio y estrés por drogas (Jasid et al., 2006; Tun et al., 2006;
Corpas et al., 2009) (Fig. 4).
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Figura 4.- Biosintesis de ON en plantas. E1 ON puede ser sintetizado por dos vias, la via dependiente de nitrito que involu-
cra una ruta enzimatica en la que las nitrato reductasa (NR) y la reductasa de nitrito a ON (NiNOR) catalizan la sintesis del
ON y otra ruta no enzimatica que comprende reacciones quimicas de reduccion. La via atin no caracterizada dependiente de
L-arginina implica la participacion de una enzima similar a la 6xido nitrico sintasa (NOS) y otra ruta no descrita que utiliza
poliaminas (PAs) como sustrato (Modificada de Besson-Bard et al., 2008).

Percepcion del ON y transduccion de la sefial en plantas

Aunque hasta la fecha no se ha identificado ningun receptor de ON, por su naturaleza,
este radical es muy reactivo y puede interactuar con numerosas proteinas. En células ani-
males, la guanilil ciclasa soluble (sGC) tiene un papel fundamental en la sefializacion de ON,
donde este ultimo se une al dominio hemo de la sGC estimulando la liberacién del monofos-
tato de guanosina ciclico (cGMP) que a su vez activa distintos blancos celulares. Enlas plan-
tas, estudios farmacologicos usando inhibidores del ON como el 2-fenil-4,4,5,5-tetrametil
imidazol-1-oxi-3-0xido (PTIO) o el 2-(4-carboxifenil)-4,4,5,5 -tetrametilbimidazol- 1- oxi- 3-
6xido (cPTIO) hanimplicado al cGMP y a la sefalizacion por acido abscisico (ABA) rio abajo
del ON en células guardia de los estomas (Neill et al., 2003). EI ON induce un incremento de
cGMP y activa cascadas de sefalizacién que modulan la expresion génica (Grun et al.,
2006). Una molécula esencial rio abajo del cGMP es la ADP ribosa ciclico (CADPR). En célu-
las animales, la cADPR estimula la liberacion de Ca®* intracelular, activando al receptor ria-
nodina (RYR) de los canales de calcio y es posible que un mecanismo de sefalizacion
similar ocurra en plantas. En tabaco, el cCADPR eleva la expresion genética de la fenilalanina
amonio liasa (PAL)y la proteina 1 relacionada con patogénesis (PR-1), que es sensible a los
inhibidores del RYR. Los dos genes antes mencionados también son regulados por el ON y
los antagonistas de cADPR reducen la expresiéon de PR-1. EI ON causa un incremento en
los niveles de Ca®" libre, por lo tanto podria actuar a través del cGMP, cADPR y ca* para
promover el cierre de estomas inducido por ABA. La inhibicién por cPTIO durante este pro-

Ciencia Nicolaita No. 55



Senalizacion del acido jasmoénico y el 6xido nitrico...

ceso inducido por ABA lleva a la inactivacion de los canales de K* dependientes de Ca** ya
la activacion de los canales de CI, lo que implicaria fuertemente al ON y el Ca®* en la casca-
da de senalizacion por ABA (Neill etal., 2008). En animales, la S'nitrosilacion es un mecanis-
mo de modificaciéon post-traduccional que regula numerosos procesos de senalizacion y
vias metabdlicas. En plantas, se ha reportado que la S-nitrosilacion de proteinas juega un
papel importante en la sefializacion del ON. En extractos de cultivos de células de Arabidop-
sis tratados con glutation S-nitrosilado (GSNO), se han aislado-proteinas que contienen
grupos S-nitrosilados (S-ON) que estan involucradas con el estrés oxidativo, sefalizacion,
estructura celular y metabolismo (Lindermayr et al., 2005). También es posible que el ON in-
teractue nitrando residuos de tirosina a través de especies reactivas de nitrégeno como el
anion peroxinitrito (ONOQO") y el didxido de nitrogeno (NO,) que se forman durante el meta-
bolismo del ON en presencia de especies reactivas de oxigeno y centros de metales de tran-
sicion. La nitracion de tirosina de proteinas endogenas ha sido demostrada en lineas
antisentido de tabaco para la nitrato reductasa (NiR) donde se observaron cantidades incre-
mentadas de ON (Morot-Gaudry-Talarmain et al., 2002). Estudios recientes mostraron la
participacion de la proteina cinasa 6 activada por mitégenos (MAPKG) en la sefalizacion por
ON, donde se encontré que la MAPKG y la nitrato reductasa (NIA2), interactdan in vitro e in
vivo. En dicha interaccion MAPKG fosforila a NIA2, aumentando la produccion de ON, lo que
finalmente condujo a cambios morfoldgicos en el sistema radicular de Arabidopsis (Wang et
al., 2010).

Interaccion de los jasmonatos con el ON

Diferentes evidencias han implicado al ON como un modulador en respuestas a heri-
das y/o estrés mecanico (Garces et al., 2001). En jitomate, la generacion de H,O, inducido
por herida inhibié la produccion de ON y la expresion de genes para la sintesis de acido jas-
monico. Por otra parte, se ha reportado que el ON tiene un papel fundamental en la regula-
cion de la expresion de genes de defensa inducidos por herida durante la patogénesis
(Orozco-Cardenas y Ryan, 2002). Estudios realizados en hojas de Arabidopsis mostraron
que en respuesta a heridas y a tratamientos con AJ, se incrementé la concentracion de ON,
lo que proporcioné una evidencia del posible entrecruzamiento entre el AJ y el ON (Huang et
al., 2004). Actualmente se sabe que tanto el AJ como el ON estan involucrados en el desa-
rrollo de la arquitectura de la raiz de Arabidopsis thaliana acortando la longitud de la raiz pri-
maria e incrementando el numero de raices laterales (Campos-Cuevas et al., 2007; Sun et
al., 2009; Méndez-Bravo et al., 2010). Sin embargo, se desconoce la interaccion entre estas
moléculas de sefalizacion en la regulacion de la arquitectura radicular de Arabidopsis, por lo
cual seria de gran interés obtener informacién al respecto debido a que ambas moléculas re-
gulan procesos similares en el desarrollo de la raiz.
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Conclusiones

Los jasmonatos son hormonas ampliamente estudiadas principalmente por su partici-
pacién en la inmunidad vegetal, en la adaptacién al estrés biético y abidtico y como regula-
dores de diversos aspectos del crecimiento y desarrollo de las plantas (Santner y Estelle,
2009). Como se ha evidenciado, el ON interactda con el AJ en las respuestas de defensa 'y
por heridas. Con las mutantes de A. thaliana como herramienta nuestro grupo reporté la par-
ticipacion de los genes NIA1y NIA2 durante la formacion de raices laterales inducida por al-
camidas (Méndez-Bravo et al., 2010). El aislamiento y caracterizacion de la mutante
decanamide resistant root1 (drr), revel6 posteriormente que el AJ interactda con las alca-
midas en los procesos de senescencia y desarrollo de laraiz y que esta mutante es resisten-
te a la inhibicién del crecimiento de la raiz primaria por el ON (Méndez-Bravo et al., 2010).
Estos resultados muestran el enorme potencial que tiene A. thaliana para investigaciones en
las vias de sefializacion donde se cuenta con informacion escasa. Actualmente estamos in-
vestigando las posibles interacciones entre el ON y el AJ sobre la arquitectura radicular de
Arabidopsis thaliana, evaluando la participacion del 6xido nitrico en la via de sefalizacion de
jasmonatos mediante herramientas genéticas y farmacoldgicas que nos permitiran esclare-
cer los mecanismos celulares y moleculares implicados en la interaccion del AJ y el ON.
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