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RESUMEN

El incremento de las concentraciones de cromo (Cr) en el ambiente debido a
actividades antropogénicas lo ha convertido en un serio contaminante ambiental.
El Cr(VI) es la forma mas téxica del Cr, debido a la generaciéon de radicales libres
durante su reduccion a Cr(lll) en las células. Se sabe que el Cr se transporta a
través de la membrana por un mecanismo activo que involucra acarreadores de
aniones esenciales en bacterias y hongos, pero se carece de informacion
concluyente sobre los procesos de captacion, movilizacion y acumulacién que
ocurren en las plantas. Debido a que el Cr es un elemento no esencial, hasta la
fecha son pocos los estudios que se han realizado para elucidar las redes de
senalizacion que participan en las respuestas adaptativas al estrés por Cr. En este
trabajo se analizaron los cambios en la expresion global de genes de Arabidopsis
thaliana ante dos concentraciones de cromato de potasio (K2CrO4*), 20 y 140 uM
que, con base en los efectos fisiologicos mostrados sobre el desarrollo de la raiz,
fueron definidas como estimulante e inhibitoria para el crecimiento,
respectivamente. Los tratamientos con cromato (CrO4*) modificaron la expresion
de 761 genes, de los aproximadamente 25, 000 genes que constituyen el genoma
de Arabidopsis. La respuesta transcripcional en cada una de las concentraciones
del oxianion fue especifica, lo cual correspondié con el fenotipo de las plantas in
vitro. Una de las categorias funcionales mejor representada para ambos
tratamientos fue la de genes que codifican factores de transcripcion. Ademas, la
expresion de varios genes implicados en la senalizacion por auxinas y citocininas
y en la homeostasis de hierro (Fe), se modificO en concentraciones inhibitorias.
También se analizé la interaccion de CrO4% con algunos nutrientes, encontrandose
que el fosfato (PO,>) y el sulfato (SO4*), disminuyen la toxicidad del Cr sobre el
crecimiento de la raiz primaria. Aunado a lo anterior, el analisis de la expresion del
transportador de fosfato de alta afinidad AfPT2 en plantas transgénicas de
Arabidopsis, sugiere que el CrO4*puede interferir con la translocacion de PO,

S0.4%y Fe, o afectar su metabolismo.

vi



Efectos del cromo (VI) sobre la expresion global de genes en Arabidopsis thaliana (L.) Heynh

I. INTRODUCCION
1.1. Generalidades sobre el cromo

El cromo (Cr) fue identificado por primera vez en 1797 por el quimico francés
Vauquelin, quién lo aislé de la crocoita, un mineral también llamado “plomo rojo
siberiano”. Su nombre proviene del griego chroma, que significa color y le fue dado
por los muchos colores de sus compuestos (Shupack, 1991). EI Cr generalmente no
se halla en estado libre en la naturaleza, se encuentra en forma combinada,
principalmente como el mineral cromita (FeCr,O4), que se utiliza para fines
comerciales.

El Cr es el séptimo elemento de mayor abundancia en la tierra y el vigésimo
primero en las rocas de la corteza. La abundancia del Cr en la corteza terrestre varia
en un rango de 100 a 300 pg/g y el suelo puede contener entre 5 y 3000 ug/g
(Skeffington et al., 1976). El Cr se encuentra en rocas, suelo y emisiones volcanicas
(McGrath y Smith, 1990).

Los usos del Cr y sus compuestos en la industria son muy diversos, del 60 al
70% se utiliza en aleaciones, incluyendo al acero inoxidable y el 15% es utilizado en
procesos quimicos industriales, principalmente en el curtido de pieles, en pigmentos
y galvanoplastia. Estas aplicaciones incrementan su concentracién en el ambiente,
por lo que se ha convertido en un contaminante importante del aire, suelo y agua

(Armienta-Hernandez y Rodriguez-Castillo, 1995).

1.2. La quimica del cromo

El Cr es un metal de transicion localizado en el grupo VI-B de la tabla
periodica. Su quimica no es solo rica en la variedad de colores de sus compuestos,
sino también en la variedad de estados de oxidacion, los cuales van de -2 a +6. Las
formas mas estables y abundantes del Cr son la trivalente Cr(lll) y la hexavalente
Cr(VIl), los otros estados de valencia son inestables y de vida corta en los sistemas
bioldgicos (Shupack, 1991).

El Cr(VI) esta asociado al oxigeno, para formar los oxianiones hidrocromato
(HCrOy), cromato (CrO4%) o dicromato (Cr.07%) (Shanker et al., 2005). En presencia

de materia organica el Cr(VI) es reducido a Cr(lll); esta transformacion es mas rapida

1
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en suelos acidos (McGrath y Smith, 1990). Por otro lado, el Cr(lll) es
termodinamicamente muy estable, se encuentra formando o6xidos, hidroxidos o
sulfatos y se le ha encontrado asociado a materia organica en suelos y ambientes
acuaticos (Shanker et al., 2004). Se sabe que el Cr(lll) es importante para la dieta
humana, pero en plantas no hay evidencia sustancial que indique un papel

fundamental en el metabolismo (Zayed y Terry, 2003).

El Cr, en contraste a otros metales téxicos como el cadmio, mercurio, plomo y
aluminio, ha recibido poca atencion como agente contaminante. Una de las razones
es por la complejidad de las interacciones con los sistemas biolégicos y su dificultad
para estudiarlos (Shanker et al., 2009). En el citoplasma, la toxicidad del Cr esta
principalmente relacionada con los procesos de reduccién del Cr(VI) a Cr(lll), por
accion tanto enzimatica como no enzimatica, pasando por estados inestables
intermedios de Cr(V) y Cr(lV), en el cual se forman radicales libres (Cervantes y
Campos-Garcia, 2007).

1.3. Efectos biolégicos del cromo

Los efectos bioldgicos del Cr dependen de su estado de oxidacién y
localizacion celular. EI Cr(VI) es considerado la forma mas toxica, mientras que el
Cr(lll) es relativamente inocuo debido a su insolubilidad y subsecuente incapacidad

para cruzar las membranas celulares (Katz y Salem, 1993).

La reduccion del Cr(VI) a Cr(lll) se ha descrito en muchos sistemas bioldgicos,
involucrando la formacion intermedia de Cr(V) (Kawanishi et al., 1986). Los
complejos de Cr(V) se producen a partir de Cr(VI) por la reduccion de agentes
fisiolégicos tales como NAD(P)H, FADH,, varias pentosas y glutation (Shi et al.,
1990). Estos compuestos reaccionan con H,O, generando cantidades significativas
de radicales OH/, sin generacién asociada a O,. Los radicales OH pueden producir
alteraciones en el DNA, siendo el dafo oxidativo el responsable de los efectos
genotoéxicos causados por el Cr(VI) (Shi y Dalal, 1990). Por otro lado, el Cr(lIl) puede
ejercer efectos toxicos adicionales por su capacidad para unirse a grupos fosfato en

el DNA (formando aductos Cr-DNA), a grupos carboxilo y sulfhidrilo en proteinas y

2
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por competencia con el transporte de hierro (Fe) (Cervantes y Campos-Garcia,
2007).

1.4. Trasporte y acumulacion del cromo en microorganismos

Estudios previos acerca de las interacciones de microorganismos y plantas
con el Cr han proporcionado informacién sobre su transporte y acumulacion en los
organismos. Se ha reportado que el CrO4> se transporta activamente a través de las
membranas celulares, tanto de procariontes como de eucariontes, probablemente
dentro de las células el Cr(VI) es reducido a Cr(lll) (Cervantes y Campos-Garcia,
2007).

Mediante estudios con Salmonella typhimurium, asi como con Escherichia coli,
Pseudomonas fluorescens y Alcaligenes eutrophus, se ha demostrado que el
transporte de CrO4% ocurre a través del sistema de transporte de sulfato (SO4%) y
que la captacién del CrO4* se da por transporte activo en la membrana. La analogia
estructural de estos oxianiones determina que el CrO4* sea un inhibidor competitivo
en el transporte de SO4* en todas las especies de bacterias donde ha sido analizado
(Cervantes et al., 2001; Cervantes y Campos-Garcia, 2007). En cuanto a los hongos,
se ha generado una mutante de Neurospora crassa resistente a CrO4*, la cual
mostré que existe un antagonismo entre la captacion de SO4* y CrO,* (Cervantes et
al., 2001).

En bacterias, se han encontrado mecanismos de resistencia a CrO4% en los
cuales participan genes plasmidicos y del cromosoma (Cervantes et al., 2001). Los
sistemas de resistencia bacterianos estan usualmente relacionados a estrategias
como la reduccion del Cr(VI) por enzimas especificas e inespecificas, reparacion de
dafios en el DNA, actividades de destoxificacion y procesos asociados al
metabolismo del hierro (Fe) o del azufre (S). Por otro lado, algunos genes
plasmidicos codifican proteinas de transporte que median el flujo de iones CrO4*

desde el citoplasma al exterior de la célula (Cervantes et al., 2001).
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1.5. Transporte y acumulacion del cromo en las plantas

Una de las primeras interacciones del Cr con la planta ocurre durante el
proceso de internalizacion por la raiz. El Cr es un elemento téxico no esencial, por lo
que aparentemente no existe especificidad para su captacion. La acumulacion del Cr
ha sido bien documentada para varios cultivos, en plantulas de cebada se observo
que la captacion de Cr(VI) ocurre con gasto de energia y no asi la captacién de
Cr(lll) (Skeffington et al., 1976). En este mismo cultivo se encontré una acumulacién
mayor de Cr(lll) que de Cr(VI) (Ramachandran et al., 1980).

En los vegetales, el Cr se transporta desde la raiz hasta la parte aérea a
través del xilema, acumulandose principalmente en las raices y en cantidades
menores en el follaje y érganos reproductivos. En el frijol, el 98% de Cr absorbido se
localizé en la raiz, mientras que solo el 0.1% se encontrd en las semillas (Huffman y
Allaway, 1973). En las células, el Cr se concentra principalmente en la pared celular
y en las vacuolas (Liu y Kottke, 2003). La alta acumulacién del Cr en las raices
podria deberse a que el Cr es inmovilizado en los sitios mencionados, haciéndose
menos toxico.

ElI Cr(Vl) y Cr(lll) cruzan la endodermis via simplasto; el Cr(VI) en el
citoplasma puede reducirse a Cr(lll), el cual es retenido en las células del cortex, con
lo que disminuyen las concentraciones de Cr(VI) en otros tejidos. Esto podria explicar
en parte la baja toxicidad del Cr(lIl) (Cervantes et al., 2001). Aunado a lo anterior, se
demostré que el transporte de Cr(VIl) en la célula es mas alto que su tasa de
reduccion a Cr(lll), consecuentemente, las células vegetales tienen que responder

activando mecanismos de destoxificacion (Kaszycki et al., 2005).

1.6. Respuestas fisiolégicas de las plantas al cromo

El impacto de la contaminacién por Cr en la fisiologia de las plantas depende
de la especiacion del metal, la cual es responsable de su movilizacion y su
subsecuente entrada, asi como del efecto celular subsiguiente (Shanker 2005). Los
compuestos de Cr son altamente toxicos y su concentracién en el ambiente puede

ser perjudicial para la productividad vegetal (Davies et al., 2002).
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El Cr(VI) inhibe la germinacion (Ortiz-Castro et al., 2006, 2007), o causa
necrosis y/o clorosis de las hojas, reduccién del crecimiento de la raiz y en la
produccion de biomasa durante el desarrollo post-embrionario (Sharma et al., 1995).
Estos efectos se explican por el dano oxidativo a las membranas celulares (Vazquez
et al., 1987), reduccion en la produccion de clorofila (Sharma et al., 2003),
disminucién del contenido de proteinas e inhibicion de la actividad de la nitrato
reductasa (Vajpayee, 2000). También afecta directamente el material genético

provocando alteraciones cromosomicas (Zou et al., 2006).

1.7. Efectos del cromo sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas

Son varios los procesos bioldgicos que se ven afectados por el Cr(VI) en las
plantas, incluyendo cambios en los patrones de crecimiento y desarrollo de la raiz y
del follaje. La disminucion en el crecimiento de la raiz causada por metales pesados
ha sido bien documentada en arboles y plantas cultivadas (Shanker et al., 2005).
Prasad et al. (2001) reportaron que el orden de toxicidad de los metales sobre los
primordios de la raiz en Salix viminalis es Cd>Cr>Pb, ademas la longitud de la raiz
fue mas afectada por el Cr que por cualquier otro de los metales antes mencionados.
Este efecto inhibitorio en el crecimiento de la raiz por Cr(VI) se ha reportado también
en plantas de Amaranthus viridis L. en concentraciones mayores a 100 uM de
dicromato de potasio (K.Cr.O;*)(Zou et al., 2006). Asimismo, se reportd una
disminucién en la biomasa de la raiz y del follaje en plantulas de Arabidopsis thaliana
(L.) Heynh. trasplantadas a un medio nutritivo suplementado con 200 uM KoCr,O7*
(Ortiz-Castro et al., 2007). Barcel6 et al. (1986) sugirieron que la disminucién del
crecimiento de la raiz debida a la toxicidad del Cr puede ocurrir por una inhibiciéon en
la mitosis y por una alteracion en el alargamiento de las células, causando un
colapso del sistema radical y una subsiguiente incapacidad para la absorcion de
agua y nutrientes del medio. En estudios con plantulas de A. viridis, se analizaron los
efectos del Cr sobre la divisién celular, encontrandose dafos en la estructura y
organizacion cromosomal (Zou et al., 2006). En estos estudios, las plantulas fueron
sometidas a distintos tratamientos con Cr(VI) (10 uM a 1000 uM de K»Cr,0;%), con

efectos dependientes de la concentracion, reafirmandose la idea de que la
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disminucién en el crecimiento de la raiz ocurre como resultado de la inhibicidn en la
division y elongacion celular.

El Cr(VI) tiene un efecto inhibidor del crecimiento de la raiz en altas
concentraciones y a tiempos prolongados de exposicion, sin embargo, también
presenta un efecto estimulador en concentraciones relativamente bajas (10 uM de
KoCr,07%) en plantas de A. viridis (Zou et al., 2006). Este efecto estimulador del
crecimiento se ha confirmado en plantas de Arabidopsis trasplantadas a medios con
100 uM de K,Cr,07* (Ortiz-Castro et al., 2005).

El Cr(VI) tiene efectos negativos sobre el crecimiento y desarrollo de las hojas.
Los efectos visibles incluyen un retraso en el crecimiento, clorosis, reduccion en la
fotosintesis y la presencia de un color rojo parduzco con pequefias areas necroéticas
(Zayed et al., 2003). El numero de hojas se redujo en un 50% en plantas de trigo
tratadas con 0.50 mM de Cr(VI) (Sharma y Sharma, 1993). Tripathi et al. (1999)
encontraron que el area foliar y la biomasa de las plantulas de Albizia lebbeck fueron

afectadas a una concentracion de 1 mM.

1.8. Efectos del cromo en el metabolismo de nutrientes minerales

Debido a la similitud estructural de los compuestos del Cr con los derivados de
algunos elementos esenciales como SOy PO, estos pueden afectar la nutricién
de las plantas de manera compleja (Shanker et al., 2005), interfiriendo con la
captacion, translocacion y/o acumulacién de varios nutrientes (Gardea-Torresdey et
al., 2005).

La toxicidad del Cr puede ser explicada en parte por la interferencia en el
metabolismo de los nutrientes (Zayed y Terry, 2003). EI Cr(VI) disminuye la entrada
de fésforo (P), potasio (K), hierro (Fe), magnesio (Mg) y manganeso (Mn) (Turner y
Rust, 1971). Terry (1981) reportd que concentraciones toxicas de Cr(VI) (>2 mg/kg)
en plantas de remolacha, inhiben la absorcién de calcio (Ca). Barcel6 et al. (1985)
describieron la inhibicién en la captacion de P, K, Zn, Cu y Fe, en plantas de frijol
expuestas a Cr(VI) en una solucion nutritiva; ademas, reportaron que el Cr agrava la
clorosis por deficiencia de Fe, al interferir con su metabolismo. Algunos de los

efectos inhibitorios en el crecimiento de la raiz y del follaje podrian ser causados por
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la competencia del CrO4% con estos nutrientes, mediante la interaccion de ambos en
el transporte al interior de las células. La entrada del Cr(VI) en las raices de las
plantas ocurre mediante un transporte activo, pero se carece de informacion
concluyente sobre los mecanismos de transporte involucrados. Se ha estudiado la
inhibicion en la captacion de Cr (VI) por algunos aniones que forman elementos del
grupo VI de la tabla periddica, en mayor medida por SO,*, el cual ejerce una
inhibicion competitiva debido a la similitud estructural de los iones (Shewry y
Peterson, 1974).

1.9. Resistencia de las plantas al cromo

Los mecanismos de resistencia al Cr en las plantas no se han esclarecido, sin
embargo, se ha observado que algunos miembros de la familia Brassicaceae
acumulan grandes cantidades de Cr, los cuales se han utilizado como un modelo
para el estudio de la resistencia natural a metales pesados (Zayed et al., 1998). Las
plantas son capaces de reducir el Cr(VI) a Cr(lll) en las raices y se sugiere que este
proceso podria estar catalizado por reductasas de Cr similares a las encontradas en
bacterias, sin embargo, hasta la fecha estas enzimas no se han identificado (Lytle et
al., 1998).

1.10. Efectos del cromo en Arabidopsis
Estudios sobre los efectos del Cr(VI) sobre el crecimiento de Arabidopsis
revelaron que concentraciones de 400 puM de K.Cr.O;* reducen en un 60% la
germinacién de la semilla, mientras que el tratamiento con 800 uM nulifica la
germinacion. Una concentracion relativamente baja de Ko.Cr,0;* (100 pM) causé un
incremento significativo en la produccion de biomasa, tanto de raiz como de brotes,
mientras que concentraciones altas (de 400 a 800 uM) redujeron notablemente el
peso fresco de la planta, produciendo ademas un amarillamiento de las hojas (Ortiz-
Castro et al., 2006; 2007).
La arquitectura de la raiz de Arabidopsis también se ve afectada por la presencia
de Cr en el medio, la exposicion a 100 uM de K,Cr,O;% causd un incremento en la

longitud de los pelos radicales en mas de 4 veces respecto al control sin KoCr,07%,
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mientras que concentraciones mayores de 100 yM ocasionaron una disminucion en
el crecimiento de la raiz primaria y el desarrollo de mas raices laterales. También se
reportd una reduccion de la longitud en la zona de elongacion de la raiz primaria, asi
como el engrosamiento de las raices primaria y laterales en 200 M K,Cr,07% (Ortiz-
Castro et al., 2006; 2007).

Estudios mas recientes demostraron que el PO4* y SO4% disminuyen el efecto
téxico causado por el Cr,O;* al restaurar el crecimiento de la raiz primaria y
reafirman la hipétesis de que el Cr compite con estos aniones por la entrada a la
planta (Ortiz-Castro et al., 2008). Estos estudios sugieren la participacion de

transportadores de PO4* y SO4% en el transporte del Cr,O;% al interior de la célula.

1.11. Arabidopsis thaliana (L) Heynh

Arabidopsis thaliana (L) Heynh, es una planta vascular de la clase de las
dicotiledéneas, subclase dilénida, orden caparales, familia Brassicaceae
(Strasburger, 2004). Es una angiosperma de tamafo pequefo, de unos 30 cm, con
un ciclo de vida corto (6-8 semanas), se autopoliniza, tiene una alta fecundidad y una
produccion de semilla abundante, lo cual la hace de facil manejo y la mejor opcién
para estudios in vitro (Fig. 1). Por estas caracteristicas, Arabidopsis se ha convertido
en un modelo de estudio importante en las investigaciones sobre los efectos de

nutrientes y metales sobre el desarrollo vegetal.

1.12. Crecimiento y desarrollo post-embrionario de las plantas

El crecimiento y desarrollo vegetal involucra la integracion de sefales
ambientales y endogenas, las cuales junto con el programa genético intrinseco
determinan la morfofisiologia de la planta (Gray, 2004). Una caracteristica de su
desarrollo post-embrionario es la gran plasticidad, susceptible a diversas
modificaciones causadas por interacciones con su ambiente biético y abidtico (Forde
et al.,, 2001). Mientras que el habito sedentario de las plantas permite una
organizacion relativamente simple, sus mecanismos adaptativos son diversos y

sofisticados.
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Figura 1.- Arabidopsis thaliana. a) Dibujo de una planta adulta de Arabidopsis que muestra varios de
sus organos. b) Fotografia de las flores (Modificado de Taiz y Zeiger, 2006). Cortesia Martinez-Trujillo.

Las plantas al no poder trasladarse a habitats 6ptimos, se adaptan a su
ambiente local. Estas adaptaciones pueden ocurrir a un nivel fisioldgico, genético y
molecular. La activacion del programa de desarrollo post-embrionario requerido esta
modulado por la temperatura, la disponibilidad de nutrientes, luz, agua, gravedad y

los organismos con los que coexiste (Taiz y Zeiger, 2006).

1.13. Reguladores del crecimiento vegetal

Los responsables de cada aspecto del desarrollo vegetal, desde la
embriogénesis hasta la senescencia, son varias moléculas organicas denominadas
fitohormonas o reguladores del crecimiento (Kepinski, 2006). Las fitohormonas
pueden considerarse mensajeros quimicos que permiten la comunicacién entre
células, tejidos y o6rganos (Kucera et al.,, 2005). Entre las fitohormonas mas
estudiadas estan las auxinas, las citocininas, las giberelinas, el etileno y el acido
abscisico, cada una de las cuales actua en bajas concentraciones para regular

diversos aspectos del crecimiento y desarrollo vegetal.
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1.13.1. Auxinas

Las auxinas, cuyo nombre deriva de la palabra griega “auxein” que significa
“crecer”, regulan las respuestas tropicas a la luz y gravedad, la arquitectura general
de la raiz y del follaje, la formacion de los érganos y el desarrollo vascular (Teale et
al., 2006). La principal auxina en las plantas es el acido indol-3-acético (AlA). El AIA
actua como molécula sefial durante los procesos de division, elongacion y
diferenciacion celular, desde la embriogénesis al establecer la polaridad basal-apical
del embrién y en la formacién de los meristemos de la raiz y el follaje, hasta el
desarrollo post-embrionario (Taiz y Zeiger, 2006; Teale et al., 2006).

La biosintesis de auxinas ocurre tanto en el follaje como en la raiz (Ljung et
al., 2001). Las auxinas sintetizadas son transportadas a tejidos especificos donde
generan cascadas de sefalizacion que modifican el desarrollo (Benjamins y Scheres,
2008). Entre las respuestas de las plantas a las auxinas se puede resaltar el
desarrollo y la arquitectura de la raiz en donde la auxina y su distribucion tiene un
papel crucial al permitir la formacion y mantenimiento del meristemo radicular,
mientras que el gradiente de concentracion de esta hormona permite la elongacion

celular (Grieneisen et al., 2007).

1.13.2. Citocininas

Las citocininas comprenden una clase de moléculas derivadas de la adenina,
implicadas en diversos procesos durante el ciclo de vida de la planta, que incluyen el
control de la division celular tanto en el follaje como en la raiz, la diferenciacion
vascular, la biogénesis de los cloroplastos, el desarrollo y la ramificacion del follaje, la
raiz y las inflorescencias, el balance de nutrientes, la senescencia de las hojas, la
tolerancia al estrés y el desarrollo de semillas (Kieber, 2001; Muller y Sheen, 2007).
Las citocininas se identificaron inicialmente como moléculas capaces de estimular la
divisiéon celular en plantas (Miller et al., 1955). Posteriormente, se determiné que las
citocininas pueden activar la division celular induciendo a uno de los activadores del
ciclo celular, la ciclina D3 (CYCD3) (Riou-Khamlichi et al., 1999). En concordancia
con esta capacidad, las citocininas regulan la actividad de los meristemos apicales

del follaje, sin embargo, se ha observado que tienen una funcién opuesta en el
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meristemo radicular. En plantas con una deficiencia moderada de citocininas se
reduce el crecimiento del follaje y se acelera la elongacion de la raiz (Werner et al.,
2003).

Las células madre del meristemo apical de la raiz se encuentran en la punta
de la raiz y las citocininas facilitan la salida de células indiferenciadas de la zona
meristematica a la zona de elongacion y su posterior diferenciacion, con lo que
controlan la longitud de la zona meristematica (Dello loio et al., 2007) y permiten la
diferenciacion de los tejidos como la vasculatura (Higuchi et al., 2004). Sin embargo,
se requiere un nivel minimo de citocininas para mantener la poblacion de células
madre indiferenciadas y dividiéndose en el meristemo radicular, cuando sus niveles

se incrementan pueden inhibir la division celular (Nishimura et al., 2004).

1.13.3. Giberelinas

Las giberelinas (GAs) son una gran familia de compuestos diterpetenoides
sintetizados a partir del geranil geranil difosfato (GGDP), con mas de 100 miembros,
de los cuales so6lo algunos son reguladores bioactivos del crecimiento vegetal
produciéndose en el sitio en que se tiene su efecto. Estas moléculas controlan
diversos procesos del desarrollo vegetal como la germinacion de las semillas, la
elongacion de los tallos, la expansion de las hojas y el desarrollo de tricomas, flores y
frutos. La concentracion de GAs puede ser modificada por estimulos como la luz y la
temperatura, por lo que pueden considerarse como sensores ambientales (Olszewski
et al., 2002, Gou et al., 2010).

Durante la germinacion, las GAs promueven el crecimiento del embrién y/o
reducen las restricciones fisicas impuestas por el endospermo y la testa, que impiden
la protrusion de la radicula. En el endospermo y el cortex de ejes embrionarios de
semillas de Arabidopsis, se sintetizan GAs bioactivas, particularmente en los sitios en
que las células se expanden rapidamente (Olszewski et al., 2002).

Uno de los efectos de las GAs bioactivas es promover la diferenciacion de
organos al inducir la pérdida de la identidad meristematica. En la raiz, la endodermis
tiene un papel muy importante en la expansiéon celular dependiente de GAs en la

elongacién de la zona de crecimiento de la raiz, permitiendo que las células se
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expandan soélo en la zona de elongacion en respuesta a GAs (Ubeda-Tomas et al.,
2008). Las GAs son importantes en la adaptacion de la planta al estrés. Son capaces
de integrar el desarrollo aéreo y de la raiz, donde la disminucion del crecimiento del
follaje estimula el desarrollo del sistema radicular a través de la reduccion en GAs,
produciendo plantas pequenas con un sistema radicular mas exploratorio (Gou et al.,
2010).

1.13.4. Etileno

El etileno es un hidrocarburo insaturado que regula diversos procesos
metabdlicos y del desarrollo en las plantas. Este compuesto se forma a partir de la
metionina via S-adenosil-L-metionina (AdoMet) y 1-aminociclopropano-1-acido
carboxilico (ACC). Las enzimas que catalizan la conversién de AdoMet a ACC y a
ACC a etileno son la ACC sintasa y la ACC oxidasa, respectivamente (Kende, 1993).
Diversas sefales ambientales y endogenas regulan la biosintesis de etileno,
principalmente a través de la expresion diferencial de genes que codifican la ACC
sintasa (Adams y Yang, 1979).

En términos amplios, el etileno desencadena la senescencia de los érganos en
las plantas, actua como una hormona en condiciones de estrés bidtico y abidtico,
exhibiendo diversos efectos morfogenéticos. Entre los procesos de senescencia, el
etileno induce la maduracion de los llamados frutos climatéricos como el mango y la
guayaba, lo que se ha investigado con mayor detalle debido a su gran importancia
agronomica (Bleecker y Kende, 2000).

La naturaleza quimica simple del etileno contrasta con su compleja regulacion.
Esto se ilustra por la multiplicidad de genes que codifican enzimas claves para la
biosintesis de etileno, receptores multiples de etileno y la complejidad de los pasos
reguladores involucrados en la sefalizacién y control de la sintesis y reciclaje de
RNAm y de proteinas. Ademas, existen amplias interacciones del etileno con otras
hormonas (Lin et al., 2009).

La actividad del etileno como una molécula sefal depende de la capacidad de
las células para controlar las concentraciones cambiantes de éste y la transduccién

de esta informacion en las respuestas fisiolégicas adecuadas para cada tipo de
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célula (Bleecker y Kende, 2000). La expresion diferencial de genes se ha implicado
en muchos sistemas de respuesta a etileno (Deikman, 1997). Los genes que
codifican diversas proteinas contienen elementos promotores que son objeto de
regulacion por el etileno, como son las asociadas con el ablandamiento de la pared
celular durante la maduraciéon del fruto, las enzimas hidroliticas que disuelven la
pared celular durante la abscision (desprendimiento de 6rganos), las proteinas
inducidas por la defensa ante patdgenos y las proteasas que se activan durante la

senescencia de hojas (Bleecker y Patterson, 1997; Deikman, 1997).

1.13.5. Acido abscisico

El acido abscisico (ABA) regula procesos como la maduracién y dormancia de
las semillas, la apertura de estomas, la tasa de crecimiento en respuesta a estrés
ambiental incluyendo la sequia, el frio y la salinidad. EI ABA se sintetiza
principalmente en los tejidos vasculares y es movilizado al tejido blanco, aunque
también puede ser producido en el sitio en el que se utiliza (Nambara y Marion-Poll,
2005). El ABA actua a través de una cadena de sefalizacion con una gran cantidad
de componentes que incluye factores de transcripcion, proteinas de union a RNA,
cinasas y fosfatasas (Huang et al., 2007). Sin embargo, en el caso del ABA, no existe
un modelo universal de su senalizacion, debido a que en los diferentes tipos
celulares en los que éste es activo se manifiesta con distintos resultados fisiolégicos
(Wasilewska et al., 2008). La senalizaciéon propuesta para ABA incluye proteinas G,
lipasas, fosfatasas y cinasas en los primeros eventos, seguida de la liberacion de un
segundo mensajero, entre los que se incluyen al inositol trifosfato (IPs), al Ca** y al
K*, que actian en la regulacion de la funcién estomatica mediante fosforilacion
(Huang et al., 2007; Finkelstein et al., 2002).

En la mayoria de los tejidos vegetativos, los genes regulados por ABA estan
involucrados en respuestas a estrés bidtico y su principal respuesta es la
deshidratacion celular. En semillas en proceso de maduracion, los genes regulados
por ABA incluyen aquellos necesarios para la sintesis de reservas y la adquisicion de
la tolerancia a la desecacion (Finkelstein et al., 2002). En etapas iniciales de la

embriogénesis, el ABA previene el aborto de las semillas y promueve el crecimiento
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del embrién. En contraste, durante la fase tardia de la embriogénesis el ABA se
incrementa y bloquea el crecimiento del embrién. Este compuesto es necesario para
inducir la latencia de la semilla y la germinacion es precedida por una disminucion de
los niveles de ABA (Nambara y Marion-Poll., 2005). Esta hormona se considera
integradora de diferentes senales ambientales y una de las respuestas ante estos

estimulos es el desarrollo de primordios de raices laterales (De Smet et al., 2006).

1.14. Morfogénesis de la raiz

La raiz es un organo especializado en la absorcién de agua y nutrientes del
suelo que, en el caso de Arabidopsis, es simple y accesible desde el punto de vista
experimental. Se trata de un sistema radical tipico de una dicotiledénea, dominado
por una raiz primaria que se forma durante la embriogénesis. Los tejidos de la raiz
primaria se generan a partir del meristemo radical y comprenden capas unicelulares
concéntricas de epidermis, cortex, endodermis y periciclo, que rodean a los tejidos
vasculares (Hardtke, 2006). La disposicion regular de sus tejidos y células permite
predecir el origen y destino de cada una de sus partes. Los linajes celulares se
pueden reconocer facilmente, ya que forman filas de células alineadas con el eje
principal de la raiz como resultado de las divisiones transversales de la regidn

meristematica (Schiefelbein et al., 1997).

La longitud de cada raiz depende de la actividad proliferativa del meristemo
radicular. El proceso de diferenciacion produce los distintos tipos celulares y los
tejidos presentes en la raiz madura. Los procesos implicados en el desarrollo de la
raiz se llevan a cabo en regiones especificas, por lo que se pueden distinguir varias
regiones con caracteristicas morfolégicas particulares: la zona de division celular, la
de elongacién celular, la de diferenciacion celular y la de maduracion celular (Lopez-
Bucio et al., 2005) (Fig. 2).

El desarrollo post-embrionario de la raiz depende del meristemo radical. Las
células madre del meristemo generan células que se encuentran en transicion hacia
el desarrollo, las cuales experimentan divisiones adicionales en el meristemo

proximal y se diferencian en las distintas columnas celulares en la zona de transicion
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del meristemo que rodea el limite entre las células que se dividen y las que se
expanden (Fig. 2). Para mantener el tamano del meristemo, la tasa de diferenciacion

debe ser igual al ritmo de generacién de células nuevas (Dello loio et al., 2008).

La formaciéon de raices laterales es importante para el desarrollo de la planta
ya que permite la construccion de sistemas radicales ramificados (Lopez-Bucio et al.,
2005). En Arabidopsis las raices laterales se originan en las células del periciclo

opuestas a los polos del xilema (Taiz y Zeiger, 2006 ).
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Figura 2. Estructura de la raiz primaria de Arabidopsis. Diagrama de una raiz primaria que
muestra la cofia de la raiz, la zona meristematica, la zona de elongacién y la zona de diferenciacion
(Modificado de Taiz y Zeiger, 2006).
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1.15. Morfogénesis de la hoja

Las hojas cumplen funciones especificas en la planta, principalmente como
organos fotosintéticos. También juegan un papel importante en la respiracion, en las
relaciones fuente/destino de carbohidratos, en relaciones hidricas y como sensores
ambientales. La mayoria de las hojas tienen tres partes mas o menos diferenciadas:
una base, un tallo basal, conocido como el peciolo o raquis y una porcién distal,
conocida como la hoja o lamina, la cual es generalmente de color verde y plana (Van
Lijsebettens y Clarke, 1998; Poethig, 1997).

Los eventos tempranos del desarrollo de la hoja se dividen en tres procesos
principales: la iniciacion del primordio, el establecimiento de la simetria dorsiventral y

el desarrollo de un meristemo marginal (Tsukaya, 2002).

La formacion de la hoja es el evento mas importante en la morfogénesis del
meristemo apical del tallo (SAM, por sus siglas en inglés shoot apical meristem), que
implican los primeros estadios para formar un primordio (Tsukaya, 2002). Las hojas
surgen a intervalos regulares y en posicion previsible y espaciada, en la periferia del
SAM. Son producidas por varias capas de células externas y emergen de la
superficie del meristemo ya sea como protuberancias dorsalmente aplanadas o
crestas. Las células meristematicas pueden contribuir a la formacion de diferentes
primordios foliares dependiendo de su posicion dentro del SAM. Una vez que el
primordio emerge, éste se extiende lateralmente para reclutar células adicionales del
SAM y puede crecer hasta rodear completamente al meristemo del tallo (Poethig,
1997) (Fig. 3).

El primordio de la hoja tiene una simetria radial. Después la simetria
dorsiventral se establece por una diferencia en los patrones de division celular entre
las células dorsales (adaxial) y ventrales (abaxial) lo que conduce a la formacién de
la lamina, con diferencias dorsiventrales que se manifiestan por la especializacion
celular del lado ventral y dorsal, como el desarrollo de los primeros tricomas en el
extremo dorsal y por la formacion de pequefas estructuras (estipulas) en la base del
lado dorsal que se degradan rapidamente y cuya funciéon no es clara. Esta asimetria

dorsiventral es caracteristica de las hojas, es decir, el lado de la hoja hacia el tallo (el
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dorsal o superficie adaxial) y la parte orientada lejos del tallo (la superficie ventral o
abaxial) son morfologica y anatomicamente diferentes (Van Lijsebettens y Clarke,
1998; Poethig, 1997).

La epidermis de la lamina esta compuesta de tres tipos de células con distinta
morfologia: células epidérmicas, los estomas y los tricomas, con patrones de
distribucion que varian entre la superficie adaxial y abaxial y entre las diferentes

fases de desarrollo de la hoja (Van Lijsebettens y Clarke, 1998).

La expansion de la hoja esta regulada por dos procesos de polarizacion
independientes: uno que controla la expansion en la direccion de la anchura y el otro
en la direccion de longitud y cada uno contribuye al crecimiento de la lamina en dos
dimensiones. La actividad en la division celular ocurre de la base de la hoja a la
punta y forma el eje proximal-distal. El crecimiento lateral (en direccidon de anchura)
se origina de la parte dorsal central (adaxial) del primordio hacia los margenes de la
hoja. La parte ventral del primordio no contribuye al crecimiento de la lamina, pero

forma la nervadura (Van Lijsebettens y Clarke, 1998) (Fig. 3).

1.16. Nutricion vegetal

Las plantas son organismos cuyos requerimientos vitales son cubiertos por la
luz, el CO,, el agua, y el suministro de nutrientes minerales por el suelo. Unicamente
ciertos elementos quimicos son esenciales para las plantas. Un elemento esencial se
define como aquel que es un componente intrinseco de la estructura o metabolismo
del organismo y cuya ausencia causa severas anormalidades en el crecimiento,
desarrollo o reproduccion (Taiz y Zeiger, 2006). Todos los nutrientes minerales tienen
funciones basicas en el metabolismo y fisiologia de las plantas, algunos son
constituyentes de metabolitos y macromoléculas, incluyendo al nitrégeno (N), el
fésforo (P), el boro (B), el azufre (S), otros son cofactores de enzimas, como el
magnesio (Mg), el cobre (Cu), el zinc (Zn), el hierro (Fe), el cobalto (Co), el
molibdeno (Mo) y el niquel (Ni). Adicionalmente, los nutrientes minerales pueden

actuar como electrolitos como el potasio (K), o como segundos mensajeros en
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cascadas de sefalizacion, como el calcio (Ca). En muchos casos, un nutriente

mineral puede tener varias funciones (Amtmann y Blatt, 2008).

Los elementos esenciales son usualmente clasificados como macronutrientes
o micronutrientes, de acuerdo a su concentracion relativa en el tejido de la planta.
Los macronutrientes, son requeridos en grandes cantidades con relacion a los
micronutrientes e incluyen al N, K, S, P, Mg y Ca. Algunos micronutrientes son el Fe
y el Zn (Taiz y Zeiger, 2006).

1.17. Transporte de macronutrientes

Las plantas poseen proteinas de transporte (transportadores) para la
captacion de los nutrientes y su movilizacion a los diferentes tejidos y
compartimentos celulares, las cuales difieren entre si no uUnicamente en su
localizacion, sino también en su modo de activacion, su especificidad y afinidad por
el sustrato (Amtmann y Blatt, 2008). Aproximadamente el 5% del genoma de
Arabidopsis, que comprende unos 1, 000 genes, codifica proteinas con funciéon en

transporte a través de membrana (Maathuis et al., 2003).

La regulacion de los transportadores de nutrientes esta estrechamente
relacionada a las funciones del mineral transportado, pudiendo ser afectada por
procesos metabdlicos y osmoéticos (Amtmann y Blatt, 2008). Casi todos los
macronutrientes forman parte de macromoléculas como las proteinas (N y S), acidos
nucleicos (N y P), fosfolipidos (P) y la clorofila (Mg). EI P y Mg tienen funciones
adicionales en la conservacion y conversion de la energia (Mg-ATP). De acuerdo con
estas funciones, la regulacién de los transportadores de N, P, S y Mg tienen el
objetivo general de suministrar a la planta moléculas esenciales para la produccion

de biomasa y energia durante su crecimiento y desarrollo (Amtmann y Blatt, 2006).

El Ky el Ca difieren en varios aspectos con otros macronutrientes. Estos no
son metabolizados y permanecen en su forma elemental idnica. Ademas, poseen la
peculiaridad de actuar como osmolitos, impulsando el crecimiento y manteniendo el

contenido de agua de la planta (Blatt, 2000).
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Diagrama que muestra los distintos ejes de crecimiento (Modificado de Taiz y Zeiger, 2006).
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1.17.1. Nitrégeno

El nitrégeno (N) es un nutriente mineral requerido en grandes cantidades y su
disponibilidad es un factor limitante para el crecimiento y desarrollo vegetal (Kraiser
et al., 2011). Las plantas adquieren N del suelo en su forma inorganica, como amonio
(NH4") y nitrato (NO3"). La abundancia relativa de estos dos iones es muy variable y
en gran medida depende de la velocidad de dos procesos microbianos: la

mineralizacion y la nitrificacion (Crawford y Forde, 2002).

Las plantas poseen diferentes sistemas de transporte del N para hacer frente
a la disponibilidad heterogénea de este nutriente en el suelo. Se han descrito dos
tipos de sistemas para la captacion de nitrato (NO3’) y amonio (NH,"), incluyendo un
sistema de transporte de baja afinidad (LATS), el cual opera a una alta concentracion
del nutriente (>1 mM) y un sistema de transporte de alta afinidad (HATS) que
predomina en condiciones de deficiencia nutrimental. La modulacién de la funcion
HATS y LATS, en coordinacion con cambios en los patrones de crecimiento y
desarrollo, permiten a la planta hacer frente a la escasez eventual de N en el suelo
(Kraiser et al., 2011). Se han identificado dos familias de transportadores, NRT1 y
NRT2. La familia de genes NRT2, codifica transportadores de NO3™ de alta afinidad,
mientras que NRT1 codifica transportadores de baja afinidad, con excepciéon de
NRT1.1, el cual es un transportador de afinidad dual involucrado en la captacién de

NOs3" tanto de baja como de alta afinidad (Kraiser et al., 2011).

1.17.2. Fésforo

En el suelo, el P se encuentra en diferentes formas, como P organico y P
inorganico (Pi). Con frecuencia es un nutriente limitante debido a su baja
disponibilidad y movilidad. El transporte de P a través de la membrana implica un
gasto energético, debido a la concentracién relativamente alta de éste en el
citoplasma y al potencial negativo de membrana caracteristico de las células. Existen
dos sistemas de transporte de P, uno de alta afinidad, cuya actividad se induce en
condiciones de deficiencia y uno de baja afinidad, que es constitutivo. Avances

recientes en la biologia molecular de transportadores de Pi de la membrana
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plasmatica y del tonoplasto confirman que las plantas tienen multiples
transportadores de Pi, entre los que se Pht1, Pht2 y Pht4;6 (Bucher et al., 2001;
Cubero et al., 2009 ). La familia Pht1 contiene transportadores de alta afinidad. Esta
familia incluye 17 de los 18 genes de transportadores de Pi en plantas (Mudge et al.,
2002). ElI gen ARAth;Pht2.,1 muestra baja afinidad y es el primer miembro de la
familia Pht2 que ha sido aislado, el cual se expresa principalmente en hojas (Daram
et al., 1999). De la familia Pht1, al menos 12 genes se inducen en raiz en respuesta
a la deficiencia de Pi, los cuales se expresan diferencialmente, mientras que algunos
son fuertemente regulados por deficiencia de Pi, otros tienen expresion constitutiva
(Mudge et al., 2002).

1.17.3. Azufre

El azufre es un elemento esencial para la célula, debido a que esta presente
en los aminoacidos cisteina, metionina y en muchas biomoléculas importantes
implicadas en la estructura y actividad biolégica de las proteinas (Davidian y Kopriva,
2010).

El azufre esta disponible para las plantas principalmente en la forma de sulfato
(SO4%) (Leustek y Saito, 1999). Una vez que el SO, ingresa por las células de la
raiz, éste se acumula transitoriamente en las vacuolas, o bien entra a la compleja
ruta metabdlica de reduccién de SO, en los cloroplastos de las hojas. La
coordinacion del transporte de SO4* del suelo a la raiz y a través de la planta
requiere la existencia de mecanismos especificos de sefalizacion que permiten
controlar y regular a las proteinas involucradas en su captacién y transporte, asi
como su asimilacion (Davidian y Kopriva, 2010). Estas proteinas reguladoras se
expresan en respuesta a las sefiales internas y externas de disponibilidad de SO4*
percibidas por la planta.

Los genes que codifican los transportadores de SO4* se clasifican dentro de 5
sub-familias (SULTR1 a SULTRS5) con base en la similitud de su secuencia. En
Arabidopsis, se identificaron 14 miembros (Davidian y Kopriva, 2010). Los
transportadores de alta afinidad se expresan exclusivamente en la raiz, mientras que

los de baja afinidad se expresan constitutivamente. El nivel de transcrito de los genes
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pertenecientes a los transportadores de alta afinidad se incrementa rapidamente ante
la deficiencia de azufre, mientras que los de baja afinidad son insensibles o
responden mas lentamente a los cambios en el abastecimiento de SO4* (Leustek y
Saito, 1999).

1.17.4. Regulacion de la expresion de los transportadores de iones

La abundancia de los transcritos de los transportadores de iones suele variar
con la concentracion de su sustrato en el medio de crecimiento. Mientras algunos
transportadores se inducen por la disminucion en la concentracion del sustrato, otros
se inducen por un incremento en la concentracion del mismo, lo que muestra una
diferencia fundamental en las rutas de sefalizacién que permiten a las plantas
adaptarse ante diferentes situaciones nutricionales que incluyen el agotamiento
progresivo de los nutrientes minerales o su reabastecimiento después de un periodo
de escasez en el suelo. En ambos casos, el resultado de los eventos reguladores
son altos niveles de expresion de un transportador especifico (Amtman y Blatt, 2006).

Varios estudios indican la participacién de fitohormonas en la respuesta de las
plantas a las limitaciones de nutrientes minerales. Contrariamente, las condiciones
nutricionales de la planta influyen en la biosintesis de las hormonas, lo que sugiere
una fuerte interrelacion entre la homeostasis nutricional y el estimulo hormonal
(Rubio et al., 2009).

1.18. Disponibilidad de nutrientes minerales y respuestas adaptativas

La capacidad de las plantas para responder a la disponibilidad de nutrientes
minerales es de fundamental importancia para su adaptacion al ambiente. Nutrientes
como el NOs, PO,>, SO,* y Fe actian como sefiales cuya abundancia puede ser
detectada por la raiz. Estas sefales pueden activar cascadas de sehnalizacion que
modifican la division celular y procesos de diferenciacion que estan mediadas por
reguladores del crecimiento como las auxinas, las citocininas y el etileno (Lopez-
Bucio et al., 2003).

Ademas de la regulacion de los sistemas de captacion de nutrientes

minerales, las plantas han desarrollado plasticidad en su respuesta a variaciones en
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la concentracion y distribucién de los diferentes nutrientes. La disponibilidad de
nutrientes minerales puede afectar el desarrollo radicular para facilitar su absorcion
por la raiz (Lépez-Bucio et al., 2003). La comprension de los mecanismos mediante
los cuales las células perciben y responden a los cambios en el suministro de
nutrientes sigue siendo un gran desafio en biologia vegetal.

Una de las adaptaciones mas notables para asegurar una adecuada
adquisicidon de nutrientes, es la modulacion de la arquitectura del sistema radical en
respuesta al suministro de N, P y S. La deficiencia de N inhibe rapidamente el
crecimiento de la planta, produce clorosis en las hojas e induce la acumulacion de
antocianinas. ElI NO3’, se encuentra distribuido de una manera desigual en el suelo,
por lo que muchas especies pueden adaptarse a esta situacion mediante la
proliferacion de sus raices preferentemente dentro de los parches ricos en nutrientes.
Las plantas de Arabidopsis crecidas en un medio deficiente de NO3', mostraron una
induccion en la elongacion de raices laterales en respuesta a la exposicion de una
seccion de la raiz primaria a altas concentraciones de NO3™ (Zhang y Forde, 1998).
Contrariamente, un efecto inhibidor global se presenta en altas concentraciones de
NOs™ en todo el sistema radicular. Algunos de los componentes de la ruta de
sefalizacion que regula la arquitectura de la raiz en respuesta a la disponibilidad de
nutrientes se han identificado e incluyen factores de transcripcion de la familia MADs
box (Lopez-Bucio et al., 2003).

Cuando el suministro de Pi es limitado, las plantas muestran un retraso en el
crecimiento y una coloracion verde obscuro en las hojas, las cuales pueden
presentar malformaciones y contener pequenos puntos de tejido muerto llamados
puntos necroticos (Taiz y Zeiger, 2006). En cuanto al desarrollo del sistema radical,
éste cambia para potenciar la captacién de PO4* mediante alteraciones en los
patrones de ramificacion, la longitud total de la raiz, la elongacién de los pelos
radicales y la formacion de raices laterales. Las raices laterales y los pelos radicales
ayudan a la adquisicion de PO,> mediante la exploracién de un volumen mayor de
suelo al aumentar la superficie de exploracion de la raiz (Lopez-Bucio et al., 2003).

En algunas especies, se presenta la formacién de cumulos de raices

proteoides en respuesta a limitacion de PO,> (Schachtman et al., 1998). Este efecto
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se estudié en Lupinus albus L., cuyas raices normales agotan su crecimiento
después de varios dias en escasez de PO,> y forman raices proteoides que se
caracterizan por tener pelos radicales de gran tamano (Lépez-Bucio et al., 2003).
Algunos de estos efectos se observan también en plantas de Arabidopsis sometidas
a deficiencia de Pi, las cuales muestran una alta densidad de raices laterales
creciendo muy cerca unas de otras y que estan cubiertas densamente por pelos
radicales (Lopez-Bucio et al., 2003).

Las plantas de Arabidopsis también desarrollan un sistema radical ramificado
bajo condiciones limitantes de SO4?. En plantulas creciendo en un medio con un
suministro adecuado de SO.?, la raiz primaria se alarga y las raices laterales se
desarrollan a cierta distancia de la punta de la raiz. En contraste, en plantas
deficientes a SO4%, las raices laterales se forman cerca de la punta de la raiz y a una
densidad incrementada. EI aumento en el crecimiento del sistema radicular bajo
condiciones limitantes de SO4> se relaciona con la activacion transcripcional del gen
NITRILASA 3 (NIT3). Las nitrilasas son enzimas capaces de convertir el indol-3-
acetonitrilo a acido indol-3-acético. Las plantas deficientes en SO4* también tienen
incrementado el nivel de auxinas, sugiriendo la participacion directa de NIT3 en la

sintesis de auxinas y en la ramificacion de las raices (Kutz et al., 2002).

1.19. Control de la expresion génica

El comportamiento de una célula esta determinado no unicamente por los
genes que heredan, sino también por cuales de estos genes se expresan en un
momento determinado. En la trascripcion se produce el RNA mensajero, que en
eucariontes es modificado para convertir el transcrito primario en un transcrito
maduro y funcional, que después es leido en los ribosomas para llevar a cabo la
sintesis de proteinas. Las células eucariontes contienen multiples y diferentes RNA
polimerasas, que transcriben distintas clases de genes, las cuales necesitan
interactuar con una variedad de proteinas adicionales para iniciar especificamente la
transcripcion. En la expresion génica, algunos RNAs no codifican para proteinas y
tienen funciones como RNA transportadores de aminoacidos, RNAs que forman

parte estructural de ribosomas y RNAs que participan en la regulacion de la
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expresion de otros genes (microRNAs)(Lewin, 2008). La regulacion de la expresion
génica permite a las células adaptarse a cambios en su ambiente y es responsable
de las distintas actividades de las multiples tipos de células que comprenden a los
organismos multicelulares (Cooper y Hausman, 2006).

El control de la expresion génica se define como el conjunto de mecanismos
que determinan que en cada célula s6lo se exprese especificamente una seleccion
de genes hasta generar proteinas. La via que conduce desde el DNA hasta proteinas
consiste de muchas etapas y en principio todas ellas se pueden regular. Asi, las
células pueden controlar la expresion génica en los siguientes pasos: (1) regulando
cuando y con qué frecuencia se transcribe un gen concreto (control transcripcional),
(2) controlando el modo de maduracién o procesamiento de los transcritos primarios
de RNA (control del procesamiento de RNA), (3) seleccionando los mRNA maduros
del nucleo que van a ser exportados al citosol y donde van a localizarse en el citosol
(control del transporte y localizacion del RNA), (4) seleccionando los mRNA
citoplasmaticos que van a ser traducidos por ribosomas (control traduccional), (5)
desestabilizando selectivamente algunas moléculas del mRNA citoplasmatico
(control de la degradacion de los mRNA), o (6) activando, inactivando, degradando o
ubicando de modo selectivo las proteinas ya sintetizadas (control de la actividad
proteica) (Alberts et al., 2002). Ademas, en las Uultimas dos décadas se ha
establecido que el empaquetamiento del DNA dentro de la cromatina y su
modificacion por metilacidon confiere niveles adicionales de regulacion de la expresion
de genes eucariontes, proceso conocido como epigenética (Lewin, 2008).

La expresion de genes en eucariontes esta controlada principalmente a nivel
de la iniciacion de la transcripcion, por lo que un entendimiento de los cambios en los
niveles de transcritos permite obtener la informacion global mas importante sobre la
expresion génica en un organismo, debido a factores biolégicos o ambientales
(Alberts et al., 2002).

1.20. Microarreglos de DNA
La genética y la ingenieria genética proporcionan potentes herramientas para

el estudio de la funcion biolégica tanto en células como en organismos. El estudio de
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la expresion de genes a escala gendmica es una de las tecnologias que pueden
utilizarse para examinar simultaneamente la expresion de miles de genes,
proporcionando panoramicas detalladas de los patrones dinamicos de expresion
génica que subyacen a procesos celulares complejos (Alberts et al., 2002).

La deteccion de secuencias especificas en una muestra compleja mediante el
marcado de un fragmento conocido de DNA se remonta a la técnica del Southern blot
y posteriormente se adaptdé a moléculas especificas de RNA (Northern blot). Estos
meétodos permitieron el analisis de la expresién de un solo gen o0 muy pocos genes y
proporcionaron las bases conceptuales para la tecnologia de los microarreglos de
DNA, en los que el analisis de la expresion transcripcional puede hacerse con
genomas completos (Russell et al., 2008). En los microarreglos de DNA las
secuencias representativas de cada gen se encuentran unidas a soportes solidos o
laminillas. El analisis involucra una hibridacién comparativa, en donde dos muestras
de RNA provenientes de dos condiciones experimentales, son marcadas de manera
independiente con diferentes reporteros fluorescentes: ambas muestras marcadas
son después combinadas e hibridadas juntas en el mismo microarreglo, lo cual
permite un analisis comparativo entre las dos condiciones experimentales. Los datos
obtenidos del analisis son procesados y se aplican diferentes herramientas
estadisticas y analiticas para identificar cambios en la expresion global de genes
(Gibson y Muse, 2004; Russell et al., 2008).

1.21. El genoma de Arabidopsis thaliana (L) Heynh

Arabidopsis es un modelo biolégico importante para la identificacion de genes
y la determinacion de sus funciones con base en el conocimiento y analisis de su
genoma. La secuencia del genoma de Arabidopsis provee los medios para entender
las diferencias entre plantas y otros eucariontes y los fundamentos para la
caracterizaciéon funcional a detalle de los genes de las plantas y sus respuestas al
ambiente. La estructura del genoma de Arabidopsis revela que ha ocurrido una
duplicacién del genoma completo, seguida por una subsecuente pérdida de genes y
duplicacidon extensiva de genes locales, dando como resultado un genoma dinamico,

enriquecido por la transferencia lateral de genes de cianobacterias. EI genoma de
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Arabidopsis contiene alrededor de 25, 000 genes codificando 11, 000 familias de
proteinas (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000).

A pesar de las dimensiones pequenas de su genoma (125 millones de pb), en
comparacion con otras plantas como el arroz con mas de 400 millones de pb y el
maiz con mas de 3, 000 millones de pb, Arabidopsis presenta las caracteristicas
tipicas de otras angiospermas en lo referente a morfologia, anatomia, crecimiento,
desarrollo y respuestas al ambiente. Por esta razon, debe contar con el mismo
numero de genes esenciales que cualquier otra de las 250, 000 especies de plantas
con flores que han aparecido en el planeta en los ultimos 150 millones de afios. Por
lo tanto, se considera que a partir del estudio de este organismo se pueden obtener
conclusiones extrapolables a la mayor parte de las especies vegetales (Meyerowitz,
1994).

1.22. Estudios de expresion global de genes

El estudio del perfil transcripcional de células del centro quiescente en la raiz
de Arabidopsis ha permitido entender los mecanismos moleculares que determinan
las propiedades de las células madre en el meristemo de la raiz (Nawy et al., 2005).
También se han realizado estudios con microarreglos en plantas de maiz (Calderon-
Vazquez et al., 2008), con el fin de conocer las adaptaciones moleculares a la
deficiencia de Pi. En este ultimo estudio usaron un genotipo de maiz tolerante a la
deficiencia de Pi e identificaron genes involucrados en procesos bioquimicos,
afectados temporalmente por el estrés nutricional y un grupo de factores de

transcripcion regulados diferencialmente por la disponibilidad del nutriente.

1.22.1. Respuesta a nutrientes

Un analisis del perfil transcripcional de genes sensibles a la deficiencia de
S0.* en Arabidopsis, revelo los efectos globales de la nutricion de SO,* en multiples
rutas metabdlicas. Se analizé el transcriptoma de plantas silvestres sometidas a
deficiencia de SO,* y de la mutante se/7-10, la cual presenta una disfuncién en el
transportador SULTR1;2. El agrupamiento jerarquico de los genes sensibles a la

deficiencia de SO,* en plantas silvestres y en la mutante, indicaron que la captacion y
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la asimilacion de SO, inducen su expresion por la deficiencia del nutriente. El perfil
de expresion de los genes mostro la induccion de genes que pueden disminuir el
dafio oxidativo y la formacion de especies reactivas de oxigeno (Maruyama-
Nakashita et al., 2003).

Otro nutriente cuya deficiencia ha sido estudiada en plantas de Arabidopsis es
el fosforo. Los cambios en la morfologia de la planta y algunos procesos bioquimicos
estan asociados con la deficiencia de Pi. En un analisis de la expresion global de
genes, se revelo una coordinada induccion y represion de 612 y 254 genes sensibles
a P, respectivamente. La clasificacion de algunos de estos genes indica su
participacion en varias rutas metabdlicas, como el transporte de iones, la
transduccion de sefales, la regulacion transcripcional y otros procesos relacionados

al crecimiento y desarrollo vegetal (Misson et al., 2005).

1.22.2. Respuesta a metales pesados

Para estudiar los efectos del cadmio (Cd) en Arabidopsis a nivel molecular, se
realizd un analisis de la respuesta transcripcional en base a la concentracion y el
tiempo de exposicion a este metal. Se establecieron perfiles de respuesta, en los que
se demostré la existencia de una red que modula diferencialmente la expresion de
genes involucrados en la asimilacion-reduccion del S y el metabolismo del glutation.
En conjunto, los resultados sugieren que para hacer frente a los efectos del Cd, las
plantas activan la ruta de asimilacién de SO42', mediante el incremento en la
transcripcion de genes implicados en la sintesis de glutation y para la biosintesis de
fitoquelatinas (PC). El primer paso de la ruta de asimilacion de S es la entrada de
S0, por las raices y su distribucion a los diferentes érganos. Interesantemente,
entre los 14 transportadores de SO4* identificados en Arabidopsis, el nivel de
transcripcion de seis de ellos se modificé en respuesta a Cd. En conjunto, todos
estos resultados sugieren que el incremento en la entrada de SO4* inducida por Cd
involucra una regulacién transcripcional de los genes que codifican transportadores
de SO, (Herbette et al., 2006).

El arsénico (As) en su forma quimica [As (V); ASO,>], tiene una gran similitud

quimica y estructural con el PO,>. El analisis transcripcional en Arabidopsis en
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respuesta a As, mostro la represidon de numerosos genes que se inducen por la
escasez de PO4>. Los genes relacionados a antioxidantes se regularon
diferencialmente, con induccién de los genes que codifican a la superédxido
dismutasa (SOD) Cu/Zn, asi como una chaperona. Por otro lado, la SOD Fe, fue
fuertemente reprimida en respuesta a este estrés, asi como varios factores de
transcripcion. Los genes involucrados en la asimilacion y metabolismo del SO,*
fueron inducidos. Estas observaciones se confirmaron por ensayos de actividad de

SOD, cuyos niveles se incrementaron (Abercrombie et al., 2008).
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Il. JUSTIFICACION

Los cambios fenotipicos observados con anterioridad en Arabidopsis en
respuesta a tratamientos con Cr, sugieren que se afectan varios procesos a nivel
genético. Ademas, se sabe que el Cr entra a la célula por un transporte activo,
aunque se desconoce el mecanismo especifico involucrado y cémo repercute éste en
la nutricion mineral por NOs, PO,> y SO4*. Para generar informacion sobre estos
procesos, el analisis de la expresion global de genes en Arabidopsis en respuesta al
Cr(VI), se presenta como una excelente alternativa que se puede complementar con
estudios sobre la interaccion del Cr con NOs, PO4> y SO4%en bioensayos in vitro

evaluando el crecimiento de la planta.

ll. HIPOTESIS

El Cr afecta a nivel transcripcional la expresion de genes implicados en la
captacion de nutrientes minerales y en la adaptacion al estrés en plantas de

Arabidopsis thaliana.
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IV. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general
Determinar los efectos del Cr en la expresion global de genes en Arabidopsis y su

relacion con la disponibilidad de nutrientes y adaptacion al estrés.

4.2. Objetivos particulares
- Caracterizar los efectos del Cr(VI) sobre el crecimiento y desarrollo de
plantas de Arabidopsis.
- Determinar los cambios en la expresion global de genes de Arabidopsis en
respuesta a Cr(VI).
- Relacionar los cambios de expresion global con rutas especificas de

destoxificacion de metales, transporte de nutrientes y adaptacion al estrés.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Material biolégico y condiciones de crecimiento

Se utilizaron semillas de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia 0 (Col-0) y las
lineas transgénicas CyCB71::uidA (Colén-Carmona et al.,, 1999), que expresa el
promotor del gen que codifica la ciclina mitética de Arabidopsis CYCB1;1 fusionado
al gen uidA, AtPT1::uidA (Karthikeyan et al., 2002), que contiene el promotor del gen
que codifica el transportador de fosfato de baja afinidad AtPT1, fusionado al gen uidA
y AtPT2::uidA, que contiene el promotor del gen que codifica el transportador de
fosfato de alta afinidad (Karthikeyan et al., 2002). Las semillas fueron desinfectadas
con etanol al 95% (v/v) por 5 min. y cloro al 20% por 7 min. Posteriormente, se
realizaron cinco enjuagues con agua destilada estéril y se trataron en un periodo de
escarificacion en la oscuridad a 4°C, durante 48 h en agua destilada estéril. Las
semillas se germinaron y crecieron en cajas de Petri con el medio de cultivo MS 0.2x
(Murashige y Skoog, 1962) suplementado con sacarosa al 0.6% y agar para plantas
al 1% (w/v) (Phytotechnology laboratories A111).

Para evaluar el efecto del Cr en Arabidopsis, se prepararon medios MS 0.2x
suplementados con diferentes concentraciones de cromato (K2CrO4%) o dicromato de
potasio (K-Cr.07%) en un rango de concentraciones de 0 a 200 uM, para establecer
las condiciones estimulantes e inhibitorias sobre el crecimiento. Para evaluar el
efecto del Cr en la competencia por nutrientes se prepararon medios MS 0.2x
suplementados con diferentes concentraciones de nutrientes como fosfato dibasico
de potasio (KoHPOQ,), sulfato de potasio (K2SQO,) y nitrato de potasio (KNOs3) en las
concentraciones 1, 2, 3, 4 y 5 mM, adicionados con o sin 140 yM de KoCrO4%.

Para el analisis de los microarreglos, se prepararon medios MS 0.2x
suplementados con dos diferentes concentraciones 20 y 140 uM K,CrO4*, se
sembraron 40 semillas de A. thaliana (Col-0) por tratamiento y se crecieron por 13
dias para realizar la extraccion de RNA. Las plantas se germinaron y crecieron en
una camara de crecimiento (Percival AR95L), con un fotoperiodo de 18 h luz y 6 h de
oscuridad, una intensidad de luz de 100 umol m?s™ y una temperatura de 22 °C. Las

cajas de Petri se colocaron en una posicion vertical dentro de la camara de cultivo
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para favorecer el crecimiento de las raices sobre la superficie del medio y cuantificar

la longitud de la raiz primaria.

5.2. Cuantificacion de biomasa y analisis estadisticos

El crecimiento de la raiz primaria se registré usando una regla. El numero de
raices laterales (RL) se determiné por conteo de las RL presentes en la raiz primaria
de la punta de la raiz a la zona de transicion del tallo. Para todos los experimentos,
los datos globales se analizaron estadisticamente en el programa SPSS10. Para
evaluar las diferencias en la respuesta en crecimiento y desarrollo de la raiz y peso
fresco de follaje de las plantas silvestres y las lineas transgénicas, se us6 un analisis
univariado y multivariado con la prueba de significancia de Tukey. Las plantas se
cosecharon a los 12 y 14 dias para cuantificar la biomasa. Se determind el peso
fresco del sistema radicular y del follaje con una balanza analitica (Ohaus® New

Jersey, USA), con una precision de 0.0001 g.

5.3. Analisis histoquimico de la actividad de GUS

Las plantas transgénicas con el gen reportero uidA (Jefferson et al., 1987) se
tineron en 0.1% de 5-bromo-4-cloro-3-indolil B D-glucurénido en buffer de fosfatos
(NaH,PO4 y Na;HPO4, 0.1M, pH 7), con 2 mM de ferrocianuro de potasio y 2 mM de
ferricianuro de potasio, por 12 horas a 37 °C. Las plantas se clarificaron vy fijaron de
acuerdo a Malamy y Benfey (1997). Las raices asi procesadas se cubrieron con

laminas de vidrio y se sellaron con barniz de uias comercial.

5.4. Microscopia

El sistema radicular de Arabidopsis se analizO6 con un microscopio
estereoscoépico (MZ6; Leica Microsystems). EI meristemo de la raiz primaria se
visualizé en preparaciones semipermanentes de las raices clareadas, usando un
microscopio compuesto (Zeiss Axiostar Plus; Carl Zeiss) a un aumento de 400X y
1000X. Las imagenes se capturaron con una camara digital Cyber-shot DSC-S75
(Sony Electronics) adaptada al microscopio y se procesaron con el software Axio
Vision 4AC.
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5.5. Aislamiento de RNA, marcaje, hibridacion y procesamiento de imagenes

El RNA total se aislé de plantas de Arabidopsis de 13 dias, usando el reactivo
Trizol (Invitrogen) y se repurificé con el kit de RNeasy (Qiagen), siguiendo las
instrucciones del fabricante. EI RNA total se marcé de acuerdo al protocolo
recomendado por www.maizearray.org. Para cada tratamiento con Cr (20 y 140 uM
de K,CrO4%) y control sin Cr, se usaron cuatro réplicas bioldgicas para la sintesis de
la sonda. Para cada muestra se amplificaron 1.5 yg de RNA total en presencia de
aminoalil- dUTP (Ambion), usando el kit de Aminoalil Mensaje Amp Il (Ambion). Las
sondas de RNA amplificadas se marcaron con colorantes fluorescentes Cy3 y Cy5
(Amersham). Las sondas marcadas con colorantes fluorescentes se purificaron con
columnas RNeasy (Qiagen). Para la hibridacion, las sondas se mezclaron y se
resuspendieron en la solucién de hibridacion (50% formamida, solucién saturada de
citrato (SSC) 5X (600 mM NaCl, 50 mM citrato de sodio pH 7, duodecil sulfato de
sodio (SDS) 0.1%, 0.4 ug uyl RNAt-1, y 0.2 ug pl-1 DNA de esperma de salmon),
durante 14 h. Las laminas se lavaron durante 5 min. en cada una de las siguientes
soluciones: (i) 2X SSC, 0.1% SDS/42°C, (ii) 0.1x SSC / RT, y dos lavados finales con
0.05X SSC a temperatura ambiente.

5.6. Diseio experimental y plataforma del microarreglo

El disefio permiti6 contrastar la expresion de genes entre plantas de
Arabidopsis sometidas a 20 y 140 uM de K,CrO4*. Se obtuvieron cuatro réplicas
biologicas al mezclar al menos 50 plantas obtenidas al azar. Este experimento
implicé un total de ocho grupos de hibridaciones con las laminillas, incluyendo las
comparaciones de intercambio directo y tinte. Se utilizaron los microarreglos de
oligonucledtidos de Arabidopsis (MOA) http://ag.arizona.edu/microarray/, que
contienen cerca de 32,000 puntos individuales con todos los genes de Arabidopsis

identificados a la fecha.

5.7. Normalizacion y analisis de datos
Los datos de las 8 laminas se importaron en el software R 2.2.1 del

(http://www.R-project.org) y se llevdé a cabo una correccion de fondo, utilizando el
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método de analisis multichip (RMA) (lrizarry et al.,, 2003). La normalizacion de la
intensidades de la sefal corregida dentro de las laminillas se realizé utilizando el
método "printtiploess" (Yang et al., 2002) utilizando el paquete Limma (Smyth et al.,
2003); www.bioconductor.org). Los niveles de significancia (valor p) se ajustaron por
el método de tasas de falsos descubrimientos (FDR) (Benjamini y Hochberg, 1995).
Con base en estos analisis estadisticos, los puntos con las pruebas con un FDR
inferior o igual al 5% y con cambios en la intensidad de la sefal entre el 20 o 140 uM
de KoCrO4* y el control, de 2.0 veces o mas, se consideraron como expresados

diferencialmente.

5.8. Clasificacion funcional de los genes diferenciales
Los genes regulados por K,CrO,> se clasificaron en categorias funcionales de
acuerdo con los criterios de dos bases de datos: MAPMAN del Max Planck Institute

(http://mapman.mpimp-golm.mpg.de/) y Gene Ontology del The Arabidopsis

Information Resource (http://arabidopsis.org).
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VI. RESULTADOS

6.1. Efectos del cromo sobre el crecimiento y desarrollo de plantas de
Arabidopsis

Para evaluar el efecto del Cr, las plantas de Arabidopsis fueron germinadas y
crecidas en medios MS 0.2x suplementados con K,CrO4% y se analizé el crecimiento
de la raiz primaria a los 10 dias después de la germinacién (d.a.g.). Encontramos
que en concentraciones de 20 y 40 uM se observa un efecto estimulador del
crecimiento en la longitud de la raiz primaria, ademas de un aumento significativo del
peso fresco de la raiz y del follaje en comparacién con el control (Fig. 4). Tal efecto
del Ko.CrO4* en las plantas lo denominamos como moderado. Por otra parte, las
concentraciones superiores a 60 yM mostraron un efecto dosis dependiente en la
inhibicion del crecimiento de la raiz primaria y una disminucion en el peso fresco,

estos efectos los denominamos como inhibitorios (Fig. 4).

K2CrOa4 (uM)

20 40 60 80
C

8~ 30

a

Control

Longitud de raiz primaria (cm)
Peso fresco de follaje (mg)
o

Cc 20 40 60 80 100
K2CrO4 (uM) K2CrO4 (uM)

c 20 40 60 80 100

Figura 4. Efecto del cromato sobre el crecimiento de Arabidopsis. Las plantas de Arabidopsis se
germinaron y crecieron en medio MS 0.2x suplementado con diferentes concentraciones de cromato
de potasio. a) Imagenes representativas del crecimiento. b) Longitud de la raiz primaria. c) Peso
fresco de follaje. Los datos muestran el promedio + desviacién estandar. Las diferentes letras indican
la diferencia estadistica con una P<0.05. El experimento fue repetido dos veces con resultados
similares.
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6.2. Efecto del cromo sobre la expresion de CyCB1::uidA

Para analizar los cambios en la actividad mitética en el meristemo de la raiz
primaria de Arabidopsis utilizamos plantas transgénicas que expresan el marcador
CyCB1::uidA (Colon-Carmona et al., 1999). Las plantas de esta linea se germinaron
y crecieron en medio MS 0.2x suplementados con distintas concentraciones de
K>CrO4* en un rango de 0 a 80 uM durante 10 dias y posteriormente se analizo la
actividad de la pB-glucuronidasa. En concentraciones de 20 a 60 uM, se observo la
actividad mitética en el meristemo de la raiz primaria (Fig. 5). Sin embargo, el efecto
inhibitorio del crecimiento de la raiz primaria en concentraciones mayores de 80 uM
de KoCrO4* corresponde con una disminucién en la actividad mitética en el
meristemo y un acelerado proceso de diferenciacion celular, caracterizado por la

presencia de pelos radiculares cercanos al apice de la raiz primaria (Fig. 5).

K2CrO4 (uM)
Control 20 40 60 80

. 4% R e
. - {EE . ,?.' ”

CyCB1:uidA

Figura 5. Efecto del cromo en la expresion del marcador de la division celular CyCB1::uidA. Las
plantas de Arabidopsis CyCB1::uidA se germinaron y crecieron en medio MS 0.2x suplementado con
cromato por 10 d. Las plantas fueron procesadas para la actividad de la p-glucuronidasa, las
fotografias son imagenes representativas de al menos 10 plantas analizadas.

6.3. Efecto de los nutrientes en la respuesta de la raiz al cromo

Para determinar la interaccion de los nutrientes en la respuesta a Cr, se
analizaron los efectos del CrO4* en combinacién con nitrato de potasio (KNOs),
sulfato de potasio (K.SQ,) y fosfato de potasio (K;HPO,4). Para esto, las plantas de
Arabidopsis ecotipo Col-0 fueron germinadas y crecidas en medio MS 0.2x
suplementado con o sin una concentracion inhibitoria de 140 pM K,CrO4> y 305 mM
de NOj3, PO* y S0.%. El efecto inhibidor del crecimiento de la raiz primaria, asi

como la disminucién en biomasa y la clorosis del follaje a causa del CrO4*, se
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revertieron en gran medida en los tratamientos suplementados con PO4> y SO4*
pero no con NOgs". El fenotipo de las plantas de Arabidopsis en el tratamiento con
CrO4* y suplementadas con los nutrientes que si restauraron el crecimiento,
mostraron una raiz primaria de longitud similar al control sin Cr y no hubo clorosis en
las hojas, mostrando una mejor recuperacion del efecto del Cr cuando las plantas

recibieron un suministro de PO,> (Fig. 6).
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Figura 6. Efecto de los nutrientes en la restauraciéon del crecimiento de la raiz primaria afectado
por el cromo. Las plantas de Arabidopsis se germinaron y crecieron en medio MS 0.2x suplementado
con diferentes concentraciones de fosfato, sulfato o nitrato y con o sin cromato. Las plantas se
crecieron por 10 dias después de la germinacién. a) Imagenes representativas del crecimiento de las
plantas. b) Longitud de la raiz primaria de plantas crecidas en medios suplementados con fosfato con
y sin cromato. c) Longitud de la raiz de plantas suplementados con sulfato con y sin cromato. d)
Longitud de la raiz de plantas suplementadas con nitrato con o sin cromato. Los datos muestran la
media * desviacion estandar de 30 plantas analizadas. Las diferentes letras indican la diferencia
estadistica con una P<0.05.
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6.4. Efecto del cromo en la expresion de los transportadores de fosfato AtPT1 y
AtPT2

Las lineas transformantes AtPT1::uidA y AtPT2::uidA de Arabidopsis, reportan
la expresion de genes que codifican transportadores de Pi de baja y alta afinidad,
respectivamente (Karthikeyan, et al., 2002; Mudge et al., 2002). El patron de
expresion de GUS para ambos genes, en plantas sometidas a Cr(VI): K.CrO,* y
K.Cr,07> en diferentes concentraciones (0 a 100 pM), mostré una expresion
moderada para AfPT1 en ambos tratamientos de Cr(VI), siendo ligeramente mas
intensa a mayores concentraciones de ambos compuestos (Fig. 7). La expresiéon de
GUS para AtPT2 no se presenta en concentraciones bajas de CrO4%, comenzando a
ser evidente en medios con 80 uM, con expresion principalmente en la raiz. En
medios con Cr,0;%, la tincidn es mas intensa en concentraciones mas bajas. En
concentraciones de 70 pM K,Cr,0;% y mayores, la expresion de GUS para AtPT2 es

muy fuerte en la raiz y el follaje (Fig. 8).

K2CrO4 (M)
Control 40 60 80 100

AtPT1:uidA
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Figura 7. Efecto del cromato y dicromato de potasio en la expresion de AtPT1::uidA. a) Efecto
del cromato en la expresion de AtPT1::uidA. b) Efecto del dicromato en la expresion de AtPT1::uidA.
Las plantas se procesaron para la actividad de la p-glucuronidasa a los 10 dias después de la
germinacién en medio con las concentraciones indicadas de Cr. Las fotografias son imagenes
representativas de 10 plantas analizadas.

AtPT1:uidA
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Figura 8. Expresion de AtPT2::uidA en medios con cromato y dicromato. Las plantas de
Arabidopsis que expresan el marcador AtPT2::uidA se germinaron y crecieron en medio MS 0.2x
suplementadas con diferentes concentraciones de Cr(VI) por 10 dias. a) Efecto del cromato en la
expresion de AtPT2::uidA. b) Efecto del dicromato en la expresion de AtPT2::uidA. Las fotografias
muestran imagenes representativas de al menos 10 plantas analizadas.

La activacion transcripcional del gen AtPT2 es rapida y especifica en
respuesta a cambios en la disponibilidad de PO,* y se ha reportado induccion en la
expresion de este gen durante la deficiencia del nutriente (Karthikeyan et al., 2002).
Estudios del transporte de PO,> han demostrado que la actividad de los
transportadores de alta afinidad es inducible durante la deficiencia de PO43', mientras
que los de baja afinidad permanecen constitutivos (Karthikeyan et al., 2002). Con
base en lo anterior, se decidié analizar la interaccién del Cr(VI) con los nutrientes que
revirtieron los efectos del Cr.O;* en el crecimiento de la raiz, el PO,> y SO, en
esta ocasion utilizando la linea transformante AtPT2::uidA. Se utilizaron medios con
una concentracion inhibitoria de K,CrO4* (140 uM), en combinacién con 3 mM de
cada nutriente. La tincion de GUS en plantas crecidas en el tratamiento con CrO4* y
sin nutrientes afnadidos es muy evidente, con un patron de expresion en raiz primaria

y follaje, pero en plantas crecidas en medios con SO4% sélo hay una ligera expresion
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en algunas partes de la planta como la zona de diferenciacién hasta el hipocotilo y en
las hojas. Ademas, en medios suplementados con PO4%, no se observa expresion de
GUS para AtPT2 en toda la planta (Fig. 9).

140 uM K2CrOs 140 uM K2CrO«
+ +
Control 140 uM K2CrOs 3 mM SOs 3 mM POs

AtPT2::uidA

Figura 9. Efecto del cromato en la expresiéon de AtPT2::uidA en medios suplementados con
fosfato o sulfato. Plantas de Arabidopsis que expresan el marcador AfPT2::uidA se germinaron y
crecieron en medio MS 0.2x suplementadas con diferentes concentraciones de cromato con sulfato o
fosfato, por 10 dias. Las fotografias son representativas de al menos 10 plantas analizadas.
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6.5. Expresion global de genes en respuesta al cromo en plantas de
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh

La expresion de 761 genes, de los aproximadamente 25, 000 genes que
constituyen el genoma de Arabidopsis, fue modificada significativamente en
respuesta a CrO4*. El numero de genes con expresién inducida en 20 uM de
K2CrO4% (concentracién estimulante del crecimiento) fue de 89, mientras que en 140
UM de KoCrO,* (concentracion inhibidora del crecimiento) 336 genes mostraron una
expresion diferencial. Tan solo 12 genes, cuya expresion es inducida, lo fue para
ambas concentraciones (Fig. 10). La mayoria de estos genes pertenecen a la
categoria de reguladores transcripcionales y algunos otros son de funcion

desconocida (Fig. 11).

K2CrO4 (M)
Control 140

a
b
Genes inducidos Genes reprimidos

89 . 336 56 . 280 20HM
140 M K2CrOs

Figura 10. Efecto del cromo en la expresiéon global de genes. a) Imagenes representativas del
crecimiento de plantas de Arabidopsis suplementadas con 20 y 140 yM de cromato. b) Numero de
genes con expresién regulada diferencialmente en los dos tratamientos.
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En la concentraciéon estimulante del crecimiento (20 pM K,CrO,*), una de las
categorias funcionales mejor representada incluye genes involucrados en la

sefalizacion y sintesis de proteinas (Fig. 11).

a)
Modificacion y replicacion ADN; 1%
Metabolismo primario; 1% Transp ¥ Unién a les: 1%
3 i Respuesta a estrés bidtico y abitico; 5%
Modificacion pared celular; 4%
Senalizacion y sintesis de
proteinas; 16%
Respuesta hormonal; 1%
Regulacion transcripcional; 17%
1 3%
Senalizacién a Ca; 1%
Metabolismo primario; 5%
Ti P y unién a les; 7%
Respuesta a estrés biético y abiético; 2%
Modificacion pared celular; 7%
Metabolismo de lipidos; 2%
Metabolismo y sintesis de
aminoacidos; 2%
Sealizacion y sintesis de
proteinas; 22%
Desarrollo y organizacién celular; 7%
Regulacion transcripcional; 7%

Figura 11. Clasificacién funcional de los genes con expresiéon regulada diferencialmente en 20
MM de cromato de potasio. a) Genes con expresion inducida. b) Genes con expresion reprimida.
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En cuanto al nimero de genes con expresidn reprimida por CrO,*, se
encontraron 56 y 280, en los tratamientos de 20 y 140 uM de K,CrO4*,
respectivamente. Sélo un gen con la expresion reprimida se comparte en ambos
tratamientos. En la concentracion inhibitoria del crecimiento (140 uM K3CrQOg), una
de las categorias mejor representada tanto para genes con expresion inducida como

inhibida, fue la de respuesta a estrés bidtico y abidtico (Fig. 12).

a)
Metabolismo primario; 10%
Modificacion y replicacion ADN; 0%
y unién a les; 7%
Respuesta a estrés bidtico y
abiético; 8%
Modificacion pared celular; 3%
Sefalizacién y sintesis de
proteinas; 10%
Desarrollo y organizacion
celular; 5% Respuesta hormonal; 7%
Metabolismo secundario; 2% Regulacién transcripcional; 10%

Metabolismo primario; 12%

Senalizacién y sintesis de
proteinas; 12%

Modificacién y replicacién
ADN; 3%

porte y unién a les; 7%

Desarrollo y organizacién
celular; 5%
Respuesta a estrés bidtico y abidtico; 9%

Regulacién transcripcional; 11% Modificacién pared celular; 1%

59,  Metaboli i0; 1%

Figura 12. Clasificacion funcional de genes con expresién regulada diferencialmente en 140 uM
de cromato de potasio. a) Genes con expresion inducida. b) Genes con expresion reprimida.
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6.6. Genes implicados en la homeostasis del hierro

Entre los principales genes con expresién inducida en 140 pM de K,CrO4* se
encuentran el gen At4g19690, que codifica el transportador IRT1, esencial para la
captacion de hierro (Fe) y de cationes divalentes, con un valor de cambio de 14.
Ademas, el gen At5g23990, con un valor de cambio de 8, codifica una quelato
reductasa férrica, la cual es requerida para la adquisiciéon de Fe del suelo y su
metabolismo en las plantas. Los dos genes mencionados anteriormente participan en
la homeostasis de Fe (Connolly y Guerinot, 2002; Wu et al., 2005). Dos miembros de
la familia de citocromos P450, At4g31940 y At4g31950, cuya expresion ha sido
también vinculada a la homeostasis de Fe (Murgia et al.,2011), mostraron expresion
inducida en la concentracion inhibitoria (Tabla 1).

En cuanto a los genes reprimidos en 140 uM de K,CrO,?, se encuentra el gen
At3g11050, el cual codifica una proteina ferritina, la cual es encargada de aumentar
las reservas de Fe en la célula y es regulada en respuesta a este nutriente (Briat et
al., 2009) (Tabla 1).

6.7. Regulacion hormonal en Arabidopsis en respuesta al cromo

La respuesta hormonal en Arabidopsis se afectdé en mayor medida en plantas
expuestas a K,CrO4% en la concentracion inhibitoria (140 pM), con un gran nimero
de genes de respuesta temprana a auxinas, también conocidos como SAURs
(At1g29430, At1g29440, At1g29500, At1g29510, At3g03850, At5g18020, At5g18030,
At5g18050, At5g18060, At5g18080, At5g27780, At3g53250, At4g34800) los cuales
mostraron una expresion inducida (Tabla 1). Los genes SAUR codifican transcritos
cortos que se acumulan rapidamente después del tratamiento con auxinas. Hay 72
genes SAUR en Arabidopsis, sin embargo, ninguno de estos ha sido funcionalmente
caracterizado, aunque algunos miembros han sido implicados en la respuesta a
auxinas mediada por calcio y en el crecimiento de plantulas etioladas (Park et al.,
2007).

Uno de los genes con expresion inducida en ambas condiciones es el
At2g25170, el cual codifica PICKLE (PKL) (Tabla 1), un factor de remodelacién de la
cromatina dependiente de ATP, de la familia CHD3 (Zhang et al., 2008). PKL ha sido
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implicado en la represion de genes especificos del embrion y en el crecimiento y

desarrollo vegetal relacionados a auxinas (Fukaki et al., 2006).

Genes Simbolo Descripcidn 20uMK,Cr0, ~ 140uMK,CrO, Clasifi caci6n funcional
At2g25170  PKL, GYM, CHD3, CHR6, SSL2 chromati n remodeling factor of the CHD3 group 6.37393 ENEYS VAR Vodifi cacion y replicacion del ADN
At3g49510 - F-box family protein 5.59538 VALV Sciializacion y sintesis de proteinas

At5g51360 - Transcription elongation factor (TFIIS) family protein 4.77642 ORLVLCICI R e ulacion transcripcional
At2g15350 FUTIO,ATFUTIO  fucosyltransferase 10 4.21290 YDA \Viodifi cacion de pared celular
At2¢31500 CPK24 calcium-dependent protein kinase 24 3.84429 IROELVAVIN Sciializacion y sintesis de proteinas

At3g29050 - receptor-like protein kinase-related 3.73200 (UWRET I Seiializacion y sintesis de proteinas
At5g54720 - Ankyrin repeat family protein 3.54526 (UNCISPAE I Desarrollo y organizacion celular
At4g03300 - transposable element gene 3.44790 (UYL (UM Seializacion y sintesis de proteinas
At3g46860 - Serine protease inhibitor, potato inhibitor I-type family protein 3.42523 (AR {UCYA S ializacion y sintesis de proteinas
At5g58140 PHOT2, NPL! phototropin 2 3.15144 IV RN Sciializacion y sintesis de proteinas
At4g19690 RT1 iron-regulated transporter 1 0.91043 PARECYERINTransporte y union a metales
At4g32010  HSL1,HSI2-L1, VA2 transcriptional factor B3 family protein low similarity to FUSCA3 1.41747 RGN (U R egulacion transcripcional
At5g04150 BHLH101 basic helix-loop-helix (bHLH) DNA-binding superfamily protein 1.05936 RSN Reoulacion transcripcional
At5g23990 ATFROS, FRO5 ferric reduction oxidase 5 0.80497 RISV Transporte y union a metales
At3g56980 BHLH039, ORG3 basic helix-loop-helix (bHLH) DNA-binding superfamily protein 1.29396 A\PYYY I R eculacion transcripcional
At4g31940 CYP82C4 cytochrome P450, family 82, subfamily C, polypeptide 4 0.71352 RN CE I Transporte y union a metales
At4g31950 CYP82C3 cytochrome P450, family 82, subfamily C, polypeptide 3 114596 BISCCE I Transporte y union a metales
At2g16210 - Transcriptional factor B3 family protein 2.11055 BIEIUSIN R egulacion transcripcional
At3g14740 - RING/FYVE/PHD zinc finger superfamily protein 1.11498 RRCEZICIN R eculacion transcripcional
Atdg34650 5082 squalene synthase 2 0.97980 RIEH VA Vetabolismo primario
At5g14290 - Mitochondrial ribosomal protein L37 IRCRICEIN Seiializacion y sintesis de proteinas
At3g03400 - EF hand calcium-binding protein family A NUYAh Sl Seializacion y sintesis de proteinas
At5g11940 - Subtilase family protein IRCYLSYARN Sciializacion y sintesis de proteinas
At5g46370  KCO2,ATTPK2, ATKCO2  Ca2+ activated outward rectifying K+ channel 2 AWYPEEI T 2nsporte y union a metales
At1g61270 - Transmembrane amino acid transporter family protein ISVPLEN I Transporte y union a metales
At2g16730 BGAL13 glycosyl hydrolase family 35 protein NCLLIL I Vi taholismo primario

At1g01450 - Protein kinase superfamily protein IRRELCIOPA Sciializacion y sintesis de proteinas
At5g58970 ATUCP2, UCP2 uncoupling protein 2 0.25639 (UWAUEIC I Transporte y union a metales
At1g68180 - RING/U-box superfamily protein 0.27861 (AWPYAT I Seiializacion y sintesis de proteinas

At2g19040 RALFLI2 RALF-like 12 0.30364 JRORZ[ N Seiializacion y sintesis de proteinas
At5g26170  WRKYS0, ATWRKY50  WRKY DNA-binding protein 50 1.26838 RSP R eguladores transcripcionales

At3g17620 - F-box and associated interaction domains-containing protein 0.56384 REREERISealizacion y sintesis de proteinas
At4g32000 - Protein kinase superfamily protein 0.58514 IRELIVERISeializacion y sintesis de proteinas

At5g44420  PDF12,PDF1.24,LCRT7  plant defensin 1.2 1.83126 (ARSI R ospuesta a estrés hioti coy abioti co
At2g37770 - NAD(P)-linked oxidoreductase superfamily protein 1.18850 UREPEER Metabolismo primario

At5g52720 - Copper transport protein family 0.94678 [UBRSIWASIN R s puesta a estrés bioti coy abioti co
At5g41780 - myosin heavy chain-related 0.86705 IR LEIERI Desarrollo y organizacin celular
At5g40155 - Defensin-like (DEFL) family protein 1.02430 (ARELRIN R espuesta a estrés hioti coy abioti co
At5g43310 - COP1-interacting protein-related 1.05541 IREEEII Metaholismo primario
At5g61160 AACT! anthocyanin 5-aromatic acyltransferase 1 0.51421 UBEESER Metaholismo secundario

Tabla 1. Principales genes inducidos y reprimidos por el cromato. Los valores de expresién
transcripcional para los tratamientos de 20 uM y 140 yM de cromato se presentan como numero de
veces de cambio (fold change) con respecto al tratamiento control sin cromo. Los genes con
incremento en su expresién van aumentando en intensidad hacia el rojo, mientras que los que
disminuyen su expresion aumentan su intensidad hacia el verde. La clasificacion de la funcién de los
genes se realizé con el MAPMAN del Max Planck Institute y el Gene Ontology del The Arabidopsis
Information Resource.
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La respuesta a citocininas estuvo también regulada de manera diferencial en
Arabidopsis. En concentraciones de 140 pM K,CrO4* se indujo la expresion de los
genes At1g19050, At1g59940, At2g40670 y At5g62920, los cuales pertenecen a los
reguladores de respuesta a citocininas (ARRSs) tipo A en Arabidopsis (Tabla 1). Estos
actuan como reguladores negativos que atenuan la respuesta a un elevado nivel de
citocininas, un mecanismo de retroalimentacion negativa por el cual las plantas
disminuyen la sensibilidad a esta hormona. Los elementos de esta familia se inducen
rapidamente en respuesta a citocininas y tienen funciones parcialmente redundantes
(D'Agostino et al., 2000).

En el microarreglo también estan representados genes que participan en la
respuesta a etileno cuya expresion fue reprimida en 140 uM (At2g14580, At2g31180,
At2g47190, At3g15170, At5g44420). Otros genes con expresion reprimida participan
en la respuesta a acido abscisico (At2g33380, At2g47190, At3g11050, At3g17510,
At3g21780 y At5g59220). Un gen implicado en procesos de morfogénesis de la raiz,
At3g49110, tuvo una expresion reprimida en respuesta a 140 uM de K,CrO4*. Este
gen codifica una peroxidasa, la cual se expresa principalmente en la raiz y su papel
sugerido es durante la elongacién de las células que salen del meristemo (Passardi
et al., 2005) (Tabla 1).

6.8. Genes implicados en la respuesta a estrés biético y abiético

En la respuesta transcripcional de Arabidopsis en 140 pM de K,CrO,* se
encuentra inducida la expresion de genes que participan en procesos para hacer
frente al estrés bidtico y abidtico. Hay genes implicados en el sistema de defensa de
las plantas, como resistencia a enfermedades (At3g13650, At5g42500, At2g28670,
At4911210 y At2g34930) y quitinasas (At1g56680 y At5g24090). Otros genes con
expresion inducida participan en la respuesta al estrés oxidativo, como los que
codifican enzimas peroxidasas (At1g14540, At5g15180 y At5g19890) y glutation
transferasas (At2g29440, At5g02780, At1g17180 y At2g29470). La represion en la
expresion de genes pertenecientes a esta categoria también fue notablemente

representada en la concentracién inhibitoria (Tabla 1).
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VII. DISCUSION

En el crecimiento y desarrollo vegetal participan sefales ambientales y
endodgenas, las cuales junto con el programa genético intrinseco determinan la
morfofisiologia de la planta (Gray, 2004). Una caracteristica del desarrollo de las
plantas es el no seguir un plan de desarrollo rigido, en cambio, continuamente se
adaptan al ambiente. Su capacidad para superar las limitaciones de un estilo de vida
sedentario esta en funcion de su gran plasticidad para explorar el suelo y el aire en
busca de recursos esenciales, tales como la luz, el agua y los nutrientes (Forde et al.,
2001).

La presencia del Cr en el medio conduce a cambios en los patrones del
crecimiento y desarrollo de las plantas, en especial en la modulacion del crecimiento
de la raiz y del follaje (Shanker et al., 2005). En el presente trabajo se analizé el
efecto del Cr(VI) en Arabidopsis, mostrando un efecto dual en el crecimiento. En
concentraciones relativamente bajas (20 a 40 pM de K,CrO4*), se promueve el
crecimiento de la raiz y del follaje con un efecto moderado del CrO,*. Por el
contrario, en concentraciones de 80 uM o mayores, el crecimiento fue inhibido, pero
se estimularon procesos de diferenciacion celular como la presencia de pelos
radiculares muy cercanos a la punta de la raiz y de raices laterales y adventicias
(Fig. 4). Estas concentraciones se consideraron, para propdsitos experimentales,
como “estimulante” e “inhibitoria”, respectivamente. Ambos efectos, tanto estimulador
como inhibidor del crecimiento, ocasionados en respuesta a Cr(VI) se han reportado
en plantas de Amaranthus viridis L., donde en concentraciones de 10 uyM de
K>Cr,07* se estimuld el crecimiento de la raiz primaria y en concentraciones de 100
UM de K»Cr,07% ocurrié el efecto opuesto (Zou et al., 2006). Asimismo, en plantas de
Arabidopsis trasplantadas a medios con 100 pM de K,Cr,O;* se estimuld el
crecimiento de la raiz primaria y se generd un aumento en biomasa tanto de la raiz
como del follaje, mientras que a 200 pM de K,Cr,0;% se observé el efecto contrario
(Ortiz-Castro et al., 2007).

El analisis de la interaccién del Cr(V1) y los nutrientes como el PO,> y el SO4*

apoya la propuesta de que el Cr(VIl) interfiere en la captacion, translocacion y
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acumulacion de estos nutrientes (Gardea-Torresdey et al., 2005). Se ha sugerido una
competencia del CrO4* con estos nutrientes, mediante la interaccion de ambos en el
transporte, ya que con una concentracion mayor del nutriente que del metal, se
revertieron los efectos ocasionados por el CrO4* en el crecimiento de la raiz y del
follaje, indicando una posible ventaja competitiva para el nutriente en la entrada a la
célula (Fig. 6). Existen evidencias que sugieren la participacion de los
transportadores de SO4% en la captacion de CrO4>. En plantas de Maiz (Zea mays),
el efecto del CrO4* fue relacionado con la captacion de SO4* (Schiavon et al., 2007),
sugiriendo una competencia por el sitio activo de unidn de los transportadores de
S0,%, probablemente debida a la similitud estructural compartida por el CrO4* vy el
S0,4%. Un efecto similar fue observado en Pteris vittata L. en respuesta a Arseniato
(AsO,%¥) y su interaccion con PO,>, mostrando que el PO4> incrementa la biomasa
de las plantas y alivia la toxicidad provocada por acumulacion de altos niveles de
AsO,> (aproximadamente 1000 puM) (Tu et al., 2003). Asimismo, una mutante en
Arabidopsis resistente a AsO4> (ars?), mostré una captacién significativamente
mayor de PO,> que las plantas silvestres, lo que sugiere que las plantas pueden
incrementar la tolerancia a AsO4% al incrementar el transporte de PO,>. Las
caracteristicas de la mutante ars? sugieren que sus tejidos tienen suficiente cantidad
de PO,> para reducir la integracion de AsO;> a los sitios de unién de PO4> en
proteinas sensibles a AsO4>, incrementando asi la tolerancia (Lee et al., 2003).
Ademas, la mutante en pht1;7-3 muestra una tasa de captacion de AsO;> muy baja,
lo que la hace resistente y le permite acumular hasta el doble de arseniato con
relacion a las plantas silvestres (Catarecha et al., 2007). En cuanto a la respuesta a
CrO4* en Arabidopsis, nuestros resultados sugieren que el adecuado suministro de
nutrientes, como PO,> y SO4* puede revertir la toxicidad por Cr en las células de las
plantas (Fig. 6).

La deficiencia de Pi es uno de los mayores problemas que afectan el
crecimiento vegetal, por lo cual existen respuestas altamente eficientes que implican
la activacion coordinada de genes para aliviar el estrés, entre ellos los
transportadores de Pide alta afinidad y la exudaciéon de acidos organicos y fosfatasas

por la raiz (Karthikeyan et al., 2002). Los resultados obtenidos del analisis en la
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expresion del gen reportero GUS para los transportadores de Pi: AtPT1 y AtPT2 en
Arabidopsis, cuando las plantas se crecieron en medios con concentraciones
inhibitorias de Cr(VI), sugieren que el CrO4* y Cr,O;* pueden interferir con la
translocacion de PO43', o afectar su metabolismo dentro de la célula, posiblemente
por la interaccion en el transporte. Los resultados obtenidos en este trabajo, con el
analisis de la expresion del gen reportero GUS para AtPT2 en medios con Cr
suplementados con PO,> y SO4*, mostraron una disminucién en su expresion, lo que
aunado al restablecimiento en el crecimiento de la raiz primaria por ambos
nutrientes, demuestra que el Cr(VI) deja de tener su efecto toxico ante la presencia
de mayores concentraciones de estos nutrientes. Lo anterior refuerza la propuesta de
que el Cr(VI) compite a nivel de transporte o interaccion metabdlica con PO4> y SO42.
Sin embargo, los patrones de expresion de GUS para AtPT2 en plantas crecidas en
medios con SO4* no disminuyeron en el follaje y el sistema vascular de la raiz, lo que
sugiere que el SO4* no revierte todos los efectos del Cr(VI) y sugiere que en estos
tejidos no hay una “competencia” entre ambos aniones (Figs. 6y 9).

La expresion de algunos transportadores de alta afinidad de Pi en otras partes de la
planta ademas de la raiz, apunta a su posible participacion en la translocacion
interna de Pi. El analisis de la actividad de GUS para AtPT2 fue detectada en todos
los tipos de células de la raiz, como en la region meristematica, en la epidermis,
cortex y particularmente en la region vascular. Estos estudios muestran que los
diferentes transportadores de Pi pueden tener un papel especifico en la adquisicion y

transferencia del nutriente dentro de las raices (Karthikeyan, et al., 2002).

La respuesta transcripcional en Arabidopsis a ambas concentraciones de
KoCrO4* (20 y 140 uM) estad modulada diferencialmente, mostrando que la expresion
de la mayoria de los genes se induce o se reprime sélo para una de las condiciones
experimentales, lo que refleja los distintos procesos que tienen lugar en la planta
ante las distintas concentraciones de K,CrO4* (Fig. 10). El nimero de genes cuya
expresion es compartida fue muy bajo (12 genes con expresion inducida y un gen
con expresion reprimida), en comparacion con el total de genes expresados en cada

concentracion, lo que refleja la respuesta diferencial a ambas concentraciones de
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Cr(VI) y se correlaciona a las diferencias fenotipicas observadas en el crecimiento y
desarrollo de Arabidopsis.

En la concentracion estimulante del crecimiento (20 uM de K,CrO%), la
categoria funcional mejor representada fue la de sefalizacion y sintesis de proteinas,
lo que probablemente conlleva a un aumento en los niveles de las proteinas
necesarias para promover el crecimiento celular, debido al fenotipo observado en la
planta y su tendencia a un mayor crecimiento, tanto en la longitud de la raiz primaria
como en el peso fresco de follaje (Fig. 11). La categoria de factores de transcripcion
fue también una de las mas representativas, tanto en genes con expresién inducida
como reprimida, en ambas concentraciones de K.CrO4* (Figs. 11 y 12), lo cual era
previsible, ya que la regulacion de la expresion de genes al nivel de transcripcidon
controla muchos de los procesos bioldgicos en una célula u organismo, tales como la
progresion del ciclo celular, el equilibrio metabdlico y fisioldgico y las respuestas al
medio ambiente (Riechmann et al., 2000). Por otro lado, en la concentracién
inhibitoria del crecimiento (140 pM de K,CrO.%), los genes incluidos en la categoria
de respuesta a estrés bidtico y abidtico estan bien representados, reflejando las
respuestas adaptativas que se presentan en la planta para hacer frente a los efectos
del Cr que ocasiona un dafo celular por estrés oxidativo, lo que a su vez genera la
induccion en la expresion de genes que codifican peroxidasas y enzimas glutation
transferasas que pueden ayudar a hacer frente al estrés (Sappl et al., 2009) (Fig. 12).

En la concentracion inhibitoria, la planta responde activando genes
involucrados en la homeostasis de Fe, cuya respuesta se conoce como “estrategia 1”
y es inducida ante la deficiencia de este metal (Tabla 1) (Connolly y Guerinot, 2002).
Se ha reportado que este elemento se requiere para la funcionalidad de un amplio
rango de enzimas, especialmente aquellas involucradas en procesos de oxidacion y
reduccion, para la sintesis del anillo porfirinico de la clorofila, la reduccion de NO3’,
SO4% vy la fijacion de N, (Zou, 2006). Los sintomas toxicos visibles de Cr(VI) son
similares a los de deficiencia de Fe (Sharma et al., 1995), lo que esta relacionado en
parte a la capacidad del Cr para desplazar otros metales (particularmente Fe) de
centros enzimaticos de importancia fisioldgica, produciendo un estrés nutrimental

(Pandey y Sharma, 2003). Estos efectos del Cr se han confirmado mediante estudios
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que se han hecho en A. viridis, donde la captacion y acumulacion restringida de Fe
esta asociada a la presencia de Cr en sitios contaminados (Zou et al., 2006).
Nuestros resultados sugieren que las plantas de Arabidopsis en concentraciones de
140 M de K,CrO,*, presentan una deficiencia de Fe y emplean mecanismos
especificos para restablecer la homeostasis de este metal. Los sintomas
ocasionados por el Cr(VI) en las plantas, como reduccion de la expansion de la hoja,
pueden ocurrir como resultado de una baja tasa fotosintética, debida a la deficiencia
de Fe (Terry, 1981). Ademas, la clorosis inducida por metales pesados ha sido
correlacionada en general con el bajo contenido de Fe, lo que sugiere efectos sobre
su movilizacion y captacion (Alcantara et al., 1994).

Se ha encontrado que nutrientes tales como el NOg’, PO, SO42'y Fe actuan
como sefiales que pueden ser percibidas por la raiz y activan mecanismos
moleculares que modifican la division celular y procesos de diferenciacion celular.
Estas respuestas pueden estar mediadas por reguladores del crecimiento, como las
auxinas, las citocininas y el etileno, sugiriendo que cambios en el control nutricional
alteran la sintesis de hormonas (L6pez-Bucio et al., 2003). La respuesta
transcripcional a Cr(VI) en Arabidopsis, incluyé también genes que participan en la
respuesta hormonal (Tabla 1). Los genes de respuesta a auxinas, como SAUR y IAA,
se regularon en respuesta a Cr(VI) con una expresion inducida en la condicion de
140 uM de K,CrO4>.

PICKLE es un factor de remodelacion de la cromatina cuya expresiéon se indujo en
ambas concentraciones de CrO4% y se ha involucrado en el crecimiento y desarrollo
relacionados con auxinas, como la regulaciéon negativa en la ruta de formacién de
raices laterales y en la formacion de 6rganos y meristemos. Ademas, se ha reportado
que PICKLE actua como promotor de la diferenciacién celular en animales (Fukaki et
al.,, 2006; Aichinger et al., 2011). PICKLE puede regular multiples respuestas
hormonales a través de la remodelaciéon de la cromatina (Fukaki et al., 2006), lo que
sugiere también un posible papel en la sefalizacion por CrO4*. La expresién de
genes de respuesta a citocininas se indujo en la concentracién inhibitoria de CrO4*,
incluyendo varios miembros la familia de los factores de transcripcion ARR del

subgrupo A. Estos genes, en su mayoria actuan como reguladores negativos de la
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funcién de las citocininas a través de un mecanismo de retroalimentacion que
controla la sensibilidad de las células a esta hormona (D'Agostino et al.,, 2000).
Considerando que la respuesta transcripcional en la concentracién inhibitoria de
CrO4* (140 pM) en Arabidopsis activa genes de respuesta tanto a auxinas como a
citocininas, proponemos que el balance hormonal es clave para la regulacion del
crecimiento vegetal.

Es sabido que la interaccidn auxinas-citocininas controla diversos aspectos del
crecimiento y desarrollo de las plantas, incluyendo tanto la parte foliar como la raiz
(Brenner et al., 2005). Las plantas a esta concentracion mostraron un cambio en la
morfogénesis, asi como una inhibiciéon en el crecimiento de la raiz primaria. Esta
inhibicion se correlacion6 con una disminucion de la actividad mitotica de la linea
CycB1::uidA (Fig. 5), lo que confirma los hallazgos previos sobre la inhibicion en la
divisién celular en las raices de plantas sometidas a Cr(VI) (Corradi et al., 1991; Zou
et al., 2006).

El desarrollo post-embrionario de las plantas tiene lugar gracias a los meristemos,
donde las células madre se renuevan por si solas y producen células hijas que se
diferencian y dan lugar a diferentes érganos estructurales (Dello loio et al., 2007). Se
ha reportado que las citocininas controlan la diferenciacion celular y la actividad
meristematica y asi determinan el tamafno de los érganos, antagonizando la sefial de
division celular mediada probablemente por auxinas. Un balance entre la division y
diferenciacién celular es necesario para mantener y controlar el tamafo del
meristemo y crecimiento de la raiz (Dello loio et al., 2007, 2008). Considerando que
la respuesta gendmica a concentraciones inhibitorias de Cr(V1) (140 pM K,CrO4%)
induce la expresion de genes involucrados en la ruta de auxinas y citocininas, es
posible que se establezcan procesos adaptativos, con cambios en los patrones de
morfogénesis de la raiz, para hacer frente a estas concentraciones de CrO4*. La
regulacion de genes implicados en el proceso de morfogénesis fue también evidente
a concentraciones inhibitorias del metal, como la represién del gen At3g49110 que
codifica una peroxidasa, la cual se expresa principalmente en la raiz y cuyo papel
sugerido es en el proceso de elongacion. Estas modificaciones en la longitud de la

raiz son acompafadas por los cambios en la longitud celular, sugiriendo que este
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gen esta involucrado en las reacciones que promueven la elongacion celular
(Passardi et al., 2005).

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que, dependiendo de la
concentracion de K2Cr042', las plantas responden de manera diferencial, tanto
morfolégica como transcripcionalmente, mostrando un efecto dual del Cr(VI) en
Arabidopsis con un efecto estimulador del crecimiento a bajas concentraciones de
K,CrO4* y un efecto inhibidor del crecimiento a altas concentraciones. Los genes
regulados permiten que la planta tenga un mejor crecimiento a bajas concentraciones
de K,CrO,*, mientras que en la concentracién inhibitoria los genes regulados
permiten enfrentar el estrés oxidativo y la interferencia con el metabolismo de
nutrientes. La respuesta a concentraciones inhibitorias de Cr(VI) y su reversién con
suplementos de nutrientes, apoyan la idea de que los transportadores de iones
esenciales estan involucrados en la captacion de este anién o en la interferencia con
el metabolismo de los nutrientes. Esto abre nuevos horizontes para el manejo
ambiental de los suelos contaminados con Cr, en donde seria factible obtener un
crecimiento adecuado de los cultivos con un manejo adecuado de la nutricion mineral

de las plantas.
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VIIl. RESUMEN DE RESULTADOS

1.

El Cr(VI) mostré efectos diferenciales en el crecimiento y desarrollo de
Arabidopsis dependiendo de su concentracién: un efecto estimulador en
concentraciones de 20 uM de K.CrO4> y un efecto inhibidor del crecimiento a 140
MM, lo que sugiere un papel importante en la fisiologia de las plantas.

El PO,> y SO,* revirtieron los efectos inhibitorios ocasionados por el Cr(VI) en el
crecimiento de la raiz y follaje, revelandose una interaccion entre la disponibilidad
de los nutrientes y la respuesta a un metal potencialmente téxico.

El gen que codifica el transportador de Pi, de alta afinidad AtPT2 en Arabidopsis,
mostré expresion inducida en tratamientos con Cr(VI) y una expresion disminuida
al nivel basal cuando se aumentd la fertilizacion fosfatada.

La respuesta transcripcional en Arabidopsis a ambas concentraciones de
KoCrO4* (20 y 140 pM), es modulada diferencialmente. En la concentracion
estimuladora: 20 pM K,CrO.*, la categoria funcional mejor representada fue
sefalizacion y sintesis de proteinas, mientras que los genes que participan en la
homeostasis del Fe, en la respuesta hormonal y estrés oxidativo muestran mayor
expresion en la concentracién inhibitoria de CrO4* (140 uM). Estos resultados
confirman la hipotesis de que el efecto biolégico del Cr es altamente dependiente

de su abundancia en el medio.
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IX. CONCLUSION

El Cr(VI]) interfiere con la captacion y/o metabolismo de nutrientes esenciales y
dependiendo de su abundancia en el medio tiene un efecto diferencial en la
expresion geénica de las plantas, orientada hacia el mayor crecimiento a bajas

concentraciones y a la remediacidon del estrés oxidativo a altas concentraciones del

metal.
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