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Resumen 

El sistema radical (SR) tiene como función principal proveer de recursos a la 

planta para su subsistencia. En el suelo, además de agua y nutrientes se 

encuentran los metales pesados (MPs) que se caracterizan por su alta toxicidad y 

por inducir cambios en la arquitectura del sistema radical (ASR) de las plantas. 

Uno de los metales pesados de mayor interés es el plomo (Pb) ya que este metal 

se ha acumulado en grandes cantidades en la superficie del suelo debido a las 

actividades antropogénicas. 

En este trabajo se encontró que el Pb induce un cambio en la ASR similar al que 

se ha descrito en condiciones de carencia de fosfato (Pi), por lo cual comparamos 

ambas respuestas con la finalidad de encontrar similitudes y diferencias en la 

respuesta a estos factores estresantes. Encontramos que el Pb induce una 

disminución en la LRP donde están involucrados los genes lpi3 y lpr1/2, que 

además son necesarios en los cambios de la ASR en carencia de Pi. También se 

encontró que el Pb regula negativamente la expresión de gen AtPT2 (Pht 1;4), 

involucrado en la respuesta a carencia de Pi y con la acumulación de este 

macronutriente; además, el Pb regula negativamente la expresión de genes 

relacionados con el mantenimiento del meristemo, como son WOX5, PIN1 y PIN2, 

lo cual ocasiona una desorganización del meristemo y su agotamiento. Se 

determinó que el transporte polar de auxinas, así como el suplemento con exceso 

de Pi ayudan a reestablecer el desarrollo de la raíz primaria. 

En este trabajo se determinó que la inhibición de la longitud de la raíz primaria a 

causa del Pb está regulada genéticamente y que los cambios generados por este 

metal están en función de la concentración del Pb y del Pi presente en el medio de 

cultivo. 

Palabras clave: Estrés abiótico, arquitectura del sistema radical, metales 

pesados, carencia de fosfato y ruta PDR2-LPR1/2. 
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 Abstract 

The root system (RS) has as its main function to provide resources to the plant for 

its subsistence. Due to soil is not heterogeneous, the RS shows phenotypic 

plasticity based on soil requirements, such as water or nutrients. In the soil, in 

addition to water and nutrients, there are heavy metals (HMs) that are 

characterized by being toxic elements for organisms, for which they induce 

changes in the root system architecture (RSA) of plants. One of the HMs of 

greatest interest is lead (Pb), since this metal has accumulated in large quantities 

on the soil surface due to anthropogenic activities. 

We found that Pb induces a change in the RSA very similar to phosphate (Pi) 

starvation, for which we compared both responses with the aim to find similarities 

and differences in regulation responses. We found reduction of the of the primary 

root length (PRL) in response to Pb is genetically regulated by the genes lpi3 and 

lpr1/2 that are also involved in the changes of the Pi starvation RSA. We 

determined that Pb negatively regulates the expression of the AtPT2 gene (Pht 

1;4) involved in the response to Pi deficiency and with the accumulation of this 

macronutrient; in addition, Pb negatively regulates the expression of genes related 

to the maintenance of the meristem such as they are WOX5, PIN1 and PIN2, 

which causes a disorganization of the meristem and depletion of the primary root. 

We also found that the polar transport of auxins, as well as supplementing with 

excess Pi help to retrieve the development of the primary root. 

In this work, we found that the inhibition of the length of the primary root due to Pb 

is genetically regulated and that the changes generated by this metal are a function 

of Pb and Pi concentration. 

 

Key words: Abiotic stress, root system architecture, heavy metals, 

phosphates starvation and PDR2-LPR1/2 pathway
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1. Introducción  

1.1 Plasticidad fenotípica 

La supervivencia de la planta depende directamente de su capacidad de explorar 

eficientemente el suelo en busca de recursos, por lo que el desarrollo y la 

conformación de la ASR son extremadamente relevantes para la adaptación del 

individuo a su entorno (Lynch, 1995). La ASR está regulada por dos factores: i) el 

intrínseco, determinado por la carga genética de cada especie y que establece la 

base morfológica del sistema radical y, ii) el extrínseco, en el cual se integran las 

señales ambientales que a su vez modifican el programa de expresión genética 

intrínseca, de tal manera que genera cambios en el crecimiento y desarrollo del 

SR, lo que finalmente derivará en cambios en la ASR (Malamy, 2005; Gruber et 

al., 2013). 

Tanto los factores intrínsecos como los extrínsecos determinan la forma en que la 

planta enfrentará el estrés evocado por condiciones adversas. Un  ejemplo, de que 

la carga genética (factor intrínseco) ayuda a las plantas a enfrentar condiciones 

hostiles, es que algunas variedades de Oryza sativa (arroz) que presentan mayor 

resistencia a la sequía desarrollan raíces más profundas que las variedades 

sensibles a sequía (Price et al., 1997). La adaptación al estrés por carencia de 

fosfato entre los diferentes ecotipos de Arabidopsis thaliana es mejor entre 

aquellos que generan gran número de raíces laterales con relación a los que 

generan pocas raíces laterales (Narang et al., 2000).  

El cambio de la ASR (fenotípo) que está en función de los factores extrínsecos en 

un mismo genotipo es conocido como plasticidad fenotípica del sistema radical; es 

llamada plasticidad porque los factores ambientales modifican e influyen 

directamente sobre el desarrollo del SR mediante cambios en señales 

moleculares, cambios fisiológicos y cambios morfológicos (Schlichting y Smith, 

2002).  
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La importancia de la plasticidad fenotípica de un individuo es que es un elemento 

fundamental en la adaptabilidad a distintos ambientes para un mismo genotipo. 

Sin embargo, para su estudio es necesario tener claro que el ambiente puede 

modificar al SR del individuo de dos formas: 1) plasticidad fenotípica adaptativa o 

activa. En este caso, planta cambia su morfología para compensar los efectos 

adversos del entorno; y 2) plasticidad fenotípica pasiva, donde se presentan 

cambios morfológicos debido a condiciones desfavorables del entorno, el cual 

limita su desarrollo, como puede ser carencia total de algún recurso indispensable 

para la supervivencia (luz, agua, algunos nutrientes); cuando esto sucede, se dice 

que el organismo presenta un cambio inevitable en el desarrollo y que no 

necesariamente ayuda al bienestar del individuo. Hacer distinción entre las 

respuestas de la planta que llevan a cambios de desarrollo es esencial para 

conocer cómo la plasticidad fenotípica influye en el desarrollo y también puede 

constituir un elemento importante para la supervivencia del individuo y a largo 

plazo para la adaptación de la especie ante un ambiente hostil. Ambas respuestas 

pueden estar influyendo al mismo tiempo en el individuo; por ejemplo, bajo 

condiciones de crecimiento con limitación de nitrógeno, un parche rico en 

nitrógeno puede estimular un desarrollo localizado de raíces laterales que 

permitiría a la planta aprovechar la fuente rica en este nutriente; sin embargo, si a 

la par se presentan condiciones de sequía extrema, la plasticidad fenotípica 

adaptativa se puede ver opacada por la plasticidad fenotípica pasiva y limitar la 

elongación y desarrollo de las raíces laterales (SULTAN, 1995; Van Kleunen y 

Fischer, 2005; Forde, 2014). 

Un genotipo hipotético ideal debería ser capaz de presentar fenotipos adaptados a 

todas las condiciones ambientales, sin embargo, la plasticidad fenotípica de un 

individuo no es ilimitada sino que se encuentra restringida principalmente por 

costos metabólicos y limites propios del genotipo (DeWitt et al., 1998). 

La plasticidad fenotípica tiene un alto costo metabólico, principalmente porque en 

lugar de mantener un fenotipo fijo la planta deberá costear energéticamente los 

cambios fenotípicos evocados por el factor estresante. Para poder responder ante 
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los cambios ambientales, los individuos requieren percibir señales, mantener 

cascadas de señalización e interpretarlas constantemente para poder evocar 

respuestas plásticas, así como mantener las nuevas estructuras originadas como 

respuesta ambiental; lo anterior tiene como consecuencia un importante gasto 

energético. Los factores que limitan la plasticidad fenotípica pueden ser de distinta 

naturaleza; generalmente estos limitantes están relacionados con el genotipo del 

individuo, por ejemplo, un genotipo incapaz de inducir un fenotipo específico ante 

un ambiente particular no será capaz de responder ante la hostilidad ambiental; 

otra limitante es el tiempo de respuesta, ya que los cambios fenotípicos requieren 

desde horas hasta meses para desarrollarse y mientras se genera el cambio 

fenotípico el organismo se encuentra bajo estrés y si no se presenta una 

respuesta adecuada el individuo podría morir (DeWitt et al., 1998; Van Kleunen y 

Fischer, 2005).  

Como consecuencia de estas limitaciones en la plasticidad fenotípica las plantas 

se han separado en dos grupos: 1) las especies que tienen reducida plasticidad 

fenotípica y que tienen características especializadas para hacer frente a un 

entorno particular y 2) las especies generalistas o con gran plasticidad fenotípica 

que les permiten adaptarse a diversos entornos. Son justamente el costo 

metabólico y las limitantes las que restringen si un organismo generalista o 

especialista se desarrolla en cierto ambiente. Un organismo generalista es capaz 

de adaptarse a gran número de ambientes distintos, sin embargo, comparado con 

un organismo especialista, el organismo generalista invierte más energía en 

percibir, interpretar y responder continuamente ante la hostilidad ambiental, 

mientras que un organismo especializado se desarrolla en un ambiente particular 

sin un costo metabólico excesivo al presentar una plasticidad fenotípica reducida, 

pero con las adaptaciones particulares para el ambiente en que se desarrolla (Van 

Kleunen y Fischer, 2005).  

Todas las señales intrínsecas y extrínsecas deben ser integradas para poder 

generar un cambio en el desarrollo vegetal; esto implica regulación de la expresión 

genética, metabolismo hormonal y regulación del ciclo celular. 
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1.2 Plasticidad fenotípica del sistema radical 

Durante el proceso de embriogénesis se da origen a los órganos y tejidos que 

formarán a la planta. Una vez que la semilla germina, los órganos y tejidos 

preformados crecerán y continuarán su desarrollo, sin embargo, este se verá 

modificado dependiendo de las condiciones ambientales (Jürgens, 2003). 

La parte aérea se encuentra por encima del suelo, su crecimiento y desarrollo está 

preestablecido por los meristemos axilares y meristemos apicales. Estos rigen la 

filotaxia, es decir, en qué plano, en qué ángulo y con qué orientación crecerán las 

hojas, las ramas y las flores de la planta. Este patrón, casi invariable, está fijado 

por la genética de cada especie, lo cual ha servido como uno de los criterios para 

la clasificación sistemática y taxonómica de las especies vegetales. Aunque la 

filotaxia no cambia, el patrón de crecimiento si lo hace en respuesta a estímulos 

ambientales como la luz, la humedad y la temperatura (Steeves y Sussex, 1989; 

Reinhardt y Kuhlemeier, 2002). 

Por debajo del suelo se encuentra el sistema radical (SR), que le sirve a la planta 

para diferentes propósitos: obtener agua y nutrientes, mantenerse anclada al 

suelo, como reservorio de carbohidratos e incluso como plataforma de interacción 

con los microorganismos presentes en la rizosfera (Scheres et al., 1996; Malamy y 

Benfey, 1997). El SR presenta una estructura predeterminada dependiendo de la 

especie, como lo es el sistema pivotante de la mayoría de las dicotiledóneas o el 

SR fibroso en las gramíneas. Sin embargo, el desarrollo de este órgano es muy 

sensible a los componentes del suelo, por lo que presenta gran plasticidad 

fenotípica, esto le permite modificar su desarrollo en respuesta a diferentes 

factores ambientales como son los nutrimentales, hídricos, salinidad, entre otros. 

Dicha plasticidad le ha permitido al sistema radical explorar el suelo y sobrellevar 

la inmovilidad vegetal para obtener recursos (Malamy y Benfey, 1997; López-Bucio 

et al., 2003; Duan et al., 2013; Bao et al., 2014). 



5 
 

El sistema radical de A. thaliana y de la mayoría de las dicotiledóneas, se 

compone de una raíz primaria, la cual se forma durante la embriogénesis, y de 

raíces laterales o de segundo orden, las cuales emergen a partir de la raíz 

primaria y pueden dar origen a raíces de mayor orden (tercero, cuarto, etc.); 

además, algunas especies presentan raíces adventicias, las cuales se 

caracterizan por no originarse de una raíz preexistente. Aunque muy similares 

entres sí, las diferentes raíces tienen diferentes características, y responden y se 

desarrollan en diferentes situaciones y contextos fisiológicos. Al conjunto de estas 

estructuras anteriormente mencionadas y a la configuración espacial de estos 

componentes del SR se le llama arquitectura del sistema radical (ASR). La 

importancia del estudio de la ASR radica en que en el suelo los recursos están 

distribuidos de forma heterogénea, por lo que el desarrollo tridimensional del SR 

en el suelo determina la capacidad de la planta de asegurar el transporte de los 

recursos hacia el interior de esta (Lynch, 1995). 

Para su estudio, el ápice de la raíz se ha dividido en tres zonas: la zona 

meristemática, la zona de elongación y la zona de diferenciación (Schiefelbein y 

Benfey, 1991; Malamy y Benfey, 1997). La zona meristemática se compone de 

diferentes tipos celulares indiferenciados que darán origen a las capas celulares 

que forman a la raíz. En esta zona se encuentran un grupo de células iniciales que 

formarán al centro quiescente (QC del inglés Quiescent Center), las cuales tienen 

poca actividad mitótica, pero son esenciales para mantener la organización y 

división de las células iniciales de la columnela, del haz vascular, del periciclo, de 

la endodermis, del córtex y de la epidermis. Cuando las células formadas en la 

zona meristemática se dividen, se desplazan y dan origen a la zona de elongación 

en donde acumulan mayor cantidad de citoplasma, lo que deriva en un crecimiento 

longitudinal de las células. Anterior a la zona de elongación se encuentra la zona 

de diferenciación, que se caracteriza porque las células de cada tejido adquieren 

su función específica. Es en esta zona donde se observan los pelos radicales, 

donde emergen las raíces laterales y donde la banda de Caspari se forma (Dolan 

y Davies, 2004; Verbelen et al., 2006; Petricka et al., 2012). 
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1.2.1 Cambios en la arquitectura del sistema radical 

1.2.1.1 Regulación hormonal 

Las fitohormonas son moléculas involucradas en percibir e interpretar señales 

ambientales y actúan en armonía para regir la configuración de la ASR en 

respuesta hacia los factores ambientales. Estas son reguladas a distintos niveles, 

como son la biosíntesis, el metabolismo, el transporte y la señalización, así como 

la interacción entre ellas. Las principales hormonas incluyen a las auxinas, las 

citocininas, el etileno, los jasmonatos y el ácido abscísico (Jones et al., 2013). 

Las auxinas son fitohormonas que se encuentran involucradas en casi todos los 

procesos de desarrollo y crecimiento vegetal. En el sistema radical, a esta 

hormona se le asocia con el incremento en la longitud de los pelos radicales, con 

la regulación del crecimiento de la raíz primaria, con el incremento en el número 

de raíces laterales y con la respuesta gravitrópica, todos estos parámetros 

dependen directamente de la concentración y distribución espacio-temporal de las 

auxinas (Overvoorde et al., 2010). 

La auxinas son sintetizadas principalmente en hojas jóvenes y son transportadas 

hacia el sistema radical por el haz vascular hasta el ápice de la raíz, donde el 

trasporte acropétalo pasa a ser basipétalo en las capas celulares externas. Este 

transporte es conocido como transporte polar de auxinas y es posible gracias a los 

transportadores transmembranales de influjo como AUX1 (del inglés Auxin 

Resistant 1) y LAX (del inglés Like-AUX 1) y los transportadores 

transmembranales de eflujo como PIN (del inglés PIN-Formed) (Bennett et al., 

1996; Swarup et al., 2001; Petrášek et al., 2006; Michniewicz et al., 2007).  

A nivel celular las auxinas interactúan con otras moléculas, lo cual permite regular 

la expresión de algunos genes. Los promotores de los genes regulados por esta 

hormona son llamados elementos de respuesta auxinas (ARE del inglés Auxin 

Response Element), a los cuales se une una familia de factores de transcripción 

llamados factores de respuesta a auxinas (ARF del inglés Auxin Response 
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Factor). En ausencia de auxinas, las proteínas represoras AUX/IAA (del inglés 

Auxin/Índole-3-Acetic Acid) se unen a los ARFs lo que ocasiona una inhibición de 

la actividad de estos factores de transcripción. En presencia de auxinas, el 

complejo SCFTIR1 E3 ubiquitin-ligasa (del inglés SKP1-cullin-F box Protein) unirá 

moléculas de ubiquitina a las proteínas represoras AUX/IAA promoviendo la 

degradación de estas por el proteosoma 26S. Lo anterior libera a los ARFs y 

permite que puedan regular directamente la actividad de genes de respuesta a 

auxinas (Jones et al., 2013). 

Las auxinas tienen un papel importante en el desarrollo del sistema radical. En el 

meristemo apical de la raíz estas hormonas se concentran en el QC, lo que 

promueve la expresión de los genes Plethora (PLT) que codifican para factores de 

transcripción de respuesta a auxinas ARF/ERF que son efectores clave para el 

desarrollo, división y mantenimiento de las células iniciales en el meristemo. 

Además, en el ápice de la raíz las auxinas regulan la expresión de los genes SCR 

(del inglés scarecrow) y SHR (del inglés short root) involucrados directamente con 

el desarrollo radial de la raíz, específicamente de la epidermis y el córtex (Sabatini 

et al., 1999; Aida et al., 2004). En experimentos con ácido naftíl-p-talámico (NPA), 

que es un inhibidor del transporte polar de auxinas, se demostró que la presencia 

de estas hormonas en el sistema radical es importante para la formación y la 

emergencia de raíces laterales, pues el uso de NPA redujo la formación de estas. 

Ahora se sabe que es en la zona de diferenciación donde la acumulación de 

auxinas en algunas células del periciclo induce la formación de primordios de 

raíces laterales, lo anterior debido a que las auxinas activan genes relacionados 

con el ciclo celular como los que codifican para ciclinas y cinasas dependientes de 

ciclinas (CDKs); de esta manera, se induce a las células a dividirse de manera 

organizada, por lo que darán origen a nuevas raíces laterales. Además, se sabe 

que la acumulación de auxinas en las capas celulares adyacentes al periciclo 

promueven la expresión de genes que remodelan la pared celular, lo cual es 

indispensable para la separación de capas celulares externas y permitir la 

emergencia de la nueva raíz lateral (Casimiro et al., 2001; Dubrovsky et al., 2006; 

Swarup et al., 2008). 
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Las auxinas son mediadoras entre factores ambientales y la respuesta intrínseca 

de desarrollo del SR; por ejemplo, en un medio con exceso de nitrato y sacarosa 

las plantas de A. thaliana presentan poco número de raíces laterales. Utilizando la 

línea marcadora DR5 se observó que las auxinas se concentran en el hipocótilo, 

sugiriendo que el transporte desde las hojas hacia la raíz no se llevaba a cabo, lo 

que ocasiona que la formación de raíces laterales sea baja (Malamy y Ryan, 

2001). 

El desarrollo y formación de las raíces laterales ha sido ampliamente estudiado en 

la última década, y es sabido que las auxinas están involucradas en diferentes 

estadios de formación de este tipo de raíces. 

Las raíces laterales se forman a partir de células del periciclo, llamadas células 

fundadoras de raíces laterales (Malamy y Benfey, 1997). En estas células se ha 

observado que la concentración de auxinas en mayor que en las células 

adyacentes y que la presencia de estas hormonas dirige la polarización y división 

celular para dar origen al primordio de la raíz lateral (Dubrovsky et al., 2008). En 

experimentos en los que se añadió IAA de manera puntual, en algunas células del 

periciclo de la raíz primaria se esperaba que se generara una raíz lateral, pero no 

fue así; esto llevó a varios experimentos en los que se descubrió que la formación 

de raíces laterales ya está preestablecida desde la zona meristemática donde se 

coordina la formación de “zonas de oscilación”, que son zonas donde se presentan 

pulsos de actividad de respuesta a auxinas haciendo uso del marcador 

DR5::Luciferasa; es en estas zonas donde se da origen a las zona de pre-

bifurcación (pre-branching en inglés) donde se podrá dar origen a una nueva raíz 

lateral y no en otras regiones (Moreno-Risueno et al., 2010). Se ha reportado que 

para “señalar” a las células que forman parte de la zona de oscilación es necesario 

que haya presencia de auxinas con oscilaciones de aproximadamente 6 h y que 

esta hormona regula a los genes IAA28, IAA8, IAA9, y a algunos como el ARF5, 6, 

7, 8 y 19, ya que se demostró que en plantas con mutaciones en estos genes se 

presentan defectos en la formación de raíces laterales (Tatematsu et al., 2004; De 

Rybel et al., 2010; Moreno-Risueno et al., 2010; Arase et al., 2012). Lo anterior 
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evidencia que la presencia de las auxinas debe estar regulada espacial y 

temporalmente para poder tener un efecto morfogénico adecuado y no solo 

depende de la concentración de estas hormonas. 

Una vez que se forman las células iniciales, estas comienzan con divisiones 

anticlinales hasta formar un domo y emerger a través de la endodermis, córtex y 

epidermis, lo que finalmente dará una raíz lateral. Todo este proceso está 

regulado también por auxinas y por algunos elementos como SLR/IAA14, ARF7, 

ARF 19, y LBD/IAA12, principalmente (Fukaki et al., 2005; Okushima et al., 2007). 

 

Puesto que las auxinas son las hormonas que están directamente involucradas en 

el mantenimiento y modificación de la arquitectura del sistema radical, las demás 

hormonas que afectan la arquitectura del sistema radical lo hacen de forma 

indirecta al generar cambios en la distribución y actividad de las auxinas. 

Las citocininas son moléculas que actúan como antagonistas de la actividad de las 

auxinas, pero ambas están coordinadas para dar forma a la arquitectura del 

sistema radical (Pernisová et al., 2009). 

Las citocininas regulan la transcripción de genes mediante un receptor similar al 

sistema de dos componentes histidina-cinasa presente en bacterias. 

Primeramente, estas hormonas se unen a su receptor (CRE1 del inglés Cytokinin 

Response 1, AHK2 del inglés Arabidopsis Histidin Kinase 2 o AHK3 del inglés 

Arabidospis Histidin Kinase 3) presente en el retículo endoplásmico, lo cual activa 

al complejo histidin-cinasa de esta proteína y se auto fosforila; enseguida, el grupo 

fosfato se transfiere a una proteína fosfotransferasa (AHP del inglés Arabidopsis 

Histidine Phosphotransfer Protein) que se mueve hacia el núcleo celular donde 

transfiere el grupo fosfato a unas moléculas reguladoras de respuesta (ARR del 

inglés Arabidopsis Response Regulator); las ARRs son activadas y estabilizadas 

con la fosforilación, lo que permite que se lleve a cabo la regulación transcripcional 

de los genes de respuesta a citocininas. Existen dos tipos de ARRs: las del tipo A 

y B; las del tipo B están involucradas con el desarrollo de la parte aérea y del 
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sistema radical, la expansión celular y la senescencia, mientras que las del tipo A 

regulan negativamente la fosforilación de las ARRs, lo cual funciona como una 

retroalimentación negativa (Jones et al., 2013). 

Es mediante la activación de genes de respuesta a citocininas que estas 

hormonas modifican el desarrollo del SR. Por ejemplo, se ha descrito que la 

aplicación exógena de citocininas reduce el número de células meristemáticas y 

lleva a una disminución en el tamaño de las células de la región meristemática y 

de la raíz primaria (Dello Ioio et al., 2007). Por el contrario, el uso de PI-55 (un 

derivado de las purinas que reduce la unión de las citocininas al receptor CRE1) 

genera un aumento en la longitud de la raíz primaria en la doble mutante 

ahk2/ahk3 y un incremento en el número de raíces laterales, tanto en A. thaliana 

WT como en la doble mutante ahk2/ahk3, sugiriendo que esta hormona es 

importante en la regulación del desarrollo del SR (Spíchal et al., 2009).  

Por otro lado, las citocininas regulan el desarrollo del sistema radical no solo a 

través de la activación de ARRs, sino que también se ha demostrado que algunas 

moléculas relacionadas con las auxinas como el IAA3/SHY (una proteína 

inhibidora de la respuesta a auxinas) se encuentra río abajo del ARR1. En una 

mutante carente de función de shy2 los meristemos son anormalmente grandes, 

mientras que en la sobreexpresante de SHY hay a una disminución en el tamaño 

de este; se sabe que SHY es un represor de respuesta a auxinas que regula 

negativamente el transporte de estas hormonas a través de las proteínas tipo PIN. 

Lo anterior muestra que auxinas y citocininas regulan en conjunto el desarrollo del 

meristemo interactuando a través de SHY (Ioio et al., 2008). 

Además, las citocininas interrumpen la formación de las raíces laterales al inhibir 

la expresión de genes tipo PIN que codifican para transportadores de auxinas; lo 

anterior también impide la acumulación de auxinas en el meristemo, lo cual deriva 

en una pérdida en la división celular y en el mantenimiento del QC y las células 

iniciales. Aunque inhibe la formación de raíces laterales, las citocininas promueven 

la elongación de estas una vez que se han formado (Dello Ioio et al., 2007; 

Laplaze et al., 2008). 
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El etileno, una fitohormona gaseosa, regula varios procesos en el desarrollo 

vegetal: absición de las hojas, estimulación de la maduración de frutos, promueve 

la germinación y reduce la expansión celular. El receptor del etileno se encuentra 

en el retículo endoplásmico de la célula y es llamado ETR1 (del inglés Ethylene 

Response 1); este receptor tiene similitudes con el receptor de las citoncininas, 

con un dominio histidin-cinasa al igual que el sistema de dos componentes 

bacteriano; en ausencia de etileno el ETR1 activa una cascada de señalización de 

MAP cinasas que comienza con la fosforilación de la molécula CTR1 (del inglés 

Constitutive Triple Response 1); esta molécula regula negativamente el resto de la 

cascada de señalización, y al final de la cascada de fosforilación se encuentra una 

proteína transmembranal EIN2 (del inglés Ethylene Insensitive 2) que promueve la 

actividad de los factores de transcripción EIN3 (del inglés Ethylene Insensitive 3) y 

ERF1 (del inglés Ethylene Response Factor 1), los cuales regulan la actividad de 

genes de respuesta a etileno. De tal manera que, en presencia de esta hormona, 

la regulación del ETR1 se pierde y por lo tanto la inhibición de la cascada de 

señalización por parte de CTR1, derivando en la promoción de la trascripción de 

genes de respuesta a etileno (Stepanova y Alonso, 2009).. 

La concentración de etileno regula la formación de raíces laterales. Se ha descrito 

que a bajas concentraciones ácido 1-aminociclopropano-1-carboxílico (ACC), un 

precursor de la síntesis de etileno, se promueve el inicio de la formación de 

primordios de raíces laterales, mientras que en altas concentraciones de ACC se 

inhibe el inicio de la formación del primordio de raíces laterales, sin embargo, se 

promueve la emergencia de la raíz lateral. Se considera que la regulación del 

etileno sobre la formación de raíces laterales está mediada por la interacción con 

las auxinas. Lewis et. al. reportan que el etileno inhibe la formación de raíces 

laterales promoviendo la actividad de los transportadores de eflujo de auxinas 

PIN3 y PIN7, lo que evita la acumulación de auxinas en el periciclo (Rogers y 

Benfey, 2015; Street et al., 2015).  

Se ha descrito que las mutantes insensibles a etileno etr1-3 y ein2-1 presentan 

unas células más largas en la zona de elongación, mientras que la mutante de 
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respuesta constitutiva de etileno ctr1-1 presenta células más cortas en la zona de 

elongación; esto lleva a la conclusión de que el etileno regula negativamente la 

elongación celular. Por otro lado, se ha descrito que también está involucrado en 

la regulación del mantenimiento del meristemo, afectando negativamente a la 

proliferación celular (Street et al., 2015; Abel, 2017). 

Además, el etileno genera cambios en la arquitectura del sistema radical al 

modificar la distribución de auxinas, como en los fenómenos de gravitropismo y 

ondulación de la raíz primaria (Buer et al., 2003; Rogers y Benfey, 2015). 

Algunas otras moléculas reguladoras que están involucradas en el desarrollo del 

SR actúan a través de la señalización de auxinas. Por ejemplo, el metil-jasmonato 

que es la molécula activa del grupo de los jasmonatos promueve la formación de 

raíces laterales al interactuar con la ruta de señalización de las auxinas y además 

puede inhibir el crecimiento de la raíz primaria (Xue y Zhang, 2007; Sun et al., 

2009). El ácido abscicico (ABA) regula la ASR principalmente controlando la 

elongación de las raíces. En Zea mays y en Medicago truncatula desarrollados en 

condiciones de estrés hídrico, ABA estimula el incremento en la longitud de las 

células de la raíz primaria de la zona de elongación; lo anterior se produce porque 

ABA genera reducción en la acumulación de especies reactivas de oxígeno 

(ROS). En A. thaliana, cuando una raíz lateral se encuentra con un parche de altas 

concentraciones de nitrato la raíz detiene su desarrollo; sin embargo, en mutantes 

insensibles a ABA este arresto en la raíz no se presenta, lo cual indica que ABA 

también está relacionada con el desarrollo de las raíces laterales.  El ácido 

abscísico genera que las raíces laterales emerjan de la raíz primaria y también 

mantiene la elongación de la raíz primaria, sobre todo en estrés por sequía 

(Signora et al., 2001; Sharp et al., 2004; De Smet et al., 2006). 

Si bien todas las hormonas están relacionadas con el desarrollo del sistema 

radical, es la concentración, distribución y temporalidad de cada una de estas, así 

como las interacciones mutuas, lo que determina los cambios en el desarrollo del 

SR y la disposición de la ASR.  
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1.2.1.2 Respuesta a factores abióticos del suelo 

Las plantas utilizan macro y micronutrientes como base de su metabolismo, por lo 

que la carencia de estos induce cambios en la ASR, sobre todo la carencia de 

macronutrientes como el nitrógeno o el fósforo. En el suelo, algunos elementos 

como el nitrógeno y el cloro presentan una distribución vertical debido a que son 

muy solubles en agua y son arrastradas por el flujo de agua desde la superficie 

hasta las capas inferiores del suelo en donde se acumulan. Otros nutrientes como 

el fosfato y el potasio son poco móviles y estos se acumulan de manera horizontal 

sobre la capa más superficial del suelo. Además de la solubilidad propia de cada 

compuesto, el pH del suelo, la materia orgánica y la presencia de otros nutrientes, 

son factores que determinan la distribución y biodisponibilidad de los nutrientes en 

el suelo (Jobbágy y Jackson, 2004; Koevoets et al., 2016). De tal manera que las 

plantas deben enfrentar el reto de explorar el suelo para poder acceder a los 

parches de nutrientes que se encuentran distribuidos heterogéneamente en el 

suelo, y la mejor manera de enfrentarlo es aumentar la tasa de exploración; esto lo 

hacen al modificar la ASR.  

Los cambios en la ARS han sido ampliamente estudiados bajo estrés de algunos 

nutrientes. Se ha descrito que la biodisponibilidad de algunos elementos ocasiona 

un cambio drástico en el número, longitud, ángulo, diámetro de raíces y pelos 

radicales (Gruber et al., 2013). 

El efecto de la disponibilidad de fosfato sobre la ASR ha sido uno de los 

fenómenos que se ha descrito con mayor detalle en el SR. El fosfato es uno de los 

macronutrientes de mayor importancia en el metabolismo vegetal, ya que forma 

parte de los nucleótidos, fosfolípidos, y el ATP. Por esta razón, es indispensable 

que la planta eficientice su suministro de fosfato. Como consecuencia, las plantas 

presentan gran sensibilidad a la carencia de fosfato y responden modificando 

drásticamente su programa de desarrollo post embrionario del SR. En Arabidopsis 

thaliana, la raíz primaria presenta una inhibición en el crecimiento acompañado de 

un aumento en la densidad de las raíces laterales; además, el tamaño y el número 

de pelos radicales aumenta con la finalidad de incrementar la toma de fosfato, el 
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cual debido a su poca movilidad se acumula en las capas superiores del suelo 

(Williamson et al., 2001; López-Bucio et al., 2002). La reducción en el crecimiento 

desarrollo de la raíz primaria se debe a una prematura diferenciación del 

meristemo apical a consecuencia de un exceso en el depósito de callosa en el 

ápice de la raíz, lo que conlleva a la disminución en la movilidad de SHR 

afectando la expresión de SCR y WOX5, provocando la diferenciación del 

meristemo (Müller et al., 2015). Por otro lado, el incremento de raíces laterales es 

dependiente de la señalización de auxinas, ya que la triple mutante tir1 afb2 afb3 

no genera aumento en la densidad de raíces laterales (Pérez-Torres et al., 2008). 

La raíz primaria corta y abundantes raíces laterales también se han observado en 

otras especies como Lupinus albus, donde la carencia de fosfato ocasiona que se 

desarrollen raíces proteoides, caracterizadas por ser regiones muy densas de 

raíces cortas y con gran cantidad de pelos radicales que secretan fosfatasas y 

ácidos orgánicos; este cambio le ha permitido a esta especie desarrollarse en 

suelos pobres de fosfato (Keerthisinghe et al., 1998). 

El nitrógeno es otro macronutriente importante para el desarrollo vegetal ya que 

forma parte de los aminoácidos, las proteínas y las bases nitrogenadas. Este 

elemento ingresa a las plantas como amonio o nitrato. Se ha reportado que el 

amonio induce la inhibición en la elongación de las raíces mientras que el nitrato 

estimula la elongación. En regiones donde el suelo es pobre en nitrógeno el 

crecimiento de las raíces laterales se reduce debido a la actividad del 

transportador de nitrato NTR1.1 (del inglés Nitrate Transporter 1.1) , el cual impide 

la acumulación de auxinas en los primordios de raíces laterales. Por el contrario, 

en las regiones donde el suelo es rico en nitrógeno se promueve la formación y 

elongación de raíces laterales y de la raíz primaria (Linkohr et al., 2002; Zhan y 

Lynch, 2015).  

El cambio en la ASR ocasionado por la carencia de otros nutrientes ha sido 

estudiado en menor proporción; sin embargo, se ha descrito que inducen cambios 

en el SR con fenotipos similares entre distintos factores ambientales. Por ejemplo, 

la deficiencia de magnesio, azufre o hierro genera una reducción de la densidad 
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de raíces laterales mientras que la deficiencia de potasio, calcio, zinc, manganeso 

o boro resulta en un aumento en la densidad de raíces laterales (Gruber et al., 

2013; Kellermeier et al., 2013; Kellermeier et al., 2014). 

Además del estrés nutricional, en el suelo se puede encontrar el estrés salino, el 

cual también modifica la ASR, principalmente generando quiescencia en el 

crecimiento de las raíces laterales posterior a que han emergido desde la raíz 

primaria (Duan et al., 2013). 

Por otro lado, durante el estrés hídrico el desarrollo de las raíces laterales se 

inhibe, pero no la iniciación de estas, mientras que el desarrollo de la raíz primaria 

aumenta en dirección de la zona con mayor humedad (hidrotropismo). Por otro 

lado, el exceso de agua genera un aumento en la formación de raíces laterales y 

un aumento en el aerénquima y en el córtex de la raíz con la finalidad de aumentar 

la disponibilidad de oxígeno. Lo anterior se ha reportado principalmente en arroz y 

en maíz (Pedersen et al., 2020). 

Es evidente que la respuesta del sistema radical hacia los diversos factores 

estresantes es diferente dependiendo de la naturaleza del factor estresante, por lo 

que el cambio en el programa de desarrollo post embrionario tiene como objetivo 

incrementar la eficiencia, la toma de recursos desde el suelo y reducir el costo 

energético disminuyendo el crecimiento innecesario, ya que esto es indispensable 

para la supervivencia del individuo. 

1.2.1.3 Respuesta a metales pesados 

Los cambios fisiológicos, bioquímicos y moleculares les han ayudado a las plantas 

a enfrentar la carencia de recursos, sin embargo, este tipo de respuestas también 

son ocasionados por compuestos tóxicos. Además de los nutrientes y el agua, en 

el suelo se pueden encontrar elementos tóxicos como son los metales pesados 

(MPs). Los MPs más comunes en la corteza terrestres son el As (arsénico), Cd 

(cadmio), Cr (cromo), Cu (cobre), Pb (plomo), Hg (mercurio), Ni (níquel) y Zn 

(zinc); estos son metales y metaloides que tienen densidad mayor a 5 g/cm3 y que 

a concentraciones del orden micromolar (µM) son altamente tóxicos para los 

organismos. Algunos de los MPs como el Cu y el Zn están incluidos en el grupo de 
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los micronutrientes, ya que son necesarios para el metabolismo de las plantas, sin 

embargo un ligero aumento en las concentraciones de estos causa toxicidad 

(Schützendübel y Polle, 2002). 

Debido a que los cambios en la ASR le permiten a la planta obtener recursos, es 

de esperarse que su desarrollo esté estrechamente influenciado por la 

concentración y naturaleza de los componentes del suelo. Es por esta razón que 

el SR es susceptible a la presencia de MPs, los cuales ocasionan cambios en el 

desarrollo del SR de distintas maneras: como cambio en la expresión genética y 

cambios en la distribución de auxinas. Se ha observado que tratamientos tanto 

con Cu+2 como con Al+3 generan una disminución en la longitud de la raíz primaria, 

que puede deberse a la disminución en el tamaño de las células en la zona de 

elongación o en una disminución en la actividad mitótica en el meristemo (Sun et 

al., 2010; Yuan et al., 2013). En líneas de A. thaliana que portan la construcción 

CycB1::GUS, QC25::GUS o SCR::GFP tratadas con Cu+2 en concentraciones 

inhibitorias de la elongación de la raíz primaria, se evidenció que las células 

presentan menor índice mitótico en comparación con las raíces del grupo sin Cu+2 

y que la identidad del QC y de las células iniciales no se pierden, indicando que el 

Cu+2 interrumpe únicamente la división celular en el meristemo (Yuan et al., 2013). 

Además de generar disminución en la longitud de la raíz primaria, el Cu+2 también 

induce un aumento en el crecimiento de los pelos radicales; este fenotipo es 

característico de plantas suplementadas con ACC, un precursor de la síntesis de 

etileno (Pasternak et al., 2005; Abel, 2017), lo cual hace pesar que el etileno está 

involucrado en dicha respuesta; sin embargo, plantas mutantes insensibles a la 

respuesta de etileno ein2-1 responden al Cu+2 de manera similar a como lo hacen 

las plantas silvestres, por lo que, con estos resultados, se ha descartado la 

participación del etileno en la generación de una raíz primaria corta y en el 

aumento en el número pelos radicales en el SR. Las raíces de plantas que 

crecieron en medio de cultivo suplementado con Cu presentan una raíz primaria 

corta, esto es ocasionado a que el Cu disminuye la expresión de los genes PIN 

que codifican para proteínas transportadoras de auxinas (Yuan et al., 2013). El 

Al+3 también genera inhibición en el crecimiento de la raíz primaria al modificar la 
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distribución de auxinas de manera indirecta, ya que genera el aumento en la 

transcripción de los genes AtAUX1 y AtPIN2; además del cambio en el transporte 

de auxinas, también se sabe que el etileno está involucrado, pues las mutantes 

insensibles a etileno ein2-1 y etr1-3 son resistentes a la inhibición del crecimiento 

de la raíz primaria por el Al+3 (Sun et al., 2010). 

En plantas de A. thaliana desarrolladas en medio suplementado con Cr (VI) la 

longitud de la raíz primaria aumenta a concentraciones bajas (<100 µM) respecto 

al grupo control y a concentraciones mayores a 200 µM la longitud de la raíz 

primaria disminuye y aumenta el número de raíces adventicias, y se sabe que la 

disminución en la longitud de la raíz primaria se debe a un bajo índice mitótico en 

el meristemo (Castro et al., 2007). Se ha reportado que la expresión de PIN1 y 

PIN2 disminuyó en la raíz primaria, pero no en las raíces adventicias, sugiriendo 

que el transporte de las auxinas está relacionado con la resistencia de la raíz al Cr 

(VI). Las mutantes de iaa14/slr1, un represor de los ARFs (Auxin Responsive 

Factors), son resistentes a la inhibición de crecimiento de la raíz primaria, lo cual 

corrobora la participación de la auxinas en la sensibilidad de la raíz al Cr (VI) 

(López-Bucio et al., 2015). 

En Medicago truncatula expuesta a Hg+2 y a Al+3 se ha reportado una reducción en 

la transcripción del microRNA 390 (miRNA 390); este miRNA 390 induce la 

degradación de los transcritos de TAS3 (del inglés Trans-Acting Short Interference 

RNA3), que es un RNA de silenciamiento (siRNA del inglés small interfering RNA) 

que silencia la transcripción de RNA mensajero (mRNA) de algunos ARFs 

relacionados con el desarrollo de raíces laterales; y debido a que la formación de 

miRNA 390 disminuye con el Hg+2 y Al+3, TAS3 se acumula en las células y los 

ARFs son degradados en mayor proporción, lo que conlleva a una inhibición en el 

desarrollo de raíces laterales ocasionado por estos metales (Marin et al., 2010; 

Chen et al., 2012; Zhou et al., 2012). 

El Cd produce disminución en la longitud de la raíz primaria, y se ha reportado que 

en A. thaliana el factor de transcripción GLABRA1 ENHANCER BINDING 

PROTEIN (GPL4) reduce el crecimiento de la raíz primaria cuando el medio de 
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cultivo es suplementado con Cd; y en plantas con el gen GPL4 silenciado, la raíz 

primaria presenta una longitud similar al grupo control pero acumula mucho más 

Cd, sugiriendo que el GPL4 puede ayudar a la planta a evitar la toxicidad por Cd 

(Khare et al., 2017). Además, el Cd genera un aumento de tamaño y densidad de 

pelos radicales en A. thaliana, rábano, cebada y sorgo (Vitória et al., 2003; 

Ďurčeková et al., 2007; Kuriakose y Prasad, 2008; Bahmani et al., 2016). En A. 

thaliana se ha observado que las plantas que son tratadas con Cd y As (III) 

presentan una regulación negativa en la expresión de los genes TTG1 (del inglés 

Transparent Testa Glabra1) y GL2 (del inglés Glabra2) los cuales regulan 

negativamente la formación de pelos radicales, y es debido a esto que se da un 

aumento en la densidad y tamaño de los pelos radicales en estas raíces (Bahmani 

et al., 2016). 

En Lemna minor, Triticum aestivum, Zea mays, Pisum sativum y A. thaliana la 

presencia de Pb+2 en el medio de cultivo genera una reducción en la longitud de la 

raíz primaria comparada con las plantas sin Pb+2 (Samardakiewicz y Woźny, 2005; 

Dey et al., 2007; Kozhevnikova et al., 2009; Malecka et al., 2009; Wang et al., 

2015); esto se debe al bajo índice mitótico debido a que el plomo interrumpe la 

polimerización de la tubulina durante la mitosis (Wierzbicka, 1999). El etileno juega 

un papel importante en la resistencia a Pb+2 pues en la mutante insensible a 

etileno ein2-1 las raíces primarias de las plantas desarrolladas en medio con Pb+2 

presentan mayor inhibición que las plantas silvestres (Cao et al., 2009). 

2 Antecedentes 

Se considera que la principal causa por la que los MPs generan toxicidad es la 

generación de especies reactivas de oxígeno (ROS del inglés Reactive Oxigen 

Species) debido a la alta reactividad de estos contaminantes (Shahid et al., 2014). 

Para hacer frente a dicha toxicidad las plantas requieren de una respuesta que 

involucre cambios fisiológicos, bioquímicos y moleculares. En el caso del sistema 

radical, este cambia su ASR en presencia de MPs, sin embargo, la respuesta que 

se presenta no es igual para cada MP, lo cual hace pensar que los mecanismos 

de respuesta son diferentes entre MPs. Por ejemplo, el crecimiento en medio 
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suplementado con As, Hg inducen un SR poco desarrollado con raíz primaria corta 

y sin raíces laterales (Shin et al., 2004; Marin et al., 2010), mientras que el 

crecimiento en medio suplementado con Al, Cu, Cr o Pb inducen un SR con raíz 

primaria corta y con un a alta DRL (Castro et al., 2007; Lequeux et al., 2010; Ruíz-

Herrera y López-Bucio, 2013; Hattab et al., 2016). Sin embargo, el desarrollo de 

raíz primaria corta y el incremento en la DRL no solo es un fenotipo que se 

observa en respuesta a MPs sino que también se ha descrito en carencia de Pi 

(Williamson et al., 2001; López-Bucio et al., 2002).  Uno de los MPs con mayor 

acumulación en la corteza terrestre debido a las actividades antropogénicas es el 

Pb, los trabajos relacionados con la ASR de plantas frente al Pb indican que es 

altamente tóxico y que es debido a esta toxicidad que se generan cambios en la 

ASR. Se considera que cuando hay factores estresantes de diferente naturaleza 

(en este caso el Pi y el Pb) que generan cambios morfogénicos similares es muy 

probable que estén compartiendo mecanismos regulados por moléculas en común 

(Potters et al., 2009). Por lo tanto, es de nuestro interés caracterizar la respuesta 

del SR de A. thaliana en medio suplementado con Pb y compararlo con la 

respuesta ante carencia de Pi con la finalidad de encontrar similitudes y 

diferencias en los mecanismos de respuesta entre estos dos factores estresantes. 

3. Justificación 

Las plantas han adquirido a través del proceso evolutivo distintos mecanismos 

para hacer frente a la toxicidad por MPs. El sistema radical es el órgano que está 

en contacto directo con los contaminantes en el suelo y el medio por el cual estos 

y los nutrientes ingresan en las plantas. Por lo que, estudiar los procesos 

orquestados en las raíces es de gran importancia para entender los mecanismos 

de respuesta de las plantas frente a la toxicidad por MPs. 

Dentro de los MPs con mayor abundancia en la corteza se encuentra el Pb, ya que 

forma parte natural de la roca madre con una concentración promedio de 15 ppm 

a nivel mundial, sin embargo, la mayor parte de la acumulación se debe a la 

actividad antropogénica como la metalurgia, la minería, el uso de combustibles 

fósiles, el mal manejo de aguas residuales e incluso algunos fertilizantes (Cecchi 
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et al., 2008; Alloway, 2013). En el suelo el Pb no se encuentra de forma elemental, 

sino que se encuentra mayormente como sulfuro de plomo (galena), carbonato de 

plomo (cerusita) o sulfato de plomo (anglesita); las sales de Pb son insolubles en 

medio acuoso con excepción de nitratos y acetatos. Sin embargo, esta cualidad 

del Pb para formar sales insolubles ha generado un problema para evaluar la 

respuesta frente a este metal en condiciones in vitro, principalmente por la 

precipitación con el Pi. Por lo que los estudios a nivel de laboratorio con este metal 

pesado han sido pocos, y aunque algunas investigaciones han logrado solucionar 

el problema de la precipitación eliminando el Pi en el medio de cultivo, se genera 

que las plantas evaluadas estén bajo estrés por carencia de Pi y por la presencia 

de Pb, ocasionando que el fenotipo del sistema radical en presencia de Pb y en 

carencia de Pi sea con una raíz primaria corta y un aumento en la densidad de 

raíces laterales. Lo anterior nos hace pensar que la similitud en el fenotipo con raíz 

primaria corta y aumento de raíces laterales se pueda deber a que la 

coprecipitación entre el Pi y el Pb reduce la biodisponibilidad del macronutriente y 

esto genera estrés por carencia de Pi en la planta; por lo cual, antes de comenzar 

a trabajar con Pb en condiciones in vitro es necesario discernir si el cambio de 

fenotipo es debido a la carencia del fosfato evocada directamente por el Pb o una 

combinación de ambos factores estresantes. 

Los trabajos en plantas bajo estrés por Pb se enfocan principalmente a la 

búsqueda de mecanismos y genes involucrados con la resistencia y/o la 

hiperacumulación de este metal. Lo poco que se ha reportado relacionado con el 

sistema radical incluyen experimentos en los que se evalúa la biomasa, la longitud 

de la raíz primaria y la cantidad de moléculas antioxidantes o quelantes presentes 

en la raíz, en plantas como Triticum aestivum, Zea mays, Pisum sativum, Lupinus 

campestris y A. thaliana (Dey et al., 2007; Kozhevnikova et al., 2009; Malecka et 

al., 2009; Wang et al., 2015; Ortiz-Luevano et al., 2016). A nivel hormonal se han 

reportado que el etileno está involucrado en la resistencia a la inhibición por Pb en 

la longitud de la raíz en A. thaliana (Cao et al., 2009); por lo tanto, describir los 

cambios en la distribución de hormonas como auxinas y citocininas es de gran 
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interés para poder comprender a nivel fisiológico y molecular el cambio en la 

arquitectura del sistema radical debido al Pb. 
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4. Hipótesis 

Los cambios morfológicos, fisiológicos y moleculares del sistema radical de 

Arabidopsis thaliana en respuesta a carencia de fosfato y al estrés generado por 

plomo comparten mecanismos moleculares. 

5. Objetivo general 

Caracterizar las respuestas morfológicas, fisiológicas y moleculares del sistema 

radical frente al estrés generado por el plomo y por la carencia de fosfato en 

Arabidopsis thaliana. 

 

5.1 Objetivos particulares 

• Caracterizar la respuesta morfológica de A. thaliana frente al estrés por 

plomo y en carencia de fosfato. 

• Caracterizar los cambios del sistema radical relacionados con la respuesta 

hormonal, identidad celular y actividad mitótica ante el estrés generado por 

plomo y por carencia de fosfato en A. thaliana.  

5. Materiales y métodos  

5.1 Material vegetal 

Se utilizaron semillas de A. thaliana de los ecotipos Columbia-0 (Col-0), Landsberg 

erecta (Ler), Wassilewskija (Ws) y Nossen (Nos). Además se utilizaron semillas de 

A. thaliana mutantes stop1 (del inglés sensitive to proton rhizotoxicity1), lpi3 (del 

inglés low phosphorus insensitive 3) y lpr1/2 (del inglés low phosphate root 1/2); 

todas ellas se caracterizan por no presentar raíz primaria corta en estrés por 

carencia de Pi (Sánchez-Calderón et al., 2006; Svistoonoff et al., 2007; Balzergue 
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et al., 2017). Además, se utilizaron diferentes líneas marcadoras para evaluar 

distintos procesos fisiológicos, como son: estrés por carencia de fosfato 

pAtPT2::GUS (Karthikeyan et al., 2002), paso de fase G2 a M en el ciclo celular 

CycB1::GFP (Ubeda-Tomás et al., 2009), identidad del centro quiescente 

WOX5::GFP (Sarkar et al., 2007), distribución de auxinas DR5::GFP 

(Ottenschläger et al., 2003), transporte polar de auxinas PIN1::GFP (Friml et al., 

2003) y PIN2::GFP (Xu y Scheres, 2005) y distribución de citocininas TCS::GFP 

(Zürcher et al., 2013). 

5.2 Condiciones de crecimiento 

Las semillas de A. thaliana utilizadas se desinfectaron en etanol al 70% durante 5 

minutos y después en una solución de cloro comercial al 20% durante 7 minutos; 

finalmente se enjuagaron 4 veces con agua destilada estéril. Una vez 

desinfectadas, las semillas se estratificaron, para ello se colocaron en un tubo 

cónico de 1.5 mL con agua destilada estéril y se colocaron en oscuridad y frío 

(4°C) durante 48h. 

Una vez estratificadas las semillas se sembraron en medio de cultivo Murashigue 

y Skoog (MS) 0.1 X, adicionado con 0.68 g/L de ácido morfolino etanosulfónico 

(MES) que es una sal amortiguadora de pH, y finalmente se ajustó el pH a 5.7. 

Como fuente de Pb se utilizó Pb(NO3)2, con excepción del experimento de 

sustitución de la fuente de Pb donde se utilizó PbCl2. El medio de cultivo rico en 

nitrógeno (N) fue suplementado con 800 µM de KNO3; para el medio carente de N 

se utilizó medio de cultivo sin ninguna fuente de nitrógeno. Para los experimentos 

de respuesta a la concentración de Pi (KH2PO4) el medio de cultivo se suplementó 

con distintas concentraciones de Pi: en los grupos control fue de 500 µM, en los 

tratamientos de carencia de Pi fue de 1 µM, mientras que en los tratamientos con 

exceso de Pi la concentración fue de 10 mM. Para evaluar cómo las hormonas 

están involucradas en la respuesta a Pb, el medio de cultivo fue suplementado con 

ácido naftalenacético (NAA) una auxina sintética; el ácido naftiltalámico (NPA) se 

usó para reducir el transporte polar de auxinas; y la benziladenina (BA) para los 
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experimentos de respuesta a las citocininas exógenas. Las cajas petri fueron 

colocadas en una cámara de crecimiento con una inclinación aproximada de 60º 

con un fotoperiodo de 16/8 h luz/obscuridad a 20°C. 

5.3 Análisis de la arquitectura del sistema radical 

Las raíces primarias de las plantas fueron medidas cada tres días, para ello 

cada tres días se hizo una marca en la parte posterior de las cajas petri en el 

punto donde el ápice de la raíz se encontraba en ese momento. Pasados doce 

días post germinación las cajas petri con las plantas fueron fotografiadas. Con 

base en las marcas sobre la caja petrí se midió la longitud de la raíz primaria para 

los días 0, 3, 6, 9 y 12 post germinación con el software Image J (desarrollado por 

U.S. National Institutes of Health el cual está disponible en linea 

http://rsb.info.nih.gov/nih-image/).  

La biomasa del sistema radical se evaluó en plantas de doce días post 

germinación; cada una de las plantas fue separada en dos: la parte aérea y el 

sistema radical; cada sección se colocó en un tubo cónico de 1.5 mL y fue 

deshidratada a 60°C. Los tejidos fueron pesados cada 24 h hasta alcanzar un 

peso constante. 

5.4 Análisis in silico 

El software Geochem-EZ se utilizó con la finalidad de calcular si en el medio MS 

algunos iones, específicamente el Pi y el Pb, están interactuando entre ellos y 

formando compuestos insolubles en medio acuoso. En este software se 

ingresaron todos los iones presentes en el medio MS 0.1X, así como su 

concentración; se ajustó el pH del análisis a 5.7 y se calculó la formación de 

precipitados en la solución todo con una astringencia iónica inicial de 0.012 M/L. 

Finalmente, se programó el software para hacer 50 iteraciones del cálculo de 

interacción iónica. Una vez establecidas las condiciones se evaluó la interacción 

iónica entre los componentes del medio MS 0.1X en concentraciones crecientes 

de Pb (0-1000 µM). 
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5.5 Análisis histológico 

Las plantas de A. thaliana de doce días post germinación que portaban al gen 

reportero GUS fueron incubadas a 37°C por 12 h en la solución de tinción GUS 

compuesta por buffer de fosfatos 50 mM, EDTA 10 mM, tritón X-100 0.1%, 

ferrocianuro de potasio y ferricianuro de potasio ambos a 5 mM, cloranfenicol 100 

µg/mL y 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-glucuronido 1 mg/mL (Jefferson et al., 

1987). Una vez teñidas se clarearon con un protocolo basado en el descrito por 

Malamy y Benfey en 1997 cambiando algunos parámetros en las incubaciones 

(Malamy y Benfey, 1997). Las plantas se incubaron en HCl 0.24 N y metanol 20% 

a 55°C durante 15 minutos, enseguida se incubaron en una solución de NaOH 7% 

y etanol 60% a temperatura ambiente durante 20 minutos. Posteriormente las 

plantas fueron rehidratadas con soluciones de etanol en concentraciones 

decrecientes (40, 20 y 10%) a temperatura ambiente y con duración de 10 minutos 

para cada solución. Finalmente, las plantas se incubaron 12 h en una solución de 

glicerol 50% y se montaron en laminillas con glicerol 50%. Las laminillas se 

fotografiaron en un microscopio de campo claro Leica DM 1000. 

Las plantas que portan el gen reportero GFP se fijaron en una laminilla con 1.0 

mg/mL de ioduro de propidio y fotografiadas en un microscopio confocal Olympus 

FV1000. Para detectar la fluorescencia del ioduro de propidio se utilizó una 

longitud de onda de excitación de 568 nm y una ventana de emisión de 585-610 

nm, mientras que para la detección de fluorescencia del GFP se utilizó una 

longitud de onda de emisión de 488 nm y una ventana de excitación de 500-523 

nm. 

5.6 Análisis de acidificación del medio de cultivo 

Para evaluar si el sistema radical podía cambia el pH de su entorno se modificó el 

protocolo de Römheld de 1984. Las plantas se colocaron plantas de 12 días 

postgerminación en cajas petri con medio MS 0.1 X sin MES (amortiguador de 

pH), se ajustó el pH a 7, el medio se suplementó con Pb o Pi según cada 

tratamiento y se agregó un indicador de pH, el púrpura de bromocresol, que se 
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preparó al 0.04% disuelto en NaOH 16 mM. Las plantas estuvieron en este medio 

de cultivo durante 24h y posteriormente fueron fotografiadas. 

5.7 Cuantificación de fosfato en el tejido vegetal 

Las plantas de 12 días post germinación fueron colectadas en tubos de 

polipropileno y deshidratadas a 60°C hasta alcanzar un peso constante. Las 

plantas fueron digeridas en HCl 2 M a 500°C, y posteriormente cada muestra fue 

mezclada con una solución cromogénica de vanadato-molibdato (Holford, 1997). 

El contenido total de Pi fue determinado en un espectrofotómetro Jenway 7305 a 

420 nm de longitud de onda. 

5.8 Análisis estadístico 

Para cada grupo se calculó el error estándar de la media (SEM del inglés 

“Standard Error of the Mean”) y en las gráficas se muestra como barra de error. 

Tanto para los experimentos de cuantificación de LRP, DRL, biomasa y 

fluorescencia relativa, la diferencia significativa entre los grupos se evaluó 

mediante el análisis de varianzas de una vía (ANOVA) con un valor de 

significancia de 5% (p=0.05). Para los tratamientos en que hubo diferencia 

significativa entre uno o más grupos fue necesario analizar los datos con una 

prueba de Tukey. 

6. Resultados 

6.1 Caracterización de la respuesta de A. thaliana en medio 

suplementado con Pb 

En el sistema radical, la plasticidad fenotípica confiere la capacidad de adaptarse 

a la hostilidad ambiental, ya sea por búsqueda de recursos o para evitar 

condiciones adversas (Lynch, 1995). El Pb es un elemento tóxico que se acumula 

con abundancia en el suelo (15-50 ppm) y que en sitios con actividad 

antropogénica se puede acumular hasta en 1000 ppm (Sharma y Dubey, 2005). La 

presencia de este contaminante afecta directamente la integridad de las plantas, y 

en zonas de cultivo genera reducción en la cosecha del 12 al 43% (Zulfiqar et al., 
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2019). El Pb ocasiona cambios en la ASR, principalmente porque el SR es el 

órgano que está en contacto directo con el suelo. Por lo tanto, la caracterización a 

detalle de los cambios en la ASR frente a estrés por Pb es indispensable para 

poder establecer vínculos entre los cambios en el SR y la expresión genética.  

6.1.1 El Pb modifica la ASR 

Para evaluar el efecto del Pb sobre el SR se llevó a cabo una cinética en medio 

MS 0.1 X suplementado con concentraciones crecientes de Pb, desde 0 hasta 

1000 µM (Figura 1). En el rango de 0 a 400 µM de Pb longitud de la raíz primaria 

(LRP) no disminuyó respecto al grupo control, pero en concentraciones superiores 

a 400 µM comenzó a disminuir de manera proporcional al incremento de la 

concentración de Pb, mientras que la densidad de las raíces laterales (DRL) 

aumentó en el tratamiento de 800 µM y tuvo su menor valor de LRP y DRL en 

1000 µM (Figura 1 A y B). Además, en esta cinética se encontró que en 

concentraciones de 200 µM de Pb la raíz primaria era un poco más larga que el 

grupo control y para poder describir este fenómeno con mayor detalle se evaluó la 

LRP en una cinética con concentraciones crecientes de Pb con intervalos de 25 

µM que van desde 0 hasta 200 µM (Figura 1 C). En esta cinética se evidenció que 

el Pb produce hormesis, un fenómeno en el cual a bajas concentraciones de una 

sustancia tóxica (en este caso el Pb) se induce el desarrollo en mayor proporción 

que el grupo control (Figura 1 C). Estos resultados nos muestran que el Pb induce 

una respuesta bifásica sobre la LRP: por un lado, la promoción de la longitud en 

concentraciones menores a 200 µM y, por otra parte, una reducción de la LRP en 

concentraciones mayores a 400 µM de Pb. Además, la DRL aumentó solo en 800 

µM de Pb. Esta respuesta bifásica además de encontrarla en el ecotipo Col-0 

también se presenta en los ecotipos Col-0, Ler, Noss y Ws (Figura 2). Si bien el 

fenómeno de hormesis es interesante, a nuestro equipo de trabajo le llamó la 

atención profundizar en el fenotipo desarrollado en el sistema radical (SR) de las 

plantas desarrolladas en medio de cultivo suplementado con 800 µM de Pb, ya 

que es en esta concentración que se presenta en un mismo SR inhibición del 

desarrollo en la raíz primaria y promoción en la formación de raíces laterales, lo 
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cual nos indica una diferencia en la sensibilidad hacia el Pb entre ambos tipos de 

raíces.  

La fuente de Pb que se utilizó en los experimentos fue nitrato de plomo [Pb(NO3)2] 

por lo cual decidimos hacer algunos experimentos cambiando la fuente de Pb para 

asegurar que la adición al medio de cultivo del catión Pb+2 es lo que modifica la 

arquitectura del sistema radical (ASR) y no la adición del anión NO3
-. Para ello se 

agregó al medio de cultivo 800 µM nitrógeno de una fuente diferente (KNO3) para 

evaluar el efecto del anión NO3
-, la LRP no disminuyó en este tratamiento como se 

observó en el tratamiento con Pb(NO3)2; esto nos indica que el exceso de NO3
- a 

la concentración utilizada no genera cambios en la ASR (Figura 1 D). También se 

evaluó la repuesta del SR en medio carente de nitrógeno, que posteriormente fue 

suplementado con dos fuentes de nitrógeno diferentes; Pb(NO3)2  800 µM y nitrato 

de amonio (NH4NO3), de tal manera que la suma de la concentración de nitrógeno 

de ambas sales fuera idéntica a la concentración de nitrógeno del grupo control; 

en este caso la LRP disminuyó respecto al grupo control, lo que evidencia que el 

Pb es el componente efector en los cambios de la ASR. Finalmente, para evaluar 

directamente el efecto del catión Pb+2 se comparó la respuesta entre 800 µM de 

Pb(NO3)2 y 800 µM de otra sal de Pb (PbCl2), se obtuvieron resultados similares 

en los valores de la LRP (Figura 1 D). Lo anterior sustenta que el Pb es el 

componente responsable de los cambios en la ASR en A. thaliana. 
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Figura 1. El plomo induce cambios en la arquitectura del sistema radical. Se 

evaluaron los cambios a los 12 días post germinación de plántulas de A. thaliana. (A) 

Longitud de la raíz primaria (LRP) en diferentes concentraciones de Pb. (B) Densidad de 

raíces laterales (DRL) en diferentes concentraciones de Pb. (C) Efecto de hormesis sobre 

la LRP en concentraciones menores a 200 µM de Pb. (D) Efecto del ion Pb sobre la LRP, 

tratamiento control (Ctr), tratamiento en carencia de nitrógeno (-N), tratamiento con 800 µM 

de nitrato de potasio (+N), tratamiento con 800 µM de nitrato de plomo (+NP), tratamiento 

con 800 µM de cloruro de plomo (+CP) y tratamiento con nitrato de amonio más nitrato de 

plomo (N+NP). Imágenes representativas con diferentes concentraciones de Pb (E) 0, (F) 

200, (G) 400, (G) 600 (H), (I) 800 y (J) 1000 µM. Los experimentos se hicieron por 

triplicado, n=12. ± error estándar. 
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6.1.2 El plomo regula negativamente la expresión de AtPT2 

El fenotipo evocado por el Pb en el SR de A. thaliana también se presenta en otras 

condiciones de estrés, por ejemplo algunos MPs como el Cr, Cu y Al, pero también 

por otras condiciones nutrimentales como la carencia de Pi (Williamson et al., 

2001; López-Bucio et al., 2002; Castro et al., 2007; Ruíz-Herrera y López-Bucio, 

2013; Yuan et al., 2013). La similitud en el fenotipo entre la respuesta de Pb y 

otros MPs se puede deber a que tienen naturaleza similar y podrían estar 

regulados por algunos mecanismos moleculares en común. Sin embargo, llama la 

atención la similitud entre el fenotipo del SR en presencia de Pb y la carencia de 

Pi, porque en principio son factores estresantes de distinta naturaleza. No 

obstante, se ha descrito que el exceso de Pi ayuda a disminuir la toxicidad del Pb 

en suelos agrícolas debido a la coprecipitación de ambos compuestos (Zeng et al., 

2017). Lo anterior nos hace suponer que puede existir una interacción entre el Pb 

añadido al medio de cultivo y el Pi presente en el medio MS, de tal manera que el 

Pb precipite junto con el Pi y reduzca la biodisponibilidad de este nutriente, 

generando un cambio en la ASR en respuesta a la carencia del Pi y no por la 

actividad del Pb. 

Con el objetivo de diferenciar la respuesta a la carencia de Pi o a la presencia de 

Pb, nos propusimos caracterizar el fenotipo de A. thaliana en condiciones de 

carencia de Pi y suplementado con Pb para reportar las diferencias o similitudes 

en el fenotipo evocado en cada una de estas condiciones estresantes; 

primeramente, se caracterizaron la LRP y la DRL (Figura 3). Encontramos que en 

ambas condiciones la diminución de la LRP y la promoción de la DRL son 

similares entre ambos factores estresantes, por lo que con estos parámetros 

evaluados es difícil concluir si el Pb y la carencia de Pi son factores estresantes 

diferentes que convergen en una misma respuesta o si el Pb está evocando una 

respuesta clásica de carencia de Pi (Figura 3). 

Para resolver la incógnita de la interacción entre el Pb y el Pi en el medio de 

cultivo se hizo un análisis in silico que nos permitió calcular la interacción entre 

todos los iones presentes en el medio MS 0.1X. 
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Figura 2. Efecto del plomo en la ASR de algunos ecotipos de A. thaliana. Se 

evaluaron los cambios morfológicos a los 12 días post germinación de plántulas de A. 

thaliana. (A, C y E) Longitud de la raíz primaria (LRP) en diferentes concentraciones de 

Pb. (B, D y F) Densidad de raíces laterales (DRL) en diferentes concentraciones de Pb. 

Se evaluaron diferentes ecotipos de A. thaliana, (A y B) Landsberg erecta, (C y D) 

Nossen y (E y F) Wassilewskija. Los experimentos se hicieron por triplicado, n=12. ± 

error estándar. 
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Como resultado del análisis se encontró que la biodisponibilidad del Pi disminuye 

de manera directamente proporcional a la adición de Pb en el medio de cultivo, 

hasta llegar a 0.8 µM de Pi disponible en el tratamiento de 500 µM de Pb añadido 

(Tabla 1). En los tratamientos de 600 a 1000 µM de Pb, la concentración de Pi 

soluble se presenta poca variación y se mantiene entre 2.2 y 0.6 µM, mientras que 

la solubilidad del Pb aumenta drásticamente desde 102 hasta 341.7 µM. En el 

tratamiento donde el medio de cultivo fue suplementado con 800 µM de Pb la 

biodisponibilidad del Pi era poca (0.8 µM) y el Pb soluble fue de 201.4 µM, lo que 

nos sugiere que efectivamente el Pb y el Pi pueden precipitar en el medio de 

cultivo (Figura 5 A). Por lo tanto, de acuerdo con el análisis in silico (Tabla I y 

Figura 3. El plomo y la carencia de fosfato inducen cambios similares en la 

arquitectura del sistema radical. Se evaluaron los cambios morfológicos en el sistema 

radical de A. thaliana. (A) Longitud de la raíz primaria (LRP) en carencia de fosfato (-Pi) y 

con 800 µM de plomo (Pb). (B) Densidad de raíces laterales (DRL) en carencia de fosfato (-

Pi) y con 800 µM de plomo (Pb). (C) Imagen representativa de plántulas en carencia de 

fosfato. (D) Imagen representativa de plántulas en medio suplementado con 800 µM de 

plomo. Los experimentos se hicieron por triplicado, n=12. ± error estándar. 
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Figura 5 A) el tratamiento con Pb está generando estrés en el SR por la presencia 

del Pb soluble (201.4 µM) y por la carencia de Pi (0.8 µM).  

 

Tabla 1. Análisis In silico de la precipitación del plomo y el fosfato en medio MS 0.1 X 

Pb en el medio de cultivo 

(µM) 

Pi soluble (µM) Pb Soluble (µM) 

0 500.0 0 

100 407.0 9.2 

200 309.5 9.5 

300 210.1 10.1 

400 111.25 11.2 

500 20.05 19.9 

600 2.2 102.1 

700 1.1 171.8 

800 0.85 201.04 

900 0.75 264.8 

1000 0.60 341.7 

GeoChem-EZ, pH=5.7, 50 iteraciones 

 

Las plantas tienen la capacidad de modificar el ambiente circundante al SR para 

hacer más eficiente la toma de algunos nutrientes. En el caso de carencia de Pi, 

se ha descrito que a través de las raíces se exudan ácidos orgánicos, fosfatasas y 

nucleasas que permiten solubilizar el Pi del entorno y además aumentar la 

transcripción de los genes que codifican para transportadores de fosfato de alta 

afinidad (AtPHTs) que permiten a la raíz tomar de manera más eficiente el Pi de la 

rizósfera (Raghothama, 1999; Karthikeyan et al., 2002). Debido a lo anterior 

utilizamos plantas que portan la construcción pAtPT2::GUS y evaluamos el patrón 

de distribución e intensidad de la tinción de GUS en el ápice de la raíz a diferentes 

concentraciones de Pi con el objetivo de determinar la concentración de Pi 
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suficiente para inducir la expresión del gen AtPT2 (AtPHT1;4), encontramos que la 

actividad de AtPT2 es mayor en las concentraciones menores a 20 µM de Pi 

mientras que en concentraciones mayores a 70 µM de Pi la expresión disminuye 

drásticamente limitándose a solo algunas regiones en la zona apical del meristemo 

y perdiendo la expresión al ser suplementado con 100 µM de Pi (Figura 4).  

Por lo anterior, evaluamos si en condiciones con medio suplementado con 800 µM 

de Pb las plantas presentaban signos de estrés por carencia de Pi; para ello 

hicimos uso de la línea marcadora pAtPT2::GUS (Karthikeyan et al., 2002). 

Evaluamos el grupo con Pi óptimo (500 µM de Pi), el grupo con carencia de Pi (1 

µM de Pi) y el grupo con Pb (800 µM de Pb y 500 µM de Pi). Como era de 

esperarse, en el medio Pi óptimo la expresión del gen reportero GUS fue mínima 

(Figura 5 C) y en el grupo con carencia de Pi la actividad del gen reportero GUS 

fue evidente (coloración azul intensa) en todo el ápice de la raíz lo que nos indica 

que el valor de 1 µM de Pi fue suficiente para inducir una respuesta clásica por 

estrés en carencia de Pi (Figura 5 D). En el tratamiento con 800 µM de Pb la 

expresión del gen reportero GUS fue menor respecto al grupo con carencia de Pi 

(Figura 5 E). Lo que nos sugirió que el ápice de la raíz no está respondiendo a la 

carencia de Pi. Para evidenciar si esta disminución en la expresión de 

pAtPT2::GUS en los ápices de las raíces de las plantas creciendo en el medio 

adicionado con Pb se debe a que no se induce la respuesta fisiológica a la 

carencia de fosfato se cuantificó el porcentaje de Pi en el tejido vegetal en el grupo 

control (500 µM de Pi y 0 µM de Pb), carencia de Pi y 800 µM de Pb (Figura 5 B). 

Encontramos que la mayor concentración de Pi fue en el grupo control con 2.49 % 

mientras que el tratamiento con carencia de Pi y presencia de Pb el valor fue bajo 

(0.42 y 0.14 % respectivamente), lo anterior nos indica que las plantas no están 

tomando el Pi en tratamientos con 800 µM de Pb probablemente debido a la 

coprecipitación entre Pb y Pi tal como se había mostrado en la predicción in silico. 

Aunque las plantas en tratamiento con 800 µM de Pb se encuentran en estrés por 

carencia de Pi, la expresión de pAtPT2::GUS fue mucho menor que el tratamiento 

con carencia de Pi, lo cual nos indica que el Pb presente en el medio regula 
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negativamente la expresión de AtPT2 lo cual reduce aún más la acumulación de Pi 

en la planta. 

 

6.1.3 El estrés por Pb y por carencia de Pi comparten una vía de señalización 

dependiente de los genes LPR1/2 y LPI3 

La similitud en la ASR evocada por el estrés por Pb y por carencia de Pi, así como 

la coprecipitación que limita la biodisponibilidad de ambos compuestos, dificulta 

separar la respuesta de la planta al estrés por este MP y por este macronutriente, 

lo cual hace suponer que ambos factores estresantes podrían compartir algunos 

mecanismos de señalización que derivan en un fenotipo similar. 

Figura 4. La expresión de AtPT2 es inducible por la carencia de Pi. Para evidenciar 

la expresión del gen AtPT2 se utilizaron plántulas con la construcción pAtPT2::GUS (A-

K) en medio suplementado con diferentes concentraciones de Pi 1 (A), 10 (B), 20 (C), 

30 (D), 40 (E), 50 (F), 60 (G), 70 (H), 80 (I), 90 (J) y 100 (K) µM de Pi. La barra de 

escala representa 100 µm. Los experimentos se hicieron por triplicado, n=8. 
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Con la finalidad de obtener mayor información y describir si la respuesta evocada 

por el estrés en presencia de Pb y por carencia de Pi comparten alguna vía de 

señalización, utilizamos un grupo de mutantes que se caracterizan por ser 

insensibles a la carencia de Pi, en medio carente de Pi las raíces continúan su 

crecimiento similar al grupo control (plantas en medio con Pi suficiente). Estas 

mutantes presentan una mutación de carencia de función en genes relacionados 

con dos de las vías de señalización descritas ante la respuesta a Pi: ALMT1-

STOP1 y PDR2-LPR1. El desarrollo del SR de estas mutantes (lpi3, lpr1/2 y stop1) 

fue evaluado en medio con concentraciones suficientes de Pi (control 500 µM de 

Figura 5. El plomo regula negativamente la expresión de AtPT2. Se evaluaron los 

cambios morfológicos en el sistema radical de A. thaliana. (A) Análisis in silico de 

solubilidad de fosfato (Pi) y plomo (Pi) en medio MS 0.1X es adicionado con distintas 

concentraciones de Pb. (B) Concentración de Pi en tejido vegetal en tratamiento 

control (0 µM de Pb y 500 µM de Pi) , carencia de fosfato (-Pi) y 800 µM de plomo 

(800 Pb). (C-D) Imágenes representativas de plántulas con la construcción 

pAtPT2::GUS. (C) grupo control, (D) carencia de fosfato y (E) 800 µM de plomo. Los 

experimentos se hicieron por triplicado, n=12 ± error estándar. 
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Pi), carencia de Pi (1 µM de Pi) y en presencia de Pb (800 µM de Pb y 500 µM de 

Pi). Cuando las mutantes crecieron en medio de cultivo con Pi suficiente y 

carencia de Pi presentaron un SR pivotante con pocas raíces laterales mientras 

que en el tratamiento con Pb se obtuvieron dos diferentes respuestas: las 

mutantes lpi3 y lpr1/2 presentaron una raíz primaria larga y pocas raíces laterales, 

y aunque el Pb no redujo la LRP si evocó un cambio en el ángulo de crecimiento 

de las raíces primarias (Figura 6 B, E y H). Por otra parte, la mutante stop1 

presentó un SR ramificado con raíz primaria corta y aumento en la DRL similar al 

tipo silvestre (Figura 6 B y K). Lo anterior indica que la disminución en la LRP y el 

aumento en la DRL en respuesta al Pb está regulada genéticamente por lpi3 y 

lpr1/2 mientras que es independiente de stop1. En este contexto, el estrés por Pb 

y el estrés por carencia de Pi comparten una de las dos rutas descritas para el 

estrés por Pi que ocasionan la disminución en la LRP (la vía PDR2-LPR1). 

El Pi insoluble puede ser solubilizado por un cambio en el pH de la rizosfera, los 

cambios en la ASR junto con la secreción de ácidos orgánicos son una de las 

respuestas ante la carencia de Pi y también frente a la presencia de Pb. . Para 

evidenciar la secreción de ácidos orgánicos, se colocaron las plantas de 12 días 

postgerminación en medio MS control, con carencia de Pi y con Pb adicionado con 

un indicador de pH (púrpura de bromocresol) que en un pH por debajo de 5.7 el 

color es amarillo y un pH superior de 6.7 el color es púrpura: se encontró que tanto 

el tipo silvestre como las mutantes insensibles a Pi (lpi3, lpr1/2 y stop1) mostraron 

acidificación del entorno del SR en medios con carencia de Pi y en presencia de 

Pb. Lo anterior nos sugiere que el estrés por Pb y por la carencia de Pi inducen 

acidificación del entorno del SR lo que pude abonar a la solubilización de Pi y Pb. 

Además, se destaca que en diferentes sistemas radicales como el ramificado (WT 

y stop1) y el pivotante (lpi3 y lpr1/2) la acidificación del entorno se lleva a cabo, lo 

que nos indica que la respuesta de acidificación es independiente al tipo de 

sistema radical (Figura 7).  
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Figura 6. La disminución en la longitud de la raíz primaria en respuesta a plomo 

es dependiente de LPI3 y LPR1/2. Se evaluaron plántulas a los 12 dpg en medio mes 

con o sin Pi o Pb. (A) Longitud e la raíz primaria de las mutantes lpi3, lpr1/2 y stop1 y 

tipo silvestre Col-0 en medio de cultivo con Pi suficiente (500 µM) color negro y en 

carencia de Pi (1 µM) color gris. (B) Longitud e la raíz primaria de las mutantes lpi3, 

lpr1/2 y stop1 y tipo silvestre Col-0 en medio de cultivo sin Pb (0 µM) color negro y 

suplementado con Pb (800 µM) color gris. (C-K) Imágenes representativas de los 

tratamientos, en las cajas petri las cuatro plantas del lado izquierdo son Col-0 y las 

cuatro plantas del lado derecho son mutantes insensibles a carencia de Pi. (C, D y E) 

lpi3, (F, G y H) lpr1/2 y stop1 (I, J y K). Tratamiento control (C, F, I), carencia de fosfato 

(D, G, J) y 800 µM de Pb (E, H, K). Los experimentos se hicieron por triplicado, n=12 ± 

error estándar. 
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Se ha descrito que la disminución en la LRP en respuesta a la carencia de Pi es 

dependiente del pH del medio, es necesario tener un pH inferior a 6.2 para que la 

respuesta a carencia de fosfato se vea reflejada en la ASR, mientras que a pH por 

encima de 6.2 la respuesta del SR a la carencia de Pi no se presenta, 

principalmente porque a este pH la enzima LPR1/2 no está activa (Svistoonoff et 

al., 2007). Esta característica nos permite regular bioquímicamente la actividad de 

la enzima LPR1/2, por lo cual decidimos evaluar a diferentes pH la LRP frente a 

estrés por Pb, esto con la finalidad de completar la información molecular obtenida 

de la participación de el gen lpr1/2 en la respuesta a Pb. Para ello además del 

estrés por carencia de Pi evaluamos el estrés en el medio suplementado con 800 

µM de Pb a pH de 4, 5, 5.7, 6 y 7. Encontramos que la diminución en la LRP no se 

presenta en pH de 6 y 7 a pesar de la presencia de Pb (Figura 8 A y J) lo cual 

indica que el Pb no reduce la LRP por toxicidad, sino que esta regulada por la 

actividad de la enzima LPR1/2. 

Figura 7. El estrés por carencia de fosfato y por adición de plomo inducen 

acidificación del medio de cultivo. Se evaluó la acidificación del medio de cultivo en 

plantas de 12 dpg desarrolladas en medio MS 0.1X (A y D), en carencia de Pi (B y E) y en 

medio suplementado con Pb (C y F). Se evaluó el ecotipo silvestre Col-0 en todas las 

cajas petri y las mutantes lpr1/2 (A, B y C) y stop1 (D, E y F). Los experimentos se 

hicieron por triplicado, n=12.  
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 6.1.4 La concentración de Pi regula ASR en estrés por Pb 

Figura 8. La disminución en la longitud de la raíz primaria en respuesta a plomo es 

dependiente del pH. Se evaluaron plántulas a los 12 dpg en medio mes con o sin Pi o 

Pb. (A) Longitud e la raíz primaria a diferente pH 4, 5, 5.7, 6 y 7 en medio de cultivo con Pi 

suficiente (500 µM) color negro, en carencia de Pi (1 µM) color blanco y en presencia de 

Pb (800 µM). Imágenes representativas (B-J), Control (B, C y D), en carencia de Pi (E, F y 

G) y suplementado con Pb (H, I y J). Evaluados a diferente pH 4 (B, E y H), pH 5.7 (C, F y 

I) y pH 7 (D, G y J). Los experimentos se hicieron por triplicado, n=12 ± error estándar. 
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Puesto que el estrés por carencia de Pi y el estrés por Pb comparten al menos dos 

rutas de señalización que son dependientes de lpi3 y lpr1/2, decidimos describir 

cómo la concentración del Pi influye en el efecto del Pb sobre el SR. Para ello se 

colocaron plantas de A. thaliana en medio de cultivo con carencia de Pi y con 

exceso de Pi que fueron suplementados con Pb. 

Las plantas que crecieron en medio de cultivo con carencia de Pi (1 µM) y 800 µM 

de Pb no germinaron sugiriendo que el Pb fue más tóxico en carencia de Pi. Por lo 

tanto, la concentración de Pb se redujo y las plantas se colocaron en medio con 

carencia de Pi suplementado con Pb (0-200 µM) en concentraciones crecientes en 

intervalos de 25 µM: encontramos que la LRP disminuyó proporcionalmente al 

incremento en la concentración de Pb en el medio de cultivo, hasta llegar a una 

inhibición de 100% en concentraciones mayores a 125 µM de Pb (Figura 9 A). Los 

resultados anteriores nos indican que la toxicidad del Pb es dependiente de la 

concentración del Pi que se encuentra en el medio de cultivo, de tal manera que 

entre menos Pi presente el Pb es más toxico. Sin embargo, el comportamiento 

dosis-dependiente de la concentración de Pb y la reducción de la LRP se 

mantiene con la misma tendencia, y solamente la concentración letal de Pb 

cambia en función del Pi presente en el medio de cultivo. 

Con los resultados anteriores, se evidenció que el Pi es un macronutriente 

involucrado directamente en el efecto que tiene el Pb sobre el SR. Para poder 

complementar la descripción de la relación entre la concentración de Pi y la 

toxicidad por Pb, decidimos ahora suplementar el medio de cultivo con exceso de 

Pi (0.5 – 10 mM) y con Pb (800 µM) para evaluar los cambios del SR.  
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Encontramos que el Pi reduce el efecto que el Pb tiene en el SR. Anteriormente 

habíamos descrito que la LRP en presencia de Pb (800 µM) se reduce 

aproximadamente a 1 cm a los 12 dpg; sin embargo, al aumentar la concentración 

de Pi en el medio de cultivo la LRP no se disminuyó en la medida que lo hacía con 

solo 0.5 mM de Pi (Figura 9 B). A pesar de que la concentración de Pi es casi 10 

veces mayor que la concentración de Pb, el efecto de este metal sobre la LRP no 

Figura 9. El efecto del plomo en el sistema radical es dependiente de la 

concentración de fosfato en el medio de cultivo. Se evaluaron plántulas a 

los 12 dpg en medio MS 0.1 X con o sin Pi o Pb. (A) Longitud de la raíz 

primaria de plantas desarrolladas en medio con carencia de fosfato (1 µM) y 

en concentraciones crecientes de Pb desde 0 hasta 200 µM. (B) Longitud de 

la raíz primaria de plantas desarrolladas en medio con exceso de fosfato (0.5 

– 10 mM) suplementado con Pb (800 µM). (C-L) Imágenes representativas 

de las plantas desarrolladas en exceso de fosfato. (C – G) Sin Pb, (H – L) 

Con Pb. (C y H) 0.5 mM de Pi, (D y I) 1.0 mM de Pi, (E y J) 1.5 mM de Pi, (F 

y K) 2.0 mM de Pi y (G y L) 10 mM de Pi. Los experimentos se hicieron por 

triplicado, n=12 ± error estándar. 
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fue eliminado del todo, pues aún en la máxima concentración de Pi (10mM) la LRP 

fue 60% del valor del grupo control (sin Pb). Además del efecto sobre la LRP, se 

encontró que en medio suplementado con Pb y exceso de Pi el eje gravitrópico de 

la raíz primaria cambió y todas las plantas dirigieron el crecimiento de la raíz 

primaria 31° hacia la izquierda de la caja petri (Figura 9 K y L). 

En conjunto, los datos obtenidos nos indican que el Pi puede regular el efecto que 

el Pb genera sobre el SR. A bajas concentraciones de Pi el Pb es más tóxico, 

mientras que en altas concentraciones de Pi el Pb tiene menos efectos sobre el 

SR, pero aún en la concentración máxima el Pb puede seguir generando cambios 

en el SR.  

6.2 Cambios fisiológicos en el ápice de la raíz primaria respuesta a Pb 

Lo cambios en el SR en respuesta al ambiente tienen como intermediarios a las 

hormonas, las cuales fungen como señalizadoras y reguladoras de la expresión 

genética que induce cambios bioquímicos, fisiológicos y morfológicos en el SR. 

Con el objetivo de profundizar en la respuesta fisiológica a Pb, evaluamos la 

identidad celular del QC, la tasa de división celular, la actividad de las auxinas y 

las citocininas en respuesta a Pb. 

6.2.1 El Pi y el Pb regulan la actividad meristemática 

El incremento en la longitud de una raíz se debe principalmente a la división 

celular en la zona meristemática y al crecimiento longitudinal en la zona de 

elongación. En el caso del estrés por Pi se ha reportado que la disminución en la 

LRP se debe a que en el meristemo las células del QC se diferencian y generan 

un crecimiento determinado. Para evaluar si el Pb está generando crecimiento 

determinado en la raíz primaria, evaluamos si había o no pérdida de identidad del 

QC. Haciendo uso de la línea marcadora pWOX5::GFP encontramos que en 

presencia de Pb (800 µM) se pierde la identidad del QC lo que lleva a una 

desorganización en el meristemo y a un crecimiento determinado. Sin embargo, 

cuando se agrega al medio de cultivo exceso de Pi (10 mM) la actividad del QC no 

se pierde (Figura 10 A, C-G). Esto puede explicar porque en medio con exceso de 
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Pi y presencia de Pb la LRP no disminuye tanto como en medio de cultivo que no 

fue suplementado con Pi. Además, utilizando la línea marcadora CyCB1::GFP se 

Figura 10. El exceso de fosfato recupera la actividad meristemática. Se 

evaluó actividad de WOX5::GFP en el centro quiescente (A). La actividad 

motórica usando el marcador CyCB1::GFP (B). Imágenes tomadas a los 6 días 

post germinación en microscopio confocal del ápice de la raíz primaria las 

plántulas portaban la construcción WOX5::GFP (C-G) o la construcción 

CycB1::GFP (H-L). La plantas crecieron en medio control MS 0.1 X (C y H), en 

carencia de fosfato, (-Pi) 1 µM (D y I), en exceso de fosfato (+Pi) 10 mM (C y 

H), en presencia de plomo 800 µM (+Pb) (D y I), y en presencia de plomo y 

exceso de fosfato (+Pb/+Pi) 0.8 y 10 mM respectivamente (E y J). La barra de 

escala representa 100 µm Los experimentos se hicieron por triplicado, n=6 ± 

error estándar. 
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evaluó el número de células que están por entrar en mitosis en tratamiento con 

Pb. La reducción en la señal fluorescente de CyCB1::GFP nos indicó que la tasa 

de división celular se redujo en el tratamiento con Pb y cuando se agregó exceso 

de Pi al medio de cultivo, la actividad mitótica se recuperó (Figura 10 B, H-L).  

Los datos anteriores nos indican que la disminución en la LRP en presencia de Pb 

está relacionada con la identidad del QC y la pérdida de identidad de estas células 

puede afectar directamente a la tasa de división celular; lo que al final resulta en la 

disminución de la LRP. Sin embargo, la pérdida de identidad del QC y de la 

división celular puede ser recuperado totalmente al agregar exceso de Pi, pero la 

LRP no se recupera al 100% sino que solo se recupera un 60%, lo que nos indica 

que otro mecanismo como la elongación celular también pueden estar afectados 

por la presencia de Pb en el medio de cultivo. 

6.2.2 Las auxinas regulan la LRP en presencia de Pb 

La mayoría de los procesos fisiológicos están orquestados de manera directa o 

indirecta por la actividad de las auxinas, sobre todo en el SR, por lo que se evaluó 

si el Pb generaba cambios en la localización de estas hormonas en el SR. Se 

utilizó la línea reportera DR5::GFP a los seis días post germinación para evaluar 

una repuesta temprana, ya que es justo en el día seis post germinación cuando la 

LRP en los tratamientos con Pb comienza a ser menor respecto al grupo control 

(sin Pb). Se encontró que en presencia de Pb (800 µM) la localización de auxinas 

se limitaba al QC y a la columnela con muy poca intensidad respecto al grupo 

control (sin Pb), lo que sugiere que la actividad de esta hormona en los demás 

tejidos del meristemo es nula y que en el centro QC y la columnela se está 

perdiendo esta actividad hormonal (que en el meristemo está involucrada 

principalmente con el mantenimiento del QC y la proliferación celular), lo que 

explica por qué se pierde la actividad del QC, la división celular y por qué en días 

posteriores se presenta un meristemo con crecimiento determinado y totalmente 

diferenciado. Además, hemos descrito que si al medio suplementado con Pb (800 

µM) adicionamos exceso de Pi (10 mM) se recupera parcialmente la LRP y se 
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recupera la actividad del QC y la actividad mitótica. Para corroborar si esto está 

relacionado con la distribución de auxinas en el meristemo, evaluamos la 

distribución de auxinas en las condiciones anteriormente mencionadas y 

Figura 11. El plomo modifica la distribución de auxinas en el ápice de la 

raíz. Se evaluaron plantas de 6 dpg. Para evidenciar la localización de 

auxinas se utilizaron plantas con la construcción DR5::GFP (A, D-H), y para 

evidenciar la localización de transportadores se utilizó la línea marcadora 

PIN1::GUS (B, I-M) y la línea PIN2::GFP (C, N-Q). (D-Q). Imágenes del ápice 

de la raíz primaria las plantas crecieron en medio control MS 0.1 X (D, I y N), 

en carencia de fosfato, (-Pi) 1 µM (E, J y Ñ), en exceso de fosfato (+Pi) 10 

mM (F, K y O), en presencia de plomo 800 µM (+Pb) (G, L y P), y en 

presencia de plomo y exceso de fosfato (+Pb/+Pi) 0.8 y 10 mM 

respectivamente (H, M y Q), la imágenes fueron tomada con un microscopio 

confocal. La barra de escala representa 100 µm Los experimentos se hicieron 

por triplicado, n=6 ± error estándar. 
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obtuvimos que la intensidad de la señal fluorescente de la línea DR5::GFP fue 

mayor (30%) en el tratamiento con Pb/Pi (0.8/10 mM) respecto a su grupo control 

(Pi 10mM);  la localización cambió, y además de estar en el haz vascular, QC y 

columnela, como en el grupo control, también se encontró fluorescencia en la 

epidermis del lado derecho (Figura 11 A, D-H), lo cual sugiere que este cambio y 

asimetría en la distribución de auxinas pudiera estar estrechamente relacionado 

con el cambio en la orientación de las raíces primarias en el tratamiento con 

exceso de Pi y Pb, ya que las auxinas están involucradas con el gravitropismo.  

Con el objetivo de complementar los experimentos anteriores respecto al papel de 

las auxinas, se evaluó la respuesta frente a Pb con auxinas exógenas; para ello se 

utilizó el ácido naftalenacético (NAA) a concentraciones crecientes desde 0 - 0.1 

µM (Figura 12 A). Se observó que en el grupo control, en el grupo con exceso de 

Pi y en el grupo con Pb/Pi el efecto de la adición de auxinas generó una 

disminución en la LRP conforme aumentó la concentración de NAA añadido al 

medio de cultivo. Mientras que, en el grupo con Pb, la LRP aumentó al agregar 

NAA hasta un máximo en 0.1 µM de NAA, donde incrementó un 195 % comparado 

con el grupo sin NAA (Figura 12 A y H). 

Una desventaja que presenta el agregar NAA de manera exógena al medio de 

cultivo es que esta molécula difundirá en todos los tejidos de manera homogénea, 

por lo cual propusimos evaluar el efecto de las auxinas con una línea 

sobreexpresante del gen yucca4 (Oxyucca4), el cual forma parte de la ruta de 

síntesis de auxinas endógenas, lo cual nos permite contrastar con la respuesta 

que presenta el SR ante la adición de auxina exógenas. Encontramos que la 

diferencia en la LRP entre el tipo silvestre y Oxyucca4 era similar en el tratamiento 

control, con Pb y con exceso de Pi, pero con Pb/Pi la LRP de OXyucca4 fue mayor 

que el tipo silvestre. Además, la orientación hacia la izquierda de las raíces 

primarias se muestra con mayor desviación respecto al eje gravitrópico en la línea 

OXyucca4, incluso en tratamientos sin Pb (Figura 12 B, K-N). Lo anterior respalda 

que las auxinas están involucradas en este crecimiento agravitrópico. En cuanto a 
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la DRL, se presentó un incremento drástico en el tratamiento con Pb en la línea 

OXyucca4 respecto al tipo silvestre. 

 

Figura 12. Las auxinas reducen el efecto del plomo en la LRP Se evaluó el 

efecto del plomo sobre la LRP en diferentes concentraciones de auxinas, tanto 

exógenas como endógenas. Para evaluar el efecto de las auxinas exógenas se 

suplementó el medio de cultivo con concentraciones crecientes de ácido 

naftalenacético (A). Mientras que, para evaluar el efecto en la LRP con 

incremento endógeno de auxinas se utilizó la línea sobreexpresante de Yucca4 

(Oxyuc4) (B). Imágenes representativas de los diferentes tratamientos (C-N). 

Plantas Col-0 (C-J), sobreexpresantes de Yucca4 (K-N), medio sin auxinas 

exógenas (C-F y K-N), medio suplementado con 0.1 µM de NAA (G-J). Medio 

MS o.1 X (C, G, K), medio suplementado con 800 de Pb (D, H, L), Medio con 10 

mM de Pi (E, I, M) y medio suplementado con 0.8 mM de Pb más 10 mM de Pi 

(F, J, N). Los experimentos se hicieron por triplicado, n=8 ± error estándar. 
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La diferencia entre la respuesta ante exceso de auxinas endógenas contra las 

exógenas es que las auxinas exógenas pueden llegar hasta el ápice de la raíz por 

difusión mientras que en la línea OXyucca4 las auxinas necesitan un trasporte 

polar eficaz. En experimentos anteriores con la línea DR5::GFP, se evidenció que 

la presencia de auxinas en el meristemo era casi nula en tratamientos con Pb; al 

Figura 43. El transporte polar de auxinas está relacionado con el desarrollo 

del SR frente a estrés por Pb. Las plantas se desarrollaron en medio con o sin 

ácido naftilptalámico con la finalidad de interrumpir el transporte polar de auxinas. 

Se evaluó el cambo en la longitud de la raíz primaria (A) y en la densidad de 

raíces laterales (B) suplementado con NPA con o sin Pb. Imágenes 

representativas (C-L). Plantas sin Pb (C-G), plantas con medio suplementado con 

800 µM de Pb (H-L), 0 µM de NPA (C y H), 0.5 µM de NPA (D y I), 1 µM de NPA 

(E y J), 2 µM de NPA (F y K) y 4 V de NPA (G y L). Los experimentos se hicieron 

por triplicado, n=8 ± error estándar. 
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agregarlas de manera exógena la LRP se recuperó parcialmente, pero no lo hizo 

cuando hubo exceso de auxinas endógenas; esto nos sugirió que, probablemente, 

el transporte polar de auxinas estuviera afectado en presencia de Pb. Para lo cual 

evaluamos la actividad de dos transportadores tipo PIN involucrados en el 

trasporte polar de auxinas en el meristemo. 

Se utilizaron las líneas PIN1::GFP y PIN2::GFP, las cuales crecieron en medio 

suplementado con Pb y con Pb/Pi, con sus respectivos controles. Encontramos 

que en presencia de Pb la expresión de PIN1 y PIN2 se pierde totalmente, 

mientras que al adicionar exceso de Pi al medio con Pb la actividad de PIN1 y 

PIN2 se restaura parcialmente respecto al grupo control (Figura 11 B, C, I-Q). 

Además, haciendo uso de un inhibidor del transporte polar de auxinas, el NPA, en 

el medio de cultivo, encontramos que la LRP en presencia de Pb y este inhibidor 

es más corta, y la DRL disminuyó drásticamente, indicando la importancia del 

transporte polar de auxinas en la respuesta del SR frente a estrés por Pb (Figura 

13). 

En conjunto, lo anterior nos muestra que las auxinas son fundamentales para el 

continuo desarrollo del meristemo y que en presencia de Pb el meristemo no 

continua con su crecimiento indeterminado, ya que el trasporte de estas hormonas 

hacia el meristemo se limita al interrumpirse el trasporte polar de auxinas debido a 

la pérdida de actividad de PIN1 y PIN2, generando pérdida de identidad del QC, 

disminución en el índice de división celular y finalmente la disminución de la LRP. 

Este fenómeno se revierte parcialmente al suplementar con 20 veces más de Pi 

(10 mM); en estas condiciones, la actividad de los trasportadores PIN1 y PIN2 se 

recupera al igual el trasporte de auxinas, y con ello la identidad del QC y la tasa de 

división celular. Sin embargo, aún se presentan efectos en el gravitropismo de la 

raíz primaria, por lo que se necesitan más experimentos que ayuden a profundizar 

en las causas de dicho fenómeno evocado por el Pb.  
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Figura 14. El plomo modifica la distribución de citocininas en el ápice de la raíz. Se 

evaluaron plantas de 6 dpg. Para evidenciar la localización de citocininas se utilizaron 

plántulas con la construcción TCS::GFP (A, C-G), Se suplementó el medio de cultivo con 

benzil adenina (BA) en concentraciones de 0 a 0.1 µM y se evaluó la ASR a los 12 dpg (B, 

H-O). En las imágenes representativas se observan micrografías tomadas en microscopio 

confocal del ápice de la raíz primaria las plantas crecieron en medio control MS 0.1 X (C), 

en carencia de fosfato, (-Pi) 1 µM (D), en exceso de fosfato (+Pi) 10 mM (E), en presencia 

de plomo 800 µM (+Pb) (F) y en exceso de fosfato suplementado con plomo (G). Además, 

se observan en caja petrí las planta es evaluadas en 0 µM de BA (H-K) y suplementados 

con 0.1 µM de BA (L-O). y en presencia de plomo y exceso de fosfato (+Pb/+Pi) 0.8 y 10 

mM respectivamente (H, M y Q). Estas plantas crecieron en medio control MS 0.1 X (H y 

L), en presencia de plomo 800 µM (+Pb) (I y M), en exceso de fosfato (+Pi) 10 mM (J y N) 

y en exceso de fosfato suplementado con plomo (K y O). La barra de escala representa 

100 µm Los experimentos se hicieron por triplicado, n=6 ± error estándar. 
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6.2.3 El Pb evoca cambios en la distribución de citocininas 

Las citocininas son otro grupo de hormonas vegetales que toman parte en la ASR, 

generalmente como antagonistas de las auxinas. Con la finalidad de identificar 

cómo estas hormonas están regulando la ASR en presencia de Pb, utilizamos la 

línea marcadora TCS::GFP; con esta línea se evaluó el grupo control, -Pi, 

presencia de Pb y exceso de Pi y Pb/Pi. Se obtuvo que en presencia de Pb no hay 

citocininas presentes en el meristemo (Figura 12 A y F), sin embargo, cuando se 

suplementa el medio de cultivo con exceso de Pi, la fluorescencia correspondiente 

a las citocininas aumenta 3.5 veces más respecto al grupo control (Figura 12 A y 

G), lo cual nos sugirió que las citocininas están involucradas en gran medida en la 

respuesta ante Pi/Pb y la regulación de la ASR en respuesta en estas condiciones. 

Además, se destaca que, en uno de los controles, en exceso de Pi, la actividad de 

fluorescencia es reducida en comparación con el grupo de Pi en condiciones 

fisiológicas (Figura 14 A y E). Con la finalidad de indagar en la participación de las 

citocininas en la respuesta a Pb, se agregó Benzil adenina (BA), una citocinina 

exógena, en concentraciones crecientes (0 – 0.1 µM) a cada uno de los 

tratamientos (control, +Pb, exceso de Pi, y +Pi/+Pb); en la mayoría de los grupos, 

la adición de BA en concentraciones mayores a 0.05 µM ocasionó una reducción 

en la LRP mientras que en el tratamiento de Pb la LRP aumento ligeramente 

(Figura 14 B, H-O). Lo anterior nos indica que parte de la respuesta en la 

recuperación de la LRP está relacionada con la acumulación de citocininas en el 

SR. 

7. Discusión 

El SR provee a las plantas de recursos necesarios para su subsistencia, como son 

agua y nutrientes. Debido a la naturaleza heterogénea del suelo, el SR presenta 

un PDPE (programa de desarrollo postembrionario) que le permite explorar el 

suelo y obtener los recursos necesarios. La habilidad de cambiar el patrón de 

desarrollo de la ASR les otorga a las plantas la capacidad de hacer frente a gran 

variedad de condiciones adversas (Lynch, 1995; Malamy, 2005). Por ejemplo el 

desarrollo de las raíces laterales y una raíz primaria con crecimiento determinado 
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permite explorar de manera superficial el suelo, sin embargo, este cambio en la 

ASR puede ser respuesta a diferentes condiciones estresantes como pueden ser 

el incremento en la captación de agua en zonas con pocas precipitaciones, por 

ejemplo, las cactáceas (Dubrovsky, 1997) o para tomar Pi que debido a su baja 

movilidad en el suelo se encuentra principalmente en la superficie (Williamson et 

al., 2001; López-Bucio et al., 2002; Sánchez-Calderón et al., 2005).  

El desarrollo del SR es guiado por señales ambientales que son integradas y 

generan una respuesta que es evidenciada en los cambios de la ASR, como son 

cambios en el desarrollo de la raíz primaria, raíces laterales, pelos radiales, 

gravitropismo, entre otras (Malamy, 2005). Generalmente los cambios en la ASR 

contribuyen de manera sustancial a la supervivencia de la planta, sin embargo, en 

el suelo además de nutrientes y agua se encuentran elementos tóxicos para las 

plantas, como son los MPs. 

Los MPs, a excepción del Cu, Zn y Fe, no son necesarios en el metabolismo 

vegetal, por lo que las plantas no tienen estructuras especializadas que les 

permitan bioacumularlos ni metabolizarlos, sino que los MPs se mimetizan con los 

nutrientes que tienen características fisicoquímicas similares a ellos y una vez 

dentro del tejido vegetal pueden ser altamente tóxicos al unirse a proteínas, 

aumentar las ROS, competir con otros iones metálicos, etc. (Schützendübel y 

Polle, 2002). Como respuesta a la presencia de MPs en el suelo, las plantas 

presentan cambios en la ASR, sin embargo, a diferencia de la respuesta a los 

nutrientes, la respuesta frente al estrés por MPs no es específica, sino que se 

hace uso de las rutas de señalización preexistentes ya que el límite de la 

plasticidad del SR es mediada por las rutas de señalización intrínseca que a su 

vez son gobernadas por el genotipo de cada especie (Schlichting y Smith, 2002; 

Potters et al., 2009).  

El Pb es uno de los contaminantes más abundantes en la corteza debido a las 

actividades antropogénicas como son el uso de baterías, fundición de metales, 

minería y quema de combustibles fósiles; además, presenta baja movilidad en el 

suelo por lo que se considera un elemento persistente en suelos contaminados 
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(Pourrut et al., 2011). El Pb, al ser un MP, no tiene función metabólica en las 

plantas, sin embargo, se ha reportado que genera cambios en el desarrollo vegetal 

y disminución en la producción agrícola (Zulfiqar et al., 2019). Comprender cómo 

el Pb induce cambios en el SR es de gran interés y ayuda a comprender como se 

van integrando distintas rutas de señalización en respuesta a diferentes factores 

estresantes. Por lo tanto, fue de nuestro interés caracterizar las respuestas 

morfológicas, fisiológicas y moleculares del SR frente a estrés generado por el Pb. 

7.1 El Pb induce cambios en la ASR regulados genéticamente por lpi3 

y lpr1/2 

En el suelo, el SR y el Pb están en contacto continuo, por lo que este órgano 

presenta cambios en la ASR en presencia de este MP. Se ha abordado en 

diversas investigaciones la afección del Pb en el SR, principalmente haciendo 

énfasis en plantas cultivables como Zea mays, Oryza sativa, Triticum aestivum, 

Glycine max (Aladesanmi et al., 2019; Zulfiqar et al., 2019; Kumar et al., 2020; 

Khan et al., 2021), evaluando la generación de ROS, bioacumulación o toxicidad, 

tomando como signo de la toxicidad la disminución de la biomasa vegetal; en 

varios trabajos las concentraciones de Pb son altas, del orden de mM, por lo que 

las plantas difícilmente pueden evocar respuestas fisiológicas ante tal ambiente. 

Nuestro equipo de trabajo caracterizó la respuesta del SR en concentraciones de 

Pb menores a las utilizadas en los trabajos anteriormente mencionados, que van 

desde 0 hasta 1000 µM de Pb, evaluando principalmente la relación entre la 

concentración de Pb y los cambios en la ASR (Figura 1). 

En la mayoría de los trabajos con Pb se muestra que la inhibición en la LRP es 

lineal y directamente proporcional a la concentración de Pb. Sin embargo, en 

nuestro trabajo encontramos que la inhibición de la LRP no es lineal en las 

concentraciones de Pb que utilizamos, sino que en concentraciones por debajo de 

200 µM de Pb la LRP pareciera ser mayor que el grupo control (Figura 1 C y 2). 

Este fenómeno es conocido como hormesis, en donde un elemento tóxico a bajas 

concentraciones genera un incremento en el desarrollo en mayor proporción que 

el tratamiento sin el elemento tóxico (Agathokleous et al., 2019). El fenómeno de 
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hormesis no solo se presenta en el caso de tratamientos con Pb, sino que se ha 

reportado en tratamientos con otros MPs como el Cr (VI) en A. thaliana y Allium 

cepa, con Cd en Solanum melongena, Cd y Pb en Zea mays, e incluso, bajo el 

efecto de otros factores estresantes como herbicidas o radiación ionizante (Miller y 

Miller, 1987; Castro et al., 2007; Siddhu et al., 2008; Patnaik et al., 2013; Belz y 

Duke, 2014; Małkowski et al., 2020). Se considera que las respuestas como la 

hormesis a las bajas concentraciones de algún elemento tóxico pueden 

incrementar la tolerancia a condiciones estresantes e incrementar la capacidad de 

respuesta de los organismos ante un estímulo ambiental (Agathokleous et al., 

2019). Es de gran interés comprender los mecanismos que subyacen a la 

estimulación en la LRP ocasionada por las bajas concentraciones de Pb, ya que 

esto ayudará a incrementar el conocimiento respecto a la tolerancia de las plantas 

y su desarrollo. 

En los tratamientos con Pb por encima de 200 µM hasta los 400 µM de Pb la LRP 

se mantiene invariable respecto al grupo control, mientras que en concentraciones 

desde 600 hasta 1000 µM de Pb la LRP disminuye proporcionalmente al 

incremento de Pb. Además de la disminución en la LRP en el tratamiento de 800 

µM de Pb, se obtuvo un incremento en la DRL, lo que nos indica que en este 

punto el SR presenta cambios fisiológicos que al mismo tiempo promueven la 

formación de raíces laterales y la disminución de la LRP (Figura 1). Por lo anterior, 

es de gran interés para nuestro equipo de trabajo caracterizar la respuesta del SR 

en la concentración de 800 µM de Pb, ya que nos permite profundizar en los 

cambios moleculares, fisiológicos y morfológicos en el SR en general y comparar 

las diferencias en respuestas de promoción e inhibición del desarrollo entre las 

raíces primarias y las raíces laterales. 

La disminución de la LRP y aumento en la DRL también se ha descrito en 

tratamientos con otros MPs como Cr (VI), Cu o Al (Castro et al., 2007; Lequeux et 

al., 2010; Ruíz-Herrera y López-Bucio, 2013). Cuando las plantas se encuentran 

en condiciones estresantes disminuyen el desarrollo del SR con la finalidad de 

conservar energía y recursos; esto se observa en el desarrollo de la raíz primaria 
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en 800 µM de Pb (Figura 1 A), sin embargo, la formación de raíces laterales es 

una estrategia del SR para explorar el suelo en busca de mejores condiciones de 

desarrollo; por ejemplo, se ha observado que en medio de cultivo heterogéneo con 

o sin Cd el desarrollo de la ASR es reorganizado de tal manera que se evita el 

desarrollo hacia las zonas contaminadas con Cd (Khare et al., 2017). En el caso 

del estrés por Pb, se ha descrito que las variedades de Oryza sativa que 

presentan un sistema radical más ramificado (con más raíces laterales) son más 

tolerantes a la toxicidad por Pb (Yang et al., 2000). Por otro lado, Helianthus annus 

a las que le fueron cortadas las raíces adventicias o la raíz primaria mostraron que 

las plantas sin raíz primaria resistieron al tratamiento con Pb, lo que nos sugiere 

que las raíces laterales y adventicias tienen un papel importante en la respuesta 

de las plantas hacia el estrés por Pb (Strubińska y Hanaka, 2011). 

Los cambios en la ASR evocados por el Pb recuerdan a los cambios evocados por 

la carencia de Pi (Williamson et al., 2001; López-Bucio et al., 2002), lo que nos 

sugiere que pueden compartir algunas respuestas en común (Figura 3). Se sabe 

que agregar exceso de Pi en suelos agrícolas contaminados con Pb reduce el 

efecto tóxico en las plantas, principalmente porque el Pi y el Pb coprecipitan 

formando compuestos insolubles, lo que reduce drásticamente la biodisponibilidad 

del Pb (Zeng et al., 2017). Es posible que en nuestros experimentos el Pi y el Pb 

estuvieran interactuando y limitando la biodisponibilidad de ambos elementos, por 

lo cual la presencia de Pb pudiera estar evocando estrés por carencia de Pi. Para 

ello se hizo una estimación in silico de la interacción entre el Pi y el Pb en el medio 

de cultivo y se obtuvo como resultado que la biodisponibilidad del Pi se ve 

comprometida por la presencia de Pb (Figura 5 A). Sin embargo, fue necesario 

sustentar experimentalmente que el SR presentaba estrés por carencia de Pi a 

causa de la interacción Pb-Pi en el medo de cultivo. 

Con la finalidad de evidenciar el estrés por carencia de Pi en el SR hicimos uso de 

la línea marcadora pAtPT2::GUS, que codifica para el transportador de fosfato de 

alta afinidad Pht1;4, el cual presenta una expresión inducible ante la carencia de 

Pi: encontramos que en carencia de Pi la expresión del gen pAtPT2::GUS es alta 
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mientras que en el grupo control y en tratamientos con Pb la expresión es muy 

baja (Figura 5 C, D y E). Lo anterior nos hizo suponer que, probablemente, a pesar 

de la coprecipitación Pi-Pb aún había Pi biodisponible, de tal manera que no se 

inducía la expresión de pAtPT2::GUS. Por lo tanto, se cuantificó el contenido de Pi 

en el tejido vegetal con el objetivo de averiguar si en el medio de cultivo el Pi 

estaba biodisponible después en los tratamientos con Pb suplementado. 

Encontramos que la concentración de Pi en los tratamientos en carencia de Pi y 

en presencia de Pb fue mucho más bajo que el grupo control (Figura 5 B). Los 

resultados anteriores nos sugieren que la planta sí presenta estrés por carencia de 

Pi y a la par el Pb está generando un efecto inhibitorio en la expresión de 

pAtPT2::GUS, de tal forma que el Pb reduce la acumulación de Pi debido a la 

coprecipitación y también a que regula negativamente la expresión de AtPT2. Se 

ha reportado que, a diferencia de lo encontrado por Pb, la expresión de 

pAtPT2::GUS se induce cuando se desarrollan plantas con otros MPs como Al, o 

Cr (VI), evocado principalmente por la competencia de entrada a la planta de estos 

MPs con el Pi (Ruíz-Herrera y López-Bucio, 2013; Martínez-Trujillo et al., 2014). 

Se ha reportado que en un transcriptoma de A. thaliana desarrollada en medio 

suplementado con 1000 µM de Pb en medio MS 0.5 X, el número de genes 

regulados negativamente es de 2419 respecto al grupo control (Zheng et al., 

2020); esto sucede en la primera hora, lo cual soporta nuestra observación de que 

el Pb en el medio de cultivo tiene la capacidad de regular negativamente la 

expresión de algunos genes, en este caso AtPT2. 

La respuesta a Pb está estrechamente relacionada con las respuestas a carencia 

de Pi, por lo que decidimos averiguar si el estrés por Pb comparte alguna ruta de 

señalización con el estrés por carencia de Pi. El estrés por carencia de Pi es uno 

de los factores estresantes descritos con mayor detalle y se sabe que la inhibición 

en la LRP se lleva a cabo por dos rutas independientes: una dependiente de 

STOP1-ALMT1 y otra dependiente de LPR1/2-PDR2. Al evaluar mutantes 

relacionadas con estas dos rutas de señalización (stop1 involucrada en la ruta 

STOP1-ALMT1, lpr1/2 involucrada en la ruta LPR1/2-PDR2 y lpi3 aun no 

caracterizada) encontramos dos respuestas diferentes: 1) con las mutantes lpi3 y 
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lpr1/2, en donde la LRP no se redujo a pesar de la presencia de Pb, y 2) con la 

mutante stop1, en donde la LRP presentó disminución similar al grupo WT (Figura 

6). Lo anterior nos indica que la disminución de la LRP depende de los genes lpi3 

y lpr1/2; es decir, que hay una regulación genética del efecto del Pb sobre la LRP. 

Se sabe que esta enzima LPR1 pertenece al grupo de las oxidasas de multicobre 

involucradas en la oxidación del Cu y además está involucrada con la oxidación 

del Fe (Svistoonoff et al., 2007; Gutiérrez-Alanís et al., 2018). Se sabe que en 

carencia de Pi el Fe se encuentra en mayor proporción en la raíz, por lo que este 

metal es oxidado por la enzima LPR1/2, generando un incremento en las ROS, lo 

cual genera endurecimiento de la pared celular y, derivado de esto, una 

disminución en el crecimiento de la raíz primaria (Svistoonoff et al., 2007). Con el 

objetivo de corroborar que la enzima LPR1/2 está involucrada en la inhibición de la 

LRP como respuesta al Pb en A. thaliana, decidimos cambiar el pH del medio de 

cultivo, con lo cual el Fe (sustrato de LPR1/2) no está biodisponible y de esta 

manera se inhibe la actividad en la enzima LPR1/2 en las plantas. Encontramos 

que, al igual que en estas condiciones a pesar de que el medio de cultivo estaba 

suplementado con Pb, no hubo inhibición en la LRP (Figura 8 A y J); este 

resultado nos indica que la actividad de la enzima LP1/2 es necesaria para que se 

lleve a cabo la inhibición de la LRP en respuesta al Pb. 

En la mayoría de los trabajos de estrés por Pb en plantas, se considera que la 

disminución en la LRP y los cambios en la ASR ocasionados por el Pb se deben a 

que la toxicidad del Pb genera desorganización metabólica y estructural en las 

células del SR y genotoxicidad, de tal manera que esto reduce el desarrollo del SR 

(Kozhevnikova et al., 2009; Kaur et al., 2014; Lyu et al., 2020). Sin embargo, en 

este trabajo hemos descrito que en medio suplementado con 800 µM de Pb los 

cambios en la LRP son regulados genéticamente por lpr1/2 y lpi3 y no como 

consecuencia de una desorganización metabólica ocasionada por el Pb. 
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7.2 El Pi y el Pb regulan la ASR 

Los cambios de la ASR como respuesta a condiciones estresantes se han 

estudiado haciendo cambios por separado de cada uno de los nutrientes, ya sea la 

respuesta a la carencia o al exceso de algún nutriente. Esto ha permitido disectar 

puntualmente la participación de cada nutriente en regular la ASR. Sin embargo, 

las respuestas no son monocausales sino que dependen de muchos factores, 

como son pH, salinidad, concentración de agua y, además, de la interacción con 

otros nutrimentos. Por ejemplo, la respuesta a carencia de Pi no solo depende de 

la concentración de este macronutriente, sino que también depende de la 

concentración de sacarosa, de Fe o el valor de pH (Karthikeyan et al., 2007; 

Svistoonoff et al., 2007). 

Debido a la estrecha relación entre el Pi y el Pb, nuestro equipo de trabajo evaluó 

el efecto del Pb en la ASR cambiando las concentraciones de Pi en el medio de 

cultivo y encontramos que el efecto del Pb es dependiente de la concentración del 

Pi en el medio de cultivo (Figura 9 A y B). 

Cuando la concentración de Pi se redujo de 500 a 1 µM el efecto inhibitorio se 

presentó a menor concentración de Pb y los efectos de inhibición en la LRP eran 

evidentes a partir de 25 µM de Pb; es decir, una concentración 24 veces menor 

que en medios de cultivo con 500 µM de Pi (Figura 9 A). Como se ha reportado en 

nuestros análisis in silico y en otros trabajos, el Pb y el Pi interactúan para formar 

precipitados insolubles reduciendo la biodisponibilidad de ambos compuestos 

(Zeng et al., 2017). De tal manera que el Pi al coprecipitar con el Pb reduce su 

biodisponibilidad y sus efectos sobre el SR de las plantas, por lo tanto, el Pb 

inhibió en mayor proporción la LRP cuando se redujo la concentración de Pi en el 

medio de cultivo. Lo anterior nos sugiere que le Pi ayuda a reducir los efectos 

negativos del Pb, debido a que limita su biodisponibilidad. Este efecto protector del 

Pi se ha reportado en tratamientos con As (V), el cual compite con el Pi por la 

misma vía de entrada que es el transportador de fosfato de alta afinidad PHT1;4 

(AtPT2); de tal manera que al incrementar la concentración de Pi se reduce la 
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toma de As (V) y, por lo tanto, sus efectos en el SR (Esteban et al., 2003; Vázquez 

Reina et al., 2005). 

Con el objetivo de averiguar si el Pi puede reducir totalmente la biodisponibilidad 

del Pb, se hicieron distintas cinéticas con 800 µM de Pb en las cuales se 

suplementó con concentraciones crecientes de Pi (0.5, 1.0, 1.5, 2.0 y 10 mM).  

Encontramos que al ir aumentando la concentración de Pi por encima de 1.5 mM, 

la disminución de la LRP fue menor (Figura 9 B). Acorde a nuestro análisis in 

silico, la concentración de Pi que interactúa con el Pb es equimolar, es decir que 

800 µM de Pb coprecipitan con 800 µM de Pi, sin embargo, fue necesario que la 

concentración del Pi adicionada fuera 1.8 veces mayor a la concentración de Pb 

(800 µM) presente en el medio para que el efecto inhibitorio se reduzca (Figura 9 

B). Por lo tanto, el medio de cultivo fue suplementado con una cantidad 12.5 veces 

mayor (10 mM) a la concentración de Pb presente en el medio de cultivo para 

asegurar que todo el Pb fuera coprecipitado con el Pi y, además, que exista un 

excedente de Pi en el medio de cultivo. Encontramos que, a pesar del exceso de 

Pi en el medio de cultivo, la LRP tuvo una inhibición del 33% respecto al grupo 

control, lo cual nos indica que el Pb continúa mediando el desarrollo del SR 

(Figura 9 B, K y L). También destaca el hecho de que a pesar de que el Pb esta 

coprecipitado con el Pi puede inducir cambios en la LRP. 

Además, en concentraciones de 2.0 y 10.0 mM de Pi con 800 µM de Pb la raíz 

primaria mostró un cambio en el eje de crecimiento, desviándose 31 grados hacia 

la izquierda de la caja petri, sugiriendo que además de la LRP el Pb está 

generando efecto en la percepción gravitrópica de la raíz primaria (Figura 9 K y L). 

Lo anterior nos indica que la proporción entre el Pi y el Pb determinará el efecto 

que tenga el Pb sobre el SR y, además, que los efectos que ocasiona el Pb en el 

SR en concentraciones altas de Pi (mayores a 2 mM) pueden ser atribuidas solo al 

Pb y no a la carencia de Pi ya que este macronutriente se encuentra en exceso, 

de tal forma que estudiar las repuestas que evoca el Pb en condiciones donde el 

Pi no sea limitado nos puede permitir disectar la repuesta especifica de la planta 

hacia el Pb.  
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7.3 El Pb modifica la distribución de las auxinas y las citocininas 

Los cambios morfológicos en la ASR están estrechamente coordinados por las 

hormonas, principalmente auxinas y citocininas, que son reguladores del 

crecimiento y forman parte importante en el desarrollo del SR. 

Estos reguladores del crecimiento están involucrados en varios procesos de 

desarrollo del meristemo, ya que el balance en las concentraciones de estas dos 

hormonas mantiene la tasa de división y diferenciación celular enesta zona. Para  

mantener el meristemo es crucial el papel que tienen las células del QC, en donde 

el mantenimiento de las células indiferenciadas está regulado por la expresión de 

WOX5 y PLT (Aida et al., 2004; van der Graaff et al., 2009). Debido a esto, 

evaluamos la actividad del centro quiescente utilizando la línea marcadora 

WOX5::GFP y encontramos que en presencia de Pb se pierde la actividad de 

WOX5::GFP, induciendo diferenciación y crecimiento determinado en el ápice de 

la raíz, sin embargo, al suplementar con exceso de Pi (10 mM) se recupera la 

actividad en el QC (Figura 10 A, C-G). Anteriormente observamos que al 

suplementar con exceso de Pi en tratamientos con Pb la inhibición en la LRP, 

ocasionada por el Pb era revertida. Además, se ha reportado que el Pb reduce la 

tasa de división en el meristemo de las raíces (Kaur et al., 2014), por lo que, con la 

finalidad de saber si esta reducción estaba relacionada con la perdida en la 

actividad del QC, evaluamos la actividad mitótica en el meristemo haciendo uso de 

la línea marcadora CyCB1::GFP: encontramos que efectivamente se había 

perdido la actividad del QC y la actividad mitótica en presencia de Pb, sin 

embargo, al suplementar con Pi la actividad se recuperó (Figura 10 B, H-L), 

sugiriendo que la pérdida en la actividad mitótica puede ser causada por la pérdida 

en la actividad del QC. 

La expresión de WOX5 está en función de la distribución de auxinas, lo que nos 

indicó que era probable que la pérdida en la identidad del QC estuviera 

relacionada con cambios en la distribución de las auxinas en el meristemo 

(Sabatini et al., 1999; Ding y Friml, 2010). Debido a que las auxinas están 

relacionadas con el mantenimiento del meristemo, decidimos evaluar la 
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distribución de estas utilizando la línea marcadora DR5::GFP, así como la 

expresión de genes que codifican para algunas proteínas trasportadoras tipo PIN 

(PIN1 y PIN2) con las líneas marcadoras PIN1::GFP y PIN2::GFP. Encontramos 

que la expresión de los trasportadores tipo PIN es nula en presencia de Pb, así 

como la señal fluorescente que nos indica la actividad de las auxinas (Figura 11). 

Sin embargo, de manera similar a lo encontrado con pWOX5::GFP y CyCB1::GFP 

al suplementar con exceso de Pi, la actividad se recupera. Además, en el caso de 

la distribución de auxinas estas no solo mostraron recuperación, sino que la 

fluorescencia de la construcción DR5::GFP fue mayor en el tratamiento de Pb 

suplementado con Pi que en el grupo control (Figura 11 A y H); también se 

encontró que la distribución de auxinas era asimétrica en el meristemo, 

indicándonos que esta puede ser una de las causas del crecimiento agravitrópico 

de la raíz primaria en el tratamiento con Pb y exceso de Pi (Figura 11 H). 

En conjunto, los resultados anteriores nos indican que el Pb regula negativamente 

la expresión de los genes PIN1 y PIN2 y, como consecuencia de esto, se 

interrumpe el transporte polar de auxinas, el cual a su vez es indispensable para 

mantener el meristemo en desarrollo. Sin embargo, cuando se suplementa el 

medio de cultivo con exceso de Pi (10mM) no solo se recupera la actividad del 

centro quiescente y la división celular, sino que además se recupera la expresión 

de PIN1 y PIN2, permitiendo un correcto transporte polar de auxinas en el ápice 

de la raíz primaria llevando a la recuperación en el mantenimiento del meristemo. 

Para evaluar la importancia de las auxinas en el mantenimiento del meristemo en 

presencia de Pb se hicieron experimentos con medio de cultivo suplementado con 

800 µM Pb, al cual se le añadió el ácido naftalen acético (NAA) como fuente 

exógena de auxina. Encontramos que la LRP fue mayor cuando se añade NAA al 

grupo con Pb que cuando no hay auxinas. Se ha reportado que un incremento 

como fuente exógena de auxina por encima de las concentraciones fisiológicas 

genera una reducción en la LRP; esta respuesta la observamos en los 

tratamientos control, con exceso de Pi y con Pb suplementado con exceso de Pi. 

Sin embargo, en el tratamiento con 800 µM de Pb que es suplementado con 



63 
 

0.01µM de NAA la LRP es mayor respecto al grupo sin NAA; esto se puede deber 

a que el NAA puede difundir en el SR, ayudando parcialmente al mantenimiento 

del meristemo. También se evaluó una planta sobreexpresante del gen yucca 4 

(OXYuc4) y no se encontraron diferencias en la LRP en presencia de Pb, lo que 

nos indica que no es por la concentración de NAA que la LRP incrementa cuando 

se agrega NAA al medio suplementado con Pb, sino al transporte polar de 

auxinas, ya que a diferencia del tratamiento con NAA suplementado, las auxinas 

no pueden llegar al meristemo por la regulación negativa de PIN1 y PIN2. 

El incremento en la actividad de citocininas nos sugirió que estas juegan un papel 

importante en la respuesta del SR frente al estrés por Pb, sin embargo, cuando 

agregamos BA al medio de cultivo la LRP disminuyó. Probablemente, el drástico 

incremento en la actividad de citocininas en el tratamiento con Pb y con exceso de 

Pb se deba a que las citocininas estuvieran contribuyendo a la reducción de la 

LRP, ya que se sabe que las citocininas regulan negativamente la expresión de los 

transportadores PIN en la zona de transición (entre la zona meristemática y de 

elongación) teniendo como intermediario a SHY (Dello Ioio et al., 2007; 

Moubayidin et al., 2009). De tal manera que este incremento pude estar más 

relacionado con una respuesta antagónica a la actividad de las auxinas, limitando 

su movilidad e induciendo una diferenciación celular prematura, siendo esta la 

razón por la cual se recupera la LRP solo en 60 % respecto al grupo control. 

8. Conclusiones 

• El ion Pb+2 induce cambios en la arquitectura del sistema radical. 

• En medio de cultivo suplementado con Pb, la raíz presenta en conjunto 

estrés por Pb y por la carencia de Pi. 

• El efecto que genera el Pb en la arquitectura de sistema radical es 

dependiente de la proporción de la concentración de Pi y de Pb en el medio 

de cultivo 

• El Pb modifica la arquitectura del sistema radical al regular negativamente 

la expresión de algunos genes como son AtPT2, WOX5, PIN1 y PIN2. 
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• La disminución de la longitud de la raíz primaria en respuesta al estrés por 

carencia de fosfato y al estrés por Pb se lleva a cabo por el mismo 

mecanismo dependiente de PRD2-LPR1. 

• Bajo estrés por Pb, el exceso de Pi reestablece la expresión de WOX5, 

PIN1 y PIN2, por lo que se recupera el desarrollo de la raíz primaria. 

• El Pb inhibe el desarrollo de la raíz primaria al afectar la homeostasis de 

auxinas. 

• El cambio en la arquitectura del sistema radical por estrés por Pb no se 

debe totalmente a la coprecipitación entre Pb y Pi, sino que ambos factores 

estresantes comparten mecanismos que derivan en un fenotipo similar. 
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Anexo 1. Artículo de Investigación 
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Anexo 2. Artículo de Divulgación 
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