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RESUMEN

Las plantas son organismos sésiles con diferentes mecanismos que intervienen durante la escasez de agua. Uno de ellos es el hidrotropismo
que consiste en la modificacion del crecimiento y movimiento de la raiz hacia zonas donde hay mas agua. Este movimiento es fundamental
para la supervivencia de la planta. Otro mecanismo es la autofagia descrita no sélo como una defensa ante la sequia sino también como un
proceso catabdlico conservado en la mayoria de las células eucariotas, a través del cual se transporta material citoplasmatico no deseado
o disfuncional a la vacuola de las células vegetales para su degradacion y reciclamiento. En la respuesta hidrotropica, se presenta una
acumulacion de autofagosomas y H,O, en la zona de curvatura de la raiz. Por esto la autofagia reduce el estrés oxidativo causado por el
estrés hidrico durante el hidrotropismo.

El ion calcio (Ca®") es un segundo mensajero que regula las reacciones al estrés. Cuando la célula percibe un estimulo como la escasez
de agua, hay un aumento transitorio o sostenido de la concentracion de Ca®* en el citosol que desencadena procesos celulares temporales
al ser detectado por las proteinas fijadoras de Ca*" como la calmodulina, ubicada en la membrana plasmatica y en la membrana de los
organelos celulares. La curvatura de la raiz durante el hidrotropismo depende de la acumulacion de Ca** en el citosol mediante el bloqueo
de la ATPasa de Ca>* ECA1 por la proteina MIZ1. Ademas, la proteina similar a la calmodulina 24, (CML24), potencialmente se une al
Ca?" en respuesta al estrés abiotico, y al interaccionar con la proteina ATG4 de la autofagia, se puede afectar su progreso. En este trabajo se
realiz6 una revision de los conceptos basicos del hidrotropismo, la autofagia y el flujo de Ca>* con la intencion de ampliar el conocimiento
sobre la interaccion de estos procesos y la defensa celular de Arabidopsis thaliana ante la escasez de agua.

Palabras clave: hidrotropismo, autofagia, ion calcio, escasez de agua.

The Role of Calcium Ion and Autophagy in Regulating Hydrotropism in Roots: Insights from Arabidopsis thaliana

ABSTRACT

Plants are sessile organisms with different mechanisms that intervene during water scarcity. One of them is hydrotropism, which consists
of modifying the growth and movement of the root towards areas where there is more water. This movement is essential for the survival
of the plant. Another mechanism is autophagy, described not only as a defense against drought but also as a catabolic process conserved
in most eukaryotic cells, through which unwanted or dysfunctional cytoplasmic material is transported to the vacuole of plant cells for
degradation and recycling. In the hydrotropic response, an accumulation of autophagosomes and H,O, occurs in the zone of root curvature.
For this reason, autophagy reduces oxidative stress caused by water stress during hydrotropism.

The calcium ion (Ca?") is a second messenger that regulates stress reactions. When the cell perceives a stimulus such as water scarcity,
there is a transient or sustained increase in the concentration of Ca?" in the cytosol that triggers temporary cellular processes when
detected by Ca”*-binding proteins such as calmodulin, located in the plasma membrane and in the membrane of cellular organelles. Root
curvature during hydrotropism depends on Ca?" accumulation in the cytosol through blockade of the Ca** ATPase ECA1 by the MIZ1
protein. Moreover, calmodulin-like protein 24 (CML24) potentially binds Ca?* in response to abiotic stress, and by interacting with the
autophagy protein ATG4, may affect its progress. In this work, a review of the basic concepts of hydrotropism, autophagy and Ca?" flow
was carried out with the intention of expanding knowledge about the interaction of these processes and the cellular defense of Arabidopsis
thaliana against water scarcity.
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INTRODUCCION
as plantas son organismos sésiles que en el medio

! ambiente se enfrentan a condiciones o factores

favorables o desfavorables para su supervivencia,
que aparecen repentina, y repetidamente. En
general estos factores estresantes se dividen en bidticos o
abioticos. El estrés bidtico surge de la infeccion por patogenos
o el ataque de herbivoros. El estrés abidtico incluye factores
relacionados con el clima y la actividad humana como la
sequia, el frio, la salinidad del suelo, el calor, la contaminacion
con metales pesados, la radiacion ultravioleta (UV), y las
inundaciones (Praveen, Dubey, Singh & Sharma, 2023).

Las plantas tienen la capacidad de protegerse ante la escasez
de agua provocada por las sequias, las heladas y la salinidad
a través de la reactivacion de diversas funciones temporales
(Claeys & Inze, 2013). Su objetivo es superar o evitar el estrés
mediante un equilibrio entre la absorcion y la pérdida de agua.
La absorcion de agua se favorece con la acumulacion de
solutos que reducen el potencial hidrico del tejido y mejoran
el crecimiento de la raiz (Claeys & Inze, 2013); el cierre de
los estomas para evitar la pérdida de agua; la restriccion en el
crecimiento de los brotes; la aceleracion de la senescencia de la
hoja; ladesviacion de carbonoy energia para el almacenamiento
y labiosintesis de compuestos osmoprotectores como la prolina
(Claeys & Inze, 2013). A nivel celular, el acceso limitado
a una fuente de agua incrementa la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ERO) con dafio a los cloroplastos, las
mitocondrias y los peroxisomas (Rodriguez, Cordoba, Ortega
& Taleisnik, 2004). Para evitar el dafio celular severo se
activan mecanismos como la desintoxicacion de las ERO, la
sintesis de acido abscisico (ABA), laacumulacion de proteinas
protectoras, como las proteinas de la Embriogénesis Tardia
(LEA), y varios Factores Transcripcionales (FT) como los
Elementos de Respuesta a la Sequia (DREB) (Claeys & Inze,
2013). Ademas, se ha observado que el Ca’" y las moléculas
que lo perciben, regulan una variedad amplia de blancos
celulares, como transportadores, FT, cinasas y fosfatasas,
proteinas del citoesqueleto y proteinas de union al DNA. Estos
componentes estan implicados en la respuesta de defensa ante
el estrés provocado por la escasez de agua (Pirayesh, Giridhar,
Ben Khedher, Vothknecht & Chigri, 2021).

Ante el estrés hidrico, también las proteinas se dafian y al
acumularse alteran la homeostasis celular. Por esto, el reciclaje
intracelular es esencial para el control de estas circunstancias
y al eliminar las moléculas u organelos dafiados se reponen
los nutrientes esenciales necesarios para el crecimiento y
mantenimiento celular (Masclaux-Daubresse et al., 2014).
Las dos vias principales de degradacién y reciclamiento de
los componentes celulares en los organismos eucariotas son la
autofagiay el proteasoma. La autofagia (“comerse a si mismo”

es la degradacion masiva de proteinas citosélicas de vida larga
y organelos; el sistema degradador ubiquitina-proteasoma es

el principal responsable de la degradacion y el reciclaje de
proteinas de vida corta (Yin, Pascual & Klionsky, 2016). Por
lo hasta aqui expuesto, se analizan en esta revision los posibles
vinculos entre el hidrotropismo, la autofagia y el ion calcio en
la resistencia de las plantas a la escasez de agua.

METODOLOGIA

La revision bibliografica se inici6 a partir del afio 1998 hasta
el afio 2023. Se consultaron las paginas TAIR (https://www.
arabidopsis.org), Plant Promoter Database (https://ppdb.
agr.gifu-u.ac.jp/ppdb/cgi-bin/index.cgi) y Plant Pan (http://
plantpan.itps.ncku.edu.tw/plantpan4/index.html).

El hidrotropismo y la respuesta hidrotropica

Los 6rganos de las plantas se mueven o desplazan en busca de
agua, nutrientes y luz, factores esenciales para su crecimiento
y desarrollo. En contraste, se alejan cuando se enfrentan a
situaciones nocivas. A estos movimientos lentosy en ocasiones
imperceptibles que permiten que las plantas se adapten al medio
ambiente se les denomina tropismos e implican el crecimiento
dirigido de ciertos 6rganos de las plantas en respuesta a estimulos
como la gravedad (gravitropismo), la luz (fototropismo), el
contacto (tigmotropismo) y el agua (hidrotropismo). Darwin,
fue uno de los pioneros en el estudio de los tropismos. En
la actualidad, el estudio de ellos impacta en temas como la
mecanica vegetal, estrategias de manejo de cultivos, biologia
de sistemas y en genomica vegetal (Dietrich et al., 2017); estos
movimientos involucran la curvatura o flexion de los 6rganos
de la planta e incluso la regulacion del crecimiento, hacia o
lejos del estimulo percibido (Cassab, Eapen & Campos, 2013).

En el caso de las raices, los tropismos condicionan la direccion
y el grado de crecimiento hacia o en contra de estimulos como
la gravedad, la luz, los gradientes de agua, los nutrientes,
los patogenos o los cambios en la temperatura y ayudan al
desarrollo del sistema radicular, fundamental para el anclaje
de la planta al suelo y la adquisicion del agua y los nutrientes,
que es importante para evitar los efectos negativos de la
sequia (Moriwaki, Miyazawa, Fujii & Takahashi, 2014). Por
consiguiente, cuando las plantas perciben escasez de agua,
se condiciona el crecimiento de la parte aérea, y del sistema
radicular, aunque en algunos casos el crecimiento de la raiz
es para optimizar la busqueda del agua (Sharp et al., 2004). El
hidrotropismo es el tropismo que responde al estrés hidrico,
lo que implica el movimiento genéticamente regulado de las
raices en busca de ambientes con un contenido 6ptimo o con
menos limitantes de agua (Moriwaki et al.,2014). Larespuesta
hidrotropica, es el movimiento que realizan las raices de las
plantas durante el hidrotropismo visible como la curvatura de
lasraices enreaccionalos gradientes de humedad o al potencial
hidrico (Moriwaki et al., 2014).

En el hidrotropismo las hormonas vegetales tienen un
papel fundamental para un funcionamiento correcto. El
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acido abscisico (ABA), es la hormona por excelencia y un
pequeiio numero de genes, que codifican a los transductores
de la sefnal del ABA, GNOM/MIZ2, y el gen especifico del
hidrotropismo MIZ1 intervienen en larespuesta hidrotropica de
Arabidopsis thaliana (Arabidopsis) (Miyazawa & Takahashi,
2020). Ademas, las auxinas que regulan el hidrotropismo en
Arabidopsis y en otros tipos de plantas, también participan en
la division celular y el alargamiento de los 6rganos vegetales
como laraiz, eltallo, lahoja, y el fruto; reprimen la senescencia
y participan en el gravitropismo (movimiento de las raices
relacionado con la gravedad) (Garay-Arroyo, de la Paz
Sanchez, Garcia-Ponce, Alvarez-Buylla & Crisanto, 2014).
En el chicharo, el pepino, el arroz, el maiz y Lotus japonicus,
estudiosos en el tema mencionan que la inhibicion del transporte
de auxinas cancela las respuestas hidrotropica y gravitropica,
(Miyazawa & Takahashi, 2020) y que, en el chicharo y el maiz,
lacofiadelaraizse requiere para la percepcion de los estimulos
que dirigen la respuesta hidrotropica y gravitropica, y con
su eliminacion se suprime toda reaccion (Jaffe, Takahashi &
Biro,1985), (Takahashi & Scott, 1993). Igual observaron que
en las raices de las plantulas de arroz, al cortar la cofia de las
raices se impedia larespuesta gravitropica, aunque esto no tuvo
efecto en larespuesta hidrotropica (Nakajima et al.,2017). En
las raices de L. japonicus, al retraerse la sintesis de auxinas,
mediante el uso de quinurenina, aunque se evito el desarrollo
de la curvatura hidrotrdpica, no se afect6 el crecimiento de las
raices (Nakajimaetal.,2017). En general, estas observaciones
en los diferentes tipos de plantas mencionadas dieron lugar
a pensar en la probable existencia e intervencion de otros
mecanismos en la distribucion diferencial de las auxinas,
incluso en ausencia de las células de la cofia de la raiz.

El hidrotropismo en Arabidopsis thaliana

Los genes MIZU-KUSSEIl (MIZ1) y GNOM/MIZ2 son
esenciales para el hidrotropismo en Arabidopsis (Kobayashi
et al., 2007) (Miyazawa, Takahashi, Kobayashi, Kaneyasu,
Fujii & Takahashi, 2009). MIZ1 se localiza en la corteza de
la zona de elongacion de la raiz y es indispensable para el
hidrotropismo, ya que permite la acumulacion de Ca®" en el
citoplasma, necesario para la curvatura (Kobayashietal.,2007;
Shkolnik, Nuriel, Bonza, Costa & Fromm, 2018). GNOM/MIZ2
se expresa en la epidermis, en la corteza y en la estela de la
raiz. Laproteina que codificada este gen esta relacionada con el
trafico vesicular cuya funcion mejor conocida es el transporte
polardelas proteinas PIN (relacionadas al transporte de auxinas)
a la membrana plasmatica (Miyazawa et al., 2009).

En las plantas silvestres y en la presencia de un gradiente de
humedad, la raiz de Arabidopsis se curva hacia la zona con
mayor disponibilidad de agua; esto no sucede en las raices
de las mutantes miz-/ y miz-2. Sin embargo, las mutaciones
en estos genes reducen el fototropismo porque las hojas de la
planta no giran para evitar el exceso de luz, por esto los autores

del estudio consideran que MIZ1 y GNOM/MIZ2 regulan el
hidrotropismo y el fototropismo en Arabidopsis (Moriwaki
et al., 2014). Adicionalmente, otros autores demostraron que
en las células de la corteza de la zona de elongacion se perciben
los cambios en el gradiente del potencial hidrico mediante un
mecanismo atn desconocido que, al provocar la curvatura de
la raiz, se le relaciona con la actividad de la cinasa SnRK2.2
y de la proteina MIZ1; ambas localizadas en las células de la
corteza de la zona de elongacion (Dietrich et al., 2017).

El balance de especies reactivas de oxigeno (ERO) regula
el hidrotropismo

Como se menciond, el suministro limitado de agua incrementa
la produccion de las ERO, como el peroxido de hidrogeno
(H,0,), €l ion superdxido (O%) y el radical hidroxilo (OH")
que se producen en los cloroplastos, las mitocondrias y los
peroxisomas dafiandolos, igual que a otros organelos celulares
(Rodriguez et al., 2004). A nivel molecular, el aumento
en la concentracion de las ERO afecta la estructura de las
macromoléculas celulares como las proteinas, los lipidos
y los acidos nucleicos. Efectos que dafian a los lipidos de
las membranas y ocasionan una fuga de moléculas que
normalmente no la cruzan sino a través de canales especificos;
también se presenta una inactivacion de receptores y de
enzimas debido alacarbonilacion de las proteinas, haciéndolas
mas susceptibles a degradarse (Moller, Jensen & Hansson,
2007), y una reduccion de la sintesis de proteinas que afecta
el crecimiento y el desarrollo de todo el organismo por
oxidacion del DNA (Tuteja, Singh, Misra, Bhalla & Tuteja,
2001). Por otra parte, se ha descrito que las ERO también
funcionan como moléculas senalizadoras que regulan las
rutas de entrada del Ca?" a través de la membrana plasmatica
(MP) (Demidchik, Shabala, Coutts, Tester & Davies, 2003).
En las raices de Arabidopsis, el H,O, extracelular regula en
especifico la activacion de los canales de Ca** de la MP de
las células epidérmicas maduras, asi como también el de las
células de la corteza y en menor grado en las células de la
epidermis de la zona de elongacion (Demidchik ez al., 2003).
Igual el OH- extracelular provoca una entrada mayor de Ca*"
a través de la MP en las células de la epidermis que en el
periciclo (Demidchik ef al., 2003), (Foreman ef al., 2003).

En los experimentos con Arabidopsis las raices que actian
hidrotropicamente no tienen una distribucion asimétrica
transitoria de las ERO (Krieger, Shkolnik, Miller & Fromm,
2016) y estas al retraerse mediante el uso de un antioxidante
como el ascorbato de sodio o un inhibidor de la generacion de
las ERO como el yoduro de fenilo, el gravitropismo se atenta
en contraste con un incremento del hidrotropismo (Krieger
et al., 2016). También, las mutantes en la NADPH oxidasa
RBOH C revelan una mayor curvatura hidrotrépica (Krieger
et al., 2016), con la posibilidad de que el H,0O,, promueva el
gravitropismo y frene el hidrotropismo (Krieger et al., 2016).
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El Ca? es un segundo mensajero que regula la respuesta
hidrotropica

El calcio es esencial para el funcionamiento de las plantas y
transformado elion Ca?* es un mensajero intracelular dindmico.
Una diversidad de estreses bioticos y abioticos, asi como
diversos procesos del desarrollo, provocan un aumento en los
niveles de Ca>" en el citosol con su entrada controlada desde
las reservas externas, el apoplasto e internas, el RE (Kudla,
Batistic & Hashimoto, 2010; McAinsh & Pittman, 2009;
Batistic & Kudla, 2012). Ademés, la sefializacion de Ca?* no
se limita al citosol, también ocurre en los organelos que son:
el nticleo, los cloroplastos, las mitocondrias, los peroxisomas
y el sistema de endomembranas.

El Ca?" es una molécula que actia como segundo mensajero.
Los segundos mensajeros son pequeilas moléculas o iones
que transmiten seflales recibidas por los receptores de la
superficie celular a las proteinas efectoras. El Ca?* participa
en la sefializacién de numerosos procesos del desarrollo y la
defensa, especificamente, se le relaciona con la regulacion
de diferentes respuestas al estrés de las plantas (Carroll &
Peralta, 1998).

La célula tiene una serie de bombas y canales que regresan
el Ca’" a sitios de almacenamiento como RE, el apoplasto, la
vacuola, el aparato de Golgi, el cloroplasto, el peroxisoma y
el nicleo (Pirayesh ef al., 2021). La sefializacién de Ca®* se
caracteriza por una serie de eventos: i) un aumento transitorio
o sostenido en su concentracion libre inducido por un estimulo,
ii) la deteccion de sus cambios a través de proteinas sensores
de Ca?", iii) una respuesta celular rio abajo desencadenada por
la accién de estas proteinas sensores y iv) la remocion del Ca?*
localizado en el citosol al terminar con el proceso de sefalizacion
que produjo su cambio transitorio. El movimiento del Ca?"
hacia el interior (influjo) y el exterior (eflujo) de la célula,
asi como desde el citosol a los organelos que lo almacenan
se encuentra regulado por canales idnicos localizados en las
membranas celulares. Los canales de calcio son proteinas
transmembranales que constituyen la via mas importante para
su ingreso a la célula.

Enresumen son cuatro las acciones de la participacion del Ca?*
como un segundo mensajero enun proceso celular: primero, la
célula percibe un estimulo como la escasez de agua, el exceso
de iluminacioén o la infeccidn por un patéogeno, lo que origina
un aumento transitorio o sostenido de su concentraciéon en
el citosol; segundo, la deteccidon de cambios en sus niveles
citosolicos por proteinas que se le unen como las calmodulinas
(CaMs), las proteinas similares a la calmodulina (CML),
las proteinas cinasas que dependen de ¢l (CDPK), proteinas
similares a la calcineurina B (CBL) o la proteina cinasa
interactiva (CIPK); tercero, el desencadenamiento de procesos
celulares relacionados al metabolismo, la transcripcion de
genes o la modificacion de proteinas; y cuarto, el regreso a

los niveles basales de Ca>" en el citosol que oscilan alrededor
de los 50-100 nM mediante su influjo en los diferentes
compartimientos de la célula en donde se almacena (Pirayesh
etal., 2021).

En Arabidopsis, se han identificado familias de canales
i6nicos permeables al Ca®>" que son responsables del influjo
de este ion. Entre éstos se incluyen a las anexinas (Richards
et al., 2014), los canales activados por nucleétidos ciclicos
(CNGC) (Hamilton, Schlegel & Haswell, 2015), los receptores
de glutamato (GLR) (Price, Jelesko & Okumoto, 2012), los
canales de dos poros (TPC) (Morgan & Galione, 2014) y los
canales mecano-sensibles, éstos ultimos constituidos por los
canales i6nicos mecano-sensibles (MSC), los de actividad
complementaria Midl (MCA), los canales Piezo (Hamilton
etal.,2015)yel canal reductor de la hiper-osmolalidad activado
por un aumento en la concentraciéon de Ca®' intracelular
(OSCA), (Yuan et al., 2014). Previamente se describieron
tres tipos diferentes de canales con base en los cambios en
el potencial de membrana, a los que se les denomind canales
activados por hiperpolarizacion (HACC), canales activados por
depolarizacion (DACC) y canales independientes del voltaje
(VICC). Estos canales se localizan en la MP de las células de
la epidermis de la zona de elongacion de la raiz de Arabidopsis
y se activan por las ERO que se producen en situaciones de
estrés abiotico (Wilkins, Matthus, Swarbreck & Davies, 2016).
En los estudios reportados se propone que los HACC pueden
ser anexinas y los VICC, GLR y DACC canales activados
por CNGC (White & Broadley, 2003; Swarbreck, Colaco &
Davies, 2013), (Figura 1; Tabla I).

Para recuperar el nivel de Ca®" basal, existen en la célula
sistemas que lo bombean a través de alguna membrana
celular utilizando ATP o H" como fuente de energia. Estos
transportadores son: los intercambiadores de Ca?"/H" (CAX)
(Manohar, Shigaki & Hirschi, 2011) y las ATPasas de Ca*"
tipo P, que incluyen a la Ca>*-ATPasas auto-inhibida (ACA), la
Ca?"-ATPasas de RE (ECA) y laATPasa 1 de metales pesados,
P1-ATPasa (Bonza & De Michelis, 2011), (Figural; Tabla I).
Las ATPasas de Ca®*, como ACA y ECA son transportadores
de alta afinidad (Km = 0,1-2 uM) pero de baja capacidad,
distintos a los CAX que son transportadores de baja afinidad
(Km = 10-15 uM) pero de alta capacidad (Bose, Pottosin,
Shabala, Palmgren & Shabala, 2011). Ademads, una de las
principales diferencias entre ACA y ECA son sus afinidades
por el Ca®*, que estan en el rango micromolar para ACA'y en
el rango nanomolar para ECA (Bonza & De Michelis, 2011),
(Meneghelli, Fusca, Luoni & De Michelis, 2008). Estos
intercambiadores tienen diferentes especificidades para los
cationes divalentes: ACA es altamente selectivo y transporta
solo Ca?", sin embargo, ECA también pueden transportar Cd**,
Mn?" y Zn*" (Meneghelli et al., 2008). A ECA se le puede
inhibir con el acido ciclopiazonico (CPA) (Meneghelli ef al.,
2008), ACA es particularmente sensible a la inhibicion con los
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Figura 1. Proteinas transportadoras de Ca*" en Arabidopsis thaliana.
En la Figura se muestra a las proteinas relacionadas con la sefializacién de Ca”>* de varios organelos descritos en el texto. GLR (receptores de Glu),
CNGC (canales activados por nucleétidos ciclicos), TPC (canal de dos poros), ANEXINA, canales tipo Piezo, MSL3 (canal mecano-sensible3), ECA
(Ca*-ATPasa), ACA (Ca>"-ATPasas auto-inhibida), PCaP1 (Proteina de union a Ca®" asociada a la membrana plasmatica) y OSCA (Canal reductor
de la hiper-osmolalidad inducida por un aumento de concentracion de Ca>" en el citosol). Las flechas indican la direccion del flujo del Ca®". Se ha
descrito que las anexinas GLR, CNGC y TPC1 son HACC, VICC y DACC como se indica en esta Figura y en la Tabla I. ECA1 (Shkolnik et al.,
2018), PCaP1 (Tanaka-Takada et al., 2019) y Oscal (Yuan et al., 2014) estan relacionados con la respuesta hidrotropica o el estrés hidrico. Imagen
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derivados de la fluoresceina como la eritrosina B o la eosina
Y (Bonza & De Michelis, 2011).

En general la sefializacion intracelular de Ca®* en el citosol
esta determinada por la amplitud, duracion y oscilacion de su
concentracion en el citosol. La percepcion de las sefiales genera
rapidamente sus elevaciones transitorias que activan de manera
concertada tanto su influjo pasivo a través de canales, como de
sistemas activos de eflujo mediante bombas y transportadores,
que temporalmente definen espacialmente su dinamica
comunmente denominada la firma del calcio (McAinsh &
Pittman, 2009). Esta firma esta impulsada por la apertura de
canales localizados en la membrana plasmatica permeables
al Ca*". Una vez que el estimulo cesa los intercambiadores y

las Ca*-ATPasas transportan el exceso de su concentracion
en el citosol al RE, a la vacuola o al apoplasto, recuperandose
asi la concentracion basal en el citosol (McAinsh & Pittman,
2009). A continuacion, se describe su regulacion del influjo y
eflujo durante el hidrotropismo.

Canales mecano-sensibles de Ca?*

En Arabidopsis los estudios indican que los canales similares
a los mecano-sensibles de Ca?* 2 y 3 se activan es respuesta al
estrés osmotico (MSL2 y MSL3). MSL2 y MSL3 actuan como
valvulas de seguridad para regular la homeostasis osmoética en
los plastidios durante el crecimiento y el desarrollo de la planta
(Hamilton et al., 2015; McAinsh & Pittman, 2009; Peyronnet,
Haswell, Barbier-Brygoo & Frachisse, 2008). La doble mutante
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Tabla I. Papel de las proteinas transportadoras de CaZ* en Arabidopsis thaliana. Se sugiere que las anexinas, GLR, CNGC y TPC1 son
HACC, VICC y DACC como se indica en el cuerpo de la Tabla.

osmolalidad inducida por
un aumento de [Ca®"] ;)

Proteinas Nimero de
2 genes en Localizacion Proceso Biolédgico Flujo Referencias
transportadoras de Ca . .
Arabidopsis
GLR 20 Membrana Defensa contra Influjo | (Lee et al., 2004; Wilkins
(receptores de Glu) plasmatica patogenos etal., 2016)
(VICC canales de Ca?*
independientes del voltaje)
CNGC 20 Células guardia | Defensa contra Influjo | (Gobert, Park, Amtmann,
(canales activados por Células del patdgenos, Sanders & Maathuis,
nucleotidos ciclicos) mesofilo Gravitropismo, Apertura 2006; Jammes, Yang, Xiao
(VICC: canales de Ca*" Membrana de estomas & Kwak, 2011; Duszyn,
independientes del voltaje) plasmatica, Swiezawska, Szmidt-
Mitocondria Jaworska & Jaworski,
Nucleo 2019; Wang et al., 2013;
Vacuola Wilkins et al., 2016)
TPC 1 Membrana Respuesta osmotica, Influjo | (Morgan & Galione 2014;
(canal de dos poros) vacuolar Sefializacion de Ca?* Wilkins et al., 2016)
(VGIC: canales ionicos
dependiente de voltaje)
ANEXINA 8 Membrana Respuesta osmotica Influjo | (Lee et al., 2004; Zelman,
(HACCS: canales activados plasmatica Dawe, Gehring &
por hiperpolarizacion) Berkowitz, 2012; Wilkins
etal., 2016)
MSL3 10 Mitocondria, | Balance de iones y agua | Eflujo | (Hamilton, et al., 2015;
(canal mecano-sensible 3) Cloroplasto en tubos polinicos, Lee et al., 2016; Peyronnet
Membrana Regulacion del et al., 2008; Veley,
plasmatica potencial eléctrico en la Maksaev, Frick, January,
membrana interna de la Kloepper & Haswell, 2014)
Mitocondria, Percepcion
mecanica en raices y
volumen del cloroplasto
ECA 4 Membrana RE, | Hidrotropismo Eflujo | (Garcia Bossi et al., 2020;
(Ca?"-ATPasas de RE) Golgi Shkolni et al., 2018)
ACA 10 Membrana Regula la inmunidad Eflujo | (Garcia Bossi et al., 2020;
(Ca**-ATPasas auto- plasmatica vegetal removiendo Ca?* Yu, Yan, Du & Hua, 2018)
inhibida) del citosol
PCaP1 1 Membrana Hidrotropismo Influjo | (Tanaka-Takada et al.,
(Proteina de uni6n al Ca** plasmatica 2019)
asociada a la membrana
plasmatica)
OSCA 15 Membrana Hidrotropismo Influjo | (Yuan et al., 2014; Akita &
(Canal reductor de la hiper- plasmatica Miyazawa, 2022)




https://doi.org/10.22201/fesz.23958723¢.2024.641
2024 Castillo-Olamendi, L. ef al.: Autofagia y su regulacién por el ién calcio en Arabidopsis thaliana 7

msi2/msl3 es mas sensible a la limitacion de agua. En apoyo a
los datos, que estan publicados, en nuestros estudios también
hemos encontrado un incremento en la expresion de MSL3 en
las plantas de Arabidopsis silvestres creciendo en condiciones
de estrés osmodtico comparando con plantas cuyo desarrollo es
en condiciones normales (datos no publicados), lo que sugiere
unamovilizacion de Ca>" a través de MSL3 para contender con
el estrés hidrico. MSL3 se localiza en la membrana externa del
cloroplasto y la mitocondria. Sugerimos que en el cloroplasto
su funcion puede estar relacionada con el cierre de los estomas
que impide pérdida de agua, y en la mitocondria su funcion
podriaserregularalas ERO producidas durante el estrés hidrico.

El canal permeable al Ca>* OSCAL.1 participa en la
regulacion del hidrotropismo

OSCA1.1 es un canal cationico no selectivo que se encuentra
localizado en lamembrana plasmatica de las células guardia de
los estomas de las hojas y también en las células de la epidermis
de la raiz de Arabidopsis (Yuan et al., 2014). En estudios
realizados con la mutante oscal./ hubo una disminucion de
la concentracion de Ca®" en la raiz y las hojas, en respuesta al
estrés osmotico generado conun gradiente de sorbitol. Ademas,
la falta de funcién de OSCA1.1 redujo el influjo de Ca** en
las células guardia y de la raiz en general, lo que ocasiono
que la transpiracion aminorara igual que el crecimiento de las
raices, bajo condiciones de estrés hiperosmético generado con
sorbitol (Yuan et al., 2014). oscal.l mostré un incremento de
10 grados de curvatura hidrotropica comparada con la planta
silvestre (Akita & Miyazawa, 2022). Resultados de un analisis
transcripcional indicaron que OSCA 1.1 esunregulador negativo
deMIZ1,yaquelosnivelesdelmRNAde MIZ1 seincrementaron
en lamutante oscal. I (Akita & Miyazawa, 2022). Con base en
estos resultados los investigadores consideran que OSCA1.1 es
relevante para el influjo del Ca®" del apoplasto hacia el citosol
no solamente en el hidrotropismo sino como una respuesta
general al estrés hidrico (Yuan et al., 2014).

PCaP1 es una proteina de union al Ca?" requerida para la
curvatura hidrotrépica

Laproteina deunion al Ca?" asociada alamembrana plasmatica
(PCaPl) es otro elemento involucrado en el hidrotropismo
de las raices de Arabidopsis (Tanaka-Takada, Kobayashi,
Takahashi, Kamiya, Kinoshita & Maeshima,2019). Lamutante
pcapl presentd un decremento en la curvatura hidrotropica en
comparacionalaplantasilvestre en condiciones de estrés hidrico
(Tanaka-Takada et al., 2019). PCaP1-GFP ademas de estar en
el citosol se encontrd asociada con la membrana plasmatica
en la mayoria de las células de la raiz con excepcién de las
células delaendodermis de la zona de la curvatura. Porlo tanto,
la re-localizacion de PCaP1 en el citosol de las células de la
endodermis tiene un papel en el hidrotropismo (Tanaka-Takada
etal.,2019). La sobreexpresion de MIZ1 en la mutante pcap 1
complemento el fenotipo no hidrotropico de esta mutante lo que
indic6 que PCaP1 no estd rio abajo de la seializacion de MIZ1

(Tanaka-Takada et al., 2019). Con base en estos resultados la
localizacion de PCaP1 en las células de la endodermis de la
zona de elongacion de la raiz esta involucrada en el proceso
hidrotrdpico; sin embargo, no se descarta la posibilidad de
que PCaP1 contribuya al hidrotropismo a través de una via
independiente de MIZ1 (Tanaka-Takada et al., 2019).

La proteina transportadora de Ca?>* ECA1 regula la
curvatura hidrotrépica

ECAL1 es una ATPasa que participa en el movimiento del Ca®"
del citosol hacia el RE, permitiéndole a la célula regresar a la
homeostasis. Enrespuestaa las diferencias de potencial hidrico,
los autores del estudio observaron el movimiento de una sefial
de Ca?" lenta, asimétrica y de larga distancia desde la punta de
la raiz hasta la zona de elongacion (Figura 2, panel B ntimero
7). Mediante ensayos de dos hibridos en levadura, vieron que
al interactuar MIZ1 con ECA1 disminuye su actividad de
transportar Ca>" al RE (Shkolnik et al., 2018); esto generd un
aumento de la concentracion de Ca®" en el citosol detectable
en la zona de elongacion, y ocasiono la curvatura hidrotropica
(Shkolnik et al., 2018).

Con base en lo anterior, la inhibicion de ECA1 por MIZ1
cambia el equilibrio entre la entrada y salida del Ca** citosolico
y genera la sefial de Ca?" citosolico que regula la curvatura
de la raiz hacia la zona mas hiimeda del medio (Shkolnik
et al., 2018). Hasta la fecha, MIZ1 es el tnico regulador de
las ATPasas tipo IIA transportadoras de Ca*" identificado en
plantas, por lo que seria muy interesante estudiar si MIZ1
puede unirse y controlar también otras bombas ATPasas tipo
I1A transportadoras de Ca>" en diferentes contextos biologicos
y ante diferentes estimulos.

La autofagia como un mecanismo de defensa celular
Laautofagia esun proceso catabolico conservado en lamayoria
de las células eucariotas, a través del cual el material citosélico
no deseado o disfuncional, como las proteinas, los complejos
proteicos, los agregados de acidos nucleicos e incluso los
organelos completos, se transporta para su degradacion y
reciclaje al lisosoma en los animales y a la vacuola en la
levadura y en las plantas (Bassham ef al., 2006).

Losgenes ATG (AuTophaGy), que codifican alas proteinas para
la maquinaria de la autofagia, se describieron inicialmente en
Saccharomyces cerevisiae y estan practicamente conservados
en las células eucariotas. El estudio de los mutantes de
Arabidopsis deficientes en los genes ATG confirmé que las
proteinas ATG son necesarias para el desarrollo adecuado de
la planta (Bassham et al., 2006).

La caracteristica mas destacada de la autofagia es la formacion
de una estructura llamada autofagosoma, que consiste en una
vesicula de doble membrana que se encuentra formando una
copa conocida como fagoforo que se alarga y rodea ala carga o
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Figura 2. Descripcion general de las moléculas y de las vias metaboélicas y de sefializaciéon involucradas
en el hidrotropismo de la raiz de Arabidopsis thaliana.
La numeracion se hizo para facilitar el entendimiento del proceso, no implica que este sea el orden en que suceden los eventos sefialados. A) y B) indican
el estado de la raiz previo y durante el proceso de percepcion de la escasez de agua, respectivamente. La descripcion de los parrafos numerados se
muestra en el panel B.

1) La zona de elongacion tiene dos funciones en la respuesta hidrotropica: detecta un gradiente de potencial hidrico y posteriormente experimenta un
crecimiento diferencial que ocasiona la curvatura hidrotrépica (raiz y triangulo azul) (Dietrich ef al., 2017).

2) Acumulacion de H,0, en la curvatura de la raiz. Utilizando la linea Hyper que expresa un detector de H,O,, se encontrd a éste en la zona de la
curvatura de la raiz (linea marrén) (Jimenez-Nopala ef al., 2018).

3) Acumulacién de autofagosomas en la curvatura de la raiz. Empleando la linea transgénica GFP-ATGS8a se observo la acumulacion de autofagosomas
en la zona de la curvatura de la raiz que coincide con la zona de elongacion a un tiempo similar al de la aparicion de H,O, (circulos rosas) (Jimenez-
Nopala et al., 2018).

4) PCaPlse moviliza de la membrana plasmatica hacia el citosol en las células de la endodermis de la raiz durante la respuesta hidrotrépica (Tanaka-
Takada et al., 2019).

5) El hidrotropismo depende de la cinasa SnRK2.2 regulada por ABA. SnRK2.2 y MIZ1, proteina especifica del hidrotropismo, que dan lugar a la
curvatura hidrotropica en respuesta al estrés hidrico. Ambas proteinas se localizan unicamente en las células de la corteza de la zona de elongacion
de la raiz (Dietrich et al., 2017).

6) MIZ1 se une a ECAL1 e inhibe su actividad. Esta unién modifica el equilibrio entre la entrada y salida de Ca®" en el citosol. La acumulacion de Ca?*
en el citosol regula la curvatura de la raiz (Shkolnik ez al., 2018).

7) El gradiente de potencial hidrico genera una sefial citosélica de Ca®" lenta y asimétrica de larga distancia en el floema, que alcanza su punto maximo
en la zona de elongacién, dispersandose lateral y asimétricamente a las células de la periferia de la zona convexa de la raiz, donde se produce el
alargamiento celular y la curvatura de la raiz hacia la zona con mayor contenido de agua (Shkolnik ez al., 2018) (linea dorada).

8) Los estudios de expresion tejido-dirigida mostraron que la curvatura hidrotropica depende de la sefalizacion de ABA a través de regular a la cinasa

SnRK2.2 y a MIZ1, ambas actuando especificamente en las células corticales de la zona de elongacion (Dietrich ef al., 2017). Imagen creada con
Biorender.com.
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componentes citosolicos que posteriormente seran degradados
en la vacuola (Marshall & Vierstra, 2018).

En las levaduras, los autofagosomas se forman proximos a
la membrana vacuolar, y en los mamiferos, las estructuras
autofagosomicas tempranas se formanenel REy en los sitios de
contacto entre el RE y las mitocondrias (Yla-Anttila, Vihinen,
Jokitalo & Eskelinen, 2009), (Hailey et al., 2010). También, en
las células delos mamiferos, lamembrana plasmatica contribuye
directamente a la formacion de precursores tempranos
de autofagosomas (Ravikumar, Moreau, Jahreiss, Puri &
Rubinsztein, 2010). Con base en la deteccion de la interaccion
de clatrina que es una proteina estructural participante en la
formacion de vesiculas localizada en la membrana plasmatica,
y Atgl6L1, un componente del complejo de elongacion de la
autofagia, se vio la formacion del fagoforo, una estructura que
marca el inicio de la aparicion del autofagosoma (Ravikumar
et al., 2010). También se menciona que la existencia de
esta estructura desde la membrana plasmatica puede ser
importante durante periodos en los que se requiere de una
cantidad importante de autofagosomas, ya que por ser un gran
reservorio de membrana permite a las células la generacion
de autofagosomas a niveles mas altos que en condiciones
basales, sin comprometer otros procesos celulares (Ravikumar
etal., 2010).

En resumen, se presume que en las células de los mamiferos
los sitios de formacién de los autofagosomas y las fuentes de
membrana podrian variar en distintas condiciones fisiologicas
y tipos de células (Rubinsztein, Shpilka & Elazar, 2012). En las
plantas se considera que estos fragmentos provienen del RE,
la mitocondria o la membrana plasmatica (Yang & Bassham,
2015), (Zhuang et al., 2017).

Una vez formado el autofagosoma con su carga, su membrana
externa se fusiona con el tonoplasto (la membrana vacuolar) y
entra al lumen de la vacuola, como una estructura de una sola
membrana denominada cuerpo autofagico, que se lisa junto
con su carga para reciclar los productos de la degradacion
(Soto-Burgos, Zhuang, Jiang & Bassham, 2018). En cada
uno de los pasos de la autofagia participan varios complejos
proteicos conformados por las proteinas ATG (Porta & Jimenez-
Nopala, 2019).

En las plantas se han descrito tres tipos distintos de
degradacion: El primer tipo, la microautofagia, se caracteriza
por una invaginacion directa del tonoplasto para absorber los
componentes celulares destinados aladegradacion. El segundo
tipo, la macroautofagia (denominada autofagia), es la forma
predominante de la autofagia y la mas estudiada, tanto en las
levaduras, como en los animales y en las plantas. Una vertiente
delamacroautofagia es la autofagia selectiva que es un proceso
que involucra el engullimiento en autofagosomas de sustratos
marcados especificamente para su deterioro como, por ejemplo:

las proteinas (proteafagia), los peroxisomas (pexofagia), las
mitocondrias (mitofagia) o los ribosomas (ribofagia) (Bu,
Yang, Guo, Huang & Chen, 2020). La autofagia selectiva al
igual que la autofagia candnica forma autofagosomas para
la degradacion de su carga en la vacuola y contribuyen a la
homeostasis celular y al control de calidad de las proteinas y
los organelos (Zaffagnini & Martens, 2016).

El tercer tipo de autofagia es la mega autofagia, una forma
extrema de autofagia que hasta ahora solo se ha descrito en
las plantas (van Doorn & Papini, 2013). Durante la mega
autofagia, la membrana vacuolar se permeabiliza y se rompe,
liberando grandes cantidades de hidrolasas en el citosol, lo
que provoca una degradacion indiscriminada de los materiales
citosolicos (van Doorn & Papini, 2013). A diferencia de la
autofagia canodnica, la mega autofagia no implica la captura
de componentes celulares en la vacuola y aparentemente no
participan genes ATG (Bassham, 2009).

Regulacion de la autofagia por el calcio

Dentro de las proteinas de unidn al calcio que participan
en la percepcion de este ion se han reportado proteinas
similares a la calmodulina relacionadas con la regulacion
de la autofagia (Tsai, Koo, Delk, Gehl & Braam, 2013).
Empleando cultivos de células de tabaco hubo una interaccion
de CML24, un canal mecano-sensible de union al Ca?",
con la proteina de la autofagia ATG4b (Tsai et al., 2013).
En la secuencia primaria de ATG4b se identificaron dos
sitios de unién a CaM; sin embargo, se desconoce si €stos
son relevantes para la interaccion con CML24 (Tsai ef al.,
2013). Adicionalmente, en las mutantes de CML24 aument6
la formacion de autofagosomas caracterizados por GFP-
ATGS8e (Tsai et al., 2013). Cabe destacar que la mutante
cml24 de Arabidopsis muestra una mayor acumulacion de
autofagosomas en comparacion con la planta silvestre, lo cual
sugiere que CML4 actia como un regulador negativo de la
autofagia (Tsai ef al., 2013). Mediante técnicas de expresion
transitoria y ensayos de dos hibridos en la levadura el Ca?"
no regula esta interaccion. Sin embargo, es posible que la
union de Ca?" con CML24 regule su actividad y su funcién
indirectamente (Tsai ef al., 2013). ATG4 es una proteasa de
cisteina con una funcién dual tanto en la “lipidacién” como
en la deslipidacion de autofagosomas para el reciclaje de
ATGS. ATGS es esencial para la biogénesis del autofagosoma
(Perez-Perez, Lemaire & Crespo, 2021). La regulacion de la
autofagia por Ca?" es un campo de investigacion novedoso y
estos procesos en conjunto impactarian en el hidrotropismo.

La autofagia y las ERO se activan durante la respuesta
hidrotropica

La autofagia tiene un papel central en la respuesta hidrotrépica
de Arabidopsis. El hecho es que las plantas de Arabidopsis
portadoras de mutaciones en genes de la autofagia como
atg2, atg5, atg9, atg8b y atg8i no desarrollaron la curvatura
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hidrotropica caracteristica al utilizar un gradiente de agua
generado con agar-sorbitol (Jimenez-Nopala et al., 2018).
Asi mismo, mediante el uso de una linea transgénica que
expresaba constitutivamente el gen GFP-ATG8a, observaron
la acumulacion de autofagosomas en la zona de la curvatura
utilizando en el mismo sistema hidrico estresante generado
con sorbitol (Jimenez-Nopala et al., 2018). Estos resultados
sefalan que la autofagia esta en la via de sefalizacion que
induce larespuesta hidrotropica (Jimenez-Nopalaetal.,2018).

Mediante el uso de la linea transgénica Hyper, que expresa
una molécula detectora de H,O, los autores de la investigacion
encontraron unaacumulacioén de ésta ERO y de autofagosomas
enlazonadelacurvaturadelaraizauntiempo similar (Jimenez-
Nopalaetal.,2018). La acumulacion simultanea del H,O,y de
autofagosomas denota que la autofagiaregula el dafio oxidativo
al degradar los productos oxidados por acumulacion de H,O,
(Jimenez-Nopala ef al., 2018).

Se tiene el conocimiento de que en la levadura Saccharomyces
y en el alga verde Chlamydomonas reinhardtii 1a proteinasa
ATG4 se activa por reduccion y se inhibe reversiblemente por
oxidacion, indicativo de una modificacion redox postraduccional
(Perez-Perez et al., 2021). En detalle, la Cys-proteasa ATG4
escinde alaproteina ATGS en el extremo C-terminal, liberando
asi un residuo de cisteina en ATGS. Este proceso permite
la conjugacion de ATGS con fosfatidiletanolamina (PE) a
través del sistema de conjugacion similar a la ubiquitinacion,
compuesto por ATG7 y ATG3. La conjugacion de ATGS-PE es
crucial para la integracion de ATGS en la doble membrana del
autofagosoma. Posteriormente, en el autofagosoma maduro,
ATG#4 libera a ATG8 de su membrana externa. Esta liberacion
permite la fusion de la membrana externa del autofagosoma
con el tonoplasto lo que libera y degrada al cuerpo autofagico
en la vacuola. Asi concluye el proceso de la autofagia. Este
proceso se describe como la “lipidacion” y deslipidacion de
ATGS, respectivamente y se regula por modificaciones redox
de ATG4 (Perez-Perezet al.,2021). Las proteinas ATG4 se han
conservado a través de la evolucion en diferentes eucariotas,
por lo tanto, es muy probable que este mecanismo de regulacion
de ATG4 por el sistema redox se encuentre conservado en
Arabidopsis y en otras plantas.

CONCLUSIONES

Lainformacidnanalizada en estarevision sefiala la participacion
de las ERO y del Ca*" en la regulacion de la autofagia y del
hidrotropismo. En la Figura 2 se muestra un modelo de la
curvatura hidrotropica con los componentes que participan
en su regulacion. La produccion de las ERO y la liberacion
de Ca®" son respuestas basicas de la célula que modulan
mecanismos de defensa como lo muestran las modificaciones
que sufre la curvatura hidrotropica cuando hay un desbalance
de las ERO o un aumento en la concentracion de Ca®* en el
citosol (Jimenez-Nopala et al., 2018; Shkolnik et al., 2018).

Asi mismo, OSCAI1.1 y PCaP1 contribuyen a la respuesta
hidrotrdpica, sin embargo, lo hacen de manera independiente
de la via de sefializacion que incluye a MIZ1 y ECA1 (Akita
& Miyazawa, 2022), (Tanaka-Takada et al., 2019).

En la zona de la curvatura de la raiz coinciden la acumulacion
de las ERO, de autofagosomas y de Ca*" (Figura 2, panel
B, ntimeros 2, 6 y circulos color rosa), por consiguiente,
la autofagia canodnica contiende con las macromoléculas y
organelos oxidados, y por tanto dafiados, durante la respuesta
hidrotrépica (Jimenez-Nopala ef al., 2018). Por otra parte, la
interaccion entre ECA1 y MIZ1 regula el transito de regreso
del Ca*" del citosol al RE (Dietrich et al., 2017), lo que parece
indicar que la autofagia selectiva (reticulofagia) participa en la
regulacion de la homedstasis de Ca®* a través de la interaccion
de ECA1 o MIZI con las proteinas ATGS, para el transito de
regreso del Ca®" del citosol al RE, a través de la generacion o
liberacion de ECAL.

Asimismo, laregion reguladora de la transcripcion de algunos
genes de lamaquinaria de la autofagia contiene sitios hipotéticos
de unioén a la calmodulina, proteina de union al Ca?', lo que
indica una posible regulacion de la autofagia por el Ca?*. El
descubrimiento futuro de la interaccion entre la autofagia, el
Ca*"yelH,0, durante larespuesta hidrotropica serdn elementos
clave que aporten una mayor informaciéon del comportamiento
de la raiz en condiciones de escasez de agua y con elementos
que permitan una mejor seleccion de plantas resistentes a esta.
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