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RESUMEN

El crecimiento de la raiz en Arabidopsis thaliana se inicia con la raiz primaria
derivada del embrion, posteriormente se forman raices laterales derivadas del
periciclo y ocasionalmente se pueden formar raices adventicias a partir de la region
del hipocotilo; estas raices junto con los pelos radicales constituyen la arquitectura de
la raiz y determinan el anclaje y la absorcion de agua y nutrientes del suelo o medio
de cultivo. La raiz tiene un crecimiento post-embrionario que depende de factores
enddgenos como hormonas y expresion de genes, y por otra parte factores exégenos
dado por las condiciones y sefiales ambientales, entre las que se encuentran la
escasez de nutrientes y las altas concentraciones de elementos esenciales y no
esenciales. En este trabajo se analiz6 el crecimiento en condiciones in vitro de la raiz
de A. thaliana ecotipo Col-0 y la linea mutante iaal4/slrl bajo diferentes condiciones
de Cr(VI) y sacarosa, encontrando: i) Una disminucion en el transporte de la auxina
en la raiz primaria por efecto del Cr(VI) se correlaciona con una inhibicion del
crecimiento de la raiz primaria, con la pérdida de division celular y de marcadores de
identidad del meristemo, ii) la suplementacion con sacarosa restablece el crecimiento
de la raiz primaria, iii) el Cr(VI) induce la formacion de raices laterales tanto en A.
thaliana Col-0 y en la linea mutante iaal4/slrl, con patrones normales de distribucion
de auxina y de divisién celular. Ademas, se analizd el efecto de bajo fosfato y
sacarosa en la formacion de raices laterales, encontrando que el estrés generado por
bajo fosfato sensibiliza o predispone a las plantas a formar mas raices laterales por
efecto de la sacarosa. Finalmente, se determiné que la exposicion eventual de las
plantas al Cr(VI) permite una mejor adaptacion y tolerancia del sistema radical con
relacion a otros sistemas de exposicion (transferencia o germinacioén directa).

Los resultados obtenidos aportan informacion novedosa para entender los
mecanismos celulares y genéticos del sistema radical en la respuesta al Cr(VI) y bajo
fosfato, y el efecto benéfico de la sacarosa en potencializar estas respuestas para

una mejor adaptacion.

Palabras clave: Raiz, Arabidopsis, Cromo, Fosfato, Sacarosa.



ABSTRACT

Root growth in Arabidopsis thaliana begins with the primary root derived from the
embryo, later lateral roots derived from the pericycle are formed and occasionally
adventitious roots can be formed from the hypocotyl region; these roots together with
the radical hairs constitute the architecture of the root and determine the anchoring
and absorption of water and nutrients from the soil or culture medium. The root has a
post-embryonic growth that depends on endogenous factors such as hormones and
gene expression, and on the other hand exogenous factors given by the
environmental conditions and signals, among which are the shortage of nutrients and
the high concentrations of essential and non-essentials elements. In this work, the
growth at in vitro conditions of the root of A. thaliana ecotype Col-0 and the mutant
line iaal4/slrl under different conditions of Cr(VI) and sucrose was analyzed, finding
that: i) A decrease in the transport of auxin in the primary root by the effect of Cr(VI) is
correlated with an inhibition of the growth of the primary root, with the loss of cell
division and markers of meristem identity, ii) The sucrose supplementation restores
the primary root growth, iii) Cr(VI) induces the formation of lateral roots in both A.
thaliana Col-0 and in the mutant line iaal4/slrl, with normal patterns of auxin
distribution and cellular division. In addition, the effect of low phosphate and sucrose
on the formation of lateral roots was analyzed, finding that the stress generated by
low phosphate sensitizes or predisposes the plants to form more lateral roots by the
effect of sucrose. Finally, it was determined that the eventual exposure of plants to
Cr(VI) allows a better adaptation and tolerance of the root system in relation to other
exposure systems (transfer or direct germination).

The obtained results provide new information to understand the cellular and genetic
mechanisms of the radical system in the response to Cr(VI) and low phosphate, and

the beneficial effect of sucrose in potentiating these responses for a better adaptation.

Key words: Root, Arabidopsis, chromium, phosphate, sucrose.
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1. INTRODUCCION

En el desarrollo de las plantas angiospermas se forma un embridn
acompafado de sustancias de reserva y cubiertas protectoras, lo que se conoce
como la semilla; en ésta el embridén detiene su crecimiento y presenta una actividad
metabdlica baja. Cuando la semilla es liberada por la planta madre y encuentra
condiciones ambientales favorables, el embrion reanuda su crecimiento,
consumiendo las sustancias de reserva, formando un sistema radical para la
captacion de nutrientes y una parte aérea con capacidad para realizar la fotosintesis
(Taiz y Zeiger 1996). El sistema radical en las plantas dicotiledéneas presenta una
raiz principal o primaria derivada del embrion, a partir de la cual se forman raices
laterales que aumentan su capacidad de absorcion y anclaje; eventualmente se
pueden formar raices a partir de las zonas aéreas y se les da el nombre de
adventicias (Bellini et al. 2014). El crecimiento y desarrollo post-embrionario de la
raiz y de la parte aérea es posible por la presencia de células que conservan su
capacidad de division, las cuales se concentran en areas restringidas formando
meristemos.

En el crecimiento y desarrollo post-embrionario de las plantas ademas del
programa genético intrinseco se integran sefiales endodgenas y ambientales, que
determinan en conjunto la forma y funcionamiento de una planta. Entre los
reguladores enddgenos se encuentran las hormonas vegetales, de las cuales la
auxina (acido indol-3-acético, AIA) participa en varios procesos, entre ellos la
regulacion de la arquitectura de la raiz. La sacarosa es un compuesto que contribuye
al crecimiento y desarrollo, ya que representa la forma principal en la que el carbono
fotosintéticamente asimilado es transportado a los distintos 6rganos. Entre los
factores ambientales, la carencia de algunos elementos esenciales ocasiona cambios
en el crecimiento y desarrollo, siendo el fésforo, nitrdgeno y potasio los limitantes en
la mayoria de los suelos (Ruiz-Herrera et al. 2015).

Durante el crecimiento y desarrollo del sistema radicular en el suelo se
obtienen nutrientes minerales y agua, no obstante se pueden presentar condiciones

adversas como son la presencia de concentraciones elevadas de algunos nutrientes



minerales como el Hierro (Fe), Zinc (Zn) o Cobre (Cu), o bien compuestos de
elementos no esenciales como Cromo (Cr) o Plomo (Pb); en ambas situaciones se
pueden presentar efectos toxicos. En concentraciones subletales, en las cuales la
planta puede seguir creciendo, se genera una respuesta en el sistema radical que
consiste en la inhibicion del crecimiento de la raiz principal (primaria) por
agotamiento de su capacidad meristematica y la formacién de raices laterales o
adventicias por la activacion de la division celular y formacion de nuevos meristemos.
Esta respuesta incrementa la superficie de exploracion de la raiz en el suelo y la
posibilidad de crecer hacia &reas con condiciones mas favorables. (Potters et al.
2009).

El efecto de diferentes factores abibticos en el desarrollo y crecimiento de la
raiz se ha sido estudiado principalmente en la planta modelo A. thaliana, ya que
presenta mayor simplicidad y disponibilidad de diferentes lineas transgénicas que
permiten determinar el cambio en la expresion de genes de manera relativamente
sencilla (Lopez-Bucio et al. 2003; Péret et al. 2009). Se han realizado estudios del
efecto del Cr(VI) en el crecimiento y desarrollo de A. thaliana, encontrando que tiene
un efecto estimulador del crecimiento a bajas concentraciones (20 pM) y un efecto
inhibidor a mayores concentraciones (100 uM); ademas, entre los mecanismos
moleculares que subyacen a estos cambios de crecimiento se encuentran cambios
en la expresion de varios genes, modificaciones en la distribucion de auxina en la
raiz primaria y en las raices laterales (Martinez-Truijillo et al. 2014).

Para profundizar en las respuestas morfolégicas y genéticas de la raiz al
efecto del estrés abiotico, en este trabajo se utilizaron concentraciones subletales de
Cr o escasez de fosfato, y la influencia de la sacarosa en estas respuestas. Se
utilizaron plantas de A. thaliana con dos fondos genéticos diferentes: el silvestre (Col-
0) y el mutante iaald/slrl que se reporta que en medios in vitro no forma raices
laterales, a diferencia del fondo genético silvestre. Ademas, se valoro un sistema de
exposicién eventual al Cr, en el que el cromato se difunde en el medio y llega

inicialmente al extremo de la raiz primaria.



2. ANTECEDENTES

2.1. Arabidopsis thaliana (L) Heynh

Arabidopsis thaliana, es una planta vascular de la familia de las Cruciferas o
Brassicaceae, con una amplia distribucion a lo largo de Europa y América del Norte.
Esta angiosperma presenta caracteristicas Optimas que la convierten en un
organismo modelo para el estudio de los procesos fisiolégicos y la biologia de las
plantas, entre las que podemos destacar su capacidad de crecimiento bajo
condiciones controladas, su pequefio tamafio de 30 cm de altura, un ciclo de vida
corto de 6-8 semanas, autopolinizacion, alta fecundidad y una abundante produccion
de semillas (hasta 10 000 por planta; Figura 1). Otra de las ventajas es que existe un
gran numero de mutantes y lineas transgénicas disponibles para realizar
investigacion y analizar diferentes procesos bioldgicos, ademéas de tener todo su
genoma secuenciado, el cual contiene 25,498 genes que codifican proteinas de
11000 familias (Meinke et al. 1998; The Arabidopsis genome initiative 2000).

2.2. Desarrollo embrionario de A. thaliana

Como producto de la fecundacién se forma el cigoto, el cual se divide de forma
asimétrica dando lugar a dos células hijas: la apical, que es pequefia y con
citoplasma denso, y la basal, que es mas grande y vacuolada. La célula apical sufre
dos rondas de divisiones longitudinales seguidas por una transversal, para formar el
pro-embrién de 8 células. Por el contrario, la célula basal se divide horizontalmente
produciendo una estructura filamentosa, el suspensor, el cual sirve como conexién
entre el embrién en desarrollo y los tejidos maternos (Capron et al. 2009; Moller y
Weijers 2009). El origen del centro quiescente y la capa de la columela de la raiz
pueden ubicarse a partir de una célula, la hipofisis; esta célula deriva de una célula
hija basal de la primera division cigdtica, siendo la unica contribucion de la célula

basal al propio embrion (Figura 2) (Scheres et al. 1994).
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Figura 1. Arabidopsis thaliana. A) Dibujo de una planta madura de A. thaliana mostrando los
diferentes 6rganos. B) Dibujo de una flor, mostrando las estructuras florales. C) Planta en estado
juvenil, mostrando las hojas de la roseta. D) Planta madura después de que sus flores han madurado
y los frutos (silicuas) se han desarrollado (Taiz y Zeiger 2006).
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Figura 2. La organizacion apical-basal de los tejidos y 6rganos vegetales es establecida muy
temprano en la embriogénesis. Se ilustra como los 6rganos de una planta joven de A.thaliana se
originan de regiones especificas del embrién (Taiz y Zeiger 2006).



2.3. Sistema radical de A. thaliana

El sistema radical (SR) esta formado por la raiz primaria (RP) la cual se origina
a partir de la raiz embrionaria, las raices laterales (RLs) y en ocasiones raices
adventicias (RA) (Dolan et al. 1993); sus funciones son el anclaje al sustrato y la
toma y transporte de agua y nutrimentos de la rizésfera. La forma y estructura del SR
son muy variables y estan directamente relacionadas con la especie y la funcion
particular que se encuentran desempefiando. La distribucion espacial de la raiz
primaria, raices laterales y pelos radicales se conoce comunmente como arquitectura
de la raiz (Fahn 1974).

Se denomina sistema radical pivotante o axonomorfo a aquel en la que existe
una raiz principal gruesa que adquiere una dominancia apical preponderante y unas
raices laterales de menor longitud que se disponen a lo largo de la raiz primaria; este
es el caso de A. thaliana (Bellini et al. 2014). Las raices crecen y se desarrollan
desde sus extremos distales; se suelen distinguir cuatro zonas en el apice radical: la
cofia radical, la zona meristematica, la zona de elongacién y la zona de maduracion
(Figura 3) (Casimiro et al. 2001). En la zona meristematica las células se dividen
tanto en la direccion de la base de la raiz para formar células que se diferencian en
tejidos de la raiz funcional, como en la direccion del apice para formar la cofia. En la
zona de elongacion, las células se alargan rapidamente y experimentan una serie
final de divisiones para formar un anillo central de células llamado endodermis, la
cual divide la raiz en dos regiones: el cortex hacia el exterior y el cilindro vascular o
estele hacia el interior (Taiz y Zeiger 2006). La zona de maduracion es la region en la
gue las células adquieren sus caracteristicas en diferenciacion; las células entran en
la zona de maduracién una vez que han pasado por la division y la elongacion
(Russell 1977; Taiz y Zeiger 2006).
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Figura 3. Estructura de la raiz primaria. Esquema de una seccion longitudinal de la regién apical de
la raiz, mostrando la cofia, la zona meristematica, la zona de elongacion y la zona de maduracion
(Taiz y Zeiger 2006).

En la mayoria de las raices, los linajes celulares son facilmente observables
como columnas (o filas) de células organizadas en la longitud radicular, las cuales se
generan a través de divisiones repetidas en la region meristematica. De esta forma,
las filas celulares se asemejan a una “linea de ensamblaje celular’, con cada célula
en una fila mas avanzada en desarrollo que la antecesora desde el apice (Figura 4A)
(Schiefelbein et al. 1997). Otra caracteristica de las raices es la presencia de un
patron radial, el cual esta conformado por anillos (o capas) concéntricos de tejidos;

en A. thaliana dicha anatomia es relativamente simple, y esta compuesta de capas o

6



anillos de células individuales que forman la epidermis, corteza, endodermis y
periciclo rodeando una estela central de tejidos vasculares; hay un nimero constante
de ocho células por anillo para las capas de la corteza y endodermis, en cambio el
periciclo esta constituido por doce células, todas estas capas celulares tienen sus
propias células madre (Dolan et al. 1993; Scheres et al. 1994; Celenza et al. 1995).
En el interior y en contacto con todas las células madre de estas capas hay un
pequefio numero de células centrales que son mitéticamente inactivas, llamadas
células del centro quiescente (CQ), el cual mantiene activas a estas células, para que
en conjunto se mantenga la actividad del meristemo (Figura 4B) (Scheres et al.
2002). En el CQ los genes PLETHORA (PLT), codifican factores de transcripcion que

son necesarios para el mantenimiento de la identidad del CQ y de las células madre

y se conoce que la expresion aumenta con la acumulacion de auxina (Aida et al.
2004).

A) _
_ cilindro vascular 9 A o
foriex | | Periciclo

Endodermis

E;\)idermis / Célula madre — Cortex

/\ // cortical
A endodérmica

o .
7 Epidermis

) Endodermis

—— Periciclo
4

AN
“\Cofia radical
lateral

) Banda de Caspary

~ Protoxilema

v X Célula madre
Columela de cofia radical-

la cofia radical epidérmica Tmm

Célula madre -
columela

Figura 4. Estructura de la raiz primaria de A. thaliana. A) Todos los tejidos de la raiz de A. thaliana
se derivan de un numero pequefio de células madre en el meristemo apical de la raiz. Las lineas
negras en el diagrama de la derecha indican los planos de divisién celular de las células madre. Las
lineas blancas indican las divisiones celulares secundarias que ocurren en el cortex-endodermis y en
la epidermis-cofia radical lateral. B) Diagrama de una seccion transversal de la raiz de A. thaliana
mostrando el patrén radial de tejidos. El diagrama se elabor6 considerando el corte a 1 mm del 4pice
de la raiz (Taiz y Zeiger 2006).

Por otra parte, la formacién de primordios de raices laterales (PRL) se inicia
por divisiones periclinales y anticlinales en las células del periciclo de la zona de
maduracion de la raiz primaria (Dolan et al. 1993; Dubrovsky et al. 2000). Su
desarrollo se ha dividido en 8 etapas: se inicia cuando un par de células fundadoras
del periciclo se someten a varias rondas de divisiones anticlinales para crear un

anico primordio compuestas por un maximo de diez pequefias células de igual
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longitud (etapa ), posteriormente las células sufren divisiones periclinales formando
una capa interior y una exterior (estadio Il), luego ocurren divisiones anticlinales y
periclinales creando un primordio en forma de cupula (etapas 1lI-VII) y finalmente el
primordio de la raiz lateral se expande notablemente a medida que emerge desde la

raiz parental (etapa VIII) (Péret et al. 2009; Figura 5).

B Epidermis B Periciclo
[ Cortex [] Estela
) Endodermis

Figura 5. Desarrollo de las raices laterales. Las raices laterales vienen de lo profundo de la raiz
primaria de las células del periciclo. Se establecen 8 etapas de desarrollo del primordio, lo cual se
muestra en nimeros romanos (Modificado de Péret et al. 2009).

Otro de los componentes del sistema radical son los pelos radicales. Cada
pelo radical es una extensién de forma tubular que emerge desde el extremo basal
de una célula epidérmica especializada llamada tricoblasto, y contribuyen con cerca
del 77% del area superficial total de la planta y representan el principal punto de
contacto entre la planta y la rizésfera. Ademas, son los responsables de la absorcion
de agua y nutrientes (Dolan et al. 1994; Parker et al. 2000; Foreman y Dolan 2001).
El desarrollo de los pelos radicales se ha dividido en 4 fases: especificacion del
destino celular, iniciacién, crecimiento y maduraciéon, cada una de las cuales se
encuentra controlada por mecanismos genéticos y de sefalizacion, en los que
participan las hormonas vegetales (Gilroy y Jones 2000). En los pelos radicales se
encuentran canales de agua y transportadores de diferentes nutrimentos, lo que
permite potenciar la captacion de éstos (Libault et al. 2010).

A. thaliana no forma raices adventicias (RA) como parte del crecimiento y

desarrollo normal, pero se desarrollan como una respuesta adaptativa a diversas



tensiones abidticas y bidticas; pueden formarse a partir de células del periciclo en el
hipocotilo, células parenquimatosas del xilema, floema o células del cambium

cercanas a las células del floema. (Bellini et al. 2014; Figura 6).
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Figura 6. Representacion esquematica del desarrollo de la raiz adventicia (AR) en A. thaliana.
(Modificado de Bellini et al. 2014).
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2.4. Reguladores del crecimiento vegetal

Varias moléculas organicas pequefias denominadas fitohormonas o
reguladores del crecimiento son responsables de cada aspecto del desarrollo
vegetal, desde la embriogénesis hasta la senescencia. El control del desarrollo se
realiza modulando la division, expansion, diferenciacion y muerte celular. De esta
manera se modifican diversos procesos morfogenéticos: la germinacion de la semilla,
la configuracion de la arquitectura de la planta, la floracion, la maduracién de frutos y
el desprendimiento de las hojas (Bishopp et al. 2006; Kepinski 2006). En general, las
vias de sefalizaciéon de los reguladores del crecimiento requieren un estricto control
que inicia con la percepcién de la fitohormona, seguida por una cascada de
transduccion de sefiales que termina con la expresion de genes que dan como
resultado la regulaciéon de procesos celulares especificos en los diferentes tejidos de
la planta (Beltran-Pefia y Lopez-Bucio 2010; Figura 7). Entre los reguladores de
crecimiento vegetal mas estudiadas se encuentran las auxinas, citocininas,

giberelinas, acido abscisico y etileno (Figura 8).



Reguladores
del crecimiento

Receptor

Figura 7. Modelo general que explica la interaccién de los reguladores del crecimiento en la
célula vegetal. Inicia con la percepcién del regulador por un receptor, seguida por una cascada que
termina con la expresion de genes que dan como resultado la regulacion de procesos especificos de
la planta que afectan el desarrollo, la defensa u otras respuestas adaptativas (Beltran-Pefia y Lopez-
Bucio 2010).

Auxina

Giberelinas

O, o
o
S
Estrigolactonas

Figura 8. Principales reguladores de crecimiento vegetal. (Modificado de Santner et al. 2009).

Ac. Abscsico
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2.5. Las auxinas

Existe un gran nimero de auxinas, como son el acido 1-naftalen acético (NAA
de sus siglas en inglés), el indol-3-etanol (IET), el indol-3-acetaldehido (IAAID) y el
acido fenol acético (PAA); sin embargo, la principal auxina en las plantas es el acido
indol-3-acético (IAA) (Kende y Zeevaart 1997). Las vias de biosintesis de AlIA pueden
provenir de dos rutas principales: una de ellas, conocida como la ruta dependiente de
triptéfano (TRP), que puede bifurcarse en cuatro vias distintas [(indol-acetamida
(IAM), &cido indol-3-priruvico (IPA), triptamina (TAM) y indol-3-acetonitrilo (IAOX)];
mientras que la segunda ruta se deriva de la molécula precursora del TRP, el
antranilato, y se conoce como la via independiente del TRP (Tromas y Perrot-
Rechenmann 2010).

El AIA actia como molécula sefial durante procesos de division, elongaciéon y
diferenciacion celular, desde la embriogénesis al establecer la polaridad basal-apical
y en la formacién de los meristemos de la raiz y el follaje, hasta el desarrollo post-
embrionario (Bishopp et al. 2006; Teale et al. 2006). Asi las auxinas son de gran
importancia en muchos aspectos del desarrollo de la raiz, incluyendo la formacion y
emergencia de raices laterales, la organizacibn del meristemo y la respuesta
gravitrépica (Ljung et al. 2001; Benjamins y Scheres 2008).

La biosintesis de auxinas ocurre tanto en el follaje como en la raiz de la planta,
siendo las hojas jovenes de gran importancia en la biosintesis de estos compuestos
(Ljung et al. 2001). Las auxinas sintetizadas son transportadas a tejidos especificos
donde activan cascadas de sefializacibn que causan las respuestas de desarrollo

(Benjamins y Scheres 2008).

2.6. Vias de trasporte de las auxinas

Las auxinas sintetizadas son distribuidas a través del cuerpo de la planta,
donde es requerida para varios procesos del desarrollo (Davies 2010). El transporte
de auxina es conducido por 2 vias fisiologicamente distintas y separadas
espacialmente: a) a través del floema, de una forma mas rapida y no polar, y b) de
célula a célula, de manera polar y mas lenta (Michniewicz et al. 2007). El transporte

de la auxina por el floema ocurre por el mecanismo de transporte en masa de este
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tejido, a una velocidad de entre 5 a 20 cm/h y unidireccionalmente del &pice a la
base, de manera basipétala en la parte aérea y de manera acropétala hacia el
extremo de la raiz (Muday y Delong 2001; Figura 9).

Transporte basipétalo de
auxina en el tallo

Transporte acropétalo de t
auxina en la raiz

Transporte basipétalo de
auxina en la raiz

Figura 9. Transporte de auxina. El transporte de auxina por el floema ocurre de manera basipétalo
en la parte aérea y acropétalo en la raiz (Modificado de Muday y Delong 2001).

El transporte polar de auxinas es conducido principalmente por gradientes de
la forma protonada de AIA en la pared celular (AIAH), ya que el pH es de 5.5

aproximadamente y formas aniénicas en el citoplasma (AIA), ya que el pH en el
interior celular es de alrededor de 7.0. La forma protonada AIAH puede difundir
libremente a través de la membrana plasmatica, pero ademas de la difusiébn simple

de moléculas de AIA, existen acarreadores de entrada AUX1 que trasportan la forma

iGnica (AIA_) hacia el interior de la célula. La salida de AIA™ de las células es a través
de transportadores de membrana que se encuentran localizados hacia un lado de las
células, preferentemente hacia la parte basal, estos transportadores se conocen
como PIN (Figura 10) (Korasick et al. 2013).
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» Transporte de auxina l Proteinas PIN l
por acarreadores (eflujo de auxina)
Acarreadores activos

Difusién pasiva - (Influjo de auxina)
A . » Bomba de protones AUX1
=~ 4

de auxina ATPasa

Figura 10. Esquema de una célula vegetal y el papel especifico que tienen las proteinas PIN en
el control de los niveles celulares de auxina. El pH del apoplasto es mantenido por el transporte de
H mediante una ATPasa. La auxina en su forma protonada puede difundir libremente por la
membrana plasmatica. La forma ionizada de la auxina puede ser internalizada por AUX1 y expulsada
por diferentes transportadores PIN (Modificado de Krecek et al. 2009).

2.7. Mecanismo de sefializacion de las auxinas

En cuanto a la sefalizacién de auxina, esta se encuentra regulada en parte por la
combinacion de dos clases de proteina: las proteinas represoras Aux/IAA, y los
factores de respuesta a auxina (ARFs). En Arabidopsis existen 29 Aux/IAA y 23
ARFs; la combinacion entre diferentes Aux/IAA y ARFs tienen un rol importante en
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mediar la respuesta en el crecimiento y desarrollo regulados por auxinas, entre ellos
la formacién de raices laterales. Las proteinas Aux/IAA reprimen a los ARF,
impidiendo que se unan a los elementos de respuesta a auxina (AuxRES) en los
promotores de genes de respuesta a esta hormona, y asi activar o reprimir la
transcripcion de sus genes blanco. Partes importantes en este proceso son el
complejo correceptor SCF''R!, y la auxina, que actda para unir a los Aux/IAAs a este
complejo, el cual les adiciona ubiquitinas para su degradacion por los proteosomas,
dando como resultado la regulacion de la expresion de los genes que contienen
elementos de respuesta a auxina (Figura 11). (Dharmasiri et al. 2005; Lau et al.
2008).

Nucleo

@ ProteosT 26S

e OO
Degradacion de
- Aux/IAA
oo Q@ ¢, RBX
Bajos niveles o Mo ' 1‘5
de auxina . Cullin__ %' % o
.
SCF TIR1/AFBs
ARFs

Respuesta de
auxina temprana

Genes dé respuesta a auxina
Activacion transcripcional

Genes de respuesta a auxina
Represion transcripcional

Figura 11. Modelo de la sefializacién por auxinas en A. thaliana. A) En bajos niveles de auxina, la
transcripcion dependiente de los factores de respuesta a auxina (ARFs) es reprimida por las proteinas
Aux/IAA y el co-represor TOPLESS. B) Altos niveles de auxina permiten la formacién del complejo
SCFTIR1-Aux/IAA, con lo cual se lleva a cabo la ubiquitinacion de las proteinas Aux/IAA y su
subsecuente degradacion, permitiendo a los ARFs la activacion transcripcional de genes regulados
por auxina (Modificado de Santner et al. 2009).
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2.8. Sintesis y transporte de sacarosa

La sacarosa ocupa una posicion central en el metabolismo de todas las
plantas, es el principal producto de la fotosintesis en la mayoria de las angiospermas
y es exportado de las hojas (tejidos fuente) hacia tejidos de poca o nula actividad
fotosintética como raices, flores, semillas, hojas jévenes, meristemos, etc. (tejidos
demanda) (Padilla et al. 2007; Ruan 2014). La sintesis de sacarosa esta confinada al
citosol, debido a la estricta separacion en compartimentos de las enzimas implicadas
en su sintesis, se inicia a partir de triosas fosfato provenientes del cloroplasto, las
cuales al combinarse forman hexosas, en una ruta altamente regulada,
principalmente por inhibicion alostérica de las enzimas por los productos de la
reaccion (Ruan 2014).

La acumulacion de sacarosa atrae el agua por osmosis, creando presion de
turgencia alta, lo que impulsa el flujo de masa de asimilados hacia los sitios de
consumo (Ruan 2014). Se llama carga del floema al proceso por el cual los
fotosintatos sintetizados en las hojas son concentrados en el floema. Por su parte, su
liberacion controlada en los tejidos demanda se conoce como descarga del floema.
Ambos procesos son afectados por factores ambientales, bioquimicos, fisiologicos y
de desarrollo que en conjunto determinan la cantidad de fotosintatos que pueden ser
descargados en los tejidos demanda. En algunos casos la carga del floema se lleva a
cabo por movimiento transmembranal (carga apoplastica) o por los plasmodesmos
(carga simpléastica). De igual manera, en la descarga del floema estan presentes las
dos vias.

Algunos de los transportadores de azucares en plantas superiores han sido

caracterizados en sistemas heterélogos. Se ha determinado que funcionan como

"simporte” (H+/sacarosa o] H+/hexosas) y su actividad permite el movimiento de
azucares en contra del gradiente de concentracion. Se ha sugerido que la
predominancia de las rutas de descarga de fotosintatos simplastica y apoplastica
estéa relacionada con la forma en que se usan los fotosintatos (Padilla et al. 2007).
Tras la translocacion a través del floema a los tejidos de demanda, la sacarosa
se degrada por las enzimas invertasa (INV) o sacarosa sintasa (Sus) en hexosas o

sus derivados. INV hidroliza la sacarosa en glucosa y fructosa, mientras que Sus

15



degrada sacarosa en presencia de UDP en UDP-Glucosa y fructosa (Ruan 2014;

Figura 12).
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Figura 12. Sintesis de sacarosa. La sintesis de sacarosa y la carga del floema en las hojas origen.
Las hojas fotosintéticas (fuente) utilizan la energia solar para fijar CO2 para producir triosas fosfatos
(triosas-P) en el cloroplasto. Las triosa-P se exportan al citoplasma como bloques a otro metabolismo.
También se puede convertir para la sintesis de ADP-glucosa (ADP-GIc) para la sintesis de almidon en
el cloroplasto. El almidén es degradado por la noche en glucosa (Glc) o maltosa para su exportacion al
citoplasma. La glucosa puede ser fosforilada por la hexoquinasa, para formar fructosa-6-fosfato (Fru-
6-P) por la glucosa-6-fosfato isomerasa. La sacarosa-fosfato sintasa (SPS) utiliza fructosa-6-fosfato y
UDP-GIlc como sustrato para producir sacarosa-fosfato (Suc-P), posteriormente se convierte en
sacarosa por la fosfatasa sacarosa-fosfato (SPP). La sacarosa se carga en el floema ya sea
apoplasticamente o simplasticamente. La acumulacion de sacarosa atrae el agua por osmaosis,
creando presion de turgencia alta, lo que impulsa el flujo de masa de asimilados hacia los sumideros.
En paralelo con la sintesis de sacarosa, una pequefia cantidad de trehalosa (T) también se puede
sintetizar. Mediante el uso de ADP-GIc y Glc-6-P como sustratos, la trehalosa-6- fosfato (T6P) sintasa
(TPS) sintetiza T6P, un metabolito de sefal recientemente descubierto, luego se convierte en
trehalosa por T6P fosfatasa (TPP). La trehalosa puede ser finalmente hidrolizada por la trehalasa (TI)
en dos moléculas de glucosa. También se muestran varios transportadores implicados. Abreviatura
adicional: Pi ortofosfato (Modificado de Ruan, 2014).

Distintos estudios sugieren que la arquitectura de la raiz esta relacionada con
el estado de carbono, el cual aumenta la elongacién de la raiz primaria y el nGmero
de raices laterales (Muller et al. 1998). En plantas de A. thaliana transferidas a

medios con sacarosa, presentaron una mayor longitud de la raiz primaria
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dependiendo de la concentracién de sacarosa (Freixes et al. 2002). Por otra parte,
Karthikeyan et al. (2007) menciona que hay aumento de raices laterales cuando se
suplementa sacarosa en el medio de crecimiento.

Recientemente Herndndez-Madrigal et al. (2017) reportaron que la adicién de
sacarosa a medios de crecimiento que contenian 100 uM de Cr (VI), reactivo el
crecimiento de la raiz primaria de A. thaliana en un 60 y 100% en los tratamientos

que contenian 70 y 140 mM de sacarosa respectivamente (Figura 13).
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Figura 13. Efecto del Cr(VI) y sacarosa en el crecimiento de la raiz primaria de A. thaliana. Las
semillas de A. thaliana se germinaron y crecieron por 10 dias en medios con concentraciones
crecientes de sacarosa, suministrados con o sin 100 uM de Cr(VI) (Modificado de Hernandez-Madrigal
et al. 2017).

2.9. Fosfato y sacarosa

El fésforo (P) forma parte estructural de biomoléculas como los &acidos
nucleicos, los fosfolipidos y el ATP (Rausch y Bucher et al. 2002). También es
importante en procesos fisiologicos como la fotosintesis, la respiracion, el
metabolismo energético y la regulacion de diversas enzimas (Raghothama 1999).
Las plantas adquieren fosforo como fosfato (Pi) de la solucién del suelo, y aunque la
cantidad total de P en el suelo puede ser alta, la fijjacion inorganica y la formacién de

complejos organicos de fosfato disponible en suelo son las principales razones de su
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baja disponibilidad (Raghothama y Karthikeyan 2005).

La escasez de P puede provocar cambios en el sistema radical: en A. thaliana
el numero y densidad de las raices laterales se incrementa de manera muy marcada
y la longitud de la raiz primaria se reduce drasticamente (Figura 14) (Lopez-Bucio et
al. 2002). Por otra parte, Sanchez-Calderon et al. (2005) mencionan que la reduccion
la longitud de la raiz por escasez de fosfato es provocada por cambios en el
programa de desarrollo post-embrionario indeterminado a uno determinado. Para
entender el mecanismo molecular que subyace a estas respuestas, se aislo la
mutante de A. thaliana, hipersensible a la inanicion de fosfatol (hpsl), que presenta
una alta sensibilidad en casi todos los aspectos de las respuestas de las plantas a la
escasez de fosfato; los andlisis moleculares y genéticos indicaron que el fenotipo de
esta mutante hpsl es causado por la sobreexpresion del gen SUCROSE
TRANSPORTER2 (SUC2) y como consecuencia, la mutante hpsl tiene un alto nivel
de sacarosa en el follaje y la raiz (Lei et al. 2011). Se ha demostrado también que la
mutante es hipersensible a la privacion de nitrégeno y potasio (Lei y Liu 2011),
sugiriendo asi la participacion de la sacarosa en la respuesta a la escasez de
nutrientes (Lei et al. 2011; Lei y Liu 2011). Ademas, la sacarosa incrementa la
distribucién de auxina en la zona de la raiz comprendida del extremo de la raiz
primaria al inicio de la primera raiz lateral, lo que sugiere que la estimulacion de la
formacion y crecimiento de raices laterales por sacarosa, es mediada por el aumento
de auxina (Jain et al. 2007; Karthikeyan et al. 2007).

Lo reportado anteriormente sugiere que la sacarosa, ademas de su funcién en
el aporte de energia, actia como un regulador global en varias respuestas
relacionadas con la disponibilidad de nutrientes para las plantas, aunque se

desconoce cuales son los blancos directos (Lei et al. 2011; Lei y Liu 2011).

18



Figura 14. Efecto de la disponibilidad de fosfato (P) en la arquitectura de la raiz. Plantas
creciendo en condiciones éptimas (izquierda) y limitantes (derecha) de P (Modificado de Sanchez-
Calderdn et al. 2005).

2.10. Factores exdgenos que influyen en el crecimiento y desarrollo de las
plantas

El crecimiento y desarrollo de las plantas esta en funcion de la integracién de
distintos factores enddgenos, pero ademas existen factores exdgenos como la
temperatura, cantidad de carbono, presencia de patébgenos o pardsitos,
disponibilidad de agua y nutrientes, asi como la presencia de metales pesados en
concentraciones toxicas. Dentro de los metales pesados que no son nutrientes pero

que se encuentran en el suelo se encuentra el Cromo (Cr).

2.11. El Cromo (Cr)

El cromo (Cr) es el séptimo elemento mas abundante en la tierra y el vigésimo
primer lugar en las rocas de la corteza. En la corteza varia en un rango de 100 a 300
ug kgt vy el suelo puede contener entre 5y 3 000 pg kg™’ (Skeffington et al. 1976;

McGrath y Smith 1990). Los usos de Cr y sus compuestos en la industria son muy
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diversos, el 60-70% se utiliza en aleaciones, incluyendo el acero inoxidable, y el 15%
se utiliza en los procesos quimicos industriales, principalmente en el curtido de
pieles, en los pigmentos y en la galvanoplastia. Estas aplicaciones aumentan su
concentracion en la atmaosfera, por lo que se ha convertido en uno de los principales
contaminantes del aire, suelo y agua (Armienta-Herndndez y Rodriguez-Castillo
1995).

El Cr es un metal de transicion localizado en el grupo VI-B de la tabla
periodica, con un nimero atomico de 24 y un peso atomico de 51.996 (Ramirez-Diaz
et al. 2009). Su quimica no es sélo es rica en la variedad de colores de sus
compuestos, sino también en la variedad de estados de oxidacion, que van de -2 a
+6. Los estados mas abundantes y estables son el Cr trivalente [Cr(lll)] y el Cr
hexavalente [Cr(VI)], los otros estados de valencia son inestables y de corta duracion
en los sistemas biolégicos (Shupack 1991). El Cr(VI) se asocia con el oxigeno, para
formar oxianiones hidrocromato (HCrO,), cromato (CrO,%) o dicromato (Cr,0,2)

(Shanker et al. 2005). En el ambiente, el Cr(VI) puede ser reducido a Cr(lll) de
manera abidtica o por medio de enzimas llamadas cromato reductasas (Katz y Salem
1993).

2.12. Trasporte del Cr en plantas

El Cr es un elemento téxico no esencial para las plantas, por lo que no poseen
mecanismos especificos para su captacion. Por lo tanto, la absorcién de este metal
pesado es a través de proteinas trasportadoras de nutrientes esenciales de la
plantas: la via de transporte de Cr(VI) es un mecanismo activo que implica
trasportadores de aniones esenciales como el sulfato (Shanker et al. 2005; Figura
15). Lopez-Bucio et al. (2014) demostraron que la adicion de fosfato al medio
interfiere con la captacion de cromato y en menor medida lo hace el sulfato, lo que
sugiere que la captacion del Cr(VI) en A. thaliana es a traves de transportadores de

fosfato y sulfato.

20



Nucleo

Medio/Rizosfera 7 Apoplasto Membrana plasmatica
a ’/ /t// AN
Cr(lll) —1— cr(in /\r SO0y

Defensa/ Tolerancia W-W.\,,W
{ | Citoplasma ‘X/
Cr(ll) - ,Cr(li) | Oxigeno singlete
(i) Vacuola | T
|
5 " \ Crvi)
Oxidacié 3 | \
cr(ll) — e | .
m |
cr(vi) rvn} 5
/,
Cr(Vl) Cr(Vl) \ o »Cr(VIy
PM ATF’ase /\ i
- Proteina X
\_ trasportadora \\\'
N

~.

Figura 15. Modelo hipotético de transporte de Cr y toxicidad en las raices de las plantas.
(Modificado de Shanker et al. 2005).

2.13. Efectos del Cr en plantas

En el interior de la célula la reduccién del Cr(VI) a estados oxidativos inferiores
como Cr(V) y el Cr(lll) puede ocasionar la formacion de especies reactivas de
oxigeno, generando estrés oxidativo y en consecuencia diversos efectos toxicos en
el ADN, lipidos y proteinas. Se considera que el dafio oxidativo al ADN es
responsable de los efectos genotoxicos causados por el cromato (Figura 15). Aunque
el Cr(lll) a nivel extracelular es relativamente inocuo debido a su insolubilidad, en el
interior de la célula es altamente toxico debido a su capacidad para unirse al ADN y a
las proteinas (Ramirez-Diaz et al. 2009).

El Cr(V]) inhibe la germinacion y causa necrosis y/o clorosis de las hojas,
reduccion del crecimiento de la raiz y disminucion en la producciéon de biomasa,
durante el desarrollo post-embrionario (Sharma et al. 1995). Estos efectos se
explican por el dafio oxidativo a las membranas celulares (Vazquez et al. 1987),
reduccion en la produccion de clorofila (Sharma et al. 2003), disminucién del

contenido de proteinas e inhibicién de la actividad de la nitrato reductasa (Vajpayee
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2000). También afecta directamente al material genético, provocando alteraciones
cromosomicas (Zou et al. 2006).

Ademas de los efectos téxicos del Cr en las plantas, se ha reportado que en
concentraciones pequefias puede haber una estimulacién del crecimiento. En A.
thaliana, Ortiz-Castro et al. (2007) reportaron que plantas de 6 dias de edad al ser
transferidas a medios con 100 uM de Cr(VI) en los cuales se mantuvieron por 6 dias
mas, tuvieron un mayor peso del follaje y de la raiz con relacion a las plantas
transferidas a medios sin el metal. Por otro lado, Martinez-Trujillo et al. (2014)
demostraron que en la germinaciébn y crecimiento de plantas de A. thaliana
directamente en medios con Cr(VIl), hay un efecto estimulador a bajas
concentraciones (20 uM) y un efecto inhibidor a mayores concentraciones (100 uM)
(Figura 16).
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Figura 16. Efecto de diferentes concentraciones de Cr(VI) en el crecimiento de A. thaliana. Las
semillas fueron germinadas directamente en medios con Cr(VI) y las plantas se dejaron crecer por 6

dias méas (Modificado de Martinez Truijillo et al. 2014).
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3. HIPOTESIS
Las respuestas de la raiz de A. thaliana al Cr(VI) y a la deficiencia de fosfato

son afectadas por sacarosa.

4. OBJETIVO GENERAL
Caracterizar el efecto de la sacarosa, Cr(VI) y deficiencia de fosfato sobre el
crecimiento y desarrollo de la raiz de A. thaliana.

4.1. OBJETIVOS PARTICULARES
a) Determinar el efecto del Cr(VI) y sacarosa exdégena en el crecimiento y
desarrollo de la raiz de A. thaliana, y su correlacién con la division celular,

distribucion de auxina e identidad del meristemo.

b) Determinar el efecto del represor IAA14 en la respuesta de plantas de

A. thaliana a Cr(VI) e incremento de sacarosa exdgena.

C) Determinar el efecto de la deficiencia de fosfato y sacarosa exdgena en
el crecimiento y desarrollo de la raiz de A. thaliana.

d) Caracterizar el crecimiento y desarrollo de la raiz de A. thaliana en un

sistema de exposicion eventual al Cr(VI), y su correlacion con la division celular y

expansioén celular.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Material biol6gico

Se utilizaron semillas de la linea silvestre de A. thaliana ecotipo Col-0 y las
lineas transgénicas de A. thaliana con el fondo genético silvestre Col-O0:

a) La linea DR5::uidA (Ulmasov et al. 1997) consiste en un elemento de
respuesta a auxina artificial (CCTTTTGTCTC) repetido en hilera 8 veces y fusionado
al promotor minimo -46 del Virus del Mosaico de la Coliflor y al gen uidA; esta linea
permite determinar los lugares de la raiz en que esta presente la hormona auxina.

b) La linea CycB1;1::uidA (Colon-Carmona et al. 1999) contiene el promotor
del gen que codifica para la ciclina mitética de A. thaliana CYCB1;1 fusionado al gen
uidA y ademas se adiciond al gen una caja de destruccién de ciclina para que la
enzima B-glucuronidasa se degradara después de cada ciclo celular; esta linea
permite monitorear la actividad del ciclo celular de manera temporal y espacial.

c) La linea AtEXP7::uidA (Cho y Cosgrove 2002) contiene el promotor de la
expansina 7 de tipo o de A. thaliana fusionado al gen uidA; este promotor se
enciende cuando existe una expansion da la célula por crecimiento de la pared
celular y permite monitorear las partes de la raiz que se estan expandiendo por
crecimiento de las células.

d) La linea QC46::uidA (Sabatini et al. 1999) contiene el promotor trap QC46
fusionado al gen reportero uidA, la cual confiere expresion en las células del centro
quiescente, el cual actiia como un centro organizador, manteniendo la identidad de
las células madre del meristemo de la raiz (Wildwater et al. 2005).

e) La linea PLT1::.uidA contiene el promotor del gen PLT1 fusionado al gen
reportero uidA; este gen contribuye a mantener la identidad del meristemo de la raiz
(Aida et al. 2004).

Ademas, se utilizo el fondo genético de la mutante iaal4/slrl (Fukaki et al.
2002), la cual presenta una mutacion en el gen que codifica la proteina represora
IAA14; debido a un cambio de aminoacido la proteina no se degrada en presencia de
auxina por lo que inhibe la formacion de raices laterales. A este fondo genético
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fueron transferidos en este trabajo los marcadores genéticos CycB1;1:uidA vy

DR5::uidA de manera separada.

5.2. Condiciones generales del crecimiento de las plantas

Las semillas fueron desinfectadas superficialmente con etanol al 95% (v/v) por
5 minutos y posteriormente en hipoclorito de sodio (Cloralex) al 20% por 8 minutos.
Luego de efectuar 6 lavados con agua desionizada estéril, las semillas fueron
colocadas en oscuridad a 4°C, durante 48 h en agua desionizada estéril, para
promover y sincronizar la germinacion. Las semillas de A. thaliana fueron germinadas
en medio MS 0.2x (Murashige y Skoog 1962), suplementado con sacarosa al 0.6%,
agar para plantas al 1% (w/v) (Phytotechnology Laboratories), y pH 7 el cual se
ajustd una vez agregado el agar. Las plantas se crecieron en una camara de
crecimiento con un fotoperiodo de 18 h de luz (300 pM m?s™) y 6 h de oscuridad, con
una humedad de 70-75%, orientadas en posicion vertical para permitir el crecimiento

del sistema radical sobre el medio.

5.3. Evaluacion del efecto de la sacarosa en la reactivacion del crecimiento de
la raiz inhibido por Cr(VI)

Para evaluar el efecto de la sacarosa en la reactivacion del crecimiento de la
raiz, las semillas de A. thaliana fueron germinadas y crecidas en medio MS 0.2x con
cromato de potasio (K,CrO,) como Cr(VIl) a una concentracion de 100 yM; las
plantas se dejaron crecer por 4 6 7 dias y después fueron transferidas a medio MS
suplementado con sacarosa al 0.6% o 4.8%. Las plantas transferidas se dejaron

crecer por 8 0 5 dias en estos tratamientos y se realizé la medicion de las variables.

5.4. Evaluacion del efecto de la sacarosa en la reactivacion del crecimiento de
la raiz inhibido por bajo fosfato

Las semillas de A. thaliana fueron germinadas en medio MS 0.2x con alto
fosfato (1.25mM) o bajo fosfato (20 uM) con sacarosa al 0.6%. Las plantas se
dejaron crecer por 7 dias y después fueron transferidas a medio MS 0.2x con alto

fosfato (1.25mM), suplementado con sacarosa al 0.6% o 4.8%. Las plantas
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transferidas se dejaron crecer por 7 dias en estos tratamientos y se realizé la

medicién de las variables.

5.5. Evaluacién del crecimiento de laraiz por exposicion eventual al Cr(VI)

Las semillas de A. thaliana fueron germinadas y crecidas en medios MS 0.2x y
a los 6 dias después de la siembra se realiz6 un corte horizontal sobre el medio a 2.5
cm del extremo de la raiz primaria, para adicionar distintas concentraciones de Cr(VI)
en un rango de 0 a 100 uM. Las plantas se dejaron crecer durante 6 dias mas y se

realizé la medicién de variables.

5.6. Analisis de variables del desarrollo
El crecimiento de la raiz primaria (RP) se registré usando una regla graduada
en mm. El nimero de raices laterales (RL) se determindé por conteo de las RL

presentes en la raiz primaria de la punta de la raiz a la zona de transicién del tallo.

5.7. Andlisis histoguimico de la actividad de la B-glucoronidasa

Las plantas transformadas con el gene reportero uidA (Jefferson et al. 1987)
se incubaron con el sustrato X-Gluc (5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-D-glucurénido) al
0.1% en amortiguador de fosfatos (NaH,PO, y Na;HPO,, 0.1 M, pH7) con 2 mM de
ferrocianuro de potasio y 2 mM de ferricianuro de potasio, durante 1 hora a 37 °C.
Las plantas se aclararon y fijaron con 0.24 N de HCl en 20% (v/v) de metanol,
incubandolas a 62 °C por 40 min. La solucién se reemplazé por NaOH al 7% (w/v) en
etanol al 60% (v/v) por 20 min a temperatura ambiente. Las raices se rehidrataron
mediante tratamientos con etanol al 40%, 20% y 10% (v/v), haciendo incubaciones
de 20 minutos en cada concentracion, después se les afiadié glicerol al 50% (v/v).
Las plantas fueron montadas y fijadas en portaobjetos con glicerol al 50% (v/v)
(Malamy y Benfey, 1997). Los bordes entre el portaobjetos y el cubreobjetos fueron
sellados con un barniz comercial.

El andlisis de la actividad de GUS se realizd con el microscopio

estereoscopico (MZ6; Leica Microsystems). Las imagenes se capturaron con una

27



camara digital Cyber-shot DSC-S75 (Sony Electronics) adaptada al microscopio y se

procesaron con el software Axio Vision 4AC.

5.8. Anadlisis estadistico

Los datos se analizaron estadisticamente utilizando el programa SPSS19 para
Windows. Se usé un analisis univariado con la prueba posthoc de Tukey para
determinar las diferencias significativas en las respuestas de crecimiento y desarrollo
de raiz (P <0.05). Los intervalos de confianza se determinaron con el programa Excel

version 15.26.
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6. RESULTADOS

6.1. La sacarosa estimula el crecimiento de la raiz primaria en plantas de A.
thaliana silvestres y slr-1, crecidas previamente por 4 dias en medios con Cr(VI)
y transferidas a medios sin Cr(VI)

Para determinar el efecto de la sacarosa en la reactivacion del crecimiento de
la raiz, tanto en el fondo genético silvestre (Col-0) como en la mutante sir-1, las
plantas se germinaron y se dejaron crecer en medios con Cr(VI) 100 yM y 0.6% de
sacarosa durante 4 dias; posteriormente se transfirieron a medios con 0.6% 0 4.8%
de sacarosa sin Cr(VI), donde se dejaron crecer durante 8 dias mas; se incluyeron
controles sin Cr(VI) en ambos medios y con Cr(VI) en ambos medios (Figura 17). En
todos los tratamientos no se formaron raices laterales. Se encontré que en todos los
tratamientos, la mutante sIr-1 siempre tuvo un mayor crecimiento de la raiz primaria
con respecto a la silvestre; respecto a la sacarosa, en las plantas de ambos fondos
genéticos se estimul6 el crecimiento de la raiz primaria en alrededor de un 30% en
todos los casos cuando el segundo medio se complementé con alta concentracion de
sacarosa (4.8%) (Figura 17).

Los resultados demuestran lo siguiente: i) que el meristemo de la raiz primaria
no se agota al crecer las plantas por 4 dias en el medio con Cr(VI), ii) que el tiempo
de 4 dias en Cr(VI) no fue suficiente para inducir la formacion de raices laterales o
adventicias, y iii) que la sacarosa confiere un mejor crecimiento a la raiz primaria,

después de haber crecido inicialmente en medio con Cr(VI).
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Figura 17. Efecto de la sacarosa en la estimulacién del crecimiento de la raiz primaria en
plantas de A. thaliana Col-0 y sir-1 crecidas por 4 dias en medios con Cr(VI) y transferidas y
crecidas por 8 dias en otro medio. Las semillas de A. thaliana fueron germinadas y se dejaron
crecer por 4 dias en los medios iniciales para posteriormente transferidas a los medios finales
dejandolas crecer por 8 dias més. Al término de este periodo las plantas fueron analizadas de acuerdo
a materiales y metodos. Los medios con Cr(VI) tuvieron una concentracion de 100 uM del metal. A)
Crecimiento de la raiz primaria a partir del momento de la transferencia de 30 plantas analizadas para
cada tratamiento. B) Fotos representativas de cada tratamiento. Se indican los intervalos de confianza
para alfa=0.05. Las letras diferentes indican diferencias significativas con la prueba de Tukey
(P<0.05); n=30.
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Para determinar el efecto del Cr(VI) y la sacarosa en la division celular del
meristemo de la raiz primaria, asi como de la distribucion de auxina, tanto en el fondo
genético silvestre (Col-0) como en la mutante slr-1, se utilizaron lineas transgénicas
con los marcadores CycB1::uidA y DR5::uidA. La expresion de los 2 marcadores se
conservo en las plantas cuando fueron transferidas a los medios sin Cr(VI), pero no
cuando siguieron en un medio con Cr(VIl), lo cual concuerda con el mayor
crecimiento de esta raiz. Los resultados muestran que en general la division celular
es mayor en el meristemo de slr-1; asimismo, el area de la distribucién de auxina es
mayor en sir-1 con relacion a Col-0. Ademas, la mayor concentracion de sacarosa
aumento el area de distribucion de auxina en seccion transversal (Figura 18).

Ademas, en la linea silvestre (Col-0) fueron analizados marcadores de
identidad celular: QC46::uidA y PLT1:uidA. Estos marcadores mantuvieron su
expresion cuando las plantas fueron transferidas a medios sin Cr(VI), pero no asi
cuando siguieron creciendo en medios con Cr(VI). Ademas, en este Ultimo caso se
presentd una desorganizacion de las células y una diferenciacion mas cercana al
extremo de la raiz, evidenciado por la formacion de pelos radicales. Se confirma que
el crecimiento de la raiz requiere de la expresion de estos marcadores. En lo que
respecta a la sacarosa, no tuvo un efecto notable en aumentar el &rea de expresion
(Figura 19).
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Figura 18. Efecto del Cr(VI) y la sacarosa en la expresién de marcadores genéticos en la raiz
primaria de plantas de A. thaliana Col-0 y sir-1 crecidas por 4 dias en un medio con Cr(VI) y
transferidas y crecidas por 8 dias en otro medio. Las semillas de A. thaliana Col-0 que expresan
los distintos marcadores genéticos fueron germinadas y se dejaron crecer en los medios iniciales para
posteriormente transferidas a los medios finales dejandolas crecer por 8 dias mas. Los medios con
Cr(VI) tuvieron una concentracién de 100 uyM del metal. La actividad de uidA (GUS) se realiz6 de
acuerdo a materiales y métodos. Las fotos son representativas de 15 imagenes analizadas para cada
tratamiento.
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Figura 19. Efecto del Cr(VIl) y la sacarosa en la expresién de marcadores genéticos de identidad
del meristemo, en la raiz primaria de plantas de A. thaliana Col-0 crecidas por 4 dias en un
medio con Cr(VI) y transferidas y crecidas por 8 dias en otro medio. Las semillas de A. thaliana
Col-0 que expresan los distintos marcadores genéticos fueron germinadas y se dejaron crecer en los
medios iniciales para posteriormente transferidas a los medios finales dejandolas crecer por 8 dias
més. Los medios con Cr(VI) tuvieron una concentracion de 100 uM del metal. La actividad de uidA
(GUS) se realiz6 de acuerdo a materiales y métodos. Las fotos son representativas de 15 imagenes

analizadas para cada tratamiento.
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6.2. La sacarosa estimula el crecimiento de la raiz lateral en plantas de A.
thaliana, crecidas previamente por 7 dias en medios con Cr(VI) y transferidas a
medios sin Cr(VI)

Con los resultados anteriores, se planteé la pregunta de si incrementando el
tiempo de crecimiento de las plantas en medios con Cr(VI) 100 uM, el meristemo de
la raiz primaria se agotaba y se favorecia la formacion de raices laterales o
adventicias; asimismo, qué efecto tenia la sacarosa en estas condiciones. Las
plantas silvestres (Col-0) y sIr-1 de A. thaliana se dejaron crecer durante 7 dias en el
medio inicial y posteriormente se transfirieron a otro medio donde se dejaron crecer
durante 5 dias mas. Los resultados muestran que en las plantas crecidas
inicialmente en Cr(VI) se form6 una raiz lateral, la cual tuvo un mayor crecimiento
que la raiz primaria, y en las plantas slr-1 se formoé esta raiz en el 80% de los
individuos (Figura 20 ). Cabe mencionar que no esta reportado que slr-1 forme raices
laterales (Fukaki et al. 2002), por lo que es el primer reporte al respecto, y sera
analizado en la seccion de discusion.

En las plantas crecidas en Cr(VI) la raiz primaria ya no pudo crecer al
transferirlas a medios sin Cr(VI), en cambio, las raices laterales si crecieron. En
todos los casos, la raiz lateral creci6 mas en las plantas silvestres (Col-0) con
relacion a slr-1; ademas, la sacarosa estimulé este crecimiento en un rango de 30-
40% en ambos fondos genéticos (Figura 21 A, B).

Se puede concluir que: i) El crecimiento inicial por 7 dias en medios con Cr(VI)
induce la formacién de una raiz lateral, en Col-0 y slr-1, ii) EI meristemo de la raiz
primaria se agota al crecer las plantas en medios con Cr(VI) durante 7 dias, vy iii) La
sacarosa estimula el crecimiento de la raiz lateral al pasar de medios con Cr(VI) a

medios sin Cr(VI).
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Figura 20. Efecto del Cr(VI) en la formacion de raices laterales en plantas de A. thaliana Col-0 y
sir-1. Las semillas de A. thaliana fueron germinadas y se dejaron crecer por 7 dias en los medios
iniciales: MS 6 MS+Cr(VI), por 7 dias, para posteriormente transferidas a los medios finales sin Cr(VI),
donde se crecieron por 5 dias mas. Los medios con Cr(VI) tuvieron una concentracion de 100 uM del
metal. Al término de este periodo las plantas fueron analizadas de acuerdo a materiales y metodos.
Las fotografias son representativas de 30 plantas analizadas, para cada fondo genético. Nétese que
en slr-1 hay carencia de pelos radicales.
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Figura 21. Efecto del Cr(VI) y la sacarosa en el crecimiento de la raiz primaria y lateral en
plantas de A. thaliana Col-0 y slr-1 crecidas por 7 dias en un medio con Cr(VI) y transferidas y
crecidas por 5 dias en otro medio. Las semillas de A. thaliana fueron germinadas y se dejaron
crecer por 7 dias en los medios iniciales para posteriormente transferidas a los medios finales, donde
se crecer por 5 dias mas. Los medios con Cr(VI) tuvieron una concentracion de 100 uM del metal. Al
término de este periodo las plantas fueron analizadas de acuerdo a materiales y metodos. A)
Crecimiento de la raiz primaria a partir del momento de la transferencia de 30 plantas analizadas para
cada tratamiento. B) Crecimiento de la raiz lateral a partir del momento de la transferencia de 30
plantas analizadas para cada tratamiento C) Fotos representativas de cada tratamiento. Se indican los
intervalos de confianza para alfa=0.05. Las letras diferentes indican diferencias significativas con la
prueba de Tukey (P<0.05); n=30.

La division celular fue analizada utilizando la linea transgénica CycB1::uidA.
Los resultados muestran que en las plantas crecidas inicialmente en medios con
Cr(VI) se pierde la expresion en la raiz primaria, aunque las plantas se transfieran a
medios sin Cr(VI); esta pérdida de expresion se acompafia con una desorganizacion
de las células del meristemo. En cambio, la raiz lateral presenta una expresion del
marcador de divisidén celular, aunque mas tenue con relacion al control de las plantas
que no estuvieron en medios con Cr(VI). El efecto de la sacarosa en la expresion del
marcador en la raiz lateral fue poco notable, no obstante que se estimul6 el
crecimiento de ésta. (Figura 22).

De manera similar al marcador de divisién celular, en las plantas crecidas en
Cr(VI) y transferidas a medios sin Cr(VI), el marcador de distribucién de auxina
(DR5::uidA) perdié su expresion en la raiz primaria y se establecido una expresion
normal en la raiz lateral (Figura 23). No se observé una diferencia notable entre el
fondo genético silvestre (Col-0) respecto al mutante sIr-1. La sacarosa influyo al

establecimiento del patron normal de auxina en la linea silvestre.
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Por lo anterior se puede concluir que: i) La divisién celular y distribucién de
auxina se pierde en la raiz primaria y se establece de manera normal en la raiz
lateral, ii) El patron normal de expresion de los marcadores genéticos se mantiene en

las raices laterales de las plantas silvestres por efecto de la sacarosa.

CycB1::uidA

7 dias medio1 — Col-0 sir-1
5 dias medio 2 RP RP

MS + Sac 0.6% —> g
MS + Sac 0.6% b
RL RL

MS + Sac0.6% + Cr — ' 4!
MS + Sac 0.6% + Cr ~ ’

MS + Sac 0.6% + Cr 5
MS + Sac 0.6% %

MS + Sac 0.6% + Cr v ,
9 al -
MS + Sac 4.8 oh | .

Figura 22. Efecto del Cr(VI) y la sacarosa en la divisién celular de la raiz primaria y raiz lateral
de plantas de A. thaliana Col-0y sir-1, crecidas por 7 dias en medios con Cr(VI) y transferidas y
crecidas por 5 dias en otro medio. Las semillas de Col-0 y sIr-1 con el marcador genético
CycB1::uidA fueron germinadas y se dejaron crecer en los medios iniciales para posteriormente
transferidas a los medios finales dejandolas crecer por 7 dias mas. Los medios con Cr(VI) tuvieron
una concentracion de 100 uyM del metal. La actividad de uidA (GUS) se realizé de acuerdo a
materiales y métodos. Las fotos son representativas de 15 imagenes analizadas para cada
tratamiento.
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Figura 23. Efecto del Cr(VI) y la sacarosa en la distribucién de auxina de la raiz primaria y raiz
lateral de plantas de A. thaliana Col-0 y slr-1, crecidas por 7 dias en un medio con Cr(Vl) y
transferidas y crecidas por 7 dias en otro medio. Las semillas de A. thaliana Col-0 y sir-1 con el
marcador genético CycB1::uidA fueron germinadas y se dejaron crecer en los medios iniciales para
posteriormente transferidas a los medios finales dejandolas crecer por 8 dias méas. Los medios con
Cr(VI) tuvieron una concentracion de 100 yM del metal. La actividad de uidA (GUS) se realiz6 de
acuerdo a materiales y métodos. Las fotos son representativas de 15 imagenes analizadas para cada
tratamiento.
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6.3. Efecto de las combinaciones de sacarosa y fosfato en el crecimiento de la
raiz de A. thaliana y en la division celular, utilizando un sistema de
transferencia de plantas

De manera similar al Cr(VI), se ha reportado que la deficiencia de fosfato
ocasiona una reduccion en la longitud de la raiz primaria debido a cambios en el
programa de desarrollo post-embrionario de uno indeterminado a otro determinado
en el cual la division celular es inhibida, la diferenciacion celular es promovida y el
meristemo se agota.

Para determinar si la sacarosa podia influir en este cambio de desarrollo, se
utilizaron semillas de A. thaliana de la linea CycB1::uidA con fondo genético Col-0,
las cuales fueron germinadas en medio MS 0.2x con alto fosfato (1.25 mM) o bajo
fosfato (20 uM), con sacarosa al 0.6%, dejandolas crecer por 7 dias, para después
transferidas a medio MS 0.2x con alto fosfato (1.25 mM), suplementado con sacarosa
al 0.6% o 4.8%, dejandolas crecer nuevamente por 7 en estos tratamientos, para
finalmente realizar las mediciones de las variables. El crecimiento de las plantas al
final se muestra en la figura 24.

Los resultados del crecimiento de la raiz primaria muestran que: i) el
crecimiento inicial en bajo fosfato por 7 dias no agota al meristemo y la capacidad de
crecimiento, ii) la sacarosa estimula el crecimiento de la raiz primaria en las plantas
gue inicialmente crecieron en bajo fosfato.

En lo referente a las raices laterales, las plantas incrementaron
significativamente su numero cuando fueron crecidas en los medios finales con
sacarosa al 4.8%, destacando que el niumero fue aun mayor en las plantas que

inicialmente crecieron en bajo fosfato (Figura 24 B).
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Figura 24. Efecto de la sacarosa y fosfato en el crecimiento de la raiz de A. thaliana Col-0,
utilizando un sistema de transferencia de plantas. Las semillas fueron germinadas y crecidas en
los medios iniciales durante 7 dias y posteriormente se transfirieron a los medios finales donde se
dejaron crecer por otros 7 dias. Alto fosfato (AP) = 1.25 mM; bajo fosfato (BP) = 20 uM; Sac =
Sacarosa. A) Crecimiento de la raiz primaria a partir del momento de la transferencia de 30 plantas
analizadas para cada tratamiento. B) Numero de raices laterales a partir del momento de la
transferencia de 30 plantas analizadas para cada tratamiento C) Fotos representativas de cada
tratamiento. Se indican los intervalos de confianza para alfa=0.05. Las letras diferentes indican
diferencias significativas con la prueba de Tukey (P<0.05); n=30.
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Para determinar posibles cambios influidos por sacarosa en la division celular
de la raiz primaria, se utilizé la linea transgénica CycB1::uidA. Los resultados
mostraron division celular en todos los tratamientos, siendo menor en el tratamiento
donde crecieron en bajo fosfato y baja cantidad de sacarosa y se transfirieron a

medios con alto fosfato y baja cantidad de sacarosa (Figura 25 C).

A) B)
MS+AP+Sac0.6% —  MS+AP+Sac0.6% _,

Q) D)
MS+ BP+ Sac0.6% —»

Figura 25. Efecto de la sacarosa y fosfato en la expresion del marcador de divisién celular en la
raiz primaria de A. thaliana. Las semillas fueron germinadas y crecidas en los medios iniciales
durante 7 dias y posteriormente se transfirieron a los medios finales donde se dejaron crecer por otros
7 dias; al cabo de este periodo se realiz6 la tincion de acuerdo a materiales y métodos Alto fosfato
(AP) = 1.25 mM; bajo fosfato (BP) = 20 uM; Suc = Sacarosa. Las fotos son representativas de 30
imagenes para cada tratamiento.
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6.4. Efecto del Cr(VI) en el crecimiento de la raiz y la expresion de marcadores
de division celular y de expansion celular, en un sistema de exposicion
eventual

En este sistema de exposicion eventual a Cr(VI) las semillas de A. thaliana
fueron germinadas en medio MS 0.2x con 0.6% de sacarosa y las plantas se dejaron
crecer por 6 dias; al paso de este periodo se realizé un corte horizontal en el medio
de crecimiento a 2.5 cm de la raiz primaria y se adicioné Cr(VI) en un rango de
concentracion de 0 a 100 upM, dejandolas crecer por 6 dias mas, para
posteriormente llevar a cabo las mediciones de las variables. Con base en la
difusion analizada en el medio de cultivo, el Cr(VI) llega primero al extremo de la
raiz primaria, de manera similar a la exploracion del sistema radical en condiciones
naturales en el suelo, lo que tedricamente permite la deteccion de esta sefial en
las células de la cofia y posteriormente la generaciéon de una respuesta. Los
resultados muestran que el crecimiento de la raiz primaria se inhibié de una manera
dependiente de la concentracion de Cr(VI) y paralelamente aument6 el nUmero de
raices laterales (Figura 26 ).

Para determinar si la exposicion eventual al Cr(VI) afecta la expresion del gen
de ciclina CycB1 en la raiz primaria de A. thaliana, se utilizé la linea reportera
CycB1::uidA. Los resultados muestran un aumento notable de la expresion a partir de
la concentracion de 60 uM de Cr(VI) (Figura 27).

Para analizar posibles cambios en la expansion celular de la raiz primaria por
la exposicion eventual al Cr(VI), se utilizd la linea reportera AtEXP7::uidA. Los
resultados permitieron observar que la zona de expansion celular esta mas cerca del
apice de la raiz conforme se aumenta la concentracion de Cr(VI)(Figura 28). Lo
anterior se correlaciondé con una reduccion del tamafio de la zona meristematica
(Figura 29).
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Figura 26. Efecto del sistema de exposicion eventual al Cr(VI) en el crecimiento del sistema
radical de A. thaliana. Las semillas de A. thaliana Col-0 fueron germinadas en los medios MS0.2x y
las plantas se dejaron crecer por 6 dias. Posteriormente se realizd un corte horizontal en el medio a
2.5 cm de la raiz primaria y adicion6 el Cr(VI). Las plantas se dejaron crecer por 6 dias y se
procesaron de acuerdo a materiales y metodos. A) Crecimiento de la raiz primaria a partir del
momento de la adicion de Cr(VI) de 30 plantas analizadas para cada tratamiento. B) Numero de raices
laterales a partir del momento de la adicion de Cr(VI) de 30 plantas analizadas para cada tratamiento
C) Fotos representativas de cada tratamiento. Se indican los intervalos de confianza para alfa=0.05.
Las letras diferentes indican diferencias significativas con la prueba de Tukey (P<0.05); n=30.
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Figura 27. Efecto de la exposicidn eventual al Cr(VI) en la expresién del gen de ciclina CycB1 en
la raiz primaria de A. thaliana. Las plantas de Arabidopsis que expresan el marcador CycB1::uidA
fueron germinadas y crecidas en los medio MS por 6 dias para posteriormente realizar un corte
horizntal sobre el medio y adicionar las distintos tratamientos de Cr(VI), las plantas se dejaron crecer
por 6 dias mas en estos tratamientos y fueron analizadas de acuerdo a materiales y métodos. Las
fotografias son representativas de 15 plantas analizadas.
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Figura 28. Efecto de la exposicion eventual al Cr(VI) en la expresiéon del marcador de expansion
celular en la raiz primaria de plantas de A. thaliana. Las semillas de A. thaliana AtEXP7::uidA,
fueron germinadas y crecidas en los medio MS por 6 dias para posteriormente realizar un corte
horizontal sobre el medio y adicionar las distintos tratamientos de Cr(VI); las plantas se dejaron crecer
por 6 dias mas en estos tratamientos y fueron analizadas de acuerdo a materiales y métodos. Las
fotografias son representativas de 15 plantas analizadas.
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Figura 29. Efecto de la exposicion eventual al Cr(VI) en la longitud del meristemo en la raiz
primaria de plantas de A. thaliana. Las semillas de A. thaliana AtEXP7::uidA, fueron germinadas y
crecidas en los medio MS por 6 dias para posteriormente realizar un corte horizontal sobre el medio y
adicionar las distintos tratamientos de Cr(VI); las plantas se dejaron crecer por 6 dias mas en estos
tratamientos y fueron analizadas de acuerdo a materiales y métodos. Se indican los intervalos de
confianza para alfa=0.05. Las letras diferentes indican diferencias significativas con la prueba de
Tukey (P<0.05); n=30.
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7. DISCUSION

Una caracteristica del desarrollo post-embrionario de las plantas es su plasticidad,
generando diversas modificaciones causadas por interacciones con su ambiente
biético y abiotico (Forde y Lorenzo 2001). Debido a que las plantas son sésiles, la
estrategia para explorar el suelo para la captaciéon de nutrientes y agua es el
desarrollo de una raiz primaria, raices laterales y de pelos radicales (Lynch, 1995).
Se ha reportado que el Cr(VI) tiene un efecto dual en el crecimiento y desarrollo de
A. thaliana, dependiendo de la concentracion, estimulando el crecimiento en
concentraciones de 20-40 uM e inhibiéndolo a partir de 100 uM (Martinez-Trujillo et
al. 2014) y recientemente Hernandez-Madrigal et al. (2017) reportaron que la adicion
de sacarosa a medios de crecimiento que contenian Cr(VI) 100 uM, reactivo el
crecimiento de la raiz primaria de A. thaliana.

Para profundizar en el efecto del Cr(VI) y sacarosa en el crecimiento y
desarrollo de la raiz de A. thaliana, se analiz6 la expresion de distintos marcadores
genéticos de la raiz en dos fondos genéticos, silvestre y mutante sir-1; asimismo se
analizo el efecto de la sacarosa y bajo fosfato en el crecimiento y desarrollo de la

raiz.

El crecimiento de la raiz primaria es mayor en sir-1 con respecto a Col-0 y se
estimula con sacarosa

En las condiciones en las que la raiz primaria continu6é su crecimiento, éste fue
mayor en slr-1 con relacién a las plantas silvestres Col-0, incluso cuando estas
dltimas todavia no han formado raices laterales. De manera inversa, cuando se
forma una raiz lateral en sIr-1 su crecimiento es menor al de la raiz lateral del tipo
silvestre. Este comportamiento no ha sido reportado, pero seguramente esta
relacionado con la presencia del represor IAA14 y su estabilidad incluso en presencia
de auxina. La estimulacion del crecimiento de la raiz primaria por la sacarosa es
coincidente con los trabajos de Freixes et al. (2002) quienes reportan que cuando se
transfieren plantas de A. thaliana a medios con distintas concentraciones de

sacarosa presentan un mayor crecimiento de la raiz primaria en aquellos medios con
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mayor concentracion del sacarosa. Asimismo, Hernandez-Madrigal et al. (2017)
reportan que la adicibn de sacarosa a medios de crecimiento con exposicion
temporal a Cr(Vl) 100 uM, incrementa el crecimiento de la raiz primaria de A.
thaliana.

La reversion por sacarosa de los efectos inhibitorios del Cr(VI) en el
crecimiento de la raiz primaria, depende del tiempo previo de exposicion al
Cr(VI)

La germinacion y crecimiento inicial de A. thaliana en concentraciones subletales de
Cr(VI) y 0.6% de sacarosa, demostré que el tiempo de exposicion a Cr(VIl) (4 o 7
dias) determind la respuesta posterior del sistema radical al ser transferidas las
plantas a medios sin Cr(VI): continuacioén del crecimiento de la raiz primaria, o bien
su detencién y crecimiento de raices laterales. De manera similar, cuando plantas
mutantes suc2, afectadas en el transporte de sacarosa de la parte aérea a la raiz, se
germinaron y crecieron en medios sin sacarosa por 10 dias, la planta detuvo el
crecimiento de su raiz primaria, y cuando se transfirieron a medios con sacarosa al
1%, el crecimiento de la raiz primaria ya no se reanudd, aunque el sistema radical
crecié mediante la formacion de raices laterales (Gottwald et al. 2000).

En cambio, se ha reportado que cuando las plantas de A. thaliana se germinan
y crecen en medios con Cr(VI) y sacarosa 4.8%, la raiz primaria crece durante los 10
dias que dura el andlisis (Hernandez-Madrigal et al. 2017); de manera similar, las
plantas de A. thaliana suc2 crecidas desde un inicio en medios con 1% de sacarosa,
tienen una raiz primaria con crecimiento (Gottwald et al. 2000).

Lo anterior permite concluir que el efecto de la sacarosa en vencer el efecto
del Cr(VI) y mantener el crecimiento de la raiz primaria, sélo es posible durante la
germinacion o bien cuando no ha transcurrido el tiempo suficiente en el cual ocurren

cambios que agotan la identidad y capacidad de division del meristemo.
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La disminucion del area de distribucion de auxina en la raiz primaria por efecto
del Cr(VI) se correlaciona con la detencidon del crecimiento de la raiz, con la
pérdida de division celular y de marcadores de identidad del meristemo, asi
como con laincapacidad de la sacarosa de reactivar el crecimiento

Los meristemos de las raices son muy sensibles y puede verse afectados por la
exposicion a metales o por baja disponibilidad de nutrientes (Potters et al. 2007), El
funcionamiento del meristemo se ha relacionado con la acumulacion de auxina en el
centro quiescente, las células de la cofia, y a lo cargo del cilindro central (Aida et al.
2004), lo cual coincide con nuestros resultados con el marcador DR5::uidA, ya que
cuando se altera la distribucion de auxina el crecimiento de la raiz primaria se
detiene. Si bien en este caso no fue posible analizar la distribucion de proteinas de
transporte de auxina (PINs), en trabajos previos se ha reportado que PIN1 y PIN2
disminuyen su expresion cuando cesa el crecimiento de la raiz primaria por efecto
del Cr(VI) (Lopez-Bucio et al. 2015). Como posible consecuencia de la disminucion
de auxinas en la raiz primaria, la division celular (evaluada mediante el marcador
CycB1::uidA) se perdié en el meristemo, y la expresion en el centro quiescente y
PLT1 (analizando los marcadores QC46::uidA y PLT1::uidA) dependientes ambos de
auxina, decrecid, por lo que se asume que hubo pérdida de la identidad del
meristemo, como ha sido reportado previamente (Aida et al. 2004; Aichinger et al.
2012). Por lo anterior, se sugiere que una vez que se pierde el patron de distribucion
de auxina y la expresion de genes dependientes de ésta, la sacarosa ya no puede
rescatar el funcionamiento del meristemo por algiin mecanismo de sefalizacion
como la via TOR (Xiong et al. 2013) o bien aportando energia a partir de su
degradacion en los tejidos consumidores como la raiz (Ruan 2014).

El Cr(VI) induce la formacion de raices laterales tanto en Col-0 como en la
mutante slr-1, con patrones normales de distribucion de auxina y de division
celular

Los fondos genéticos utilizados, silvestre (Col-0) y mutante slr-1, permitieron
establecer que el Cr(VI) induce la formacion de raices laterales, no so6lo en las
plantas silvestres, ya reportado por nuestro grupo de trabajo en otras condiciones

experimentales (Ortiz-Castro et al. 2007; Lopez-Bucio et al. 2015), sino ademas en
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sIr-1, lo cual fue novedoso, ya que esta mutante fue caracterizada por poseer una
raiz solitaria, sin raices laterales o adventicias (Fukaki et al. 2002). Una explicacién a
lo anterior debe considerar al menos los elementos que participan en la sefializacion
gue conduce a la activacion de células del periciclo, a partir de las cuales se originan
las raices laterales (Bellini et al. 2014), y que puede consistir en dos posibilidades
generales: a) que la proteina represora IAA14 de slr-1 que no se degrada por el
efecto de auxina, pueda afectarse en su funcion o en la expresion de su gen por
efecto del Cr(VI), lo que permitiria que los factores de transcripcion ARF7 y ARF19
pudieran actuar mediante la induccion de la transcripcion de genes y permitir la
sintesis del factor de transcripcibn GATA23, que se ha reportado como necesario
para la especificacion de las células del periciclo que formaran las raices laterales
(De Rybel et al. 2010; Murphy et al. 2016); b) que aunque la proteina IAA14 no se
alterara en su funcién, el Cr(VI) si afectara otro blanco que podria activar la expresion
del gen de GATA23 directamente o por una via alternativa. Las alteraciones
propuestas se hacen con base en que la reduccién del Cr(VI) a estados oxidativos
inferiores como Cr(V) y el Cr(lll) ocasiona la formacion de especies reactivas de
oxigeno, las cuales pueden reaccionar con proteinas, lipidos y ADN (Shanker et al.
2005), y a la vez pueden alterar el balance celular de especies reactivas de oxigeno,
gue se ha reportado que participan en las vias de sefalizacibn que regulan el
crecimiento en la raiz y su transicion del crecimiento indeterminado a determinado
(Tsukagoshi et al. 2010).

No obstante que se forman raices laterales en sir-1 por efecto del Cr(VI), esta
via estd desmejorada respecto a las plantas silvestres, ya que hay algunos individuos
(20%) que no la forman, no obstante que se detiene el crecimiento de la raiz
primaria. Ademas, cuando las plantas sIr-1 que formaron una raiz lateral se
transfieren a medios sin Cr(VI), esta puede crecer, pero ya no se forman otras raices
laterales de primer orden, o bien raices laterales de segundo orden, a diferencia de
las plantas silvestres que si lo hacen. Esto demuestra que es necesario que el Cr(VI)
ejerza su efecto de manera constante para que se formen nuevas raices laterales en
sIr-1, ya sea alterando a la proteina IAA14 o induciendo una via alterna para que se
produzca GATA23.
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Las raices laterales formadas tanto en Col-0 como en sir-1 presentaron un
patron de distribucién de auxina normal a lo anteriormente reportado (Michnewicz et
al. 2007), asi como la expresion normal del marcador de division celular, lo que se
correlacion6é con el crecimiento de este tipo de raices; asimismo, en Col-0 se
encontré una expresion normal de los marcadores de identidad celular (QC y PLT1),
lo que no pudo ser analizado en slr-1 por el tiempo largo requerido para la
movilizacion de marcadores genéticos a la mutante. La priorizacion del crecimiento
de las raices laterales sobre la raiz primaria es un aspecto que puede depender de
un cambio en el flujo de auxina, canalizado hacia las raices laterales en detrimento
de la raiz primaria, lo que ha sido reportado en plantas silvestres crecidas en
concentraciones crecientes de Cr(VI) (Martinez-Trujillo et al. 2015), y que ademas se
demuestra para slr-1 en este trabajo; en concordancia con lo anterior, se ha
reportado que la formacion de raices laterales es mediada por auxina en A. thaliana
(Jain et al. 2007; Karthikeyan et al. 2007).

En otras condiciones experimentales, en las que las plantas silvestres y sir-1
se exponen gradualmente al Cr(VI), el crecimiento de la raiz primaria se detiene en
Col-0 pero no en slir-1, con la formacion y crecimiento de raices laterales en el primer
caso (Herndndez-Madrigal et al. en prensa), lo que demuestra que la formacion de
raices laterales por efecto del estrés del Cr(VI) depende no sblo de su concentracion
en el medio sino de su forma de aplicacion (directa o gradual) y de la etapa de

desarrollo de las plantas.

El crecimiento de las plantas en bajo fosfato sensibiliza a las plantas de A.
thaliana, lo que posteriormente permite una mayor formacion de raices
laterales por efecto de la sacarosa

El estrés abidtico ocasionado por carencia de algunos nutrientes como fosfato o las
concentraciones toxicas de algunos compuestos, ocasionan respuestas similares en
plantas dicotiledéneas, al inhibir el crecimiento de la raiz primaria y estimular la
formacion de raices laterales (Potters et al. 2007). Los resultados obtenidos
permitieron determinar que la sacarosa exdgena potencializd el efecto del bajo

fosfato en la formacion de raices laterales, lo que sugiere que las plantas quedaron
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“sensibilizadas” al crecer inicialmente en bajo fosfato, independientemente de si al
transferirlas siguieron creciendo en bajo fosfato o alto fosfato. En concordancia con lo
anterior, hpsl, que presenta una alta sensibilidad en casi todos los aspectos de las
respuestas de las plantas a la escasez de fosfato se deben a la sobreexpresion del
gen SUC2, lo que le confiere un alto nivel de sacarosa en el follaje y la raiz (Lei et al.
2011).

En este trabajo se demuestra que la sacarosa no soélo confiere
hipersensibilidad a las plantas de A. thaliana en las respuestas a la escasez de
fosfato, sino que ademas la confiere aunque exista un desfase temporal fosfato-
sacarosa, lo que sugiere que el mecanismo sensor del fosfato primero se “pre-activa”
y posteriormente la magnitud de la respuesta en la formacion de raices laterales
depende de la cantidad de sacarosa que llega a la raiz, ya sea de manera exdgena o
a través de la parte aérea. Este mecanismo sensor de fosfato ha sido elusivo,
aunque se conoce que éste radica en el extremo de la raiz primaria (Svitoonoff et al.
2007), e involucra una proteina con actividad de ATPasa (PDR2) anclada al reticulo
endoplasmico, que a su vez es necesaria para la expresion del gen SCR
(SCARECROW), que participa en el establecimiento del patron de arreglo celular de
la raiz (Ticconi et al. 2009; Bouain et al. 2016).

La exposicién eventual de las plantas al Cr(VI) permite una mejor adaptacion y
tolerancia del sistema radical con relacién a otros sistemas de exposicion

La exposicion eventual al Cr(VI) permiti6 que el compuesto llegara primero al
extremo de la raiz primaria, lo que simuld las condiciones naturales de un suelo
heterogéneo, observando que no obstante que la raiz primaria se inhibié en una
correlacion directa con el aumento de la concentraciéon de Cr(VI), ésta siguio
creciendo (2 cm o0 mas) a la vez que se formaron varias raices laterales (4-5). En
cambio, en la germinacion directa en medios con Cr(VI) en este trabajo, o bien en
una transferencia de plantas a medios con Cr(VI) (Ortiz-Castro et al. 2007), la raiz
primaria no crece mas alla de 1-2 mm. Esta diferencia puede estar relacionada con
que las células de la cofia del extremo de la raiz son los sitios sensores de sefiales

ambientales que transmiten sefiales a tejidos distantes para aumentar o disminuir las
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tasas de crecimiento de raiz (Tsugeki y Fedoroff 1999), y les permite a las plantas
adaptarse a los suelos heterogéneos.

La diferenciacion de las células de la raiz se acelerd y ocurrié a una distancia
menor del extremo de la raiz conforme se aumento la concentracion de Cr(VI), lo que
se ha reportado en experimentos de transferencias de plantas de A. thaliana a
medios con concentraciones inhibitorias de Cr(VI)(Ortiz-Castro et al. 2007); esto se
correlaciona con la disminucion del crecimiento de la raiz primaria y su transicion de
un crecimiento indeterminado a uno determinado, como ha sido reportado en
condiciones de estrés por escasez de fosfato (Lopez-Bucio et al. 2002; Sanchez-
Calderon et al. 2005).

8. CONCLUSIONES

e EI Cr(VI) puede inducir la formacién de raices laterales en la mutante slir-1,
venciendo o evadiendo la estabilidad del represor IAA14.

e Dependiendo de la severidad del Cr(VI), la adicibn de sacarosa puede
estimular el crecimiento de la raiz primaria o las raices laterales, tanto en
plantas silvestres como en la mutante sir-1.

e El efecto generado por bajo fosfato sensibiliza o predispone a las plantas a
formar mas raices laterales por efecto de la sacarosa.

e La exposicion eventual a Cr(VI) permite una mejor adaptacion y tolerancia del

sistema radical.
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