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RESUMEN

Fl fasforo (F) es uno de los elementos indispcnsch para la nutricien. Su
imPortancia radica en que es componente esencial de biomoléculas como acidos nucleicos,
Fosfolipic]os Yy nucleosidos fosfato. [ n las P|antas, su deficiencia causa graves Probicmas e
incluso la muerte en ctapas tcmPranas del clcs;':lrrouo‘

| as Piantas aclquicrcn el P en forma de ortofosfato([), el cual es muy reactivo y
forma compicjos en el suelo muy estables Précticamcntc insoluHcs, por lo que el Fi se
encuentra inaccesible para las P|anf:as, céiocénddas en condiciones Pcrmancntcs de [i)aja
disPonibﬂidad de este nutrimento. '

Fara contrarrestar los efectos ncgativos de la deficiencia de Fi, las P|antas han
desarrollado estrategias que les Pcrmitc:n adquin’r Yy utilizar el Pi de una manera mas
cficiente. [ | conocimiento de las respucstas ante la deficiencia de F: que presentan
a[guno.-s cultivos de interés comercial como la soya, Pucdc ser de utilidad para imPIcmcntar
cstratc_gias que agudch a obtener cultivos resistentes a este estrés. E_s por ello que uno de
los o!:jctivoa de este trabaﬂ'o es conocer la respucsta de soyaa la deficiencia de Fi.

Los resultados mostraron que la soya var. Tapachu!a 86, Prcscnta modificaciones
en el sistema radical durante la deficiencia de Fi, como son la ciongaciér: de la raiz y el
aumento en la densidad Yy longitud de los Pclos radicales. Adcmés, aumenta la velocidad de
toma de [ y se secretan fosfatasas acidas al medio extrarradical, sin cmbargo entre estas
altimas no se detecté actividad de fitasa.

AI igual que la soya, Aralw’dopsfs thaliana tampoco presenta actividad de fitasa en
el medio extra-radical Yy por eso se evaltio en esta cspccic si la 5oi:>rccxprc5ic'm de la fitasa
de Escﬁcn’cﬁ:é coli le conferia a|5una vcntaija al crecer en un medio con acido fitico. Lo.s
resultados indicaron que una de las lineas transgénicas con cxPrcsién de Fftasa, incremento
su capacidad de crecimiento en acido fitico, mientras que otra linea con mayor caPacicIad de
secrecion, mostré un crecimiento igual al contro|, por lo que no es PosiHc concluir si el
secretar fitasa es benéfico o no para las P|antas yse hace necesaria la realizacion de otros

cxPcrimcntos que determinen de manera cuantitativa el efecto de secretar fitasa.
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Introduccién

. INTRODUCCION.

1.1 Nutricién vcgcta]-

| as P!antas necesitan de ciertos nutrimentos esenciales para mantener un
crecimiento y desarrollo éptimo. [ stos elementos son divididos entre los que se
rcquicrcn en mayor cantidad o macronutrimentos como el nitrégeno, fosforo, potasin y
calcio, y los que solo se utilizan en cantidades traza o micronutrimentos como boro, zinc
Yy 5c|cnio, entre otros. Tanto los macro como los micronutrimentos se encuentran en el
suelo en forma de sales disueltas Yy asociadas con Partl'culas como arcilias y arenas,
f | ' la solucién del suel |
conformando lo que se conoce como la solucion del suelo. [T stas sales se encuentran
dismersas en la solucion por lo que las plantas tienen que explorar una gran superficie
| porloque las p que exp gran sup
para Poécr acceder a ellas. | 0s suclos no SECmPrc contienen todos los elementos
necesarios para la nutricion vcgétai Yy gcncralmcntc se presentan deficiencias por la
i ' - | .
carencia de alguno o varios de estos clcmcntos. chldo aque los macronutiimentos se
necesitan en mayor csca|a, las deficiencias de éstos resultan 5cncraimcntc mas

drasticas, que las de los micronutrimentos

1.2 Fosforo

Dcspués del nitrégeno, el fosforo (F) es el nutrimento que limita mas el
crecimiento y desarrollo de las Plantas. ]:_n los seres vivos mucho del fosforo presente
se encuentra en forma de fosfato (Fi), el cual es un componente esencial de
biomoléculas como acidos nuclcicos, ATF Yy Fosf:olipiclos. Los enlaces que forma el ]Di
con otras moléculas son gcncralmcntc de alta energia y Pucdcn ser utilizados para
mantener la maquinaria metabdlica de las células. Ademas, el Fi, al ser tanto sustrato

como Producto final de muchas reacciones enzimaticas, Participa en la rcgufacién de

vias mcta Ir:.-_’;!icas_tj en la transduccion de sefales.
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| a deficiencia de Fi durante el desarrollo -dcﬁ_]as p!antas Pucc[c hacer que el
crecimiento de éstas se vea afectado a d_tircntcs niveles. Dcpcndicﬁdo de la severidad
de la deficiencia, la planta puede presentar un color verde oscuro con manchas
planta piiede: p
purptireas o clorsticas Yy si consigue Horecer o Fr.uctiificar, el rendimiento estara muy por
debajo de los estandares de una planta sana. Si la deficiencia es ma or, la planta
J na p yor, la p

Pntcclc detener el desarrollo Y c{cjar de rcProclucirsc, muriendo en ctapas tcmpranas.

| as Principa]cs causas de deficiencia de P se deben a que las Plantas son
incaPaccs de tomarlo en otra forma clluc no 5_'car§ iones ortofosf ato (HzFO+' y HFOf’).
Fn el suelo se encuentran estos aniones, pero dada su alta rcactividad, es mas facil
encontrarlos en forma de sales de Fi pr_ccipi’:adas, esteres de [i, como fitato, y mas
raramente como fosfonatos, de manera que a pesar de ser un clemento abundante en el

snc|0, no <& encuentra disponiblc para las P[antas (Grossman Yy Taif,a!'\,as-hi. 2001).

| a mayoria de los suelos, cultivables o ne, tienen una concentracion muy limitada
de Fi(<ioum). [ s Pbr eilo que se ha tenido que suplir a través del uso de fertilizantes
comerciales. Esto acarrea dos grana'cs Prob[cmas, el Prirncro es el alto costo de estos
fertilizantes y el 5cgundo la contaminacion de agua, debido a que sélo el 20% del
fertilizante que se aPlica a los suelos se aProvcci'ra por los cultivos Y el resto es
arrastrado hasta los clcpésitos subterraneos de agua, |agos y rios, causando su

eutroficacion (Grotz Yy Gucrinot, ?.OO?.)‘

Lo anterior hace evidente la necesidad de encontrar alternativas que solucionen
el Probicma de la deficiencia de Fi sin alterar el ecosistema y una aproxirnacic’m

imPortantc es conocer como a través de la evolucion las P|antas han logrado crecer y

desarrollarse en suelos deficientes de [i.
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1.3 Rcspucstas a la deficiencia de Fi

]__as P|an’tas deben mantener una concentracién constante de Fi en el citop|asrna
que les Pcrmita realizar sus funciones 'épti_mamcn_tc. Fara Iograrlo liberan el Fi desde los
sitios de reserva (vacuola) hacia los si_tios de demanda como son el cioropfasto Yy el
citoPIasma. Durante la deficiencia de Fi, las reservas se agotan répidamcntc y es
necesario recurrir a otros mccanismos_ para aminorar los efectos dafinos. |~ stos Pucdcn
agruparse dentro de dos granclcs cstrétcgias gcncralcs; unas orientadas a mejor‘ar la
adquisicic’m del Fi (PAFE, por sus 5ig’|as en ?'nglés: Fhosphatc Acquisition ]:_F{:icicncg) Yy
otras a mcjorar la utilizacion del Fi interno (PUE, Fi—:osphatc (tilization Elq:icicncg) |

(\/an ctaf, 2001 )

| a utilizacion eficiente del Pi inciugc ac[aPtacioncs bioquimicas que permiten
reducir los rcqucrimicntos del Fien los tej'ic{os. Un cjcmp|o es el que se presenta en la
glicéhsis. Durante ia deficiencia de Fi las pozas intracelulares de ATF y ADF se
encuentran disminuidas 16 y 8 veces rcsPectivam-cntc, por lo tanto la Piruvato cinasa,
que rccluicrc de ADF como sustrato Fosmcori]ab[c, se inactiva; la célula utiliza una ruta
alterna en la que la FEP FosFatasa, que es inducible por deficiencia de Fi, pucdc
hidrolizar el Fosgocnol-Pimvato(F]:_F) para convertirlo a piruvato sin necesidad de
utilizar ADFP y liberando Fi que Puccic ser utilizado en otras vias metabdlicas ( Dug et

al,1989; | efevre etal, 1990).

For otro lado, dentro de las modificaciones para aumentar la absorcion de Fi se
encuentra el establecimiento de micorrizas  arbusculares (Marshncr,l99?.),
modificaciones en la arcluitcctura radical (Lgnc}'a, 1995), aumento en la secrecién de
acidos orgénicos Yy fosfatasas écidas, acidificacion de la rizochra: (clcl Fozo et aﬂ,
1999), activaciéon de los transportac}orcs de Fi de alta afinidad (Muchhal etal,1996) Yy

un incremento en la velocidad C]c,]a toma de Fi (5cl‘lac|'|tman et a[, 199 8).
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1.3.1 Modificaciones a nivel radical.
1.3.1.1 Micorrizas Arbusculares

(na de las asociaciones mas conspicua entre microorganismos y P|antas eslade
las micorrizas arbusculares (MA), ya que P’ucdcn asociarse con la mayoria de las

Piantas terrestres (\West, 1996).

Los l’:ongos que forman MA Procluccr: hifas, vesiculas Yy arbusculos en el
parénquima radical, y una extensa red de micelio unida al sistema radical de las p|antas
hospcdcraﬁ. | as hifas Y arbusculos (.fig ].l) son las estructuras del }‘.ongo mas
im{oortantcs para el aporte de elementos nutrimentales desde la solucion del suelo Yy

para el transportc de los mismos a la raiz (Guzmén-ﬂazola Yy f:crrcra~C errato, | 990)

I:ig. | Arf}ﬁscubs de MA Pcnctrando células corticales de Erytﬁrom’um americanum.
(brundctt, 1999), las hifas se indican por medio de flechas Yy la A se encuentra sobre un

arbusculo .
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| a adquisicién de Fi Pucdc incrementarse de acuerdo con la geometria y
morFo|ogia de la raiz yes aqui donde las ‘micorrizas parecen tomar importancia para el
hospcdcm ya que estas se desarrollan baj’o condiciones nutrimentales limitantes,

cspcaialmcntc de F (C]’!iaric“o, ! 98'2).

Sc ha comProbado que las ra:'c.c§ micorrizadas a&quicrcn varias veces mas Fi que
las no-micorrizadas Uaspcr y DacB, 1995). Harrison y van Buurcn (1995)
dcmostrarc_)n la c;istcncia de un tranépor‘tacl-or de Fi en la membrana F:fmgica, lo que lleva
a pensar que el t'ransportc' de F Pucc]c favorecerse en las hifas lo que, a su vez,
beneficia al II'IOSPC:CIC.I'O. 51’ bicr‘1 es cierto que los l‘uongos micorricicos ayudan ala
adciuisicic')n de Pi, no Pas‘ticipan en su mineralizacién, de manera que su efecto benéfico

se limitaala c{ispou1i|:>i|iclad natural del Pi.

1.3.1.2 Crecimiento y arc]uit:cctura radical

Fl conJ'u nto de caracteristicas que determinan el crecimiento y conFiguracién del
sistema radical en el tiempo y el ceF-acio se denomina arquitcctura radical. Durante la
cicFici.cncia de Fi, ésta se ve modificada. | as P|antas presentan un incremento en la
relacion raiz-vastago, lo que se traduce en el aumento del 4rea total de cxP|oracic')n Y

adcluisic.ién de nutrimentos (Kaghothama, }999).

Fn su revision de arquitcctura radical, Lynch Y Brown (2001) presentan
resultados sobre la modificacion de la raiz de Frijo] con respccto a la deficiencia de Fi,
haciendo hincapié en que sus observaciones Pucc[cn amPliarsc a otros sistemas

radicales.
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f:ig I.2 chu|acic’)n de la arquitcctura radical por la dfsponibihdacl de féstoro.
([_fjrwch y E)rown 2001 )

[ stos ir.vestigadorcs reportan que en P|antas de Frijof tolerantes a la deficiencia
de T, se Produ::cr'. raices basales mas 5L:|:>chiciaics, se incrementa el nimero de raices
adventicias, dfsminugc la ramificacion de raices laterales y aumenta la densidad y el
tamafio de los Pc|05 radicales. [ stos dltimos son extensiones subcelulares de la
cPicicrmis de la raiz que Facilitan la adquisicién de nutrimentos en la solucion del suelo, Y
cuyo desarrollo esta rcguiado positivamcnte por etileno (T animoto et af, }995)‘ Fn
conjunto, estas modificaciones favorecen la cxp|oracic')n de las capas SUPCFiOrCS del

suelo (]:Ig F2)

| as modificaciones a nivel de arquitectura radical en 4. thaliana son un tanto
diferentes de las que se presentan en ?n]oi, ya que en estas {3|antas ocurre una

inhibicion del crecimiento de la raiz Principaf y pro|iferacién de raices laterales Y de Pc!os

radicales.
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| as vcntajas de los. Pclos radicales se higicr(.:m evidentes en un cxPcrimcnto
realizado por Batcs y Lgncl‘x (ZOOO), en el que compararon el crecimiento de Plantas
silvestres de A thaliana (W_]_) con dos mutantes deficientes en el desarrollo de Pc|os
radicales. Cuanclo las Plantas se crecian Précticamcntc en ausencia de Fi (0.41.1M)
todas las Plantas eran chucﬁas Yy mogtraban sintomas de d;:Ficicncia. A ].5},1M las
P|ar\ta5 WT tenian mas biomasa en el vastago, un mayor contenido de i Yy Prcscntaban
una mayor toma de Fi que los dos mufan‘tcs, mientras que a conccﬁtracioncs de 54mM,
no habia diferencia en el crecimiento entre P!antas mutantes y silvestres. Con:|u3cron
que el Producir Pc|os radicales Pucdc inc.rcrr;cmtar la aclquisicic')n de Pi durante la

deficiencia.

| os etectos de la baja disponibih&ad de Fi sobre los Pclos radicales en 4.
thaliana se Pucclcn resumii en el incremento de |a [ongitud u la densidad de éstos, un
aumento en el numero de células que los originan y un acortamiento de la distancia
desde donde se comienzan a formar y el meristemo aPica]. T odas estas caracteristicas
contribugcn a una mayor aclquisicién de Fi de manera individual, sin cmiaargo al actuar

5incrgi5ticamcntc aumentan su rango de achuisicic’m de 50 a 400% (Ma et a[, ZCOI)

Otra adaptacién que se Prcscnta ante la deficiencia de Fi en la raiz, es la
formaciéon de raices Proteoidcs. F_stas son raices laterales terciarias, densamente
agrupaclas descritas originaimcntc en miembros de la familia froteacese. Ahora se
sabe que se encuentran en una gran variedad de cspccics de diversas familias. [ ntre las
!cguminosas que Pucdcn formar raices Protcoidcs sobresale una csPccic de interés
comercial, [_uprhus albus, que Pucdc aclcluirir Fi desde fuentes inaccesibles para otras
Plantas (McCu”g, I 999). l_a morFo]ogia de las raices ProtcoicIcs Pucclc contribuir a los
altos niveles de movilizacion del Fi debido a un incremento en el drea de 5uPchicic de
rafz que secreta exudados (acidos organicos y fosfatasas acidas) y no tanto por el

volumen de suelo que se cxpfora ( Neuman Yy Martinoia, 2002).
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[ _stas modificaciones radicales surgen de una manera coordinada lo que sugiere
un mecanismo comun de rcgu|acic'm que Puc]ii:ra estar mediado Pbr accion hormonal

(Lépcz—-E)ucio et a[, 2002).

Se ha demostrado la importangia de hormonas vcgcta|cs en la rcgulacién de
a|gunas respuestas, por cjcmp|o en [_up;hus albus y A. thaliana, la aPiicacién de
inhibidores del transporte de auxinag. W]E)Ag NF’A) inhibe la formacién de raices
Protcoidcs o de raices laterales durante condiciones deficientes de [i (Gilbert et a[,

2000) por lo que Pocln'an ser necesarias, para Ia formacién de estas estructuras.

| _as auxinas Yy el etileno se requieren para el a|argamicnto de los Pc[os radicales
(T animoto ez al, 1995). Ademas el etileno, parece estar relacionado directamente con
la arquitectura rac!ical, a que se ha demostrado que plantas de frijo! que se someten a
9 ya q que p fjol 4
leficienci s eti llas creciend dici de suficienci
aeticiencia Produccn mas etileno, que aquellas creciendo en condiciones de suliciencia
nutrimental lo que parece tener r'cpcrcusioncs en la formacion de acrénquima y de

raices mas 5uPchic.ia|cis (LHIIC"I y Brown,1997).

Finalmente, las citocininas suprimcn la iniciacion de las raices laterales en
Plantas creciendo en bejo i (Lépcz—BuciO et al, 2002). Fl incremento en el tamafio
dc la raiz en respuesta a |z deficiencia de Fi, se relaciona con una disminucién en el
contenido de citocininas. Ademas, la aP|icacién exdgena de estas ultimas reprime la
cxprcsic'm de genes rcgglacfos por |a baja disponibilidad de Fi, haciendo evidente el

antagonismo que existe entre ambas rcsPucstas (Marl:in cta[, 2000)

Se ha Postu]acio que las modificaciones morFolégicas en las Piantas que estan
sometidas a deficiencia de i, son una caracteristica determinante para su 5upcrvivcncia,

ya que parecen estar seleccionadas evolutivamente para facilitar la adquisicién de Fi.

Ademas de las modificaciones morfo|égica5, existen otras a nivel bEOquimico que

también promueven la adquisicién del Fi, como son la secrecion de exudados Yy la

modificacion en la toma de Fi.




1.3.2 Acidos organicos y acidificacion del mcdi_o cx_tra-radical.
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| a secrecién de acidos organicos a través de las raices es un fenémeno que se

asocia a diversos estimulos, entre ellos a la deficiencia de Fi (cuadro 1.1).

Cuadrol.1. Espccics en que se ha réPOrtado el aumento en la exudacién de aniones organicos durante

los diferentes estimulos. ( Ryan et al., 200 I)

Eapade Fncirel evioner2ancs erado Foons . L mentacios.
Trigo Malato +Al Apices radicales
Maiz Citrato +Al Apiccs radicales
T abaco (itrato +Al Apiccs radicales
Cassia iora Citrate +Al Todalaraiz
Triticale (itrato +Al Todala raiz

(C entero Citrato + Al T odalarai:
Soya Citrato +Al Todalaraiz
Cairasol Citrato Al Todalaraiz
Avena Citrato +Al Todalz raiz
Rabano Citrato +Al Todalaraiz
DBrassica napus (itrato, malato +Al-Fi Todalaraiz
Faraseriantes falcataria Citrato +Al Todalaraiz

A. thaliana Citrato +Cu Todalaraz
Arroz Citrato -Fi Rizosfera
|_upinus albus (Citrate, malato -Fi Raices proteoides
Alfalfa Citrato -Fi

(Garbanzo Malonato,tartrato, citrato, Fumarato -Fe

Maiz Malato, citrato ND Todalaraiz
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| a exudacion de estos compuc_sto_s _rcsy[té. importante para las p|anta5 en
deficiencia de Fi ya que Pucc[cn contribuir a la liberacion de Fi desde fosfatos de Ca*,
I:cl+, /—\1?. | mecanismo por el cual se libera Fi de los compuestos fosfatados de
aluminio y Fe por medio de acidos organicos es a través de la sustitucién del i por el

anién organico, como se csqucmatiza enla Figura I.3. (Marschner,1995).

Pi

Acidos organicos

Fig 1.3. ]:_squcma del mecanismo de liberacion de Fi mediado por acidos organicos

Debido a que la secrecion de 4cidos organicos se da en P|antas creciendo en
suelos acidos, donde existe un alto contenido de aluminio yuna baJ'a concentracion de
Fi disponibfc, es dificil determinar si se exudan en respuesta a la deficiencia de Fi o ala
toxicidad por aluminio. Sin e.mbargo, existen datos cxpcrimentalcs demuestran que en
respucsta a ambos estimulos existe secrecion de acidos organicos (Z]‘lang etal, 1997,

Sas et al, 2000).

Durante la deficiencia de Filos niveles de enzimas involucradas en la sintesis de acidos

organicos se incrementan; tal es el caso de la FEF carboxilasa en chicharo,jitomatc Yy

Erassfca n{'gray la citrato sintasa en lupinus‘g colza. E_stc incremento, correlaciona con
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el aumento en la secrecion de 4cidos organicos que presentan varias especies en

rcspucsta ala deficiencia de Fi (Lépcz—-ﬁucio et a[, ZOOO).

1.3.3 Fosfatasas acidas

(n nimero muy granc{c de P[antas rcsponc]c a la deficiencia de Fi con el
incremento en la Produccién de FbsF‘atasas, enzimas capaces -dc hidrolizar ésteres
fosfatados (Vincent et al, 1992). Considerando que el contenido de P organico Pucdc
alcanzar hasta el 80% en algunos 5uc|cI)5, se Picnsa que las fosfatasas extracelulares
Pucdcn tener un PaPcI muglimportantc en laliberacion de [i desde fuentes orgénicas.
De la misma Forma, las fosfatasas intracelulares Pucdcn estar rcguﬁanclo el supicmcn’co

de Fidesae fuentes organicas internas (Grossman y T akahashi, 2001).

| as fosfatasas se han dlasificado tradicionalmente como acidas o alcalinas
dcpcndicnc’.o de su PH c'JPtimo para catalisis (Duff, et al, 1994). | as alcalinas en
Plantas presentan una cspcciFicidacj por sustratos muy estricta 5Juc5an Papelcs
cspccfﬂcoe. en el metabolismo. [ n raices de Frﬂo| se identificéd una fosfatasa alcalina
que estimula  su actividad por deficiencia de Fi, esta enzima presenta una masa
molecular de 35 kDa yesta constituida porun solo Po!ipéptic{o. Tiene una Prchrcncia
muy marcada en la defosforilacion de FFi, pero no es una PiroFosFatasa estricta
porque no chcndc de ]\,’lg‘}'+ (Morafcs Yy Coc”o, 2005). 5& sabe que |l poza de FF:
aumenta durante la cfclcicicncia de Fi (Poirier y Bucher, 2002) por lo que esta enzima

podriajugar un Papci irnPortantc en la obtencion de Fi.

n contraste, las fosfatasas acidas son inespecificas, con excepcion de la
P P
fosfatasa del fosfoenol Piruvato (DuFF et al, i989). ]:_n extractos Protcicos de |:>|antas
de A. thaliana se ha encontrado actividad de fosfatasa acida en proteinas con rangos
e masa molecular desde %0 hasta 120 a, que se incrementan durante la dericiencia
d lecular desd hasta 120kDa, q i tan durante la deficienci
de Pi (Trull y Deikman, 1998). | a Puri{:icacién de una fosfatasa acida de 34 kDa,

Pc:-mitié el aislamiento de su gen (dc[ Fozo ctaf, 1999). La Porcién N-terminal de esta

11
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Protc‘ina, denominada (AtAC]’j), tiene caractcristicés de un Péptfco scﬁal, lo que
indicaria que esta enzima es extracelular. E_]-.ahét]isis de su cxprcsic’m indica que es
cstimlulacla por deficiencia de [, asi como por estrés éa[ino,_Pcréxido de hidrégcno,
acido abscicico (ADA) Yy que se localiza Par‘ticu|armcntc en raices vastagos y tcjiclos
senescentes. [ sta fosfatasa Pucclc estar inw:_:-lucracla en la movilizacién de Fi y en el
metabolismo de cspccics reactivas de oxigeno en partes de la P!anta senescentes o

sujctas a estrés (del Pozo et al, 1999).

a r'cgulacién de la .cxudaﬁ:ién'dc Fo_s{:atasas acidas no ha sido claramente
establecida. Actualmcntc se sabe que en P[antas de A tﬁaﬁ'ana, el Prornotor de una
fosfatasa acida que ¢5 secretada se activa cspccf.ficamcntc por los ba_jos niveles de i
(Haran et al, 2000). | a caracterizacién bioquimica de una enzima que Poclria ser la
codificada por este gen, demostré que Pucdc hidrolizar compuestos fosfatados

naturales como P, Po]i.LOS.Eato, AT]:‘ y PEF, a un PH éptimo de entre 4 ys (Coello,

2002).

n el suelo las fosfatasas secretadas por plantas y microorganismos iuegan un
il Y 5 jueg

PaPc| muy importante al liberar Pi desde fuentes organicas. [ stas enzimas no estan
libres en solucién, sino se asocian con Particu[as del suelo lo que les provee mayor
resistencia a la cfcgradacién (Rao et al, 2000). Mientras que Ja mayoria de las enzimas
se desnaturalizan réPidamcntc en el suclo, las fosfatasas son activas; ademas las
fosfatasas acidas ticncn.gcncralmcntc un P]_] éptimo en el mismo rango que el PH que
las rodea Y Pucc[cn mantener su actividad en intervalos muy amplios tanto de PH (‘!-—

7.6) como de temperatura (22-48°C) (quo etal, 1990; | ietal 1997).

| as fosfatasa acidas extracelulares pucdcn dcgraclar una gran variedad de
comPucstos orgénicos fosfatados como acido Fitico, g|ucosa—6—i:os{:ato, g|iccroi fosfato
y nucleosido mono-fosfato (Fant ct al., I999). | as fosfatasas que dcgradan acido

fitico, llamadas fitasas tienen una valor muy cspccia] ya que se considera que este

COmPucsto es el fosfato orgénico mas abundante en el suelo ( Hagcs et a[, ZOOO)
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| as fitasas se han cncontrado en una-gran variedad de organismos. |a mayoria
de los microorganismos Produce.n solamente -Fit'agas intracelulares, mientras que las
extracelulares han sido observadas casi exclusivamente en ljnongos filamentosos, en
donde Aspcrgx]’/us niger ha sido identificada como la csPccic que mas Procfucc esta
enzima (Konictzng Yy (Greineer, 2002). [ n el caso de I:;acterias, las fitasas se han
detectado Yy caracterizade en diferentes cspccics, entre ellas E.sc/‘;cn’c/né colf (Dassa

etal, 1999)

I:_n P|antas, las enzimas que dcgraclan Fitato, se han rcpor'tacfo en diferentes
organos, cspcciafrncntc en las 5cmi|las, el Polc;}, y en menor Proporcién en raices. La
actividad en semillas Yy polcn es la rcsPonsaHe de la cjcgradacién del fitato durante la
germinacion para proveer de i, mio-inositol Yy minerales a la Pfa’ntula en crecimiento. [or
otro lado, se ha 5ugcric[o que las fitasas en la raiz Pucdcn ser un mecanismo para
incrementar la 3i5ponibi]idad ae Pi pero, en muchos estudios, se ha demostrado que el
fitato es Pobn:m:n':c ptilizado por las P|arstas (Hagcs et al, 2000) Y que muy poca de

esta actividad es secretada (Cocﬁo, ZOOZ).

Fn P!antas donde se ha encontrado secrecién de fitasas, se ha observado una

induccion en respuesta a condiciones chigicntcs dePi(lietal, 1997).

].5.4- Toma de Fi

| a adquisicic’m de aniones como los de Fi €s un proceso que rcc.]uicrc energia.
| osiones de Pi(H.FO+ Yy HFO‘E' ) deben moverse a través de un gradicntc eléctrico,
yaque el interior de la célula esta cargado negativamente ( o~ -lOOmV)y un gradicntc de
concentracion debido a que las concentraciones intracelulares de Fi son entre 1000 y

10,000 veces mayores que la concentracion extracelular. La energia rcqucrida para

mover el Fi hacia las células es mediada por una H*-AT Pasa, la cual bombea los
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Protoncs fuera de la célula ;rcan&o un gradicntc a lo [argo de la membrana Plasmética.
Ei movimiento de los protones dé regreso a las células esta acoplado al inﬂujo de Fi a

través de un cotransportc H+—Fi (Hémburgucr ct al, ZOOZ).

La velocidad de la toma de Fi sc‘incrcr_ncnta en raices de P|anta5 sometidas a
deficiencia de Fi, debido Part;ia|mcnt;: a un aumento en l;a sintesis de Protcinas
transportadoras. 5: sabe de la existencia c:ic dos sistemas de transportc de ]Di, uno de
alta afinidad con Km’s entre 3-7 },I.M B'uno de baja afinidad con Kﬁ’s entre 50 y }50pM
(Furihata et al, 1992). Se ha oBScr\rado.quc el transportacior de ba_'ja afinidad es
constitutivo mientras que el de alta es iml:Juc;iHc' por la deficiencia de i (Mimura, 1995;
Mukatira ct al, 2001 ) La rnalgorl'a de los transpor‘taclcrcs de alta afinidad se expresan

Prchrcntcmcntc en la raiz (Muchhal Yy Raghothama, 199 9).

Cada transportac]or de fosfato consta de 12 dominios intermembranales
5cparados en dos grupos de seis por una asa central }'xid'rofﬂica, [Fig {5) Los analisis
conlputacicnales, Prcdiccn que el extremo C—tcrminal, el N terminal y el asa central, se
encuentran orientados hacia la 5uPchicic interna de la membrana, esta conl:iguracién es
comPartida por otros transpoda&orcs dc solutos formando una supcr[:amﬂia de

Protcinas transPortad'oras ( Smit]-n et al., ?.OOO)‘

Exterior

Citoplasma

Fig 15 E_squcma ProPucsto para los transportadorcs de Fi.
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[l conocimiento de las proteinas involucradas en el transporte de Fi se ha
extendido con la clonacién de varios genes que codifican para cotransportadores '~
Pi. AtPT1 fue o primer transportador de alta afinidad identificado por
complementacion de mutantes de levadura, con cDNAs de 4. thalana (Muchhal et al.,
1996). A partir de ahi se han descrito T genes en A. thaliana con similitud a ¢ste
transportador, ARAth;Phti;1  ARAthFhti;2 AKAth;Fhél;ﬁ ARAth,Pht1;4
ARAth;Pht1;5  ARAth,Pht1;6  ARAthiPht1;7  ARAthPht1;8  ARAthPht1;9, a
excepcion del 155 y el 136, todos se cx|;>rc-san-(:n raices (Raghothama,2000; Poirier y

Bu:]'ncr, ZOOZ).

Ortologos de AtfT 1 se har identificado en otras plantas como papa (StF77
y StFPT2 (_eggewie et al, 1997), jitomate (LePT1 y Lel T2, Liu ct al 1998),
Catharantus roseaus (Crf7 1), Medicago truncatula (MtFT1 y MtF72), tabaco
(NPT 1) y trigo ( TaF 7 1) (Ragothama, 2000).

1.4 Soluciones ]Diotccnolégicas

E| avance en el conocimiento de las rcsPucstas que se Prcscntan enlas P|anta5
durante la deficiencia de Fi ha Pcrmitido el desarrollo de estrategias dirigidas a aminorar

los cstragos produc.idos por este estrés.

(na de las Primcras aProximacioncs fue 5obrccxprc5ar un transportaclor de alta
afinidad de A4. thaliana en células de tabaco (Mitsukawa et a/, 1997). [ stos cultivos
celulares presentaron un incremento en biomasa y un mayor contenido de Pi cuando
crecian en medio deficiente de este nutrimento, en comParacién con las células que no
sobrccx[:)rcsaban el transportaclor. 5in cmbargo, no se ha analizado el efecto que esto

puc[icra teneren la Planta compléta.
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| a exudacion de a’(_:idos orgénicos es otra chpucsta que se ha intentado
manipular gcnéticamentc, tratando de auménta‘r su -sccrccién al medio. De Ja Fuente et
aﬂ, 1997, disefaron Plantas transg(_&nicas de A thaliana que sobrccxprcsan el gen
bacteriano de la citrato sintasa. il ana’lis;is de las P[antas transgénicas demostré que
existia mas citrato secretado al medio lo que les suministré vcntajas cuando se
cultivaban en Prcscncia de Fosl':-ato de calcio( Lépcz—~bucio et al, ZOOO). A pesar del
impacto que Proclujo este reporte, Dc[i'xaizc et al., (2001) trataron de rcProducirlo Y
aunque obtuvieron P|antas con 100 veces m_és c:x!arcsién de la citra*o sintasa, éstas no
incrementaban los niveles de citrato en raices ni aumentaban el cﬂujo del mismo a través
de la raiz en respuesta a a|uminiq 3-dcficicncia de Pi, por lo que conc]uycron que esta
cstratcgia no es suficiente para increméntar los niveles de acidos orga'niccfs Yy que

Poﬂbfcmcntc el transportc Pudicra ser limitante.

Todas cstas cstratcgias se han Plantcado [ucgo de la obscruacién de |as
respuestas de las P:antas ala baj'a dispanibﬂidad de i, aunque es evidente que no se ha

encontrado una solucién al problema.

1.5. Justificacién

| os antecedentes ponen de manifiesto que la deficiencia de Fi es un Problcma
universal  al que se vcn'sujctas las Piantas, el desarrollo de cultivos que sean mas
eficientes en la absorcion del Fi del quc|o, sera Partic.uiarmcntc benéfico para la
agricultura al reducir el COnsu-mo de los fertilizantes Fos{:ataclos, ya que se Prcdicc que
las reservas de roca Fospato, del cual se obtienen los Fcrtﬂizantcs, se agotaran en los

siguientes 60-80 afios (Vance et al,, 2003), ademas de reducir los efectos negativos

que conlleva | fertilizacion fosfatada.
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Fara imP[cmcntar nuevas cstrafcgias que Pcrmit‘an aminorar los efectos negativos
de la escasez de [i resulta evidente la imp‘orténcié de conocer las respuestas que las

P]antas Prcscntan de manera natural ante este estrés.

Fl cultivo de soya se ve afectado Por.|a baja concentracion de [i en los suelos
agrico|as, pero a pesar de ser uno de los mas importantcs mundialmente por su amplia
variedad de usos (Hgmowit'z, 19}'0), no es una csPccic donde se hagan realizado
estudios para conocer a Fondo los Pr’ob;cmas que tiene al hacer frente a la deficiencia
de Fi. [sto debe de censiderarse ya clu;:, a Pcsar de que aparentemente la mayoria de
las P]antas presentan estrategias 5cme_.jantc5 .Para contrarrestar la deficiencia de Fi,
existen ctros aspectos intrinsecos a cada csPccic, o incluso a cada variedad, que

Pucdcn introducir variaciones en las rcspucstas.

For otro lado se ha cs_pcéu‘aclo mucho acerca de si las respuestas a la
deficiencia de Fi representan una vcntaja adaptativa para las Piantas, es decir las
aﬂudan a tolerar mcjor la deficiencia o sélo son conscciencia de crecer en estas
COndicicncs, una Posibi‘id'acl para estudiar el efecto benéfico para las Piantas seria a
través del uso de P|anta5 transgénicas que modi{:iqucn una de estas respuestas, y
debido a la facilidad con la que se transforma Ara[x'cfopsﬂs thaliana, se considera la
mcjor oPcic'Jn para traba-jar

on estos antecedentes se plantea la siguiente hipétesis de trabajo.
P g P )

Hipétcsis.
Al incrementar una de las respuestas para movilizar el fosfato organico, se

i'CPCr'CUtir‘a’ Favorablcmcntc cn CI crecimiento dc Ias P[antas CUEH"ICIO s50n cultivac[as cn

medios con un alto contenido de fésforo organico y ba_.ja disponibiiidad de Fi.
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Ol?jctivo (General

e Analizar las respuestas que presentan las P|anta5 de soya durante la
deficiencia de Fi e introducir una fitasa de secrecién para mc-jorar el
desarrollo de Plantas creciendo en medios con un alto contenido de 4cido

fitico.

Ol:jctivos Parl:icu lares

o T

el e R e,

(Caracterizar a nivel morFolégico la respuesta a la deficiencia de Fi en

_piantas de soya ﬂ_apac'nuia 86)

(aracterizar la secrecién de exudados radicales de soya durante la

deficiencia de 7.
[ valuarla toma de Fi durante la suficiencia Yy deficiencia de Fi

Ai5|ar un péPtido sefal de secrecion Y clonarlo en fase con el gen de fitasa

de F. coly

Transf:ormar P|antas de A.tr{:aﬁana con las construcciones que contengan al

VCCtOI’H ai SCi’! dc Ia Fitasa ‘Ij 5é|o con Cl vector

(aractcrizar el crecimiento de las plantas transgénicas de A4 .thaliana en
- P i

medios con alto contenido de 4cido fitico.
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ILMATERIALES Y METODOS
I1.1. Caracterizacién de la respuesta de soyaa |a-clc{:icicrfcia de fosfato
Material bioiégico.

Senillas de soya variedad Tapachila 86 s esterlizaron con hipodorito de
sadic -a 1.5%, 54 laveron son agus &stdrl 86 germindvan en agrolits hiimeds hasts ls
emergencia de la radicula. 5«: transfirieron a un cultivo hidrop'énico compuesto de
solucién [Hoagland (3 MM KNO3, 2 mM Ca(NOs) 2, 1 mM MgSOs, 0.004 mM MnCl,,
0.023 mM H;BO3, 0.0004 mM ZnSOs4, 0.00015 mM CuSOs4, 0.00005 mM HaMoOs,
1677200 ml Fe (Ill) EDTA y 500pM (NH)H.PO,). Las plantas permanecieron dos
semanas en este medio, se trasladaron a cultivos hidroponicos con soluciones +Fi, -,
Acido fitico o AIPO., [.n los tres tltimes medios se sustituys el fosfato de amonio por
sulfato de amonio 500uM, acido fitico 500uM y fosfato de aluminio 50uM,

rcspcctivamcntc.

3 L,
E\"'EIUECIDI’ICS rcallzadas

Se  evaluaron los siguientes parametros en tres Plantas de soya que eran

removidas cada dos dias de tratamiento, es decirlos dias 2,4,6,8,10, 12, i4 y! 6.
Altura. Largo de la P|anta desde la base del tallo hasta el tltimo nodo
[_ago raiz. Promedio del 1argo de las tres raices mas [argas
Feso. cho fresco tanto del vastago como de la rafz.

[elos radicales. Se cortaron raices que estuvieron en deficiencia yen suficiencia
de Fi durante tres semanas y se Fﬁaron en alcohol al 70%. Fara observarlas al
microscopio se disectaron, de los éPiccs hacia arriba, en secciones de ~1.5cm y se

tifieron con azul de toluidina al 0.05% en agua. | as observaciones se realizaron en un

microscopio /eiss a8.25¥%, 53)(3 66X siendo Fotcgra{:iadas inmediatamente.
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- Cuantificacién de fo;féfo. Para dctcnqinarf la cantidad de [, se hicieron
modificaciones a los métodos descritos por Fiétc‘rs., et al, (?.QO 1) y Aono et al, (2001).
Fara la obtcnc'ic')n del extracto, ]a_raiz Y el vastago se molieron por scparado en
nitrégeno |iquiclo. A 001 y 0.005 g dc-.'t‘cjicio de raiz o vastago rcspcctivamcntc, se
agregaron 2ml de agua y calentaron a cbuﬂicic’:r; durante 5minutos dcjando enfriar hasta

72°C. Yy manteniendo esta temperatura toda la noche.

Fara determinar el Fi se siguié' el método de Ames (1966) .cn el que se tomaron
500}12 del extracto anterior y se cdmplctc') a 1ml con el reactivo ascérbico-molibdato
(acido ascorbico al 10% y molibdato de émbnio- al 042% en acido sulfurico 5N, en una
relacion 1:6), se incubd durante 20 minutos a 45 °C3 se midid a 820 nm para determinar

el contenido de F* Una curva Patrr_')n se construyd con fosfato de potasic.

O.{'atcnukin de exudados. 5f: colocaron las P|antas en aproximac!amer.tc 20ml
de agua para Pcrmiti:‘ la exudacion de las raices durante tres horas, esta solucion se

liofilizo y se ccn5c|é a-70°( hasta su utilizacién.

O.!Dtcncfdn de extractos. ]_as raices (0.0lg) se molieron en mortero con
nitrégeno I:’quicjo Yy las proteinas se cxtrajcron con un buffer que contenia, 20mM T ris-
HCI PH 8.8, 150mM NaCl, imM EDTA, 20%Glicerol, 0.1 M Benzamidina, 0.5 mg/’ml
de Lcupcptina y mM PMSF.

Cuantr'ﬁl:ac:bn de proteina. Para la cuantificacion proteinas se siguid el método
colorimétrico descrito por Brad{:ord (1976)‘ Sc colocaron 5u| de exudados o
extractos, segin el caso y se adicioné 1ml de solucion Bradford, se cfcjé reaccionar
durante 10 minutos y se Iegé la absorbancia en cspcctrof:otc’)mctro a 595nm.1_a curva

Patrén se construgé utilizando concentraciones conocidas de albumina.

Actividad de [ostatasa Acr'd'a. Fara esta clctcrminac.ién, se incubod una solucién
5mM de p—nitro{:cnﬂ fosfato en buffer de acetatos (100mM Acetato de sodio PH 4.8,

> mM MgCl, 1mM EDTA y g|iccro| al 10%) con 5-15 ],Ll de enzima (exudados o

extractos) en un volumen final de +OO].|.[, durante 10 minutos a 37°C. Al término de este
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tiempo, se anadié a la mezcla de reaccion. 1ml de NaOH 1 M, para estabilizarla Yy
cuantificar el p-nitrofencl formado, el cual es colorido pudién&osc detectar a 410 nm.
Para calcular la cantidad de Filiberado se utilizé ¢:| coeficiente de extincion molar del p-
nitrofenil fosfato que es de 20 000 M_l.n:m_}. (Con la cantidad de Fi liberado Yy la de
proteina que se adicioné se calculé la actividad csPcciFica, rcPOrtacJa como pmoles de p-

nitrofenol liberadas por minuto por mg de Prbtcn’na.

Actividad de [itasa. | as ?rotcfnas obtenidas en la éxudacién (lOp.g)) se
incubaron con una solucién 5mM ‘de acido fitico en el mismo buffer de acetatos
utilizado para la determinacién de Fosfatasés, c;ln un volumen final de 500}.1,!, durante 10
minutos a 37°C. Para detener la reaccion, se agregaron 700l del reactivo astorbico-
molibdato. | a cuantificacion ael Fi [ibcrac-io se realizé como se describié anteriormente.
| 2 actividad espcci.fica de fitasa se reporté como pmoles de Filiberado por minuto por

mg, de Protc:’na.

C;-c/cs de actividad. [__os extractos y exudados obtenidos se corrieron en gc|c5
de acrilamida no desnatuializantes como se describe en | aemmli (1970). (na vez
comPIctada la c|cctroForcsis, los gclcs se lavaron en buffer de acetatos. [__a actividad se
visualizé utilizande a— naftil fosfato (1imM) como el sustrato, en el mismo buffer de
acetatos y I:ast Garnct ( ] mM) como colorante. Las bandas con actividad de fosfatasa

eran cviantcs por el co|or oscuro que Prcscntaban.

Grel de actividad in vivo. Se seleccionaron raices que estuvieron en deficiencia o
en suficiencia de Fi durante tres semanas, se colocaron en agarosa al 1% conteniendo
o— naftil fosfato (I mM) Y ]:ast Garnct (i mM). Sc fotogra{:iaron los gc!cs a los 15

minutos y a las seis horas c[cspués dela 5c|i¥icacién.

Acidificacion del medio extrarradical. Se prepararon las raices como para el gc]

de actividad /in vivo y se vacio sobre ellas un g;:l al 1% de agarosa PH 6.5 conteniendo
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0.01% de purpura de bromocresol, se csPcré la gc|i{:icécién yse Fotografié el gc| ocho

horas c{cspués.

[ oma de fostato. SC cortaron_épiccs -radicaie-:s (~ Lcm) de P[antas de tres
semanas en —[i y se Prcincubaron por 10 minutos en una solucion amortiguaclora de
25mM HEPES PH 5.5, Lal absorcidn de Fi se inici6 al adicisnar suCi (C*P)-
ortofosfato en iml del amor‘tiguac{or anterior con 10pM de KH:POu Dcspués de
incubarse a temperatura ambiente Pbr'ﬁ, 10, 15 y 20 minutos, ios épiccs se lavaron
cxhaustivamentc_ con 50|ucic'),n Hoéglanc{ que contenia 500p.M de Fi no racliactivo,
durante 5 horas. Las raices se secaron toda.!a noche y se midieron las cuentas por

minuto por el método de Cc:rcn‘ccv, en un contador de centelieo.

]].2. Obtencién de las construccienes para transFonnarArabfk:fapsﬂs thaliana.
Aliclamiento Yy clonacion de! FéPticio Sedal de ia fosfatasa Acida de
Arabiclopsis

Se c|igié el PéPtic{o sefial de una fosfatasa acida de Arabiclopsis para cIirigir la
fitasa de E.colf' hacia ia via de excrecion extracelular. Fara amP!iFicarlo se disefiaron

o|igonuctcotic]os cspcciFic,os a partir de la secuencia de fosfatasa acida rcPortada por
Patel (199¢).
Fscnbam ]

5'-cc gga tcc cag aga aac taa tga aga-)’, con sitio de corte para Pam |

Fscnpst;

~ccccct gct gea tet g,gt aaa tca ctt cct ct5~}’con un sitio de corte para [Fst]|
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: Dcspués de verificar que dentro de la secuencia del Péptic]o sefial no existen
intrones, se cxtrz%jo DNA genomico de Pl-anta.s de A fﬁaﬁ’ana-g se amp[ilcicé la

secuencia codificadora del Péptido sefal mediante una reaccion de PCR que contenia:

Buffer para PCR 10X, 1.5mM MgCl,, 04mM mezcla de dNTPs, 0.2pM
Psenbam, 0.2uM Fscnpst, ~ 500ng DNA gendmico de Arabidopsis, y una unidad de
TAQ polimerasa en 50pl de volumen de reaccion. Se dej6 40 ciclos cada uno de 30
segundos de desnaturalizacion a 94°C; un minuto de alincamiento a 62°C g 1min de
extension a 72°C. [ Producto de la reaccion de PCR se corrié en un gc! de agarosa al

1% con bremuro de etidio (lpg/ml), se cortd |a.banda corrcsPOndicntc a 120 pares de
bases yse puriFicé el DNA del gc|.

(na vez Puri?icada la banda, se c]igiric') con BamH 15 Fstl, c?cspuc':s de inactivar
las enzimas, se ]igé el insertc en P5|ucscript (8K digcrido con las mismas enzimas y
defosforilado. Con el Producto de la |igacién, se transformaron células competentes

DHs5a y se extrajo el Ir)lésrnido que contenia el Péptido 5cﬁa|, mediante lisis alcalina

Aislamiento i clonacién de Ia Fitasa de [ scherichia coli Para aislar la fitasa de
E. coli y donarla en fase con el Péptido sefial, se disefaron oligonuc!coti&os
cspccf{:icos a Partir de la secuencia de fitasa rcPortada por Dassa et a,’:, (L??O).
Fitapst: 5’-ggggct gca gee cag agt gag ccg gag ctg—ﬁ’,con sitio de corte para Fstl
Fitalﬂin: 5’-ggg aag ctt tta caa act gca cgc cgg-3’, con sitio de corte para f_fincf]]l

Con estos oligonuc]cc_eticios se amPIEFicé el gen de la fitasa de [ .coli que se

encontraba clonado en P-B|uc5cript. Se amPliFicé utilizando las mismas condiciones de

PCR que se utilizaron para amP|i{:icar el Péptido sefal.

]_a reaccion de PCR fue scparac]a electroforéticamente y se Puri{:icé la banda

corrcspondicntc a IOOOPB (Pcso del gen de fitasa). Se subclond en fase con el

Pépt:'clo seal yse transformaron células comPctcntcs con esta construccion.
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Dcspués de sccuénc:;ar |z; construccion para verificar que los insertos estuvieran
en fase, este Pla’smic[o se c]igirié parén ol:tcr-'tcr'arhsos Fragmcntos de DNA en un sélo
inserto ahora ”:;macl'o PS-Fitasa; csﬁ:c {:ragrncnto se clons en los sitios KPD ly PamtH |
del vector binario PE)in 19, de tal mancra.‘ que c]'gcn de fitasa qucc{é befjo el control del
Promotor del virus de mosaico de la COIEHOr-{CaM\b 55) ‘un Promotor fuerte de

expresion cas! constitutiva Prcfcrcntcmcntc'cn raiz (E)cm[cy et a[, 1989).

Con el vector binario se transformaron células DI‘Iﬁa 9I se seleccionaron las
células resistentes a kanamicina, 53 qu'c el vector confiere resistencia a este antibidtico,
tanto en bacteria como en Pianta. Sé c:-lctrajo el Plésmido PBinl 9-PSFitasa
(conteniendo al Péptido seﬁ.al de la fosfatasa acida de 4. thaliana ya la fitasa de F.

coh) por medio de lisis alcalina.
T ransformacién de ,4@'063{:!’5;711": tumefaciens

Obtencion de _;;é,fu/as competentes de Agrof:actcn’um tumefaciens. Se inoculé una
colonia de A tumefaciens C‘H’, en }rnl cic medio YEF (Fcptona]Og/L NaCJ 5g/|,
cxtract;:; de levadura 55/]) Yy se incubé toda la noche a 28°C con agitacion constante.
5:: adiciond 1ml del cultivo anterior a 75m1 deYEF en un matraz de 500m|, y se agito a
250 rpm a 28°( hasta que la ODy¢oo alcanzé 0.5-0.75. Se colocsd el cultivo en hielo
durante 5min yse ccntri{:ugé a 5000 g por 10minutos a 4°(. ] a Pastina se rcsuspcnclié
en 1.5 ml de una solucién qﬁc contenia 20m M CaCI; y 5|iccro| al 15%,mantenida a
+°C.Las células se alicuotaron en volimenes de 0. 1ml yse congclaron répidamcntc en

nitrégeno liquido. [ stas células competentes se almacenaron a -70°C.

T ransformacion de las células compctentes de A. tumefaciens. Se agregaron Sug
del Plésmiclo, PE)EnI?—FS]:itaf}a (Fitasa), Pbin]?(contro]),a una alicuota de células
competentes de g tumefaciens, la cual se dcscongc]é en un bafo a §7°C, Yy congcic’;

nuevamente en r\itrc')gcno qullido. Los pasos de congclac{o y dc:scongciaclo se rcPiticron
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una vez y se adicioné 1ml de YEP; se incubs a _28:°C por 4 horas, las células se
ccntrif:ugarorl a 10000 rpm y se rcsuspcndicrbn' en O.1ml de YEP. Se Plaqucaron en
ca_ljas de Pctri con YEF-agar (1%) y lOOpg/m[ de kanamicina y se incubaron a 28°C

hasta la aParicién de las colonias (2 dias).

| as células de 74 tumefaciens que contenian el Plésmido fueron conservadas en

YEP-15%glicerol a-70°C.

T ransformacién Arsbfc{opsﬂs t/:aﬂiana.

Se transforms Arabfc:/o/os.f}: t/raﬁla-na por el método de infiltracion de pr:’mordioa
florales (Clough u E)cnt, 1998). Sc cultivaron Plantas de As'abidoPsis en un
Fotopcriodo de 8 horas de luz y 16 de oscuridad durante tres semanas y de 24 horas
continuas hasta que empezaron a aparccer las inflorescencias, éstas fueron cortadas
para evitar el efecto de la deminancia apica} y favorecer su ramificacion. [ Jna ves que se
obtuvieron Plantas con uria gran cantidad de Primordios florales, se prepard un cultivo
de /{grof:actcnbm tumefaciens conteniendo la construccion de interés (contro! o
fitasa). [l cultivo se ccntrigugc') yse rcsuspcndic') en una solucién al 5% de sacarosa con
0.01% de silwet L—77. ]_as rosetas se 5umcr5icron complctamcntc en la solucion de ,4
tumefaciens durante 2-3% scgundos y se dcjaron E;?jo una cubierta por 16-24 horas
para mantener una alta humedad. 6:: colocaron en una camara de crecimiento con un
FotoPcr‘iodo de luz continua 5 se regaron con agua diariamente. Fara seleccionar las
transl:ormantcs, las semillas se esterilizaron 5umcrgiéndo|a5 unos 5cgundos en etanol al
70%, 5 minutos en 15% de hipodorito de sodio yooIi% de Tween20, se cn_juagaron
rc]:)ctidarncntc con agua estéril. Las semillas se sembraron en medio B5 con agar al 1% y
50ug/m| de kanamicina, se citfjaron en obscuridad a 4°C durante tres dias y se

trasladaron a una camara de crecimiento a 22°C con un Fotopcriodo 8h de luz por | 6 de

oscuridad. Sélo aquc[[as pléntu]as que crecieron verdes, signo de su resistencia al
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antibiético, fueron transp]antadas a suelo. Una vez quc Fructil:icaron, se colectaron las
semillas (F1), se esterilizaron y sembraron en Prcscr-.cia de  kanamicina. [ ste
Proccc!imicnto se repitié hasta la obtencién de P|antas hornécigas, es decir, aquc”as

P|anta5 donde toda su descendencia es resistente a kanamicina.
Fansfcrcnda t,?)o \Sout/mrn

Se cxtrajo DNA de Plantas transgénicas por medio dc|lmétodo descrito por
Dcﬂapor‘ta et al, (I 98’,’)) con lfgeras modificaciones. Fara esto se congclé g de tr_jido
de cada Pianta con nitrégcno |iquic1c$ yse molié en mortero hasta obtener un Po|vo Fino,
el cual se transfirié a un tubo yse le agrego 15 ml de buﬂ:_cr de extraccién (1oomM Tris
PH 8, somN EDTA P]_] 8, 500mM NaC| y O.ZpM B-mcrca|:>toctano|) mas Iml de
SDS al 20%, esta mezcla se incubs a 65°C por 10 minutos y se le agrego 5ml de
Acctato de Potasio 5 N‘,, se agité eincubs a (5 i durante 20 minutos. 5:: ccntrifugé a
25,000Xg durante 20 minutos. [7| sobrenadante se filtré a través de una gasa estéril
colocada sobre un tubo que cortenia 10ml de isoProPano!, se mezclo y se c[cjé
30minuios a —?.O"C, la mezcla <2 ccntriFugé a 20,000¥g durante 1 5minutos, la Pastiﬂa
se secod y se disolvié en 0.7ml d& 50mMT ris y1tomMEDTA PHS y transfcrido a un
tubo cPPcndorf. Fara eliminar e! RNA, se agrego lm! de RNAsa A (IOmg/mD y se
incubo durante %0 minutos a 37°C. 5:: ccntri{:ugé nuevamente a 20,000Xg por 10
minutos para eliminar los contaminantes insolubles y se hizo una extraccién con PCJ
(Fcnoi: cloroformo: alcohol isoamﬂico, ?_5:2‘1—:1). La fase acuosa se PrcciPitc‘) con 1/10
de volumen de 3M acetato de sodio y 0.5ml de isopropanoL FIDNA se lavé con etanol
al 70% y se rcsuspcndié en 0.1ml de 1o0mM Tris Y IimM EDTA PHS. Se digiricron
1oug de DNA de cada Planta resistente a kanamicina con EcoR | Yy se scpararon
electroforéticamente en un 5c| de agarosa al 1% con bromuro de etidio usando DNA

del fago A cligcrido con/Tindl1l como marcador de peso molecular.

E] 5c| se desnaturalizo durantc 45minutos en una solucion 1.5M NaC] y 0.5N

NaOHpy neutralizado en dos cambios uno de 30 y otro de 15 minutos con una solucién

B
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de 1.5M Na(l Yy iIM TnspH 74.5e trar_wfiric’) a una membrana de Nﬂlon (Hgbond-—
N +) 5iguicndo el Protocolo de transferencia Pof’ c'aPi|aric|ad (Sambrok, ] 989)‘

| seendbuane s prebilidis e s bies s bam 5 80 on bl ds
hibridacion (0.33M buffer de fosfatos, pH 7.2, ImM EDTA y 7%SDS). La
hibridacion se realizs a 65°C toda la noche. Después de ese tiempo se lavo la
membrana con 2X SSC y0.2%5DS disrains 1 5 minutos a temperatura ambiente, y un

lavado de 15 minutos a 65°C con 0.25( SSCyo.2% SDS.

| a membrana se exXpuso a una P.cliculaldc rayos X en una Panta“a X-omatic de

K_oc{al: todala noche a —70°C.

11.3. Caracterizacion de las P!antas transgénicas de Araﬁf'cfopsﬁs thaliana

Obtencién de exudados. Sc esterilizaron semillas obtenidas de las Plantas
transgénicas de Arab_idopsfsg se Pusicron agcrminar en medio B5 en frascos de vidrio
con tapa de Pféstfco estériles (5:. sembraron aProximadamcn’cc 20 semillas por frasco y
fueron tres frascos por linea transgénica). Dcspués de dos' semanas se transfirieron a
medio Hoag|and sin [i y se dcjaron una semana mas, al término de este tiempo, se

recolects el medio yse utilizé para los ensayos de actividad.

Crecimiento en 3cido fitico. Se esterilizaron y sembraron semillas de [Fi1, [Fi4,
Cot Yy (olumbia en las condiciones descritas anteriormente, y sc transp|antaron a
agrolita, dcspués de tres semanas se empezo a fertilizar el agro!ita de tres Piantas por
linea con una de las tres soluciones siguientes, Acido [Fitico,~[i y +Fi, en las
concentraciones descritas anteriormente. (Cuando las P|antas creciendo en el medio -fi

empezaron a presentar sintomas de deficiencia, se compararon las diferencias en el

crecimiento.
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I11. RESULTADOS

I11.1. Caracterizacién de la respuesta de 5033 ala deficiencia de [
[11.1.1. Diferencias morFolégicas

Para determinar los efectos que tiene la deficiencia de Fi sobre soya, las
Plantas se crecieron en suficicncia-afc Fi (+Fi)_ o deficiencia de Fi (=F), hasta que se
observaron diferencias mor‘Fo|égicas tanto en véstagos como en rafces. En los
vastagos los sintomas de deficiencia dc_Fi comienzan a notarse en las onas desde el
dia 14; a este ticmPo las Plantas en -Fi lucen mas chucﬁas en LOmParacic’m con las
que crecen en +Fi. [ stas diferencias se hicieron mas evidentes clcsPués de los 20 dias
de tratamiento G:ig. ill.1). Para el dia 23 las P|anta5 en -Fi presentaron los sintomas
caracteristicos de la deficiencia, como son clorosis y puntes cafés-morados por

acumulacién de antocianinas alrededor del margen de las hojas (datos no mostrados).

Fig. H1.1. Diferencias morfolégicas en vastagos sometidos a deficiencia de Pien comparacion con
aqucﬁos creciendo en suficiencia de Fi. Plantas de soya de dos semanas de edad se traﬁsP|antaron1 a
medios con (+Fi1) o sin Fi (-Pdurante 2% dias y se compararon morFoIégicamcntc:_
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| as raices también Prcscnta'r_on c_]i{:crcnc'ias durante el tratamiento. Aquc”as

Plantas que estuvieron en deficiencia de Fi tenian raices mas [argas y mas ramificadas

(Fig. [2).

l:ig I11.2. Diferencias a nivel morFoiégico entre raices de soya creciendo en aeficiencia o suficiencia de
Pi. Flantas de soya de dos semanas de edad se transglantaron amedios con (+F71) o sin i (-Fi) durante 23 |

dias Yy se compararon morpoiégicamcntc.

Se observo que las Plantas creciendo en -Fi presentan raices con un mayor
ndmero de Pc]os radicales Y éstos eran de mayor tamafnio que los que se Prcscntaban
en raices de Plantas creciendo en +Fi, (I:ig. I“.’j). A| estudiar las raices
detenidamente al microscopio se observéd que la parte de la raiz que corrcspondc ala
zona de clongacién, es decir aquc"a en la que no se presentan Primordios de raices

laterales, era mas largo en las raices creciendo en deficiencia (datos no mostrados).
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Fig.”l.}u Diferencias a nival de Pclos radicales en Pfantas de soya creciendo en deficiencia o
suficiencia de Pi. A Y C,-PiB y D, +Fi; ] a F:rcscm;ia de pc]os radicales se indica con flechas. A
yB 825X, CyD 33X

En la natura|cza, la deficiencia de Fi no se da por una carencia total de éste
nutrimento, sino porque gran parte del Fi que se encuentra en los suelos esta
formando parte de compuestos organicos e inorganicos, limitando su disponibilidad.
s por esto que en’ los cxpcrimcntoa postcriorcs se in::|ugcron dos nuevos
tratamientos, uno con una fuente organica de Fi, el acido fitico, y otro con una fuente

inorganica, el fosfato de aluminio, ambos son sustratos naturales que Puchcn ser

encontrados en 5ucfos cultivablcs.

Con el fin de facilitar la dcscripcién de los resultados, se agrupo a los
tratamientos de inanicién (-Fi, omM de Fi), Fi de aluminio Yy 4cido fitico como

deficiencia de Fi, mientras que se hace referencia a +Fi como suficiencia.
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111.1.2. Altura y peso

yPp

| as observaciones morFolégicas indicaban'claramente que el desarrollo de las
Pfantas es modificado durante la deficiencia de Fi. sin cmbargo, era necesario medir

esas di{:ercnciasg para ello se tomaron |a_-a¥tura Yy el peso de la P|an’ca.

[ n cuanto a la altura, los vastagos de P|antas creciendo en los diferentes
tratamientos, no Prcscntaron diferencias entre ellos a través del ticmpo (]:ig. 111.4).
Sin cmbargo se distinguc una tendencia hacia un menor Pcso' de los vastagos en
deficiencia con respecto a los que crecieron en suficiencia; esta disminucién es mas
notable en los dias catorce y cficciscis. (Flg I“.ﬁ). Es inlpor‘tar\tc hacer notar que las
P|antas creciendo en -, 4cido f:itico y fosfato de aluminio, alcanzan practicamente el

mismo peso al final del cxpcrimcnto, por dcbaﬂ'o del control +Ff.

E+Pi
40 1
o-Pi
A Fosfato de aluminio
35 1 + Acido fiico
30 4
= 25 -
E
R
©
B 5
< 2
s
&
2

2 4 6 8 10 12
Dias de tratamiento

Fig. 111.4. |_ongjtud de vastagos de soya sometidos alos distintos tratamientos de deficiencia o a suficiencia.
Se midis el largo de Pfa’ntu!as de soya sometidos a los distintos tratamientos, tomando en cuenta desde la base

del tallo hasta el dltimo nodo. n=¢.
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€y i1 Acido Fitico

Peso fresco (g)
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Fig.”l.ﬁ. FPeso fresco de vastagos de soya sometidos a los distintos tratamientos de deficiencia o a suficiencia. n=6.

T anto el [argo como el Deso fresco de las raices es muy similar entre los

tratamientos durante todo el expcrimcnto (Fig. ML.éw 11.7).

: m+Pi
! P
30 mFosfato de Aluminio
Acido Fitico
28
'é' 20
2
e
B
N 15
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!
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Dias de tratamiento

o 12

Fis. 111.6. Longituc} raices de soya sometidas a los distintos tratamientos de deficiencia o a suficiencia. Se

Promcchc} el |argo de las tres raices mas iar:gas de Plantas de soya sometidas a los distintos tratamientos; n=6
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]:ig. 11.7. Peso fresco raices de soya sometidas a los distintos tratamientos de deficiencia o a suficiencia. n=6

3 Conteridode P

Fara conocer si las diferencias que se Prcscntaban durante la deficiencia de Fi
con respecto a la suficiencia, eran atribuidas no sdlo a la disponibiiidad de Fien el
medio hiclropc’mico, sino que también se relacionaban con cambios en la concentracion
intracelular de Fi, se evalué la cantidad de Fi soluble presente en las Plantas sometidas

a los distintos tratamientos.




ST et ; e = Kcsb/t‘ados

[ | contenido de Fien los vastagos de Plantas creciendo en +[i mantiene un

nivel constante, micntras'quc cn_las P|antas con tratamientos de deficiencia, el

contenido es menor (Fig. 111.8). A pesar de que la deficiencia mantiene niveles ba_joa de

Pi en los vastagos, los tratamientos con acido fitico Yy fosfato de aluminio, alcanzan

valores Iigcrarncntc mas altos.

W+Pi
70 - -Pi

11 Fosfato de aluminio
60 4 Acido fiico

Fosfato (xmol/gpf)

Fis. [11.8. (_ontenido de Fien vastagos de Plantas de soya creciendo en los diferentes tratamientos. |_os
vastagos fueron cosechados enlos ticmpos indicados y se les determiné el Fi soluble por el método de

Ames (1966).n=6

[ n las raices, el contenido de Fi fluctia dentro de un cierto rango, lo que
Pcrmitc que el desarrollo de la P{anta sea normal. En contraste, los tratamientos de

deficiencia cfisminugcn hasta un nivel muy similar entre ellos ([:i_g. 111.9).
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!:ig. 11.9. 7 ontenido de Fien raices de soya sometidas a deficiencia o suficiencia de Fi. | as p]antas de soya
creciendo er los diferentes tratamientos fueron cosechadas enlns ticmpos indicados yse determiné en las

raices el Fi soluble por el método de Amcs ( | 956).n=6

[11.1.4 Secrecién de fosfatasas acidas.
I11.1.4 .1 Fosfatasa acida

Seha rcportado que una de las respuestas de las P|antas ala deficiencia de Fi
es la secrecion de fosfatasas acidas al medio extracelular. ]Dara evaluar este Parémctro
se midio la actividad de fosfatasa acida en exudados obtenidos de las raices de P|antas

de soya sometidas a los distintos tratamientos. ]_05 resultados mostraron un

incremento en la actividad de éstas enzimas en los tratamientos de deficiencia (]:Eg‘

111.10).
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]:ig.lil, 10. Actividad cspccﬂ:ica de fosfatasa acida en exudades radicales. Se evalus la actividad de
fosfatasa acida de P!antas de soya sometidas a los difcrentes tratamientos, para :"omogcnizar los
resultados se axpresaron en funcién de las horas de exudacién Yy los gramos i: peso fresco de raiz.
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FigllL11. Actividad de fosfatasa 4cida en exudados radicales relacionada con el contenido de Fi en raices

sometidas a ~[i.
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[ ste aumento esclaro a Partir de los 12 dias c:_fc tratamiento y es transitorio por
lo menos en el caso de inanicién en Fi. A| analizar la relacion que existe entre el
contenido de Fi Yy la induccion de la actividad de fosfatasa, se observe que la actividad

de esta enzima se incrementa cuando se Prc:sc:nta una caida importantc en el contenido

de Fi ([:ig. I1.11).

Al iguai que lo observado para las enzimas extracelulares, en las intracelulares,
el incremento en actividad se obtiene a Partir del dia 12 de tratamiento, aunque en este
caso sélo se evalué la condicion de inanicion de Fi (Fig., 1HI.12).

| os resultados indican que las fosfatasas acidas rcsPonojcn ala deficiencia de

Fi con un aumentc cn actividad, sin cmbargo estos txpcrimcntos no aportan datos
sobre el comportamiento de las distintas isoformas de fosfatasa ante este estrés. Fara
conocerlo, se observs la actividad de las distintas isoformas de fosafatasa en gc!cs

nativos, de exudados ﬂ:ig. HL13,Ay O) yextractos radicales ‘:]:ig. 1M.135 y il
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Fis.ll]. 12. Actividad de fosfatasa acida en extractos Prctcicos de raices crecidas en deficiencia o suficiencia de

Fi. Se evalué la actividad en extractos Protcicos de raices de F\|;-mtas de soya sometidas a -[i Yy +FPin=6.
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Se encontrd un aumento en la actividad de varias isoformas en respuesta a la
deficiencia. (Jna isoforma de ah:a tﬁovihda& en P_articu[ar, aumenta su actividad tanto
en extractos como en exudados radicales y tiene un corrimiento é]cctroforético muy
scrncjantc en ambos casos, lo que sugjere que Pocln'a ser la misma enzima. [© | grupo de
isoformas de baja movilidad tambié¢n se 6bscwa tanto en extractos como en exudados,
sin embargo la separacion no fue ta'n buena como para Pocicr determinar cuantas
isoformas existen realmente y si es una o varias las que incr::mcntan su actividad
durante la deficiencia de fosfato cr; ambos casos. Ac[icionalmcntc, se observa que en
la raiz existen otras isoformas c[uc.csti_rnu[an su actividad en estas condiciones. [7| gc[

de exudados muestra que la secrecion de Fos{:atasas écidas es una rcspucsta tcmporai.

A 12 14-16+12 +14+16 |B 12+i2-14 +14 -16 -16
. %WW o,

Fig. I1.13. Gcics de extractos Yy exudados Pfotcicos de raices tedidos por actividad de fosfatasa.
(A) gv.:[ de exudados radicales temidos por actividad, (C)control de carga tedido por P?ata. B) gcl
de extractos radicales tedidos por actividad, (D) control de carga tefiido por P|af:a. Sc antcponc un
signo + para indicar suficiencia de Fi y—para indicar la deficiencia de Pi. Se puede observar tanto
en exudados como en extractos raczica?cs un aumento en la actividad de varias isoformas de
fosfatasa acida estimulada por deficiencia de Pi
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[11.1.4.2 Fitasa

(na clase de fosfatasa 4cida, que resulté de gran interés para este trabajo es
la fitasa, ya que es una enzima capaz clc dcgradar el acido fitico. A| evaluarla actividad
de fitasa en exudados de —FE y +FE, se encontro que a pesar de que se incrementa en
respuesta a la deficiencia de ]Di cnt_rc los dias 8yl 2, la activiclad es baja, ya que se

encuentra en valores muy cercanos a cero (Fig. I11.14).
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Fig. I11.14.Actividad es ecifica de fitasa en exudados de raices de soya en +Pi o -[i. 5c lavaron
las raices de Plantas cr; soya de tres semanas de edad sometidas a deficiencia o suficiencia de
fosfato durante los dias de tratamiento que se indican; se Pusicron a exudar durante 2 horas Yy se
evaltio la actividad utilizando como sustrato 4cido fitico.
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[11.1.4.3 Actividad de fosfatasa in vivo

Para comP]cmcntar los resultados obtenidos acerca de las fosfatasas acidas se
disefio un cxpc.rimcnto en el que se Puciicra observar como se Prcscntaba la actividad
de fosfatasa acida en las raices de P]antas creciendo en +[i y en -Fi. [ ste
cxpcrimcnto utiliza el Pﬁncipio de los gq:!cs de actividad para fosfatasa acida, la tnica
variacion consistié en dt:-jar qu{: la raiz entera Pcrmanccicra en contacto con el gcl, de
ahi que sc nombraron /n vivo.

Sc encontro que las raices .c:{c Plantas que crecieron durante tres semanas en
deficiencia de Fi manifiestan actividad de fosfatasa a tiempos muy cortos de
cxPosicic‘)n al gc!, 15 minutos (l:ig. 5%, E y D). Al realizar un gc’ cen raices
secundarias Yy cfc:.jéndoic cxponér durante seis l"loras, se observé que la actividad de
fosfatasa en raices en suficiencia de Fi aumenta mas evidentemente en los :—'.\Piccs
radicales, mientras que la actividad de fosfatasa cn raices en deficiencia de P se

incrementa practicamente en toda la raiz (]:ig. [II.15, Ay B).

]:ig. I1.15. Gc]cs tefidos por actividad de fosfatasa. Se colocaron raices de P|antas de soya sometidas a
inanicion (-[i) o suficiencia (+Fi) de fosfato por tres semanas en un soporte de acrilico y se Pusicron en
contacto con un gc] de agarosa al 1% conteniendo ImM de a-naftilfosfato Yy ImM de Fast-Garnet. A,
raices secundarias -, exposicion de 6 horas al gc|. B, raices secundarias +[7, cxPosicién de 6 horas al SCI'

C , raices laterales 3 15 minde exposicion (-F1), D, raices laterales a 15 min de exposicion (+F).




111.5 Acidificacion del medio cxtraéclu'z-ar.

| a acidificacion del medio extracelular dlljrantc la deficiencia de Fi se presenta
por la salida de protones al m_cdio. En soya s¢ evalud si las raices eran capaces de
acidificar su medio cuando crecen cn. —Fi. Fara hacer ésto, se colocaron raices
seleccionadas en un gc| con inc!icac[or; de PH y se obsernvé si el color del indicador
viraba del Pdrpura (PH ncutro) al amarillo (PH écido) :

Se observé acidificacion clé! medio en raices sometidas a deficiencia de Fi
(Fig. 111.16. inferior, en coloracién ar:ﬁaril!a), mientras que las raices en suficiencia

mostraron PH tendiendo a la neutralidad.

l:ig. 11116. Acidificacién del medio extra-radical. (Gel de agarosa con plrpura de bromocresol como indicadror de
PH (amarillo ~5, Pﬁrpura ~7). Dcspués de 8 hrs. se Fotografiaron las raices laterales de P|antas crecidas en

suficiencia (arriba)o en deficiencia (abzfjo) de Fi.




i
T

i1 L'i‘hjé'-i i

1.6 omadeFi

Para evaluar si la toma de Fi aumentaba durante la deficiencia de éste en
P|antas de soya, se disefd un cxpcrimcn_to en donde a’Piccs radicales se incubaron en
Prcscncia de )ZF—ortoFos{:ato. Los rcsultac[os indican que existe un incremento
notable en la incorporacién de'marca en las raices crecidas en ~Fi, en comparacion con
la que se Prc:scnta en raices crccic[a_s cn.+|>i. |_a cinética de incorporacién es lineal en

raices de ~[i hasta los 15minutos yen I‘as de +Fi hasta los 20 minutos (I:ig. 11.17).
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Fig. [I1.17. T oma de Fi en raices de soya. Se evalué la toma de Pi en apices radicales de |:>|antas de soya

sometidas a +f’i o -Fi durante tres semanas mediante la incorporac‘.ién de (nf’)-ortof:osl:ato alos épiccs, se

reportan los resultados como nmol de Fi incorporada por gramo de peso fresco




Algunas de las respuestas a la deficiencia gic Pi presentes en soya, se han
descrito en otras especies, constitu_gcndo estratcgials gcncra|c5 debidas a este estrés
nutrimental. - Mucho se ha cspccu]aclo so_brc c]_ valor adaptativo de estas
moc[iFicac.ioncs, pero solamcntc “en unos 'cuantos casos se I-ua demostrado

cxpcrimcntaimcntc que ayudan a tolerar 'mr:j'or la c!_c;Ficicncia de Pi.

F n el caso de las enzimas cxtracclularc_s hidroliticas se asume que su accion
permite aumentar el Fi disponib|c, P_articularmcr'.tc las fitasas parecen ser importantes
para la solubilizacion del Fi presente en el acido fitico. 5033 al igual que Arabic[opsis,
no secreta fitasa al medio extracelular, o que nos P'crmitié modificar esta caracteristica
en Arabidopsis a través de la cxPrcsién de un gen de otro organismo (E. coﬂf) Y
evaluar su beneficio cuando Ias- |:>|anta5. crecen en un medio de fosforo orgéanico (P-

org) cémo acido fitico.

[11.2 Obtencién de las Plantas eransgénfcas de Amﬁ;&/ﬂpsﬂs thaliana

111.2.1 Aislamiento del Féptiéo sefial de Ar‘aﬁfdopsﬂs tﬁalﬂanay clonacién en fase conla
fitasa de [~ scherichia coll

Fatc| (1996) cle..scribic') la secuencia de un gen que codifica para una fosfatasa
acida de A. thaliana. | _a estructura del gen indicaba la Prcscncia de un Péptido senal
que c{irigc esa Pro'ccina al medio extracelular. Haran et a[, (2000), usaron ese Pépticlo
senal para dirigir proteinas de fusién a la via de secrecion radical. Con base en esta
secuencia, se disefiaron o]igonuc]cotidos que se utilizaron para amP|i{:icar el Péptido

sefial a partir de DNA gendmico de A. thaliana (dado que esta secuencia carece de

intrones) (Fig.l 11.18).
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Fig. [il.18. AmphFicacién por FCK del Péptido sefal para fosfatasa acida. Se disedaron 0|igonucicotidos
csPcciFicos para amPIiFicar el Péptido sefial desde DNA gendmico de A thalana.

-

£l Fragmcnto amplii:icado se cloné en PE)]ucscriPt SK. ]:_I gen de la fitasa utilizado en

este trabajo proviene de [ scherichia coﬁ'y codifica para una enzima que se ha cxPrcsado de

manera exitosa en 4. thaliana (Coc”o te al,, 2001). A Par‘tir de la secuencia para este gen

descrita por Dassa, et al, (1990), se disefiaron oligonucleotidos para amPIiFicarfo desde un
t

vector en el que se cncqntraba clonado para posteriormente subclonarlo en fase con el

Péptido senal. Una vez que ambos Fragmcntos estuvieron en el mismo P|é15micio (l:ig. [11.1 9), se

mando sccucnciary se verifico que la construccion Fscn-lcitasa (FSFitasa) se encontraba en

FBSC.
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Fig. 111.19. Construccién con el gen de la fitasa y el Péptido sefal (PSFitasa). A, esquema dela
localizacion en la construccién del inserto Fitasa-pépticlo sefial de los sitios de restriccién utilizados para

su clonacién. B, gc! de agarosa donde se muestran los dos Fragmcntos en =l mismo vector.

111.2.2 T ransformacién de Agroﬁactcnb‘m tumefaciens.

F | Psen-fitasa, se cloné en un vector binario, PE‘)in—l9 bafjo el control del
promotor 355 del virus de mosaico de la coliflor y con el terminador NOS de la

nopaiina sintetasa (Fig. 111.20).

La cepa C‘r‘% de A. tumefaciens se transformé con el vector binario (controi}

y con el vector conteniendo FSFitasa, por medio de diferentes mctodo|ogia5. Dc

todas ellas solamente el método de congc?adodcscongdado tuvo éxito.
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Fig, [11. 20. Plasmido extraido de-células competentes de A. tumefaciens (44 que contiene e
vector binariojur.to con el gen PSFitasa.

[11.2.3 T ransformacién de Arabﬁ:fapsfs thaliana.

Ur\a vez obtenidas las células transformantes de £l tumefaciens con PE)In 19~
FSFitasa y con Pbin 19, se transformaron Plantas de A. thaliana con el método de
inmersion de los Primorc[ios florales descrito en Matcriaf y métodos.

Durante la seleccion de semillas transformantes se Pudicron recuperar varias

P|antas que fueron capaces de germinar en presencia de kanamicina (Fig‘ [11.21)




FigIL.21. T ransformantes de Arabidops_ls. | as Pléntu|as de Araﬁidopsis que fueron capaces de
germinar en Prcscncia de kanamicina se trasplantaron a suelo para obterear scmi"as, la flecha indica una

lanta susceptible al an‘cibié-tico.
§ P

Se cxtrajo DNA delas trans{:ormantcsg se digirié con Fco K], este DNA se
corrié en un gcf que fue transferido a una membrana de ny!on para confirmar mediante
hibridacién, que las Plantas transformantes contuvieran el transgen o el vector
tunicamente, para ello se utilizaron dos sondas una con la fitasa y otra con el promotor
359.

| os resultados de la transferencia tiPo Southern muestran la existencia de
varias transformantes inc]cPcnc[icntcs de A. thaliana que contienen el Pbin 19-
PSFitasa, [Fi1, [Fiz, [Fi3, [Fi4, Fi7. Debide a que se c:ligiric’) con [ coR] Yy la secuencia
de fitasa no contiene un sitio de corte interno para esta enzima, es Posib!c determinar

el niimero de copias del transgén que contiene cada |inca, las Primeras tres contenian

x7




dos copias del transgén y tanto [Fi4 como [Ti7 sélo una. [ n el caso de las |:>|antas

transformadas con el vector PE)ir-.l?, se obtuvieron 5 lineas indcpcn&icntcs, Cor,

Co2,Co5,Coé6 Yy Coy (I:ig. 111.22.).

Fig 111.22. | ineas indcpcndicntcs de F.|antas transgénicas de A.-ab:'doPsis. A, loug de DNA extraido de Plantas
transformadas con la construccion P~E)in19f’5]:itasa resistentes a kanamicina se digiricron con [_:co RL y se
sometieron a una transferencia tipo Southern utilizando el gen de fitasa marcado radiactivamente como sonda, Fit,
Fi2, Fi3, Fi4 son linzas indcpcndicntcs, mientras que Fi7 y Fis parecen ser la misma. 5, 10pg de DNA, extraido
de piantas transformadas el vector P-—E)in 19, resistentes a kanamicina se c’isiricron con FcoRl, y se sometieron a
una transferencia tipo Southern utilizando &l promotor 355 marcado radiactivamente como sonda, Col, Co2,

Cot,Coé y (o7 con lineas indcpcnc{icntcs.

1113 Caractcﬁzacién delas Plantas transgénicas

111.3.1 Actividad de fitasa.
Para demostrar que las Plantas transgénicas secretaban fitasa al medio, se
evalué la actividad de fitasa en las lineas FFi1, Fiz, Fi4, 7, transformadas con la

construccion PBir1I9~F5Fitasa y dos que sélo tuvieran el vector, Co' y Coé (l:ig.

111.22), todas de la T 1. Se encontré que la actividad de las Plantas transgénicas que




contenian el gen de la Fitas-a, tcnian'ma’s' actividad con rcsPccto a las control ﬂ:ig.

11.23). F nel casode [Fi1 este incrgmcnfo Hcgc') aserde 50 veces.

Fi1
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lineas transgénicas

Fig.iii.).ﬁ Actividad esPccif‘ica Jde fitasa que presentan las diferentes lineas transgénicas. Las P!anfas

‘crar.ssénicas se Pusicron a exudar durante 3 'norasg se evaluo la actividad de fitasa.

5: cfigicron dos lineas de i:i Yy una de control para realizar los cxPcrimcntos

siguicntcs( Fit, Fi4, Co1).

111.3.2 Crecimienta en acido fitico.

lantas !'lomocigas para el transgen se crecieron dos semanas en medio
complcto. Al término de csc'ticmpo se aPiicaron tres tratamientos, E’i (+Fi), 4cido fitico
y sin Pi (-Pi)) durante varias semanas hasta que las P|antas creciendo en -Fi
presentaran sintomas de deficiencia (]:ig. 111.24). Al comparar en A. thaliana tipo
silvestre (Co|umbia) Y la linea Col el crecimiento que se Prcscntaba durante la deficiencia de
Fi y el tratamiento con acido Fs’ti_co, no se observaron diferencias entre las Plantas ya que
Prcscnta]:)an rosetas y raices de tamafio y color muy scmcjantcs, aunque sc nota una [igcra

mcjora en la aParicncia de la roseta cuando crecen en acido Fitico; por otro fado, una de las

transgénicas, Fi1, tuvo un crecimiento similar al anterior, es decir sin ninguna diferencia en
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cuanto a rosctas y raices al crecer en esos medios. [Fn el caso de la otra linea, [Fi4, el
desarrollo de la roseta, fue intermedio entre el t_ratarflicnto de 'FFi y el de ~Fi, siendo mas
grandc y con un verde mas brillante que las rosetas .dc P|antas creciendo en deficiencia de Fi,
aunque sin I]cgar a estar del tamafo y aPar‘icncia que presentaron las rosetas de P|antas
ccreciendo en suficiencia de Fi. | o anterior sugjere que la secrecion de fitasa al medio extra-
radical, Podria ser benéfico para las Plantas en el medio con 4cido fitico como tnica fuente de

fosfato.

Fig“[.z'ﬁ-. Dtircncias morfolégicas. [as P|ar|ta.s se cultivaron en medio con (+Fi) o sin (-Fi) fosfato, o con
acido fitico (Af5), las lineas a las que pertenecen se indican dcbajo de cada Planta

50
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IV.DISCUSION

Se ha cgpccuiado mucho acerca del valor ;:]c algunas de las respuestas que las
P!antas Prcscntan ante la deficiencia de Fi, para ser utilizadas como herramientas para
incrementar la c:[isponibihdad y absorcion de este macronutrimento (Rag]ﬂothama, 1999;
Vance, 2001; Dakora y Fhi”ips, 2004";). =l objctivo de cstc-: trabajo, fue analizar el
comportamiento de Piantas de scya cu|tivac|'as en deficiencia de Fi,' con el fin de conocer
su rcspucsta ante este estrés e :'ntroc[uﬁir a]gfm cambio que favorezca el crecimiento de
las P?antas durante la dcprivacic’)n de Fi )

A[gunos de los sintomas que presentaron las Plantas en deficiencia de Fi, es el
oscurecimiento de las hczjas, dci:-’icio a qtlc las células no se cxPandcn y por tanto, la
c|orofi|a se concentra (Marslwncr, 19?5) Yy 1a aparlcién de manchas caFé5~vi|oa’cca5
Proc{ucidas por la acumulacion de antocianinas. | as antocianinas son pigmcntos que
Pucdcn Prcvcnir el dafo Provocaclo por la absorcion de luz ultravioleta, al funcionar
como filtros molccu!a-rcs f[)oiricr Yy E)ucher, ZOOZ). Como molécula Protcctora, su
acumulacion también esta influida por otros tiPcs de estres ambiental ( Stcgn et al,
2002). [ n el caso de las Piantas de soya, la deficiencia de Fi inc]ujo la acumulacién de
antocianinas Yy la aparicién de un color verde oscuro a Partir de los 2% dias de
tratamiento.

IHa sido amP]iar.ncntc documentado que la deficiencia de Fi promueve un
crecimiento radical e inhibe el desarrollo de la parte acrea (Fan et al, 200%; Lépcz«-
Bucio et al, 2003). Cuando se considera el cociente entre el peso de la raiz y el peso
del vastago, normalmente la deficiencia en Fiinduce un aumento en esta relacion (Bates
Yy [_anlﬁ, 1996).F.n P[antas de soya, observamos una imPortantc disminucién en el peso
del vastago a Partir de los 14 c]ilas de tratamiento. 5in cml::argo, la raiz no incrementé el

peso, pero sf su Iongitud Yy grado de ramificacion. Adicionalmente, se observé que las

raices de Piantas cultivadas en deficiencia de Fi son mas dc|gadas que las de las P!antas
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creciendo en suficiencia de [i. Algunos cstudios en cultivos de importancia econdmica,
como maiz y Fr§q|, han demostrado que las Plantas con magyor tolerancia a la deficiencia
de Fi, se caracterizan por mantener el crecimiento radical e incrementar el peso seco y el
]argo de las raices durante la deficiencia del nutrimento (Gaumc et a|., 200; Lgncl-u Y
Brown, ZOO).

Otro aspecto de la arquitcctura radical que se ve modificado durante la
deficiencia de Fi son los Pclos radic.la|c'5 ( Batcs Yy Lgnd‘:, 2001(1). Fn Plantas de
soya observamos que los Pclos radi€a|c5_ son més |argosg su densidad aumenta durante
la deficiencia de Fi, favoreciendo la cxplorac.ic'm de un mayor volumen de suelo e
incrementando la supchicic de absorcién de la raiz.

[F n muchos casos, ia deficiencia de Fi se debe a la incapaciciacl de las Plantas
para aPro\.chwar diferentes compucstos fosfatados. En este caso al cultivar las P!antas
en fuentes alternas de Fi, como fosfato de alumirio y 4cido Fitico, no se encontraron
diferencias entre cuaé y el tratamiento de inanicion de Fosfato, lo que indica que soua
no Pucdc utilizar esas fuentes. Estos datos concuerdan con la observacion de que, en
esta variedad de s0ya, no se detects la procluccic')n de acidos orga’micos (clatos no
mostrados), ni fitasa durante la deficiencia de Fi.

[ n estados tempranos de deficiencia, los niveles de Pi citoPIésmico permanecern
gcncra]rncntc constantes, a expensas del Fi almacenado en vacuola. [ nuna deficiencia
severa 3/0 prolongada, las reservas vacuolares se agotan y los niveles de Fi
citoplésmico clisminugcn de manera imPortantc (Foir‘icr y E)uc.her, 2002). [ sto Pucdc

cxp|icar por qué los Primcros sintomas se obscr\raron c]cs]:)ués de |05 20 dias de

deficiencia.




| a secreciéon radical .dc aivcrsos co_mPucstl:;QS' es una de las estrategias mas
extendidas entre las csPccics végcta]c-s 'Pa'ra. enfrentar la deficiencia de Fi,
sobresaliendo la exudacion de enzimas, Principalmentc de fosfatasas acidas (Yadav y
Taraf"dar, ZOOI). ]:_n este trabajo se Put;lo observar un incremento en la secrecién de
fosfatasas al medio cxtra—rac!ica| en aqucnas Piantés creciendo tanto en las fuentes
alternas de [i (4cido ﬂ'tico, fosfato de de al-uminio) COMO en su ausencia.

Al hacer la correlacion entre é| contenido de Fi y la ac.tivid.ad de las fosfatasas
4cidas secretadas, se observd que .-c] rr]orncntQ cuando la cantidad de i interno fue
menor, correlacioné con el aumento en la actividad de fosfatasas acidas. [ stos datos
sugieren que el contenido interno de Fi actiia como una sefal que estimula la secrecion
Yy la actividad de estas enzimas.

Es important: resaltar que durante la deficiencia de ]Di, la actividad de varias
isoformas de fosfatasas acidas aumentd tantc en extractos como en exudados
radicalg:s, sin cmhargo, el patrr_‘:m de isoformas que presenta actividad tanto en exudados
como en extractos Protcicos radicafcs, parece ser el mismo; lo cual contrasta con lo
observado en [_L!PI}TUS albus y Ara[}fdopéfs thaliana, en donde se ha demostrado que
existe una isoforma que rcsPonclc en Particu!ar a esta condicion (Gﬂbcrt et a|., 1999;
Coello, 2002).

Por otro lado, Iosgc!cs de actividad in vivo ponen de manifiesto que la secrecién
de fosfatasa acida durante la deficiencia de Fi, aumenta de manera homogénca enla
raiz, mientras que la actividad de fosfatasa en las P|antas control, parece estar mas
localizada en los éPiccs.

Un gran nimero de estudios han contribuido a Proporcionar evidencias de la

impor’cancia de las fosfatasas acidas en la utilizacién de recursos organoi:osf:atac]os

(Helal, 1990; TaraFclarH Jungk‘, 1987). Sin cmbargo, estudios realizados en genotipos
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de Fr_:Jo] que son contrastantes en su capaczdad de crecer en suelos orgamcos no
muestran diferencias en la actlwdac[ de Fospatasa acida (Yan ct‘a/ 199 6)

[ ntre Ias fosfatasas que son secretadas al medio extra-radical se encuentran
las fitasas, estas enzimas presentan una alta csPcciFicidad enla cicgraclacién del fitato
(mio-inositol 1,2,%,4,5,6-hexafosfato). Su actividad Producc la defosforilacion del
fosfato 1 6 6 para dar origen al mio-inositol PcntaFosgato (Konictzng Yy (Greiner, 2002).
]_as P]antas que secretan fitasa Pod:;iah crecer en suelos con acido Fitico, sin cmbargo
en los resultados obtenidos en soga; la a_ctivida_cl de fitasa que se presenta en exudados
es muy ba-ja y aunque parece rcsponcfcr a la deficiencia de Pi, no es lo suficientemente
alta como para liberar Pi desde medios que contienen Acido fitico como unica fuente de
i:i, ya que el contenido de fosfato en esas Plantas no se incrcr_ncnta; por tanto la
secrecion de fitasa no es una respuesta universal a la deficiencia de [ puesto que
cspccics como soya (este trabajo) Yy Arabfcfopsﬂs thaliana ((oello, 2002) no tienen
esta caracteristica.

Fn a]gunas cspccics vcgctafcs comojitomatc, tabaco y Frjol, se ha rcf.rortaclo
que la velocidad de toma de i aumenta durante la deficiencia de este nutrimento (K atz
et al, 1986; Ragothama, 1999). Fn soya, la toma de Fi también se incrementa en
respuesta a la deficiencia y ésto Pucc{c ser debido a la activacion de los
transportac{orcs de alta afinidad de [ que se encuentran en la raiz (Liu et al.,, 1998). F
aumento en la actividad de estos transportadorcs Pucdc actuar 5incr5isticamcntc con
los cambios morfo[égicos descritos, ya que el aumento en el volumen radical, aumenta la

su Pcrficic de absorcion y en este caso de toma de [i.

UHa vez caracterizada la respuesta de soya se determino que no presenta

actividad extra-radical de fitasa, como también sucede en A fﬁaﬁéna, por lo que en la

scgunda Par‘tc de este trabejo, el objctivo Pfantcaclo fue el evaluar sila sobrc-cxprcsién




e T R e

de esta enzima en Plantas ch tﬁa[fana, rcprcscntabé una vcntaja para éstas al crecer
en un medio con acido fitico como unica fuente .dé F;ﬁsmcoro.

| a fitasa utilizada proviene de . coli, es altamente cspccipica por 4cido fitico y
se ha demostrado que se expresa en forma activa en Piantas de A thaliana (Coc”o et
al, 2001). Se utilizé el Pépticlo senal cIc una Fosfata;‘-a 4acida qﬁc es efectiva para dirigir
alas proteinas al medio extra-radical (Haran et az, 2000).

Se Produjcron P|antas transgénicas que 5obrc:xprcsaran y sccretaran fitasa; se
obtuvieron por lo menos 2 lineas ind;epcndic_:ntqs con alta actividad de fitasa en el medio
extraradical. Se observo que una de las lineas transgénicas evaluadas G:l_f!-), Prcscnté
un mr:j'or crecimiento en acido Fiti;:o que en - aunque no !|cgo a tener la apariencia de
las Piantas creciendo en +F. [ sta capacidad parece dcpcnder del nimere de coPias
del transgen, ya que la linea con mayor actividad de fitasa ([7i1) que tiene insertadas dos
copias, presentd un desarrollo mug Parcc.ic{o creciendo en acido fitico o en ausencia de
Pi, una F-osibihdao‘ cs. que en esta linea, la sobrccxprcsién de la enzima represente un
costo metabolico muy clevado aunque deben realizarse mas estudios para investigar

esta relacion.

Los rcsuitad:os obtenidos con estas lineas no son conc]uycntcs acerca del
efecto que tiene la secrecién de fitasa en el crecimiento cuando se tiene 4cido fitico
como unica fuente de Fos\cato, por lo que se hace inc]isp¢nsab|c continuar
caracterizando estas transgénicas. Dicha evaluacién consistiria en determinar el
contenido de Fi y el peso seco de estas P[antas creciende tanto en 4cido fitico como
en suficiencia Yy ausencia de [i; ademas se deben analizar las respuestas de otras lineas

para determinar si el bcncFicio, si es que existe, se limita a P|antas que contienen sdlo

una COPia del transgen.
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VCONCLUSIONES

L 5053 TaPaclﬂula 86 Prcscnta- modificaciones en su sistema radical durante la
deficiencia de [i, estas in_c|u_t;|cn la CIOnSaCEén de la raiz, un aumento en la densidad y

|ong§tud de Pclos radicales.

¢ [ sts variedad de s0ya rcspondc a la dcficiencia de Ff secretando fosfatasas

4cidas al medio Y acidificando el medio extraceiular.
e | avelocidad en latoma de [i aumenta durante la deficiencia de Fi.

e | a secrecién de fitasa no es un mecanismo utilizado por esta variedad de soya en

respucsta a la deficiencia de Fi.

° Las Plantas transgénicas que secretan fitasa Prcscntan un aumento en la actividad

de esta enzima en el medio extra-radical

e Nose |ogré determinar si existe o no un efecto benéfico en las Plantas que secretan

fitasa al crecer en medio con acido fitico
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