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KE..SUME..N 

EJ fósforo (f) es uno de los elementos índíspensable para la nutríc íón. 5u 

ímportancía radíca en 9ue es componente esencial de bíomoléculas como ácídos nudeícos, 
. . . 

fosfolípídos !:) nudeosídos fosfato. E__n las plantas, su defícíe ncía causa graves problemas e 

ínciuso !a muerte en etapas tempranas del desarrollo. 

Las plantas ad9uíeren el f en forma de ortofosfato(fi), e! cual es mu!:J re2ctívo !:) 

forma complejos en el suelo mu!:J estables práctícamente ínsolubles, por lo 9ue el fí se 

encuentra Ínaccesíble p a ra las plantas, c~iocándolas en condícíones permanentes de baja 

disponibílidad de este nutrímento. _ 

f é'lra contrarrestar los efectos negatívos de la defíciencia de fí , las plantcis han 

desarrollado e ::;t;-ategías 9ue le.'i permíten ad9uírí r !:) utilizar el fí de una manera más 

efícíente. [_I :::onocimiento de las respuestas ante la defíc;encía de f ¡ 9ue presentan 

algunos cultivos di": interés comercial como la f;O_ya, puede ser de utílídad para írnplementar 

estrategías 9ue él~uden a ohtencr cuitívos re5istentes a este estrés. E__s por ello 9ue uno de 

los objetívrn, d e este trabajo es conocer la respuesta de so!:Ja a la deficiencia de fí. 

Los resultados mostraron 9ue la SO!:Ja var. Tap;:i chuia 86, presenta modificaciones 

en el sistema radícal durante la detícíencia de fí , como son la elongaciór. de !a r;aíz !:) el 

aumento en la densídad !:) longitud de los pelos radicales. Además, aumenta la velocid¡:¡d de 

toma de fí !:) se secretan fostatasas ácidas al medía extrarradícal, sin embargo entre estas 

últimas no se detectó actividad de fítasa . 

Al ígual 9ue la SO!:Ja, Arabídopsís thahana tampoco presenta actívídad de títasa en 

el medía extra-radical !:) por eso se evalúo en esta especie sí la sobreexpresíón de la fítasa 

de Eschcnch1a cokle confería alguna ventaja al crecer en un medía con ácído títíco. Lo~ 

resultados índícaron 9ue una de las líne~s transgénícas con expresíón de títasa, incrementó 

su capacidad de crecímíento en ácido fítico , mientras 9ue otra línea con ma!:Jor capacidad de 

secreción, mostró un crecimíento igual al control, por lo 9ue no es posible conduír sí el 

secretar fítasa es benéfico o no para las planta s!:) se hace necesaría la realízacíón de otros 

experímentos 9ue determínen de manera cuantítatíva el efecto de secretar títasa. 
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/ntroducción 

l. INTKODUCCIÓN. 

1.1 Nutricíón vegetal. 

Las plantas necesítan de cíertos nutrímeritos esentíales para mantener un 

crecímíento !::I desarrollo óptímo. E_stos elementos son dívídídos entre los 9ue se 

re9uíeren en ma!::lor cantídad o macronutrímentos como el nítrógeno, fósforo, potasín !::I 

calcío, ~ los 9ue sólo se utílízan en cantídades traza o mícronutrímentos como boro, zínc 

~ selenío, entre otros. -r anto !os macro como los mícronutrímentos se encuentran en el 

suelo en forma de sales dísueltas j asocíadas con partículas como arcíllas !::I arenas, 

contorm2ndo lo aue se conoc~ como la soll..!cíón del suelo. E_stas ,sales se encuentran 
1 

dísrersas en !a solucíón por lo c¡ue las plantas tíenen 9ue explora• un3 gran supertícíe 

para poder acceder a eilas. Los suelos no siempre contíener todos los elementos 

necesarios para la nutrícíón vegeta l !::I generalmente se presentan detícíencías por la 

ca 1·encía de aig1,;no o ~a ríos de estos elementos. Debí do a 91 •e los macronutrímentos se 

n('.ccsítan en ma!::lor escala, las detícíencías de éstos resultan generalmente más 

drástícas, aue las de los mícronutrímentos 
1 

1.2 f óstoro 

Después del nítrógeno, el tósforo (f) es el nutrímento 9ue límíta más el 

crecímíento _y desarrollo de las plantas. E_n los seres vívos mucho del fósforo presente 

se encuentra en forma de fosfato (f í), el cual es un componente esencíal de 

bíomoléculas como ácídos nucleicos, A Tf !::I fostolípídos. Los enlaces 9ue torrr.a el f í 
con otras moléculas son generalmente de a lta energía !::I pueden ser utílízados para 

mantener la ma9uínaría metabólica de las células. Además, el f í, al ser tanto sustrato 

como producto tínal de muchas reaccíones enzímátícas, partícípa en la regulacíón de 

vía;; mctabólíos j en la transducción de señales. 
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/ntroduccíón 

L a d e fícíencía de fí durante el des~arroll~ de las plantas puede hacer 9ue el 

crecímíento de é s tas se vea afectado a díterentes níveles. Dependíendo de la severídad 
• . 1 

de la detícíencía, la planta puede · presentar un color verde oscuro con ma nchas 

purpúreas o cloró tícas !:) sí consígue Florecer o Íructítícar, el rendímíento estará mu!:) por 

debajo de los e s tándares de una planta sana. Sí la defícíencía es ma!:Jor, la planta 

puede detener el desa rrollo _:¡ d~ar de reproducírse, muríendo en etapas tempranas. 

Las príncípales causas de defícíencía de F se deben a 9ue las plantas son 

íncapaces de toma rlo en otra forma 9ue r:io sean íones ortotosf ato (t) 2 f O +- !:) HFO+ 2-). 

E_n el suelo se encuentran estos aníones, pero dada su alta reactívídad, es más tácíl 

e ncontrarlos en forma de sales de fí precípítadas, e s teres de f í, como títato, !:) más 

ra ra me nte como ÍosÍomüos, de manera 9ue a pesar de ser un elemento abundante en el 

s11 e lo, no s e encuentra dísponíble para las plantas (Gro ssm2n !:) Tabha.shi, 2001 ) . 

L a ma!:Jo ría de los s uelos, cu!tívables o ne, t ienen una concentracíón mu!:) límítada 

de fí (< 1 oµm) . f _s por eilo 9ue se ha tenído 9ue suplír a travé s del uso de Fertílízantes 

comercía!es. E_sto acarrea dos grandes problemas, el prímero es el alto costo de estos 

Íertílízantes !:) el segundo la contamínacíón de agua, debído a 9ue sólo el 20% del 

Íertílíza nte 9ue se aplica a los suelos se aprovecha por los cu!tívos !:) el resto es 

arrastrado hasta los depósítos subterráneos de agua, lagos !:) ríos, causando su 

eutroÍíca ción (Grotz !:) Guerinot, 2002). 

Lo anterior hace evidente la necesidad de encontrar alternatívas 9ue solucíonen 

el problema de la defícíencía de fí sín alterar el ecosístema !:) una aproxima ción 

ímportantc es conocer como a través de la evolución las plantas han logrado crecer!:) 

desarrollarse en suelos defícíentes de fí. 



/ntroducción 

1 .) f\espuestas a la detícíencía de fí. 

Las plantas deben mantener una concentracíón constante de fíen el cítoplasma 

9ue les permíta realízar sus funcíone~ óptí.mamente. Fara lograrlo líberan el fí desde los 

sítíos de reserva (vacuola) hacía los sítíüs de demanda como son e! doroplasto ~ el 

cítoplasma. Durante ia defícíencía de fí, _las reservas se agotan rápídamente ~ es 

necesario recurrír a otros mecanísmos para amínorar los efectos d~ñínos . E._stos pueden 

agruparse dentro de dos grandes estrategias generales; unas oríentadas a m~orar la 

ad9uísícíón del f í (f AL por sus síglas en ínglés: fhosphate Ac9uísítíon E._ffícíenc~) ~ 

otras a mejorar la utílízacíón del fí interno (FUL fhosphate Lltílízatíon E._ffícienc~) 

(Yan et al, 2001 ). 

L a utílíLacíón efícíente del fí ínciu_ye adaptaciones bío9uímícas 9ue permíten 

reducir los re9uerímíentos del fi en los tejidos. Lln ejemplo es el 9Lie se presenta en la 

glicólisís. Dura nte ia deficiencia de fí las pozas intracelulares de A Tf _y ADf se 

encuentran disminuídas 1 6 _y 8 veces resp~ctivamenf:e, por !o tanto la píruvato cinasa , 

9ue re9uiere de ADf como sustrato fosforílable, se inactiva; !a célula utiliza una ruta 

alterna en la 9ue la ff f fosfatasa, 9ue es índucíble por defíciencia de fí, puede 

hidrolízar el fosfoenol-píruvato(fE._f) para convertír~o a píruvato sín necesídad de 

utílízar ADf _y líberando fí 9ue puede ser utílízado en otras vías metabólícas ( Duff et 

al, 1989; Lefevre eta/, 1990). 

f or otro lado, dentro de las modífícacíones para aumentar la absorcíón de fí se 

encuentra el establecímíento de m1cornzas arbusculares (Marshner, 1992), 

modífícacíones en la ar9uítectura radícal (L_ynch, 1995), aumento en la secreción de 

ácídos orgánicos _y fosfatasas ácídas, acídífícación de la rízosfera, (del f ozo et al, 

1999), activacíón de los transportadores de fí de alta afinídad (Muchhal et al, l 996) _y 

un íncremento en la velocídad de.la toma de fí (5chachtman eta!, 1998). 

.,) 
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l.:?. l Modítícacíones a nível radícal. 

1.).1.1 Mícorrízas Arbusculares 

Una de las asocíacíones más cor:spícua entre mícroorganísmos _y plantas es la de 

las mícorrízas arbusculares (MA), _ya 9ue pUeden asocíarse con la ma_yoría de las 

plantas terrestres (West, l 9 9 6). 

Los hongos 9ue forman MA producen hítas, vesículas _y arbúsculos en el 

parén9uíma radícal, !j una extensa red de míce!ío unída al sís~ema radícal de las plantas 

hospederas. Las hítas !j arbúsculos (tíg 1. l) son las estructuras del hongo más 

ímportantes para el dporte de elementos nutrímentales desde la solucíón del suelo !j 

para el transporte de les mísmos :::i la raíz (Guzmán-f'lazola _y f erre:-a-(errato, l 9 90) 

f íg. l. 1 • Arbúsculos de MA penetrando cé:lulas corticales de E'!}thronium amcncanum. 

(5rundett, 1999), las hífas se índícan por medío de flechas _y la A se encuentra sobre un 

arbúsculo . 

+ 
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La ad9uísícíón . de fí puede íncremént?rse de . acuerdo con la geometría !;l 

morfología de la raíz !;l es a9uí donde· las .mícorrízas parecen fomar ímportancía para el 

hospedero !:;!ª 9ue estas se desarrollan b~o condíCíones nutrímentales límítantes, 

especialmente de f (Chíaríello, ·J 982). 

5e ha comprobado 9ue las raíces mícorrízadas ad9uíeren varías veces más fí 9ue 

las no-mícorrízadas Uasper !;l pac!;l, 199)). Harríson !J van E:>uuren ( 1995) 

demostrar,on la e~ístencía de un transportador de fíen la membrana fúngíca, lo 9ue lleva 

a pensar 9ue el transporte de f ¡ puede favorecerse en las hífas lo 9ue, a su vez, 

benefícía al hospedero. Sí bíen es cíerto t.¡ue los hongos mícorrícícos ª!;ludan a la 

ad9uísícíón de fí, no pa:t:ícípan en su míneralízacíón, de manera 9ue su efecto benéfico 

se limita a la dísponíbílídad natural del fí . 

l.). 1 .2 Crecimiento !;l arquitectura radical 

E.J conjunto de características 9ue determ ínan el crecimiento !;l configuración del 

sistema radícal en el tíempo !;l el espacío se denomina ar9uítectura radical. Durante la 

deficíencía de fí, ésta se ve modíficada. Las plantas presentan un incremento en la 

relación raíz-vástago, lo que se traduce en el aumento del área total de exploración !:;! 

ad9uisícíón de nutrimentos (F\:aghothama, 1999). 

E_n su revisión de ar9uítectura radical, L!;lnch !;l E:>rown (2001) presentan 

resultados sobre la modífícacíón de la raíz de fr~ol con respecto a la defícíencía de f i, 

haciendo híncapíé en 9ue sus observaciones pueden ampliarse a otros sistemas 

radicales. 
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Fig 1.2 f\.egulacíón de la ar9uítectura radícal por la díspor.íbílídad de tós;oru. 

(L_ynch ,y I)rown 200 1 ). 

E_stos investigadores reportan 9ue en plantas de ¡:r~ol tolerantes a la deÍíciencia 

de f i, se produce:i raíces basales más superÍicí3!es, se incrementa el número de raíces 

adventicías, disminu!Je la rami¡:icación de raíces laterales !j aumenta la densidad !j el 

tamaño de los pelos radicales. E_stos últimos son extensiones subcelulares de la 

epidermis de la raíz 9ue tacilitan la ad9uisición de nutrimentos en la solución del suelo, !j 

CU!JO desarrollo está regulado positivamente por etileno (Ta ni moto et al, 199 5) . E_n 

conjunto, estas modi¡:icaciones favorecen la exploración de las capas superiores del 

suelo (fig. 1 .2.). 

Las modi¡:icaciones a nivel de ar9uitectura radical en A. tha/iana son un tanto 

di¡:erentes de las 9ue se presentan en ¡:r~ol, !Jª 9ue en estas plantas ocurre una 

inhibición del crecimiento de la raíz principal !j proli¡:eración de raíces laterales !j de pelos 

radicales. 

6 
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Las ventajas de los pelos radícales se hícíeron evídentes en un experímento 

realízado por 5ates :¡ L:¡nch (2000), en el 9ue compararon el crecímíento de plantas 

sílvestres de A . thaliana (WTJ con dos mutantes detícíentes en el desarrollo de pelos 

radícales. Cuando las plantas se crecían práctícamente en aLJsencía de fí (o.+µM) 

todas las plantas eran pe9ueñas :¡ mostraban síntomas de detíciencía. A 1 .5µM las 

plantas WT tenían más bíomasa en el vástago, un ma:¡or contenído de fí :¡ presentaban 

una ma:¡or toma de fí 9ue los dos mutantes, mientras 9u~ a concentraciones de 5+mM, 

no había dítcrencía en ei crecímíento entre plantas mutantes :¡ sílvestres. Condu:¡eron 

9ue el producir pelos radicales puede íncrementar la ad9uísíción de fí durante la 

deticíencía. 

Los efectos Je la baja aísponibílidad de Fí sobre los pelos radíca les en A. 

thafiana se pLJeden resumí1 en el incremento de 13 Íongítud .~ la densídad de éstos, un 

aumento en el número de células 9ue los orígínan :¡ ur1 acortamíento de 1,, distancia 

desde donde se comíenzan a f ermar:¡ el mcrístemo apícal. Todas estas característícas 

contribu:¡en a un a ma:¡or ad9uísícíón de fí de manera índ:vídual, sín embargo al actuar 

sínergistícamente au mentan su rango de acI9uisíción de ?O a +00% (Ma et al, 2CO 1) 

Otra adaptacíón 9ue se presenta ante la detíc.íencia de fí en la 1aíz, es la 

tormacíón de raíces proteoídes. E_stas son raíces laterales tercíarías, densamente 

agrupadas descrítas orígínalmente en míembros de la tamílía frotcaccac. Ahora se 

sabe 9ue se encuentran en una gran varíedad de especies de diversas tamílías. E_ntre las 

leguminosas 9ue pueden formar raíces proteoídes sobresale una especíe de ínterés 

comercíal, Lupinus al.bus, 9ue puede ad9uírír fí desde fuentes Ínaccesíbles para otras 

plantas (McCull:¡ , 1 999) . La morfología de las raíces proteoídes puede contribuír a los 

altos niveles de movílízación del fí debído a un íncremento en el área de supertícíe de 

raíz 9ue secreta exudados (ácídos orgánícos :¡ tostatasas ácídas) :¡ no tanto por el 

volumen de suelo 9ue se explora ( Neuman :¡ Martínoía, 2002). 

7 
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E_stas modítícacíones radícales sur-ge"n de u_n~ manera coordínada lo 9ue sugíere 

un mecanísmo común de regulacíón 9ue pudíera . estar medíado por accíón hormonal 

(López-5ucío et al., 2002). 

5e ha demostrado la ímportancía· de hormonas vegetales en la regubcíón de 

algunas respuestas, por ejemplo en Lupinus a/bus _lj A . thaliana, la aplícacíón de 

ínhíbídores del transporte de auxínas (TIJ::>A _lj NfA) ínhíbe la formacíón de raíces 

pmteoídes o de raíces laterales dur-ante condícíones detícíentes de fí (Gílbert et al, 

2000) por lo 9ue podrían ser necesárías. para la tor macíón de estas estructuras. 

Las auxínas _lj el etíleno se re9uíeren para el alargamíento de los pelos radícales 

IT anímoto et al, 1995). Aderi1ás el etí!eno, parece estar- relacionado dírectamente con 

la a r9uítectura r;:idícal, _ljª 9ue se ha demostrado 9ue plantas de trjo! .:¡ue se someten a 

Jei'=ícíencía producen más etileno, 9ue a9uellas .:reciendo en condícíones de s uÍ-ícíencia 

nutrímental lo 9ue parece tener. repercusíones en la formación de aerén9uíma !::! de 

ra íces más supertícíales (L_1j1Kh _lj 5rown, i 997). 

fínalmente, las cítocínínas suprímen la 1nic1acíón de las ra íces laterales en 

pla ntas creciendo en b~o fí (López-5ucío et al, 2002). E_I incremento en el tamaño 

d e la raíz en respuesta a la defícíencía de f í, se relacíona con una disminución en el 

contenído de cítocinínas. Además, la aplícacíón exógena de estas últimas reprime la 

expresíón de genes reg1,1lados por la baja disponíbilídad de fí, hacíendo evidente el 

antagonísmo 9ue exíste entre ambas respuestas (Martín et al, 2000) 

5e ha postulado 9ue las modítícacíones mortológícas en las plantas 9ue están 

sometídas a detídencía de fí, son una característica determinante para su supervivencía, 

_ljª 9ue parecen estar seleccíonadas evolutívamente para facílítar la ad9uísíción de fi. 

Además de las modífícacíones morfológícas, exísten otras a nível bío9uímíco 9ue 

tambíén promueven la ad9uísídón del f í, como son la secrecíón de exudados _lj la 

modíficación en la toma de f í. 

8 
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l.:;.2Acídos orgánícos !j addífícacíón del medía ex~ra_-radícal. 

La secrecíón de ácídos orgánícos ª través de las raíces es un fenómeno 9 ue se 

asocía a díversos estímulos, entre ellos a la deÍícíencía de fí (cuadro l. 1 ). 

Cuadro 1. l. E_species en ciue se ha réportado el aume nto e.n la exudació n de aniones o rgánicos durante 

los diferentes estímulos. ( R.:¡an et al., 2001) 

E..specie f ríncipal anion orgánico exudado E..stímulo Comenta ríos 

Trigo Malato +Al Apicc:s radicales 

Maíz Citrato +Al Ápices radicales 

T abaco Citrato +Al Ápices radicales 

Cassía éora Citrrttc +Al Toda la raíz 

T riticalc Citrato +Al Toda la raíz 

e c: ntc:~ o Citrato +Ai !ºoda la raí:. 

So~a Citrato +Al Toda la raíz 

Girasol Citrato , A l Toda ia r;. íz 

Avena Citrato +Al T oda Lo raíz 

R.ábano Citrato +Al Toda la raíz 

f>rassica napus Citrato, malato +Al,-fi Tod" la raíz 

/arasen'antcs fafcatan'a C itrato +Al Toda la raíz 

A. tha/iana Citrato +Cu Toda la raiz 

Arroz Citrato -fi f<_izosfc:ra 

Lupinus albus Citrato, malato - f i Raíces protc:oides 

Alfalfa Citrato -fi 

Garba nzo Malonato,tartrato, citrato, Íumarato -Fe: 

M aíz M a lato, citrato ND Toda la raíz 

9 
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La exudacíón de estos compuesto.s . res1:llt~ . ímportante para las plantas en 

defícíencía de fí _:¡a 9ue pueden contríbuír a la líl;>eracíón de fí desd~ fosfatos de Ca2
+, 

F e 2 +, fa.1 2
+. E_I rnecanísrno pcr el cual se líb~ra fí de los compuestos fosfatados de 

alurnínío ~ fe por medí o de ácídos orgá~icos es a través de la sustítucíón del fí por el 

aníón orgáníco, corno se es9uematíza en la fígura l.?. (Marschner, 1995). 

fíg. !.;. E_squemé: de! mecanísrnc de líberacíún de fí medíado por ácícios orgán icos 

Debido a 9ue la secrecíóri de ácídos orgánícos se da en plantas crecíendo en 

suelos ácídos, donde existe un alto contenído de alumínío _:¡ una baja concentracíón de 

fí dísponíble, es dífícíl determínar sí se exudan en respuesta a la defícíencía de f í o a la 

toxícídad por alumínío. 5ín embargo, exísten datos experírnentales demuestran 9ue en 

respuesta a ambos estímulos exíste secreción de ácídos orgánicos (Zhang et al, 19 9 7; 

Sas et al, 2000). 

Durante la defícíencía de fí los níveles de enzímas ínvolucradas en la síntesís de ácídos 

orgánícos se incrementan; tal es el e.aso de la FE.f carboxílasa en chícharo, jítomate .:i 

/3rassica nigra _:¡ la cítrato síntasa en lupínus !:) colza. E_ste íncremento, correlacíona con 
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el aumento en la secrecíóh de ácídos orgánícos 9ue presentan vanas especies en 

respuesta a la deticíencía de fí (López-5ucío eta!., 2000). 

l.).) f ostatasas ácida~ 

Un número mu_y grande de plantas responde a la detícíencía de fi con el 

íncremento en la produccíón de f~sfatasas, enzímas capaces de hídrolízar ésteres 

tostatados (Víncent et al., 1992). C~nsíderando 9ue el contenído de f orgánico puede 

alcanzar hasta el 80% en algunos suelos, se píensa 9ue las tostatasas extracelulares 

pueden tener un papel mu_y importante en la líberacíón de fi desde Fuentes orgánícas. 

De la mísma torma, las tostatasas íntracelulares pueden estar regulando el suplemento 

de f i des~e tu entes orgánícas ínternas (Grossman lj T akahashí, 200 1 ). 

Las fostatasas se han dasítícado tradícíonalmente como ácidas o alcalínas 

dependíendo de su pH óptímo para catálísís (Qufr, et al, 199+). Las alcalínas en 

plantas presentan una especitícídad por sustratos mu_y estricta _y juegan papeles 

específícos en el metabolísmo. E_n raíces de trjol se identítícó una tostatasa alcalína 

9ue estímula su actívidad por detícíencía de fi, esta enzíma presenta una masa 

molecular de ? 5 kDa _y está constítuída por un solo po!ipéptido. Tiene una preferencia 

mu_y marcada en la detostorílacíón de ffí, pero no es una pirotostatasa estrícta 

por9ue no depende de Mg
2

+ (Morales .1:J Coello, 200)). 5e sabe 9ue la poza de ffi 

aumenta durante la detíciencía de fí (f oirier _y 5ucher, 2002) por lo 9ue esta enzima 

podría jugar un papel ímportante en la obtencíón de fí . 

E_n contraste, las tostatasas ácidas son ínespecíticas, con excepción de la 

tosta tasa del tostoenol piruvato (Qutt et al., 1 9 8 9 ). E_n extractos proteicos de plantas 

de A . tha/iana se ha encontrado actívidad de tostatasa ácída en proteínas con rangos 

de masa molecular desde )O hasta 1 20 kDa, 9ue se íncrementan durante la detíc.íencia 

de fí (Trull ~ Deíkman, 1998). La puríticacíón de una tostatasa ácida de )-4- kDa, 

permitió el aislamiento de su gen (del f ozo et al., 1999). La porción N-termínal de esta 

11 
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proteína, denomínada (AtACf5), tiene caracteristicas de un péptico señal, lo 9ue 

indicaría 9 ue esta enzíma es ext~acelular. E.J análisis de su expresión índica 9 ue es 

estí~ulada por detícíencía de fi, así como por estrés ~alino, peróxido de hidrógeno, 

ácído abscicico (A5A) ~ 9ue se localíz~ partícularmente en raíces vástagos !j tejidos 

senescentes. Esta tosfatasa puede estar írivolucrada en la niovílizacíón de f i !j en el 

rnetabolísmo de especíes reactivas de oxíg~no en partes de la p!anta senescentes o 

sujetas a estrés (del F ozo et al, 199 9 ). 

La regulación de la exuda~ión de tostatasas ácidas no ha sído claramente 

establecida. Actualmente se sabe 9ue en plantas de A . thafíana, el promotor de una 

tostatasa ácída 9ue e .s secretada se 2ctíva espedficamer.te por los bc:jos niveles de fí 

(Haran et al, 2000). La caracterización bíoc¡uímica de una enzima 9ue podría ser 12 

codJícada por este g e n, def;'!ostíÓ 9ue puede hídrolizar compuestos tosfdta dos 

natura les como ffi , polifosfato, ATf !j fE._f, a un pH óptímo de entre 4- !j 5 (Co ello, 

2002) . 

E_n eÍ suelo las fostatasas secretadas po¡- plantas !j microorganismos juegan un 

papel mu!;) importante al líberar fi desde fuentes orgánicas. E_stas enzímas no están 

líbres en solución, s ino se asocían con partículas del suelo lo 9ue les provee ma!;Jor 

resistencía a ia degradacíón (f\ao et al, 2000). Míentras 9ue la ma!joría de las enzimas 

se desnaturalizan rápidamente en el suelo, las t o statasas son activas; además las 

fostatasas ác.ídas tíenen.generalmente un pH óptímo en el mismo rango 9ue el pH 9ue 

las rodea!::! pueden mantener su actividad en intervalos mu!;) amplios tanto de pH ( 4--

7.6) como de temperatura (22-4-BºC) (Rojo eta!, 1990; U eta/, 1997). 

Las tosfatasa ácidas extracelulares pueden degradar una gran variedad de 

compuestos orgánicos fosfatados como ácido fít ico, glucosa-6-fosfato, glicerol fosfato 

!j nucleosido mono-fosfato (f ant et al., 1999). Las fostatasas 9ue degradan ácído 

fítíco, llamadas títasas tienen una valor mu!;) especial !::!ª 9ue se consídern 9ue este 

compuesto es el fosfato orgánico más abundante en el suelo ( Ha!Jes et al, 2000) 
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Las titasas se han encontrad6 e n una gran vari~dad de organísmos. La mayoría 

de los microorganis mos producen solarr.ente titasas intracelulares; mientras c¡ue las 

extracelulares han sido observadas casi exclusívamente en hongos filamentosos, en 

donde Asperg,//us niger ha sido identitic.ada como la especíe c¡ue más produce esta 

enzima (Konietzny !:J Greineer, 2002). · E_n el caso de bacterias, las titasas se han 

detectado _l.j caracterizado en díterentes especies, enÚe ellas Escherichia co/i (Da ssa 

eta!, 1999) 

E_n plantas, las enzimas 9ue . degradan tita to, se han re portado en difere ntes 

órganos, especialmente en las semillas, eÍ polen, y en menor proporcíón en raíces. L a 

actividad en semillas !:J polen es la 1-esponsable de la degradación del titato durante la 

gerrninacíon para proveer de fi , 1nio-ínositol ~) minerales a la plántula en crecímíento . F o r 

otro iado, 5e ha suger·ído 9t!e las títasas en la · raíz pueden ser un mecanÍ<;mo par<J 

incrementar la dísponíbil ídad de fi pero, en rr.uchos estudios, se ha demostrado gue e l 

títato es pobremente utilizado por las plantas (tlayes et al, 2000) !:J 9ue mu!:J poca de 

esta actividad es secretada (Cocllo, 2002). 

En plantas donde se ha encontrado secreción de titasas, se ha observado una 

inducción en respuesta a condícío ~cs deti~ientes de fi (U eta!, 1997). 

J.3.+ ·r orna de fi 

La ad9uísicíón de a niones como los de fi es un proceso c¡ue rec¡uiere energía . 

Los íones de fi (H 2 f Ü+- y HFO+ 2-) deben moverse a través de un gradiente eléctrico, 

!:Jª 9ue el interior de la célula está carga do negativamente ( ~ -1 oomV) y un gradiente de 

concentración debído a 9ue !a s concentraciones intracelulares de f i son entre 1 000 !:J 

1 0,000 veces mayores .::iue la ~oncentración extracelular. La energía rec¡uerída para 

mover el fí hacía las células es medía da por una H+-A TF asa, la cual bombea los 

13 
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protones tuera de la célula cr~ando t.in gr:adíente a lo largo de la membrana plasmátíca. 

E.J movimíento de los protones de regreso a las células esta acop lado al ínflujo de fi a 

través de un cotransporte H+-f¡ (H~mburguer et al., 2002). 

La velocídad de la toma de fi se . íncrernenta en raí ce~ de plantas sometí das a 

detícíencía de fí, debído parcíalmente a un. aumento en la síntesis de proteínas 

transportadoras. Se sabe de I~ existencía de dos sístemas de transporte de fí , uno de 

alta atínidad con Km's entre:?-7 µM :¡.uno de baja atínídad con Km 's entre 50 :¡ ))oµM 

(furíhata et al., 1 992). Se ha observado 9ue el transportador de baja atínídad es 

constítutívo míentras 9ue el de aita es índu~íble por la detícíencia de fi (Mimura, 1995; 

Mukatíra et a l, 2001 ). La ma~oría de los transportadores de alta atinidad se expresan 

preterentemente en la raíz (Muchhal ~ R.aghothama, 1999). 

Cada trans portadar de tost dto consta de 1 2 dominios inten11embranale5 

separados en dos grupos de seís por und asa cento-al hídrotílíca , (fíg l.?). Los análísis 

computac:ícna le s, pr·edícen 9ue el extremo C-ter·minal, e! N terminal .l;J e l asa central, se 

encuentran orientados hacía la superticíe ínterna de la membrana, esta contíguracíón es 

compartída por otros transportadores de solutos formando una su pertamílía de 

proteínas tra nsportadoras ( Smíth et al., 2000). 

Exterior 

Citoplasma 

f íg . J.;. E_s9uema propuesto para los transportadores de fí . 
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[__I conocímíento de las proteínas ínvolucradas en el transporte de f í se ha 

extendído con la donacíón de varías genes 9ue codítícan para cotransportadores H+

fí. AtFT 1 tue e! prímer transportador . de alta atínídad ídentítícado por 

complementacíón de mutantes de levadura, con. cDNAs de A . thaliana (Muchhal et al., 

1996). A partír de ahí se han descríto nueve genes en A . thaliana con símílítud a éste 

transportador, AR.Ath;fht 1; 1 · AR.Ath;fht 1 ;2 Al\Ath;fht 1 ;) ARAth;fht 1 ;+ 

Af\Ath;fht 1 ;5 AR.Ath;fht 1 ;6 ARAth;fht 1 J Al\Ath;fht 1 ;B Al\Ath;fht 1 ;9, a 

excepcíón del ! ;5 ~ d 1 ;6, todos se expresan en raíces (f\aghothama,2000; f oíríer ~ 

I)ud1er, 2002). 

Ürtólcgos de At/T I se har. ídentífícado en otras pl.;,ntas como papa (5t/T I 

_LJ 5t/T2 (Leggewíe et al., i 997), jítomate (Le/TI ~ LcF'T2, Uu et al 1998), 

Catharantus roseaus (Cr/TI), /V/edicago truncatu!a (MtrT1 ~ Mt//2) , tabaco 

(NtrT1) ~ trígo (Ta/TI) (R.agothama, 2000). 

I .+ Solucíones bíotecnológícas 

EJ avance en el conocímíento de las respuestas 9ue se presentan en las planta~ 

durante la detícíencía de fí ha permítído el desarrnllo de estrategías dírígídas a amínorar 

los estragos producídos por este estr¿s. 

Una de las primeras aproxímacíones tue sobrecxpresar un transportador de alta 

atínídad de A. thaliana en células de tabaco (Mítsukawa et al., 1997). E_stos cultívos 

celulares presentaron un íncremento en bíomasa !:! un ma.L:Jor contenído de fí cuando 

crecían en medío detícíente de este nutrímento, en comparacíón con las células 9ue no 

sobreexpresaban el transportador. Sín embargo, no se ha analízado el efecto 9ue esto 

pu dí era tener en la planta completa. 

15 
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La exudacíón de ácídos orgánícos -es otra · respuesta 9ue se ha íntentado 

manípular genétícam~nte, tratando d~ aum.entar s·u .secrecíón al medía. De la Fuente et 
. . . . 1 . 

al, 1997, díseñaron plantas transgénícas de A. thafía~a 9ue sobreexpresan el gen 
. ' . 

bacteríano de la cítrato síntasa ~ EJ análí~ís de_ las plantas transgénícas demostró 9ue 

exístía más cítrato secretado a l medío lo · 9_ue les sumínístró ventajas cuando se 

cultívaban en presencia de fosfato de calcío( López-5ucío et al, 2000). A pesar del 

impacto 9ue produjo este reporte, Ddhaíze et al., (200 l) trataron de reproducírlo !J 

aun9ue obtuvíeron plantas con 1 00 veces más expresíón de la citrato sintasa, éstas no 

íncrementaban !os níveles de cítrato en r~íces ni aumentaban el eflujo del mísmo a través 

de la raíz en respuesta a alu~1ínío !J defícíencía de fí , por lo 9ue conclu!Jeron 9ue esta 

estrategía no es suhcíente p~ra íncrementar los níveÍes de ácídos orgánícos !J 9ue 

posíblemente el transpo rte pudíera ser límítante. 

Todas estas estrategías se han planteado luego de la observacíó;1 de las 

respuestas de las plantas a la baja dísponíbilidad de fí, aun9ue es evídente 9uc no se ha 

encontrado una solucíón al proble;na. 

l 5 j 'f' '' . . ust:. 1cac1on 

Los antecedentes ponen de manífíesto 9ue la deficíencía de fí es un problema 

uníversai , a l 9ue se ven· sujetas las plantas, el desarrollo de cultívos 9ue sean más 

efícíentes en la absorcíón del fí del suelo, será partícularmente benéfíco para la 

agrícultura al reducír e l consumo de los fertílízantes fosfatados, !Jª 9ue se predice 9ue 

las reservas de roca fosfato, del cual se obtícnen los fertílízantes, se agotarán en los 

síguíentes 60-80 años (Vanee et al., 200) ), además de reducír los efectos negatívos 

9ue conlleva la fertilízacíón fosfatada. 

16 
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1 . 

Fara ímplementar nu~vas estrategía~ 9ue permít~n amínorar los efectos nega tívos 

de la escasez de fí resulta evíderite la import~ncí~ de conocer las respuestas 9ue las 

plantas present~n de manera natural ante este estrés. 

E_I cultívo de so~a se ve afecta.do por la baja concentracíón de fí en los suelos 

agrícolas, pero a pesar de ser uno de los ~ás ímportantes mundíalme nte por s u a mpl ía 

variedad de usos (H~mowítz, l 9 70), no es una especíe dond~ se ha~an rea lízado 

estudios para conocer a tondo los problemas 9ue tiene al hacer trente a la detícíencía 

de fí . E_sto debe de ccnsíderarse ~a 9u~, a pesar de 9ue aparentemente b ma~oría de 

las plantas presentan estrategía.s sem~antes para contrarrestar la detíciencía de f í, 

existen otros a spectos íntrínsecos a cada especíe, o incluso a cada varíedad, 9ue 

pueden íntroducír •;a ríacíor.es en ias :-espuestas. 

f or o tro la do se ha especulado mucho acerca de sí las respuestas a la 

detícíencía de fi representan un a ventaja adaptativa parn la s planta s , es d e cír la s 

a_yudan a t o !erar mejor ia o e tícíencía o sólo s on conscciiencÍ<:: d e crecer en estas 

condícío nes, una posíbílídad para estudíar el eFecto benétíco para las piantas sería a 

través dd uso de plantas transgénicas 9ue modítí9uen una de esta s respuestas, ~ 

debído a la tacílídad con la 9uc se transforma Ara.b1dopsis tha!t'ana, se consídera la 

m~or opcíón para trabajar 

Con estos antecedentes se plantea la síguíente hípótesís de trabajo. 

Hípótesís. 

Al incrementar una de las respuestas para movílízar el fosfato orgán íco, se 

repercutírá favorablemente en el crecímíento de las plantas cuando son cultívadas en 

medíos con un alto contenido do ÍósÍoro orgáníco !:) baja dísponíbílídad de fí . 
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O~etívo General 

• Analízar las respuestas 9ue presentan las plantas de so~a durante la 

detícíencía de fí e íntroducír una títasa de secrecíón para mejorar el 

desarrollo de plantas crecíendo en medíos con un alto contenido de ácido 

titíco. 

Objetívos partículares 

• Caracterízar a níve-I morÍ-ológíco la respuesta a la detícíencía de fí en 

plantas de SO!ja (T apachula B 6) 

• Caractcrízar la secreción de exudado:; radícales de so1::1a durar.te !a 

detícíencía de fí. 

• E valuar la toma de fí durante ia sufícíencía ~ detícíencía de fí 

• Aíslar un péptído señal de secreción~ clonarlo en fr.isc con e! gen de t ítasa 

de E. coh· 

• 1-ransformar plantas de A.thahana con las construccíones 9ue contengan ai 

vector~ al geí; de la tí tasa~ sólo con el vector 

• Caracterízar el crecímíento de las plantas tr-ansgénícas de A .thahana en 

medíos con alto contenido de ácido títíco. 

18 
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11.MATE.R.IALE.5 Y Mt TODOS 

Matcríales !J Métodos 

11.1. Caracterizacíón de la respUesta de SO!::Ja a la, defícíencía de fosfato 
' . 

Material bíológíco. 

Semíllas de so!::Ja varíedad T apachula 86 se esterílízaron con hípocloríto de 

sodío al 1 5%, se lavaron con agua esté ríl !::J. se germínaron en agrolíta húmeda hasta la 

emergencía de la radícula. Se transtíríeron a un cultívo hídroponíco compuesto de 

solucíón Hoagland (? mM KN07, 2 mM Ca (N07) 2, 1 mM Mg50+, o.oo+ mM MnCl2, 

0.02) mM H7I)Q7, o.ooo+ mM Zn50+,· 0 .00015 mM Cu50+, 0.00005 mM H 2Mo0+, 

1 gr/200 mi fe (111) E.DTA !::J 500~tM (NH+)H2FO+). Las plantas permanecieron dos 

semanas en este medío, se trasladaron a cultívos hídropónícos con solucíones +fí, -fí, 

Acído fítico o AIFO+. E_n los tres últimos medíos se sustítu::ió el fosfato de amonío por 

sulfato de amonío 5ooµM, ácírlo fítíco 5ooµM !::J fosfato rle alumínío 5oµM, 

respectívamente. 

E_ valuaciones reaiízadas 

Se evaluaron los síguíentes parámetros en tres plantas de SO!::Jª 9ue eran 

removí<Jas cada dos días de tratamiento, es decír los días 2,+,6,8, 1 O, 1 2, 1+!::J1 6. 

Altura. Largo de l_a planta desde la base del tallo hasta el últímo nodo 

Largo raíz. F romedío del largo de las tres raíces más largas 

/eso. f eso fresco tanto del vástago como de la raíz. 

/cfos radícafcs. Se cortaron raíces 9ue estuvíeron en defícíencía !::J en sufícíencía 

de fí durante tres semanas !::J se fjaron en alcohol al 70%. Fara observarlas al 

mícroscopío se dísectaron, de .los ápíces hacía arríba, en seccíones de -1.5cm !::J se 

tíñeron con azul de toluídína al 0.05% en agua . Las observacíones se realízaron en un 

mícroscopío Zeíss a 8.25X, ??X_s¡ 66X síendo fotografíadas ínmedíatamente. 



. 

.. •• -:~ !.--~ -~:_:-"" 
--

Materiales !J Métodos 

Cuantíhcacíón de fo'sfato. ·fara · determíriar: la cantidad de f i, se hicieron 

modificaciones a los métodos desáitOs por f i~td~¿, et al., (200 l) !J Aono et al., (200 l ). 

fara la obtención del extracto, la _ raíz !J el vástago se molieron por separado en 

nitrógeno lí9uido. A O.O l !J 0.00) g de -tejido de raíz o vástago respectivamente, se 

agregaron ?mi de agua !J calentaron a ebullición durante 5minutos dejando enfriar hasta 

72 ºC !J manteniendo esta temperatura toda la noche. 

fara determinar el f í se siguió. el método de Ames ( l 9 6 6) en el 9ue se tomaron 

)OOµI del extra~to anterior !J se completó . a 1 mi con el reactivo ascórbico-molíbdato 

(ácido ascórbico al l 0% !J molibdato de am~nío di 0.-4-2% en ácido sulfúrico 5N, en una 

relación 1 :6), se incubó durante 20 min_utos a +5ºC!j se midió a 820 nm para determinar 

el contenido de fi. Una curva patrón se constru!JÓ con fosfato de potasio_ 

Qf:Jtenáón de exuo'ados. 5<". colocaron las plantas en aproximada mente 20ml 

de agua para permití:-- la exudación de las raíces durante tre5 horas, esta solución se 

liofilizó !J se congeló a -70ºC hasta su utilización. 

Qbtencíón de extractos. Las raíces (o.o l g) se moiieron en mortero co;1 

nitrógeno lí9uido !J las proteínas se extrajeron con un buffer 9ue contenía, 20mM Tris

HCI pH 8.8 , 1 50rnM NaCI , l mM E_DT A, 2o%Glicerol, O. l M 5enzamídina, 0.5mg/ml 

de Leupeptína !J l mM fMSf. 

Cuantíhcacíón d<; proteína. fara la cuantificación proteínas se siguió el método 

colorimétrico descrito por 5radford (1976). Se colocaron 5µ1 de exudados o 

extractos, según el caso _y se adicionó l mi de solución 5radtord, se dejó reaccionar 

durante l O minutos.'::! se le!JÓ la absorbancia en espectrofotómetro a 595nm.La curva 

patrón se constru!JÓ utilizando concentraciones conocidas de albúmina. 

Actividad de Fosfatasa /~cida. Fara esta determinación, se incubó una solución 

5mM de p-nitrotenil fosfato en buffer de acetatos ( l OOrnM Acetato de sodio pH +.8, 

? mM MgCl 2 , l mM E_DTA !J glicerol al l 0%) con 5- l 5 µI de enzima (exudados o 

extractos) en un volumen final de +ooµI , durante l O minutos a ? 7ºC. Al término de este 
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tíempo, se añadíó a la mezcla de reaccí6ri . 1 mi de · NaOH 1 M, para estabílízarla y 

cuantítícar el p-nítrofenol formado, él cual es colo.rído pudíéndose detectar a + 1 O nm. 

fara ca lcular la cantídad de fi líberado se utílízó el coetícíente de extíncíón molar del p

nítrofenil fosfato 9ue es de 20 000 M-'cm- 1
• Con la cantídad de fí líberado y la de 

proteína 9ue se adícíonó se calculó la actívídad especítíca, reportada como µmoles de p

nítrotenol líberadas por mínuto por mg de proteína. 

Actividad de F;tasa. Las proteínas obtenidas en la exudacíón ( 1 oµg) se 

incubaron con una solucíón 5mM de ácído fftíco en el mísmo buffer de élcetatos 

utílízado para la determinación de tostatasas, en un volumen final de )Ooµl, durante 1 O 

mínutos ª 7 re. F r.ira detener ia reaccíón, se agregaron 700µ1 del reactívo ascórbíco

mo líbdato. La cuantitícacíón ~el f í líberado se realizó como se describió anteriormente. 

L2 activídad especíFíca de titasa se reportó como µmoles de fí liberado por minuto por 

mg de proteína. 

Geles de actividad Los extractos y exudados obtcnídos se corríeron er. geles 

de acrí larnída no desnatu1 alízantes como se descríbe en L aemm li ( 1970). Una vez 

completada Ía electrotoresís, los geles se lavaron en buffer de acetatos. La ad:ívídad se 

vísualízó i..:tílízar.dc a- naftíl fosfato ( 1 mM) como el sustr.<:to, en el mísmo buffer de 

acetatos y f ast Garnet ( 1 m M) como colorante. Las bandas con actividad de tostatasa 

eran evídentes por el color oscuro 9ue presentaban. 

Gel de actividad in vivo. 5e seleccíonaron raíces 9ue estuvíeron en detícíencia o 

en sufíciencía de fí durante tres semanas, se colocaron en agarosa al 1 % conteníendo 

a- naftíl fosfato ( 1 mtv\) y f ast Garnet ( 1 mM). 5e totogratíaron los geles a los 1 5 

minutos y a las seis horas después de la gelíticacíón. 

Aodificación de/ medio extrarradicaf. Se prepararon las raíces como para el gel 

de actívídad in vivo y se vacíó sobre ellas un gel al 1 % de agarosa pH 6.5 conteníendo 
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O.O 1 % de púrpura de bromocresol, se esperó la gelíficación !J se Fotografió el gel ocho 

horas después. 

Toma de fosfato. Se corfaron iipicesradicales (-1cm) de plantas de tres 

semanas en -fi !J se preincubaron por i O minutos en una solución amortiguadora de 

25mM HE..FE-5 pH 5.5 . La absorción de fi se inició al adicionar 5µCi (7 2 f)

ortotostato en 1 mi del amortiguador anterior éon 1 oµM de KH 2FÜ+· Después ele 

incubarse a temperatura ambiente p~r 5, í O, 1 5 !J 20 minutos, los ápices se lavaron 

exha ustivamente con solución Hoagland 9ue contenía 5ooµM de fi no radiactivo, 

durante ? horas. Las raíces se secaron toda .la noche !J se midieron las cuentas por 

minuto por el método de Cerenkov, en . un coritador de centelieo. 

11.2. Obtencíón de las construccícnes par2 trar.sfonnar Ara.bídopsís thalíana. 

Ai~damíento !:J clonacíón de! r éptído Señal cie ia fosfatasa ácída de 

Arabidopsís 

Se eligió el péptido seF.ai de una tostatasa ácida de Arabidopsis para dirigir la 

titasa de E.colí hacía la vía de excreción extracelular. fara amplificarlo se diseñaron 

oligonucleotidos específicos a partir de la secuencia de fosfatasa ácida reportada por 

f atel (1996). 

f senbam : 

5'-cc gga tcc cag aga aac taa tga aga-?', con sitio de corte para 1:3amH 1 

f senpst: 

5'-ccc cct gct gca tct ggt aaa tea ctt cct ctg-)'con un sitío de corte para /stl 
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Después de verificar 9ue dentro de la secuen.cia del péptido seña: no existen 

intrones, se extrajo DNA genómico de pl~nta.s de A . thaliana !j se amplificó la 

secuencia codificadora del péptido señal mediante una reacción de FCR. 9ue contenía: 

5utfer para FCR. i ox, 1.5mM MgCl2, o.+mM mezcla de dNTFs, o.2µM 

f senbam, 0.2µM f senpst, - 5oong DNA genómico de Arabidopsi5, !j una unidad de 

T AQ poli me rasa en 50µ1 de volumen de reacción . Se dejó +o ciclos cada uno de )O 

segundos de desnaturalización a 9+º.C; un minuto de alineamíento a 62 ºC !j l min de 

extensión a 7 2 ºC. E.J producto de la reacción de FCR. se corrió en un gel de agarosa al 

1 % con bromuro de etidio ( l µg/ml), se cortó la banda correspondiente a l 20 pares de 

b3ses !::! se purificó el DNA del gel. 

Una vez purificada la banda, se digirió con 13amH l!::I /st 1, después de inactivar 

las enzimas, se ligó el ínsertc en p51ucsuipt (5KJ digerido con las mismas e nzimas !j 

defosforilado. Con el producto de la ligación, se transformaron células competentes 

Dl-15a. !::! se extrajo ei olásmido que contenia el péptido .:;eñal, mediante lisis alca lin ri 
_, 1 1 

Aislamiento LJ (donaáón de la fitasa de Escherichia coft: Fara aisiar la fitasa de . . ,_/ 

E. coli !::! cToriarla en fase con el péptido señal, se diseñ a ron oligonucleotídos 

específicos a partir de la secuencia de fitasa reportada por Dassa et aL ( i 990). 

fitapst: 5'-ggggct gca gcc cag agt gag ccggag ctg-3',cor. sitio de corte para Fstl 

fitahin: 5'-ggg aag ctt tta caa act gca cgc cgg-5', con sitio de corte para Hndlll 

Con estos oligonucleotidos se amplificó el gen de la fitasa de E.cofi 9ue se 

encontraba clonado en p-I)luescript. Se amplificó utílízando las mismas condiciones de 

FCR 9ue se utilízaron para amplífícar el péptído señal. 

La reacción de FCR fue separada electroforéticamente !::! se purifícó la banda 

correspondiente a l ooopb (peso del gen de fítasa). Se subclonó en fase con el 

péptido señal!::! se transformaron células competentes con esta construcción. 
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Después de secue~cíar la constrLJCCÍÓn para veríFícar 9ue los Ínsertos estuvíeran 

en tase, este plásmído se dígíríó para obtener-ambos Fragmentos de DNA en un sólo 

ínserto ahora llamado f 5-fítasa; este Fragment~ se clonó en los sítíos Kpn 1!:)_L3amH1 

del vector bínarío p5ín 19, de tal ma~era-9ue el gen de Fítasa 9uedó bajo el control del 

promotor del vírus de mosaíco de la colíHor (CaMV? 5S) un promotor Fuerte de 

expresíón casi constítutíva preferentemente-en raíz (5enfe3 eta!., 1989). 

Con el vector bínarío se tra~sFormaron células DH5a !:) se seleccíonaron las 

células resistentes a kanamícína, !:Jª 9~e el vector conFíere resístencía a este antíbíótíco, 

tanto en bactería como en planta. Se extrajo el plásmído p5ín 19-fSfítasa 

(conteníendo al péptído señal de la tostatasa ácída de A. thalíana !:) a la títasa de E . 

coli) por mcdío de lísís alcalína. 
1 

T r;::.nsFormacíón de /4grobacteríum tumefacíens 

Qbtencíón de _células competentes de ,A,grobacteríum tumefacíens. Se ínoculó una 

colonia de/\. tumcfacíens e +4-, en )mi de medío YE.F (f eptona 1 Og/I, NaCI 5g/I, 

extraclo de levadura 5 g/I) !:) se íncubó toda la noche a 28 ºC con agítacíón constante. 

Se adícíonó 1 mi del cultívo anteríor a 75m! deYE_f en un matraz de 5ooml, !:) se agító a 

250 rpm a 2BºC hasta .c¡ue la OD6oo alcanzó 0.5-0-75- Se colocó el cultívo en híelo 

durante 5m ín !:) se centríFugó a )000 g por 1 Omínutos a +ºC. La pastilla se resuspendíó 

en 1.5 mi de una solucíón 9~e contenía 20m M CaCl2 !:) glícerol al 1 5%,mantenída a 

+ºC.Las células se alícuotaron en volúmenes de 0.1 mi!:) se congelaron rápídamente en 

nitrógeno lí9uído. E_stas células competentes se almacenaron a -lOºC. 

Transformacíón de fas células competentes de A. tumcfacíens. Se agregaron 5 µg 

del plásmído, p5ín 19-f Sfítasa (Fítasa), p5ín 19(control),a una alícuota de células 

competentes de A . tumcfacíens, la cual se descongeló en un baño a :;, rC, !:J congeló 

nueva mente en nitrógeno líc¡uído. Los pasos de congelado!:) descongelado se repítíeron 
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una vez !j se adicionó l mi de YE..f, se .incubó a 2s:°C por 4- horas, las células se 

centribgaron a l 0000 rpm .:i se resuspendier~n ~n o. l mi de YE..F. 5e pla9 uearon en 

cajas de petrí con YE..F~agar (1%) .:!. lOOµg/ml de kanamícina _:i se incubaron a 28ºC 

hasta la aparición de las colonias (2 días). · 

Las células de A. tumcfacícns 9u~ contenían el plásmido tueron conservadas en 

YE..f- l 5%glicerol a -JOºC. 

T ranstonnacíón Ara.bídopsís th~/íana~ 

Se transformó Arab1dopsí5 thalíana por el método de intiltración de primordios 

florales (Clough ~ 5ent, 1998). 5e cultivaron plantas de Arabidopsis en u:; 

totoperiodo de 8 horas de luz _:i l 6 de oscuridad dur3nte tres semanas _:i de 24- horas 

continuas hasta 9ue empezaron a aparecer las intlo1-escencías, éstas tueron cort3das 

para e·;itdr el e~ecto de ia Jominancía apical _:i tavorF-cer su rdmificación . (Jna ve¿ 9ue se 

obtuvieron plantas con una gran cantidad de primordios Florales, se preparó un culbvo 

de Agrobactcríum tumcfacícns conteniendo la cc;istrucción de interés (control o 

titasa). EJ cultivo se centritugó _:i se resuspendió en una solución al 5% de sacarosa con 

O.O l % de silwet L-7 7. Las rosetas se sumergieron completamente en la solución de A . 

tumcfacícns durante 2-)- segundos _:i se dejaron bajo una cubierta por l 6-24- horas 

para mantener una alta humedad. Se colocaron en una cámara de crecimiento con un 

totoperiodo de luz continua !j se regaron con agua diariamente. Fara seleccionar las 

transtormantes, las semillas se esterilizaron sumergiéndolas unos segundos en etanol al 

JO%, 5 minutos en l 5% de hipodorito de sodio _:i O.O 1 % de Tween20, se enjuagaron 

repetidamente con agua estéril. Las semillas se sembraron en medio 55 con agar al l % !j 

5oµg/ml de kanamicina, se dejaron en obscuridad a +ºC durante tres días !j se 

trasladaron a una cámara de crecimiento a 22 ºC con un totoperiodo Bh de luz por 1 6 de 

oscuridad. Sólo a9uellas plántulas 9ue crecieron verdes, signo de su resistencia al 
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antíbíótíco, Fuero n transpla_nta das a suelo. Üna vez 9ue FructiFícaron, se colectaron las 

semíllas (F l ), se esterílizaron !j sembraron en . presencía de kanamícina. E._ste 

procedimiento se repitió hasta !a obtención de plantas homócigas, es decír, a9uellas 

plantas donde toda su descendencía es resistente a kanamicina . 

Transferencia tipo 5outhern 

,Se extrajo DNA de plantas . i:ransgénicas por medio del . método descríto por 

Dellaporta et al, ( 198 ?) con l;geras modíFícaciones. f' ara esto se congeló 1 g de tejido 

de cada planta con nitrógeno lí9uido !j se molió en mortero hasta obtener un polvo Fíno, 

el cual se transFírió a un tubo !j se le agregó 1 5 mi de buH_er de extraccíón ( 1 oomM Tris 

pH 8, 5omN E..DT A pH 8, 5oorr:M NaCI !J o.2µM f1-mercaptoetanol) más 1 r:il de 

5D5 al 20%, esto mezcla se íncubó a 6 5 ºC por 1 O rr. inutos !j se le agregó 5ml de 

Acetato de pobsío 51\1, se agító e íncubé) a ouC durant<"'. 20 minutos. 5e centríFugó a 

25,000Xg durante 20 mínutos. E._I sobrenadante se Fíltró a través de una gasa estéríl 

colocada sobre un tubo 9ue cor.tenía 1 Oml de ísopropanol, se mezcló .:J se dejó 

)Omínutos a -20ºC, la mezcla s~ centríFugó a 20,000Xg durante 1 5mínutos, la pastílla 

se secó !j se dísolvíó en o.¡ml dé 50mMTrís !j l OmM E..DT A pH8 !j transL:rído a un 

tubo eppendorF. f' ara elímínar e! R.NA, s e agregó 1 ~I de R.NAsa A ( 1 Omg/ml) !j se 

íncubó durante )O mínutos a ) 7 ºC. 5e centríFugó nuevamente a 20,000Xg por 1 O 

mínutos para elímínar los contamínantes ínsolubles !j se hízo una extracción con FCI 

(Fenol : cloroFormo: alcohol ísoamílíco, 25 :24-: 1 ). La tase acuosa se precipító con l/l O 

de volumen de) M acetato de sodío !j o.5ml de ísopropanol. E._I DNA se lavó con etanol 

al JO% !j se resuspendíó en 0 . l mi de l omM Trís !j 1 mM E..DTA pH8. 5e dígíríeron 

1 oµg de DNA de cada planta resístente a kanamícína con EcoR 1 !j se separaron 

electrotorétícamente en un gel de agarosa al 1 % con bromuro de etídío usando DNA 

del fago f.. digerido contftndt 11 como marcador de peso molecular. 

E._I gel se desnatura lízó durante +5 minutos en una solucíón 1 .5 M NaCI !j 0.5 N 

NaOH !j neutralízado en dos cambíos uno de )O !j otro de 1 5 mínutos con una solución 
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de !.5M NaCI y 1 M Trís pH 7.+. 5e tr~nsfíríó a u~a membrana de Nylon (Hybond-. ' 

N +) síguíendo. el protocolo de transferencía por capílarídad (Sambrok, 198 9 ). 

La membrana se prehíbrídó por dos horas en un baño a 6 5 ºC con buffer de 

hibridación (o.33M buffer de fosfat~s, pH 7.2, 1 mM E..DT A y 7%5D5). La 

hibrídacíón se realízó a 65ºC toda la noche. Después de ese tíempo se lavó la 

membra na con 2X 55C y 0 .2 %5D5 durante 1 5 mínutos a temperatura ambíente, _:¡ un 

lavado de 1 5 mínutos a 65ºC con 0.2X55Cy 0.2% 5D5. 

La membrana se expuso a una p.elícula de rayos X en una pantalla X-omatíc de 

Kodak toda la noche a -70ºC. 

11.). Caracterízacíón de las plantas transgénícas deArabídopsís thaÍíana 

Qhtencíón de exudados. Se esterílízaron semíllas obtenídas de !a s plantas 

transgénícas de Arabídopsís _:¡ se pusíeron a germínar en medía 55 en frasco s de '"ídrío 

con tapa de plástico estéríies (se sembraron c,proxímadamente 20 semíllas por Í-rasco !:) 

fueron tres frascos por línea transgéníca). Después de dO".s·· semanas se transtíríeron a 

medía Hoagland sín fí .'.::l se dejaron una semana más, a l térmíno de este tiempo, se 

recolectó el medía y se utílízó para los ensayos de actívídad. 

Crecímíento en ácído fit/co. Se esterílízaron y sembraron semíllas de f í 1 , f í+, 

Co 1 y Columbía en la~ condícíones descrítas anteríormente, y se transplantaron a 

agrolíta, después de tres semanas se empezó a fertílízar el agrolíta de tres plantas por 

línea con una de las tres solucíones síguíentes, Acído fítíco,-fí y + fí, en las 

concentracíones descrítas anteríormente. Cuando las plantas crecíendo en el medía -fí 

empezaron a presentar síntomas de defícíencía, se compararon las díferencías en el 

crecímíento. 

' ~· ,. . 
.... ~:-,.·.:-:,...,,1,,, \¡_1¡, ,. ;Y; ... 
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111. KE.5Lll TAD05 

11 l. l. Caracterización de la respuesta -de So!:!ª a la detícíenda de f í 

111.1.1. Díferencías rnorfológícas 

fara deterrnínar los efectos 9ue tíene la deficiencia de fi sobre so_lja , las 

plantas se crecieron en suficiencia de fí (+ fí) o deficiencia de fí (-fi) , hasta 9ue se 

observaron díterencías rnorfológícas tanto en vástagos corno en raíces. E._n los 

v:3stagos los síntomas de detícíencía de f í comienzan a notarse en las hojas desde el 

día 1 +; a este tíempo las plantas en -fí lucen más pe9ueñas en comparación con las 

9ue crecen en + fí. E._stas díferencías Se". hicieron má5 evidentes después ele los 20 días 

de tratamíento (fíg. Í 11.1). fara el día 2) las plantas en -fi presentaron los síntomas 

característicos de la defícíencía, como son clorosis !::! puntos caté5-morados p o r 

acumulación de antocianinas alrededo: del margen de las hojas (datos no mot'trados). 

fíg. 111.1. Qiterencias mortológícas en vástagos sometidos a deficiencia de fíen comparación con 

a9uellos creciendo en sutícíencía de fí. flantas de so.'.:Ja de dos semanas de edad sé transplantaron a 

medíos con ( +fí) o sin fí (-fí)durante 2; días y se compararon mortoló,e;ícamente. 
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Las raíces tambíén presentaron díferenCias durante el tratamiento. A9uellas 

plantas 9ue estuvieron en deFíciencia de fi tenían raíces más largas !:J más ramíFicadas 

(f íg. mIIl2). 

fíg 111.2. Diterencías a nivel morfológico entre raíces de ::;o_ya creciendo en deticiencia º suf;ciencia de 

fi. flantas de so_ya de dos semanas de edad se transplantaron a medios con ( +fi) o sin fi (- fi) durante 2) 

días .Y se compararon morfológicamente. 

5e observó 9ue las plantas c1·ecíendo en -fi presentan raíces con un ma!:Jor 

número de pelos radícales !:J éstos eran de ma!:Jor tamaño 9ue los 9ue se presentaban 

en raíces de plantas creciendo en +fí, (fig. 111.)). Al estudiar las raíces 

detenidamente al microscopio se observó 9ue la parte de la raíz 9ue corresponde a la 

zona de elongacíón, es decir a9uella en la 9ue no se presentan primordios de raíces 

laterales, era más largo en las raíces creciendo en defíciencía (datos no mostrados). 
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fíg.llL). Díterenc1-'ls a nivd de pelos radicales en pla ntas de so:ia creciendo en deFíc!e11cia o 

sufícien.:ia de fí. A .lJ C, - fi ; 5 .lJ D, +fi; La presencia de pelos radica les se indica con Hechas. A 
:i 5 s.2.,X, C:i D ??X. 

E_n la naturaleza, la defícíencía de fí no se da por una carencía total de éste 

nutrímerito, síno por9ue gran parte del fí 9ue se encuentra en los suelos esta 

formando parte de compuestos orgánícos e ínorgánícos, límítando su dísponíbílídad. 

E_s por esto 9ue en · los experímentos posteríores se ínclu_yeron dos nuevos 

tratam íentos, uno con una fue:nte orgáníca de fí, el ácído fítíco, _y otro con una fuente 

ínorgáníca, el fosfato de alumínío, ambos son sustratos naturales 9ue pueden ser 

encontrados en suelos cultívables. 

C .on el tín de facílítar la descrípcíón de los resultados, se agrupó a los 

tratamíentos de ínanícíón (-fí, omM de fí), fí de alumínío _y ácído títíco como 

defícíencía de f í, míentras 9ue ~e hace referencía a + fí como sufícíencía. 
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111.1.2. Altura !} peso 

Las observaciones morfológicas indicaban · claramente 9u~ el desarrol lo de las 

plantas es modificado durante la defícíencía de fí , sin embargo, era necesario medir 

esas diferencias _y p a ra ello se toma ro~ la ·altura _y el peso de la planta. 

E_n cuanto a la altura, los vástagos de plantas creciendo en los diferentes 

tratamientos, no presentaron díferencías entre ellos a través del tiempo (f íg. 1 II .+ ). 

5ín embargo se d istingue una tendencia hacía un menor peso de los vástagos e n 

defícíencía con respecto a los 9ue· crecieron en sufícíencía; esta dísmínucíón es más 

notable en los días catorce _y díedseís. (f íg. lfl.5). E_s importante hacer notar 9ue las 

plantas creciendo en - fí, ácido .fít ico _y fosfato de aluminio, alcanzan pr-áctícarnente e l 

mismo peso al final del experimento, por debajo del control + fí . 
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fíg. 111.+. Longitud de vástagos de so:¡a sometidos a los distintos tratamientos de deficiencia o a suticiencia. 

Se midió el largo de plántulas de so:¡a some.tidos a los distintos tratamientos, tomando en cuenta desde la base 

del tallo hasta el último nodo . n=6. 
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fíg.111.5 . f eso tresco de v.;.stagos de so:¡a sometidos a los distintos tratamientos de deticiencia o a suticíencia. n=6. 

Tanto el largo cor.w el peso ~resco de las raíces es mu~ símílar entre lo<; 

tratarníer.tos durante todo el experímento (Fíg. 11I.6' !) ! Ii .¡). 
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fíg. 111.6. Longitud raíces de so:¡a sometidas a los distintos tratamientos de detíciencia o a suticíencía. 5e 

piOmedió el largo de las t;-es raíces más largas de plantas de so:¡a sometidas a los distintos tratamientos; n=6 
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Fig. 111.7. Peso tresco 'aíces de so_:¡a sometidas a ios distintos tratamientos de deticienc:a o a su~icíencia. r.=6 

11 l.:? Contenido de f í 

Fara conocer sí las díferencías 9ue se presentaban durante la deficiencia de fí 

con respecto a la sufícíencía, eran atríbuídas no sólo a la dísponíbílídad de f í en el 

medío hídropóníco, síno 9ue tambíén se relacíonaban con cambíos en la concentracíón 

íntraceluiar de fí, se evaluó la cantídad de fí soluble presente en las plantas sometídas 

a los dístíntos tratamíentos. 
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EJ contenído de Fí en los vástagos de plaritas crecíendo en + fí ma ntíene un 

nível constante, míentras · 9ue en . las plantas c:on tratamíentos de deFícíencía, el 

contenído es menor (fíg. 111.8). A pesar de 9ue la detícíencía mantíene níveles bajos de 

fí en los vástagos, los tratamíentos con. ácído títíco !:) Fosfato de a lum ínío, a lcanzan 

valores lígeramente más altos. 
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fíg. 111.8 . Contenido de fi en vást agos de rlantas de sº_ljª creciendo en los diterentcs trata mientos. Los 

vástagos tueron cosechados en !os tiempos indíc:ados !j se les determinó el f i soluble por el método de 

Ames ( 1966).n=6 

E_n las raíces, el contenído de f í Fluctúa dentro de un cíerto rango, lo 9ue 

permíte 9ue el desarrollo de la planta sea normal. E_n contraste, !os tratamíentos de 

detícíencía dísmínu!::len hasta un nível mu!::I símílar entre ellos (fíg. 11 I.9 ). 
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fig. III.9. Contrn1c!o de fíen raíces de so:¡a sometidas a dc~ícier.cia o sutícíencia de f i. Las piar.tas de s o:Ja 

creciendo er. los difere ntes t:-ata mientos fueron cosechadas en lnt. tiempos índicá dos ,:¡ se d eterminó en las 

raíces el fí soluble por el método de Ames ( 1966).n=6 

11 l. 1 .+ S ecrecíón d e tostatasas á cíd as. 

111 . 1 .+ . 1 f ostatasa ácída 

Se ha reportado 9ue una de las respuestas de las p lantas a la def;cíencía de fí 

es la secrecíón de fosfatasa s ácídas a l medí o extra celular. fara evaluar este pará metro 

se rnídíó la a -::tívídad de Fosfatasa ácída en exudados obtenídos de las raíce; de p la ntas 

de so~a sornetídas a los dístíntos tratarníentos. Los resu ltados mostra ron un 

íncrement o en la actívídad de éstas enzímas en los tratamíentos de defícíencía (f íg. 

11 1.10). 
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Fíg.111.1 J . Activid ad de i:ostatasa ácid a en exudados radicales relacionada con el contenido d e f i en raíces 

sometidas a - fi. 
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E_ste aumento es-claro a partir de los 1 2 días de tratamiento !::J es transitorio por 

lo menos en el caso de inanición _en f i. ,AJ anq lizar la relación 9ue existe entre el 

conte nido de f i _y la inducción de la actividad de fosfatasa, se observó 9u e la a ctividad 

de esta enzima se incrementa cuando se presenta una caída importante en el contenido 

de fi (fig. Ill. 1 1 ). 

Al igual 9ue lo observado para l¿¡s e nz imas extracelulares, en las intracelu lares, 

e l incremento en actividad se obtiene a p artir del día 1 2 de tratamiento, aun9ue en este 

caso sólo se evaluó la condición de ;nanición de f i (fig., 111 . 1 2). 

Los resultados indican 9ue las fosfatasas ácidas responden a la deficíe ncía de 

fi con un a umento e n actívidad, sin embargo estos -experimentos no aporta n da tos 

sobre e! comporta miento de las d ístíntas isoformas de fosta tasa ante este estrés. Fara 

conocerlo, se observó !a actividad de las distínt2s ísoformas de fosatatasa en geles 

natívos, de exudados (f íg. 1ll.1 7,A !::J C) !::J extrar.tos rad icales (fig. 1!I.1 :),Í) !:J ])). 
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fíg.lll.12. Actividad de fosfatasa ácida en extractos proteicos de raíces crecidas e.n deficiencia o suficiencia de 

fi. Se evaluó la actividad en extractos proteicos de raíces de plantas de so~a sometidas a -fi ~ +fi.n=6. 
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Se encontró un. aumento en la actívídad de v.arías ísotormas en respuesta a la 

deticiencía. Una ísotorma de alta rnovílidad en p.artí~ular, aumenta su actívidad tanto 

en extractos corno en exudados radícales !J tíene un corrímíento electrotorétíco rnu!J 

semejante en ambos casos, lo .9ue sugíere 9ue podría ser la mísma enzíma. E_I grupo de 

ísotormas de baja movílídad tambíén se observa tanto en extractos como en exudados, 

sin embargo la separación no Fue tan buena como para poder determinar cuantas 

isoFormas existen realmente !J sí es una o varías las 9ue Íncrementan su actívídad 

durante la detícíencía de tostato en ambos casos. Adícíonalmentc, se observa 9 ue en 

la raíz exísten otras ísotormas 9ue. estímulan su actívidad en estas condiciones. E_I gel 

de exudados muestra 9ue la secreción de tostatasas ácídas es una respuesta temporal. 

1 A -12 - ·14-16 +12 +14 +16 

1 . 

,,.: ; ' 

D 

fíg. 111.1 ) . Geles de extractos~ exudados proteicos de raíces teñidos por actividad de tostatasa. 
CA) gel de exudados radicales teñidos por actividad, (C)control de carga teñido por plata. (E:>) gel 
de extractos ra dica les teñidos por actividad, (D) control de carga teñido por plata . Se antepone un 
signo + para indicar suticíencia de f i ~ - pa ra indicar la detícíencía de fi . Se puede observar tanto 
en exudados como en extra ctos radicales un aumento en la actividad de varias isotormas de 
tosta tasa ácida estimula da oor deticiencia de f ¡ 



-
.- -· ·~ , . ... , ..... 

. ----·· ---- .,- - ,. .. ·~':..:....-~·:_ - =' ._.i:· -.;-_i;~~;uftJBdJ:~;~-~-~~.~~¿~j~ l~'--

111. J.+ .2 fitasa 

Una clase de fosfatasa ácída; 9ue resultó de gran ínterés para este trabajo es 

la fitasa, !:::!ª 9ue es una enzíma capaz de degradar el ácido títico. Al evalua1· la actividad 

de fitasa en exudados de -fí !:;! + f í, se encontró 9ue a pesar de 9ue se Íncrementa en 

respuesta a la defícíencía de fí entre los días B!:;! 1 2, la actívídad es baj a , !:::!ª 9ue se 

encuentra en valores mu!:;! cercanos .i. cero (fíg. 111. 14 ). 
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fíg. 111.1-4·.Actividad especítíca de titasa en exudados de raíces de so~a en + fí o -fí. Se lavaron 
las raíces de plantas de so_ya de tres semanas de edad sometidas a detícíencía o suticiencia de 
tostato durante los días de tratamíento que se indican; se pusieron a exudar durante 2 horas~ se 
evalúo la actividad utilizando corno sustrato ácido títico. 
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111. J.+.) Actividad de tosfatasa ín vívo 

fara complementar los resultados obtenídos acerca de las fosbtasas ácidas se 

díseñó un expe.rímento en el 9ue se pudíera observar como se presentaba la actívídad 

de fosfatasa ácída en las raíces de plantas crecíendo e~ +fí !j en -fí. E._ste 

experímento utíliza el principío de los geles de actívídad para fosfatasa ácída, la única 

vélrÍacíón consístíó en dejar 9ue la raíz entera permaneciera en contacto con el gel, de 

ahí 9ue se nombraron ín vívo. 

Se encontró 9ue las raíces . de plantas 9ue crecíeron durante tres semanas en 

defícíencía de . fí manífiestan actívídad de . fostatasa a tiempos mu!j cortos de 

exposícíón al gel; 1 5 mínutos (fíg. JI l. 1 5, C !J D) . .A.I realízar un gel con raíces 

secundarías !j dejándole exponer durante seís horas, se observó 9ue la actívídad de 

fosbta sa .::n raíces en sufícíencía de f¡ aumenta rnás evídentemente en los ápices 
1 

radicales, míentras 9ue !a actÍ•/ Ídad de fosfata5a en rAÍces en defícíencia de f; 5e 

incrementa práctícamente en toda la raíz (fíg. IIJ.15 , A~ 5). 

Fig. 111. 15. Geles teñidos por actividad de tostatasa. 5e colocaron raíces de plantas de so:¡a sometidas a 

inanición (-fi) o sutícíencía ( + fí) de fosfato por tres semanas en un soporte de acrílico :¡ se pusieron en 

contacto con un gel de agarosa al 1 % conteniendo 1 mM de a-nahílfosfato :i 1 mM de F ast-Garnet. A, 

raíces secundarias -fí, exposición de 6 horas al gel. 5, raíces secundarías +fí, exposición de 6 horas al gel. 

C, raíces laterales a 15 mín de exposición (-fi), D, raíces laterales a 15 mín de exposición (+fí). 
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III.5 Acídítícacíón del niedío extra~elular, 

La acíd-ífícación del medío extracelular durante la detícíencía de fí se presenta 

por la salída de protones al medío. E_n _sº!:lª se evaluó sí las raíces eran capaces de 

acídítícar su medío cuando crecen en . -f í. rara hacer ésto, se colocaron raíces 

seleccíonadas en un gel con índícador de pH !-:! se observó sí el color del índícador 

víraba del púrpura (pH neutro) al amaríllo (pH ácído). 

5e observó acídítícacíón del medío en raíces sometídas a detícíencía de f í 
(fíg. I I l. 1 6. ínteríor, en coloración. amaríl!a), míentras 9ue las raíces en sutícíencía 

mostraron pH tendíendo a ia net.itralídad. 

f íg. 111 1 6. Acidificación del medio extra-radical. Gel de agarosa con púrpura de bromocrcsol como indicadror de 

pH (amarillo -5, púrpura -7). Después de 8 hrs. se fotografiaron las raíces laterales de plantas crecidas en 

suficiencia ( arriba)o en deficiencia (ab~o) de f i. 
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III.6T orna de fí 

Fara evaluar sí la toma de fí aumentaba durante la detícíencía de éste en 

plantas de so.l;Ja, se diseñó un experímento en donde ápíces ~adícales se íncubaron en 

presencía de 72 f-ortofostato. Los resultpdos índícan 9ue exíste un íncremento 

notable en la íncorporacíón de ·marca en las raíces crecídas en -fí, en comparacíón con 

la 9ue se presenta en raíces crecída.s .en .+ f í. La cínétíca de íncorporacíón es línea! en 

raíces de -fí hasta los l 5mínutos .IJ.en las de +fí hasta los 20 mínutos (Fíg. III.17). 
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fíg. 111.17. Torna de fi en raíces de soya. Se evaluó la toma de fi en ápices radicales de pla ntas de soya 

sometidas a +fi o -fi durante tres semanas mediante la incorporación de e2
f)-ortotostato a los ápices, se 

reportan los resultados como nmol de fi incorporada por gramo de peso tresco 
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Algunas de las respuestas a la detícíencia 9e fi presentes en so~a, se han 

descrito en otras especíes·, constítu!:Jendo ~strat~gia~ generales debídas a este estrés 

nutrimental. · Mucho se ha especulado sobre el valor adaptativo de estas 
¡ . 

moditícaciones, pero solamente en unos 1 cuantos casos se ha demostrado 

experímentalmente 9ue ª!:Judan a tolerar m~or la detíciencía de f í. 

E._n el caso de las enzimas extr<:icelulare.s hídrolítícas se asume 9ue su acción 

permite aumentar el f i disponible, p.artícularmer.te las titasas parecen ser ímportantes 

para la solubílízacíón del fí presente en el ácido títíco. 5o!:)a al igual 9ue Arabidopsís, 

no secreta titasa al msdio extracelular, lo que nos permitió moditícar esta característica 

{'n Arabidopsís a través de la expresión de un gen de otro organísmo (E. co/,) !:! 

e valua.- su bc:netícío cuando las plantas crecen en un medio de tóstoro orgáníco (f

org) cómo ácído títíco. 

111.2 Obtención de las plantas T ransgénícas de Arahídopsís thalíana 

111.2. 1 Aislamiento clel f éptído señal de Arahídopsís thalíana !:J clonación en fase con la 

fítasa de Esc,~críchía cofí. 

f atel ( 199 6) descríbió la secuencia de un gen que codifica para una fosfatasa 

ácída de A. tha/,ana. La estructura del gen indicaba la presencia de un péptido señal 

9ue dírige esa proteína al medio extracelular. Haran et al, (2000), usaron ese péptído 

señal para dirígír proteínas de fusión a la vía de secreción radical. Con base en esta 

secuencía, se diseñaron oligonucleotidos que se utílizaron para amplitícar el péptido 

señal a partir de DNA genómíco de A. tha/,ana (dado 9ue esta secuencia carece de 

intrones) (fig.lll.18). 
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Péptido señal 

fíg. 111.18. Arr.plítícacíón por FCI\ dd péptído señal parn fosfatasa ácida. 5e díseñarn11 olígonucleotídos 

específicos para amplítícarei péptíao sefial desde DNAgenómíco deA thalíana. 

E_I fragmento amplítícado se clo nó en pl)luesérípt SK. E_I gen de la títasa utílízado en 

este trabajo proviene de Eschcríchia colí !:) codítíca para una enzíma 9ue se ha expresado de 

manera exítosa en A. thalana (Cc•ello te al., 2001 ). A partír de la secuencía para este gen 

descríta por Dassa, et al, ( 1990), se díseñaron olígonucleotídos para amplítícarlo desde un 
f 

vector en el 9ue se enc~rntraba clonado para posteríormente subclonarlo en tase con el 

péptído señal. Una vez 9ue ambos fragmentos estuvíeron en el mísmo plásmído (fíg. 11 I.19), se 

mandó secuencíar !:) se verítícó 9ue la construccíón f sen-títasa (f Sfítasa) se encontraba en 

tase. 
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2322 pb 
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-
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Bluescript 

fitasa 

P.señal 

fíg. IIL 19. Construcció11 con el gen de la Fitasa _y el ptptido señal (f Sfitasa). A, es9uema de la 

localización en la constr•.1cción del ins.ert.o Fitasa-péptido señal de los s itios de restricción utilizados pa ra 

Sl• clonación. t:), gel de agarosa donde se muestran los dos Fragmentos en d mismo vector. 

11 I.2.2 T ransforma.:íón de ~ro.bactenÍim tumefacíens. 

E.J f sen-Íítasa, se donó en un vector hínarío, pl)ín-19 bajo el control del 

promotor 755 del vírus de mosaíco de la colínor ~ con el termÍ;1ador NOS de L-, 

nopalína síntetasa (f ig. 11 l.20 ). 

La cepa C ++ de A. tumefacíens se transformó con el vector bínario (control) 

~ con el vector conteníendo f 5fítasa, por medío de díferentes metodologías. De 

todas ellas solamente e l método de congelado-descongelado tuvo éxíto. 
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fíg. 111. 20. flásmído extraído de· células competentes de A. tumcfacicns C ++ 9ue contíene el 

vector binario jur.to con el gen f Sf ítasa . 

11l.2.) T ranstormacíón de Arabídopsís thalíana. 

Una vez obtenídas las células transformantes de A . tumeladens con p5ín l 9-

F5fítasa !j c:on p5ín 1.9, se transformaron plantas de A. thafiana con e l método de 

ínmersíón de los prímordíos florales descrito en Materia l !j métodos. 

Durante la seleccíón de semillas transformantes se pudieron recuperar vanas 

plantas 9ue fueron capaces de germínar en presencia de kanamicina (fig. 111 .2 l) 

-- .. -- -
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fíg III.21 . T ransformantes de Arabídopsís. Las plántulas de Arabídopsís 9ue fueron capaces de 

germinar en presencia de kanamícína se trasplantaron a suelo pa ra obter.er semillas, la flecha índica una 

planta susceptible al a11tíbí¿tico. 

Se extrajo DNA rle las transformantes .:i se digirió con Eco ,K'I, este DNA se 

corrió en un gel 9ue fue transferido a una membrana de n_:ilon para confirmar mediante 

hibridación, 9ue ias plantas transformantes contuvieran el transgen o el vector 

únicamente, para ello se utilizaron dos sondas una con la titasa :¡ otra eón el promotor 

Los resultados de la transferencia tipo 5outhern muestran la existencia de 

vanas transformantes independientes de A . tha/iana 9ue contienen el p5in 1 9-

f SFitasa, Fil , Fil, Fí? , Fí+, fi7. Debido a 9ue se digirió con E__co R.J .:i la secuencia 

de titasa no contiene un sitio de corte interno para esta enzima, es posible determinar 

el número de copias del transgén 9ue contiene cada línea, !as primeras tres contenlan 
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dos copías del transgen ~ tanto f í+ co~o fí7 sólo .una. E_n el caso de las plantas 

transformadas con el vector pÍ)ín_l 9, se obtuvieron 5 lineas independíentes, Co 1, 

Col , Co5, C06 ~Col (fíg. 111.ll .). 

B 

. 2 
9. 
6. 
4. 

8 

fíg. 111.22. Líneas independientes de plantas transgénicas de A •·abidopsis. A, 1 oµg de DNA extraído d e plantas 

transformadas con la construcción p-5in l 9J 5fitasa resistentes a kanamicina se digirieron con Eco 1\1, !:J se 

sometieron a una transterenci~ tipo 5outhcrn utilizando el g.-.n de titasa marcado radiactivame!>te como sonda, fi 1 , 

f12 , fi? , fi+ s -::>n líneas independientes, mientras 9uc fi7 !:J fi8 parece;-. ser la misma. 5, 1 oµg de DNP. e xtraíd o 

de plantas transforrnadas el vector p-5in 19, resistentes a kanamicina se digirieron con Eco 1\.1, !:J se sometieron a 

una transferencia tipo 5outhern utiliza ndo el promotor ?55 marcado radiactivamente como sonda, Co 1, Co2, 

Co+, Co6 !:J Col son líneas independientes. 

11 l.; Caractcrízacíón de las plantas transgénícas 

III.;.1 Actívídad de títasa. 

Fara demostrar 9ue las plantas transgénicas secretaban titasa al medio, se 

evaluó la activídad de títasa en las líneas Fi 1, Fil, Fi+, fí7, transformadas con la 

construcción pÍ)in 19-f Stítasa ~ dos 9ue sólo tuvíeran el vector, Co 1 ~ Co6 (fig. 

111 .22), todas de la T 1. Se encontró 9ue la actívídad d~ las plantas transgénícas 9ue 



'. 

contenían el gen de la fítasa, tenían .,;,ás_ actividad _con respecto a las control (f ig. 

111.2)). E_n el caso de fí 1 este incremento llegó a .ser de 50 veces. 

fíg.i Í l.2} Activid'"cl especíhca Je titrJsa 9ue presentan las diferentes línea~ trar1sgénicas. Las pl3nta s 

trar.sgénicas se pusieron a cxudaí durante ? horas !j se e•;aluó la ac!:ividad de títasa. 

5e eligieron dos líneas de fí :¡ una de control para realízar los experímentos 

siguientes( fi 1, fí+, Co 1 ). 

III.).2 Crecimiento en ácido títico. 

f'lantas homocigas para el transgen se crecieron dos semanas en medio 

completo. Al término de ese tiempo se aplicaron tres tratamíentos, fí ( + fí), ácido fítico 

:¡ sin fí (--fi) durante varías semanas hasta c¡ue las plantas crecíendo en -f'í 

presentaran síntomas de defícíencía (fíg. 111.2+). Al comparar en A. thahana tipo 

silvestre (Columbia)!:) la línea Col el crecimiento c¡ue se presentaba durante la deficiencia de 

fi !:) el tratamiento con ácido fíhco, no se observaron diferencias entre las plantas !:Jª c¡ue 

presentaban rosetas !:) raíces de tamaño !:) color mu!:) semejantes, aun9ue se nota una ligera 

mejora en la apariencia de la roseta cuando crecen en ácído fítico; por otro lado, una de las 

transgénicas, f i 1, tuvo un crecimiento similar al anterior, es decir sin nír.guna dí~erencia en 

+9 



·--:· 
---~ s . _§':..--

c0'~;" ..• 5~"E!''?'""''0ª~~~j ~¡t~~~~~;~.::~~i-
cuanto a rosetas !:) raíces al crecer en esos medíos. E_n el caso de la otra línea, f i+, el 

desarrollo de la roseta, tue intermedio entre el tratamiento de + fi !j e l de -fi, siendo más 

grande!:) con un verde más brillante 9ue las rosetas de plantas creciendo en de~iciencia de fi, 

aun9ue sín llegar a estar del tamaño !:) aparíencía 9ue presentaron las rosetas de plantas 

ccrecíendo en sutícíencia de fí. Lo anterio~ sugíere 9ue la secreéíón de Íítasa al medía extra

radícal, podría ser benétíco para las plantas en el medío con ácido títíco como única Íuente de 

tosta to . 

f íg.I 11.2+. Diferencias morfológicas. Las plantas se cultivaron en medio con ( + fí) o sin (-fí) fosfato, o con 

ácido faico (Af), ias líneas a las 9ue pertenecen se indican debajo de cada planta 

50 



IV. D 1SCLI51 ó N 

5e ha especulado mucho acerca del~alor de algunas de las respuestas 9ue las 

plantas presentan ante la detícíencía de fí, para ser utílízadas como herramíentas para 

íncrementar la dísponíbílídad ~ absorcíón de este macronutrímento (Raghothama, 1 999 ; 

Vanee, 2001; Dakora !:} fhíllíps , 2002) . EJ obje tívo de este trabajo, Fue a nalízar el 

comportamíento de plantas de sc!Ja cultíva~as en deFícíencia de fí, con el hn de conocer 

su respuesta ante este estrés e íntroducír algún ca mbío 9ue Favorezca el crecímíento de 

las plantas durante la deprívacíó n de fí. 

Algunos de los síntomas 9ue presentaron la s plantas en deFícíencía de fí , es el 

oscurecímíento de !as hojas, de bido a 9ue Ías células no se expanden !:} poi tanto, la 

cloroFíla se concentra (Mars hner, 19 9 5) !:} la apa rícíó n de manch .::i s caFés-vílo2cea s 

producídas por la acumu!acíón de antocíanínas. Las antocíanína5 ~on pígmentos 9ue 

pueden prevenír el daño provocado por la abson::íón de luz ultravíoleta, a l tuncíona r 

cómo filtros mole.::ulrires (! o íríer !:} · Qt:che r, 2002). Como molécula protecto ra, s u 

acumulacíón tambíén está íntluída p o r citros típos de e5tres ambíental ( 5te!Jn et al , 

2002) . E_n e! caso de las piar.tas de 50!Ja , la deFícíencía de fí índujo la acumulacíó n de 

antocía nínas !:} !a aparícíón de un color verde oscur~ a partír de los 2) días de 

tratamíento. 

tla sído amplía~ente documentado 9ue la deFícíencía de fí promueve un 

crecímíento radícal e ínhibe el desarrollo de la parte aérea (f an et al., 200); López-

Qucío et al, 200) ) . Cuando s e consídera el cocí ente entre el peso de la raíz!:} el · peso 

del vástago, normalmente la detícíencía en fí índuce un aumento en esta relacíón (Dates 

!:} L!:}nch, 1 996). E_n plantas de SO!Ja , observamos una ímportante dísmínucíón en el peso 

del vástago a partír de los 1 + d ías de tratamíento. 5ín embargo, la raíz no íncrementó el 

peso, pero sí su longítud !:} grad o de ramíÍícacíón. Adícíonalmente, se observó 9ue las 

raíces de plantas cultívadas en deÍ-Ícíencía de fí son más delgadas 9ue las de las plantas 



crecíendo en sutícíencía de fí . Algunos estudíos en cúltívos de ímportancía económíca, 

como maíz!:} frjol, han demostrado 9ue las pla~tas .con ma!:Jor tole rancía a la defícíencía 

de fí , se caracterízan por mantener el crecímíento radical e íncrementar el peso seco!:} el 

largo de las raíces durante la defícíencía .del nutrímento (Gaume et al., 200; L!:}nch !:} 

5rown, 200). 

Otro aspecto de la arc¡uítectura radícai 9ue se ve modífícado durante la 

defícíer1cía de fí son los pelos radícales ( 5ates !:} L!:}nch, 200 l ( 1 ) . E_n plantas de 

SO.)ª observamos 9ue los pelos radícales. son más largos!:} su densídad aumenta durante 

la defícíencia de fí, favorecíendo la exploracíón de un ma!:Jor volumen de suelo e 

incrementando ia superficie de absorcíón de lé'! raíz. 

E_ri mu chos casos, la ciefíciencía de f i se debe a la ínca pacídad de las plantas 

para apr'.Jvechar diferentes compu.:::stos fosfatados. En <'.'" ste caso ciÍ cultíva r las pl3ntas 

en fuentes a lternas de fi, como.fosfato de alumír.ío !:} ácído títico, no se encontraron 

diferencias er.tre e llas :¡ el trntamíento de: ínaníción de fosfato , lo 9ue indíca 9ue SO_:ja 

no puede utiliza r esas fuentes. E_stos datos concuerdan con la observación de 9ue, en 

esta va riedad de so!:Ja, no se detectó la produccíón de ácídos orgánicos (datos no 

mostrados), ni fita sa durante la defíciencia de fí . 

E_n estados tempranos de defícíencia, los niveles de fi citoplásmíco permanecen 

generalmente constantes, a expensas del fi almacenado en vacuola. E_n una deficiencia 

severa o/ o prolongada, las reservas vacuolares se agotan !:} los níveles de fi 

cítoplásmico dísminu!:Jen de manera importante (f oíríer !:} 5ucher, 2002). E_sto puede 

explícar por 9ué los primeros síntomas se observaron después de los 20 días de 

defícíencía. 



La secreción radícal de. díversos compuestqti es una de las estrategías más 

extendídas entre las especíes . vegetales par~ enfrentar la defícíencía de f í, 

sobresalíendo la exudación de enzimas, principalmente de fosbtasas ácídas (Y adav !:) 

T arafdar, 200 1 ). E_n este trabajo se pudo observar un incremento en la secreción de 

fostatasas al medío extra-radical en a9uellas plantas crecíendo tanto en las fuentes 

a lternas de fí (ácido títico, fosfato de de alumínio) como en su ausencía. 

Al hacer la correlacíón entre el contenido de fi !:) la actívidad de la s tostatasas 

ácidas secretadas, se observó 9ue el · momento cuando la cantidad de f i interno fue 

menor, correlacionó con el aumento en la actívídad de fostatasas ácídcis. E_stos datos 

sugieren 9ue el conteriído íntern~ de f i actúa como una señal 9ue estímula la secrecíón 

!:) la actívídad de estas enzímas. 

E_s importank resaltar 9ue Jurante la deficíencid de f i, la actívida d de varíris 

ísoformas de tostatasas ácidas · aumentó tanto en extractos como en exudados 

r3dícales, s in embargo, el patrón de isoformas 911e presenta actívidad tanto en exudados 

como en extractos proteicos radícales, paree.:': ser e! mismo; lo cual contrasta con lo 

observado en Lupinus afbus !:) Arabidopsis thahana, en donde se ha demostrado 9ue 

exíste una isof-orma 9ue responde en particular a esta condíción (Gilbert et al., 1999; 

Coello, 2002). 

r or otro lado, los ·geles de actívídad in vivo ponen de maníf-íesto 9ue la secreción 

de fostatasa ácida durante la deficiencia de fi, aumenta de manera homogénea en la 

raíz, míentras 9ue la activ idad de tostatasa en las plantas control, parece estar más 

localizada en los ápices. 

(Jn gran número de estudios han contribuido a proporcionar evidencias de la 

ímportancia de las fostatasas ácidas en la utilización de recursos organotostatados 

(Helal, 1990; Taratdar !:) Jungk, 198 7). 5in embargo, estudios realizados en genotipos 
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de frjol 9ue son contrastantes en su capa·cídad de:· crecer' en suelos orgánícos no 

muestran díferencías en la ad:ívídad de fostatasa á~ída (Y an et al, 1996). 

E._ntre las fostatasas 9ue son secretadas al medío extra-radícal se encuentran 

las fítasas, estas enzímas presentan una ~Ita específícídad en la degradacíón del títato 

(mío-ínosítol 1 ,2,),+,5,6-hexafosfato). Su actívídad produc~ la defostorílacíón del 

fosfato 1 ó 6 para dar origen al mío-ínosíto! pentiitostato (Koníetzn.Y .Y Greíner, 2002). 

Las plantas 9ue secretan fítasa podrían crecer en suelos con ácído títíco, sín embargo 

en los 1·esultados obtenídos en so.Ya; la adívídad de fítasa 9ue se presenta en exudados 

es mu.Y baja .Y aun9ue parece responder a la defícíencía de fí, no es lo sufícíentemente 

alta comn para líberar fi desde ~edios 9ue contíenen ácído títico como única fuente de 

f í, .Yª 9ue el contenído de Fosfato en esas plantas no se incrementé'; por tanto ia 

~ecoeción de fítasa no es una . respuesta universal a la deficiencia ~e fí pu esto 9uc 

especies como so.Ya (este trabajo) _y Arabídopsís tha/íana (Coello, 2002) no tienen 

esta carac.terí5tÍca. 

E._n algunas especies vegetales como jítomate, tabaco ~ trjol, se ha reF'ortado 

9ue la velocidad de toma de fí aumenta durante la defícíencía de este nutrímento (Katz 

et al, l 986; Ragothama, 1999). F n so~a, la toma de fí también se incrementa en 

respuesta a la defícíencía ~ ésto puede ser debido a la actívacíón de los 

transportadores de alta a f ínídad de fí 9ue se encuentran en Id raíz (Uu et al., 1998). EJ 

aumento en la actívídad de estos transportadores puede actuar sínergístícamente con 

los cambíos morfológicos descritos, ~a 9ue el aumento en el volumen radícal, aumenta la 

supertícíe de absorcíón ~ en este caso de toma de fí. 

Una vez caracterizada la respuesta de so~a se determinó 9ue no presenta 

actividad extra-radical de titasa, como también sucede en A. thafíana, por lo 9ue en la 

segunda parte .de este trabajo, el objetívo planteado tue el evaluar sí la sobre-expresión 
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de esta enzima en plantas d~ A. thahana, representaba una ventaja para éstas al crecer 

en un medio con ácido fitíco como única fuente de fóstoro. 

La fitasa utilizada proviene de E. co!J·, es altamente específica por ácido títico ~ 

se ha demostrado ciue se expresa en forn'1a activa en plantas de A. thalíana (Coello et 

al, 2001 ) . 5e utilizó el péptído señal de una fostatasa ácida 9ue es efectiva para dírígír 

a las proteína~ al medía extra-radical (Haran et al, 2000). 

5e produjeron plantas transgénícas 9ue sobreexpresaran ~ secretaran titasa; se 

obtuvieron por lo menos 2 líneas índependíentes con alta actividad de títasa en el medía 

extra ra dical. 5e observó 9ue una de las líneas transgénícas evaluadas (f í¿-), presentó 

un mejor cre címíento en ácído títico 9ue en -f\ aun9ue no !lego a te11er la aparíencía de 

las plantas creciendo en +f. E_sta ca pací dad parece depend<".r del número de copias 

de:! trnnsgen, ~ a 9ue la línea con ma!:;lor actividad de títasa (fí 1) 9ue tÍe•1e insertadas dos 

copias, pr e s f': ntó un desa:-rollo mu~ parecí do creciendo en ácido fítíco o en ausencia de 

fí, i.;na f'osibílídad es 9ue en esta iínea, la sobreexpresíón de ia enzima represente un 

costo metabólico mu~ elevado aun9ue deben realizarse más estudios para ínvestígar 

esta rel a ció n. 

Los resultados obtenidos con estas líneas no son conclu~entes acerca del 

efecto 9ue tiene la secreción de títasa en el crecímíento cuando se tiene ácído titíco 

como única fuente d~ fosfato, por lo 9ue se hace índíspensable contínuar 

caracterízando estas transgénícas. Dicha evaluacíón consístíría en determínar el 

contenido de fí ~ el peso seco de estas plantas crecíendo tanto en ácido fítíco como 

en suficíencía ~ ausencia de fí ; además se deben analízar las respuestas de otras líneas 

para determínar sí el benefícío, si es 9ue exíste, se límíta a plantas 9ue contíenen sólo 

una copia del transgen. 

.\ 
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V. Co NCLU SI O NE.S 

• So:;¡a T apachula 8 6 presenta. modítíc3cÍones en su sistema radícal durante la 

detícíencía de f í, estas ínclu:;¡en la elongacíón de la raíz, un aumento en la densidad !J 

longitud de pelos radícales .. 

• C..sta varíedad de so~a responde a la dctíciencía de fí seúetando f-ostatasas 

ácidas al medio !J acídítícando el medio extracelular. 

• La velocidad en la toma de fí aunienta durante la dctícíencía de fí. 

• La secrecíón de títasa no es un mecanísmo utílízado por esta varíedad de SO!Ja en 

respuesta a la deficiencia de f í. 

• Las plantas transgéníc.as 9ue secretan fítasa presentan un aumento en la actividad 

de esta enzíma en el medio extra-radical 

• No se logró determinar sí existe o no un efecto benétíco en las plantas 9ue secretan 

títasa al crecer en medio con ácido titíco 
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