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RESUMEN

Entre los problemas més comunes en la agricultura relacionados con el estrés
nutricional, se encuentran las deficiencias de fosforo y hierro, sin que se tenga
esclarecido cuales son los componentes genéticos que coordinan las respuestas a
ambas deficiencias. Reportes previos han demostrado que la expresion de ciertos
genes que intervienen en la captacion y homeostasis del hierro se altera durante la
deficiencia de fosfato (Misson et al., 2005; Li y Lan, 2015). En Arabidopsis thaliana la
deficiencia de fosfato provoca un aumento en el nimero de raices laterales y pelos
radiculares (Lopez-Bucio et al., 2002) asi como una inhibicion del crecimiento de la
raiz primaria debida a una intoxicacion por hierro (Hirsch et al., 2006; Ward et al.,
2008).

El gen ILR3, que codifica a un factor transcripcional tipo cierre de leucina de la familia
bHLH, regula la captacién de hierro en Arabidopsis (Zhang et al., 2015); por lo que
en este trabajo se evalud su posible participacion en la deficiencia de fosfato y su
influencia en la expresion de uno de los principales elementos moleculares que se
expresa durante la deficiencia de fosfato, el transportador de alta afinidad de fosfato
AtPT2. Para lo cual se analiz6 el sistema radicular de las mutantes ilr3-1 e ilr3-2, asi
como la expresion del gen reportero ILR3:uidA en deficiencia de fosfato. La mutante
con ganancia de funcion ilr3-1 mostré una respuesta hipersensible a la deficiencia de
fosfato en tanto que la expresion del gen reportero ILR3:uidA fue inversamente
proporcional a la concentracion de fosfato en el medio. Sin embargo, la mutante nula

con pérdida de funcidn, ilr3-2 no mostré respuestas a la deficiencia de fosfato.

Se ha reportado que la deficiencia de fosfato induce la activacién de un programa de
crecimiento determinado, en el cual la concentracibn maxima de auxinas en la punta
de la raiz primaria se ve disminuido, esto ocasiona la diferenciacion de las células
meristematicas y por lo tanto el cese del crecimiento de la raiz. Debido a la
hipersensibilidad a la deficiencia de fosfato mostrada en la mutante ilr3-1, decidimos
analizar si el programa de crecimiento determinado se aceleraba en ilr3-1 y
encontramos que efectivamente, el meristemo de la mutante sufre una diferenciacion

prematura; por lo cual se examinaron tanto la acumulacion como el transporte de
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auxinas mediante el uso de las lineas reporteras DR5:GFP y PIN1:PIN1:GFP, cuya

expresion disminuyé en el fondo mutante ilr3-1.

Debido a la disminucién de la acumulacién y el transporte de auxinas, decidimos
analizar la deposicion de calosa en ilr3-1, ya que se ha reportado que este
polisacarido con enlaces p-1-3-glucano restringe la comunicacién célula-célula al
acumularse en el simplasto durante la deficiencia de fosfato (Mdller et al., 2015) y
encontramos que ilr3-1 presenta una mayor acumulacion de calosa en comparaciéon
a Col-0.

Adicionalmente, se observé una disminucién en la expresion del gen reportero
AtPT2:uidA en el fondo mutante ilr3-1, bajo diferentes combinaciones de deficiencia
de hierro y fosfato. Nuestros resultados sugieren la participacion del gen ILR3 en la
modulacion de las respuestas a la deficiencia de fosfato, mediante la regulacion de la
proteina de transporte de fosfato AtPT2. Ademas ILR3 regula positivamente la
deposicion de calosa, lo cual modifica los niveles de auxinas en la punta de la raiz

primaria e impacta en el mantenimiento del meristemo.

Palabras clave: Arabidopsis thaliana, ILR3, fosfato, hierro, factor transcripcional.



ABSTRACT

Iron and phosphate deficiencies are amongst the most common agricultural problems
related to nutritional stresses. Both deficiencies have been linked in the last few years
at the molecular level, yet little is known about the genetic components that modulate
such crosstalk. Previous reports have shown an alteration in iron uptake and
homeostasis gene expression during phosphate deficiency (Misson et al., 2005; Li y
Lan, 2015). In Arabidopsis thaliana phosphate deficiency leads to an increase in
lateral root and hair root number (Lopez-Bucio et al., 2002) as well as primary root
growth inhibition due to iron toxicity (Hirsch et al., 2006; Ward et al., 2008).

The bHLH leucine zipper transcription factor ILR3 regulates iron uptake in
Arabidopsis thaliana (Zhang et al., 2015); therefore we evaluated its possible role
under phosphate deficiency and its influence over the high affinity phosphate
transporter AtPT2 gene, a major molecular element that is overexpressed during
phosphate deficiency.

We analyzed ilr3-1 and ilr3-2 root system architecture, as well as ILR3:GUS reporter
gene expression. The gain of function mutant, ilr3-1, exhibited a hypersensitivity
response to phosphate deficiency. Complementary to this result the ILR3:uidA
expression was inversely correlated with phosphate concentration in the culture
media. However, the loss of function knockout mutant, ilr3-2, showed no response to
phosphate deficiency.

It has been reported that phosphate deficiency induces a determinate growth
program, in which the auxin maximum concentration in primary root tip decreases
leading to meristematic cells differentiation and finally to root growth ceasing. Due to
the ilr3-1 hypersensitive response to phosphate deficiency, we decided to analyze if
the determinate growth accelerated in ilr3-1, and found that effectively, the mutants
meristem goes through premature differentiation; reason why we analyzed auxin
transport and accumulation through analyzing DR5:GFP and PIN1:PIN1:GFP. Both
reporter genes expression decreased in ilr3-1 background.

Xi



Because auxin transport and accumulation was decreased, we analyzed callose
deposition in ilr3-1, since it has been reported that this polysaccharide accumulation
in the symplast restricts cell to cell communication during phosphate deficiency
(Mdller et al., 2015) and found that ilr3-1 presents a larger callose accumulation than

wild type.

Additionally, a decrease in the expression of AtPT2:uidA in the ilr3-1 mutant
background was observed under different combinations of iron and phosphate
deficiencies. Our results suggest the participation of the ILR3 gene in the modulation
of the responses to phosphate deficiency, through the negative regulation of AtPT2,
as well as a positive regulation of callose deposition, which modifies auxin levels at

the primary root tip and impacts meristem maintenance.

Key words: Arabidopsis thaliana, ILR3, phosphate, iron.
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.  INTRODUCCION

Los nutrientes minerales (N, S, P, B, K, Na, Ca, Mg, Mn, Cl, Fe, Zn, Cu y Mo) son
elementos quimicos incorporados en forma de iones inorganicos y junto a los
nutrientes no minerales (C, H y O) obtenidos del agua y del CO,, son importantes
para las plantas porque constituyen la materia organica que las conforma, estan
asociados al balance osmoético y de iones, y se les puede encontrar en forma de
oxianiones, quelatos o metaloproteinas estructurales (Rao et al., 2006). Ademas
se ha demostrado su participacién en la regulacién de procesos fisiolégicos como
el metabolismo del carbono (Coruzi y Bush, 2001), la fotosintesis (Briat et al.,
2007; Warren, 2011) la sintesis de DNA (Puig et al.,, 2017) y procesos del
desarrollo como el aumento en la elongacién y el niumero de raices laterales y
pelos radiculares (Gruber et al., 2013; Ghiel et al., 2013). Dicho control ocurre a
través de vias de transduccion de sefiales que dependen de la concentracion
interna y externa de nutrientes especificos, por ejemplo, el hierro, el fosfato, el
nitrégeno y el azufre (LOpez-Bucio et al., 2003). El analisis de las vias de
sefalizacion que se activan por deficiencia o exceso de nutrientes es relevante
por lo siguiente: 1) en el ambito de la ciencia basica permitird conocer a qué
niveles los nutrientes minerales regulan procesos celulares o metabdlicos, asi
como establecer las bases de las redes complejas de sefalizacion en las que
participan dos o mas nutrientes minerales, y 2) en el campo de la ciencia aplicada
aportard mejoras en la agricultura, e impactard de manera positiva en el uso
responsable del suelo al disminuir el uso de fertilizantes, lo cual también reducira
costos de produccion. Ademas, al explorar las vias de sefalizacion dependientes
de nutrientes minerales de manera exhaustiva se podria tener un control
especifico de las cantidades de nutrientes que deben adicionarse para la
obtencidn de flores, frutos y hojas de mayor tamario.



Debido al creciente aumento de la poblacion mundial es fundamental elucidar los
mecanismos de captacion de nutrientes, para poder mantener una produccion

suficiente de alimentos.

Las deficiencias de hierro y fosfato representan un problema agro-econdémico
mundial, que ademas deteriora el ambiente, debido al uso excesivo de
fertilizantes. Sin embargo, a nivel molecular se conoce poco acerca de esta
interaccién lo cual limita el desarrollo de soluciones a largo plazo. A la fecha se
conocen algunos elementos que participan en la coordinacion de las deficiencias
de hierro y fosfato, por ejemplo, se sabe que el gen PHR1 (PHOSPHATE
STARVATION RESPONSEZ1), un factor transcripcional, regula a la proteina FER1
(FERITIN1), proteina de almacenamiento de hierro en cloroplastos (Bournier et
al., 2013). Se sabe también que la expresién de genes que participan en el
transporte de hierro se ve aumentada (Hirsch et al., 2006). Ademas, de manera
interesante se ha reportado que en condiciones de exceso de hierro, hay un
aumento en la expresion de la proteina transportadora de fosfato AtPT2 (Ward et
al., 2008). Debido al potencial que tiene el analisis de las vias reguladas por
nutrientes, en este trabajo decidimos evaluar la interconexion entre las vias de

sefializacion del hierro y fosfato.

En este trabajo se utiliz6 a la planta modelo Arabidopsis thaliana, ya que
caracteristicas como su genoma pequefio y completamente secuenciado, su ciclo
de vida corto, la facilidad para generar mutantes y lineas transgénicas y al ser
una planta diploide con autofertilizacion, el andlisis de los mecanismos
moleculares y genéticos a evaluar se ve facilitado. Nos enfocamos en el sistema
radicular puesto que este es el 6rgano de la planta que esta directamente en
contacto con los nutrientes y se ha sugerido que a través de estimulos locales se
perciben las deficiencias o el exceso de estos, a través de vias de sefalizacion
gue integran respuestas fisiolégicas y bioquimicas para la adaptacion al estrés
(Thibaud et al., 2010; Alvarez et al., Gayomba et al., 2015).

El fésforo es el onceavo elemento mas abundante en la corteza terrestre,

mientras que el hierro ocupa el cuarto lugar, sin embargo, ambos tienen una alta



reactividad entre si y con otros elementos, lo que los lleva a mineralizarse y por lo
tanto se vuelven inasequibles para las plantas (Mielczarek y Bertsch, 2000;
Juérez-Sanz, 2007; Kim y Guerinot, 2007; White y Hammond, 2008). A través de
diversas estrategias, que involucran redes complejas de sefalizacion, se activan
procesos adaptativos a nivel fisioldgico y estructural. Diversos reportes indican la
interaccién entre las vias de sefializacién de respuesta a hierro y fosforo (Misson
et al., 2005; Hirsch et al., 2006; Ward et al., 2008, Bournier et al., 2013; Miiller et
al., 2015). Sin embargo, se tiene informacion escasa acerca de los componentes
moleculares que las coordinan. En este trabajo se propuso la participacion de
ILR3 (IAA-LEUCINE RESISTANT 3), un factor transcripcional bHLH con cierres
de leucina como un probable modulador de las vias mencionadas, debido a su
papel como regulador de genes que participan en la captacion de hierro.



[I.  ANTECEDENTES

II.L1.- Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. es una planta dicotiledonea ampliamente utilizada
en el campo de la investigacion cientifica, el primer ejemplar colectado se registré en
las montafias de Hartz en Alemania por el médico Johanes Thal en el siglo XVI. Sin
embargo, fue hasta el afio de 1943 cuando Friedrich Laibach propone el uso de esta
planta como organismo modelo (Meyerowitz, 2001). Mas tarde en 1960, cientificos
de los paises de Alemania, Republica Checa, Holanda y Bélgica organizaron la
primera conferencia internacional de Arabidopsis en Gottingen, Alemania y en el afio
de 1980 diversas publicaciones demostraron a la comunidad cientifica la relevancia
del estudio de Arabidopsis thaliana. Entre dichas publicaciones destacan las
realizadas por Chris Somerville y colaboradores, que incluyen estudios acerca de la
fotorrespiracion, biosintesis de lipidos y almidon, respuestas a fitohormonas y
arquitectura de la pared celular; asi como los escrutinios de mutantes realizados por
Maarten Koorneef y Jaap van der Veen (Meyerowitz, 2001; Koorneef y Meinke, 2010;
Provart et al., 2016).

En la actualidad a pesar de los avances en el estudio de plantas de importancia
econOmica como el maiz, el arroz el frijol, etc., Arabidopsis se mantiene vigente
como el modelo mas utilizado, debido a que permite la compresion de procesos
biolégicos basicos y este conocimiento puede ser extrapolado a otras especies
vegetales e incluso a organismos de otros grupos taxonémicos (Provart et al., 2016).

Las caracteristicas que posicionan a la planta de Arabidopsis como un excelente

modelo de estudio son:

1) Tamafio pequefio, que permite el cultivo de varias plantas en espacios reducidos
bajo condiciones controladas.

2) Es una angiosperma que presenta un ciclo de vida relativamente corto, de
alrededor de 8 semanas.



3) Permite la creacidn relativamente simple de mutantes y lineas transgénicas |,
ademas de que actualmente se cuenta con bancos de semillas de distribucién

mundial.

4) Es una planta diploide con autofertilizacién, por lo que la polinizacién cruzada para
la obtencion de dobles y triples mutantes, asi como la movilizacion de lineas

reporteras a fondos mutantes se ve facilitada.
5) A partir de un individuo se producen miles de semillas.

6) El genoma de esta planta, que en el 2000 fue completamente secuenciado, es
pequefio comparado con otras dicotiledoneas, ya que cuenta con sélo 5 pares de
cromosomas. Se estima que tiene alrededor de 25, 498 genes que codifican
alrededor de 11, 000 proteinas.

Arabidopsis thaliana pertenece a la familia Brassicaceae, anatbmicamente presenta
un follaje, en el cual se encuentran los tejidos fotosintéticos y reproductivos y una
region generalmente oculta en el suelo que es el sistema radicular. En la parte aérea
se puede distinguir una roseta de la cual surge un tallo principal en el que se
producen las hojas caulinares y las inflorescencias, que se autopolinizan para
producir el fruto en forma de vaina conocido como silicua, en el cual estan contenidas
las semillas que daran paso a la siguiente generacion. Si bien la parte aérea es
sumamente importante para el desarrollo de la planta, los andlisis de este trabajo de
tesis se enfocaron en el desarrollo del sistema radicular (Fig. 1).



FIGURA 1. Ciclo de vida de Arabidopsis thaliana. En la imagen se muestran
fotografias de A. thaliana ecotipo Col-0; (A) se pueden observar las diferentes etapas
del ciclo de vida, desde la semilla (abajo a la izquierda) hasta planta madura a los 59
dias (d). Se sefialan, en la etapa reproductiva (45 d), la roseta, el tallo principal, las
hojas caulinares y las inflorescencias. (B) Acercamiento de una flor, en donde se
puede apreciar la estructura conformada por cuatro pétalos, cuatro estambres y un
pistilo del cual solo se advierte el estigma, (C) fotografia de un grano de polen,
obtenida mediante microscopia de barrido electrénico, (D) silicuas maduras.
Modificado de Kramer (2015).



[I.L1.1- El sistema radicular de Arabidopsis thaliana

La raiz es un sistema altamente sofisticado, que ademas de ser el soporte de la parte
aérea, esta especializado en la captacion de agua y nutrientes, asi como en la
exploracion del entorno y en la interaccion con otros organismos con los cuales
puede establecer relaciones simbioticas. En Arabidopsis thaliana, este sistema esta
conformado por un eje principal de crecimiento denominado raiz primaria, a partir del
cual se forman las raices laterales y los pelos radiculares. El crecimiento de la raiz
primaria es sostenido por la accion del meristemo apical de la raiz (MAR), el cual se
establece durante la embriogénesis y se activa durante la germinacion de la semilla.
En el MAR se encuentran las células iniciales que daran lugar durante el desarrollo
de la planta a los diferentes tejidos de la raiz (Smith y De Smet 2012).

La raiz primaria se divide en tres zonas: la zona meristematica, la zona de
elongacion y la zona de diferenciacion. La zona meristematica esta integrada por el
MAR vy la cofia. En el MAR se encuentran las céluylas que establecen los dominios
de proliferacion y de la transicion a la elongacion celular. En el dominio de
proliferacion se localizan las células iniciales, las cuales presentan una elevada
actividad mitética y rodean a un numero pequefio de células centrales que son
mitéticamente inactivas, las cuales se denominan como centro quiescente (CQ)
(Dolan, 1993). Cuando las células iniciales se dividen, una de las células hijas
mantiene la identidad de célula inicial mientras que la otra entra a un ciclo de varias
divisiones para posteriormente pasar al dominio de transicibn donde rara vez se
divide, comienza a incrementar su tamafio y transita a la zona de elongacion donde
incrementa su tamafio rapidamente. En la zona meristemética se establecen los
tejidos celulares que incluyen al periciclo, la endodermis, el cértex y la epidermis,
mientras que en la zona de diferenciacion se establecen los tejidos vasculares
conformados por el xilema y el floema. En la region basal del apice de la raiz se
diferencia la cofia formada por las células de la columela y la capa lateral (Fig. 2)
(Dolan, 1993).

Las raices laterales emergen continuamente desde el periciclo de la raiz primaria,

localizado en la zona de diferenciacion, sin embargo, este proceso comienza con la



estimulacion y desdiferenciacion de las células fundadoras del periciclo, las cuales
reingresan al ciclo celular y a través de divisiones celulares asimétricas, daran paso a
una estructura en forma de domo denominado primordio de raiz lateral, el cual para
emerger atraviesa la endodermis, el cértex y la epidermis (Nibau et al., 2008; Vilches-
Barro y Maizel, 2015).

Por otra parte los pelos radiculares son células epidérmicas alargadas, que pueden
medir desde 10 uM hasta 1 mm aproximadamente y poseen una tasa de crecimiento
de mas de 1 um/min. Para que el pelo pueda formarse en la zona de diferenciacion,
debe provenir de una célula de la epidermism denominada tricoblasto que se
encuentre situada sobre el espacio intercelular de dos células corticales (Dolan et al.,
1993; Grierson et al., 2014). Las raices laterales y pelos radicales incrementan la
capacidad exploratoria y de absorcion de las plantas, lo cual puede favorecer en el
desarrollo de la parte aérea por lo que el entendimiento de los factores que regulan
positivamente el establecimiento del sistema radicular es uno de los objetivos
principales en la agricultura para mejorar el uso de los recursos que cada vez son

mas limitados.



FIGURA 2. Estructura de la punta de la raiz primaria y divisiones de las células
iniciales. (A) Esquema que muestra las diferentes capas que integran a la raiz
primaria, asi como el nicho de células fuente en donde se encuentra el centro
guiescente y las células iniciales. (B) Esquema en donde se ejemplifican las
divisiones que siguen las células fuente, las cuales daran paso a las células que
integran a los diferentes tejidos de la raiz primaria. CICE (Células Iniciales del Cortex
y Endodermis), ICLE (Iniciales de la Cofia Lateral y Epidermis), CIC (Células Iniciales
de la Columela). Tomado de Fischer y Sozzani (2016).



II.2 Factores que regulan el desarrollo del sistema radicular

Existen diversos factores biéticos y abidticos que afectan el desarrollo del sistema
radicular. Los factores bio6ticos incluyen la presencia de microorganismos en la
rizésfera. Se ha demostrado que diferentes microorganismos pueden establecer
relaciones simbidticas con las plantas mediante el sistema radicular, ademas pueden
influenciar tanto el crecimiento como el desarrollo mediante la emision de
compuestos difusibles y volatiles, asi como actuar como agentes de biocontrol contra
microorganismos patogenos (Ortiz-Castro et al., 2009). Por otro lado, los principales
factores abioticos del suelo que afectan el desarrollo del sistema radicular incluyen la
disponibilidad de agua y de nutrientes, presencia de metales pesados y la salinidad
del suelo (Parida y Das, 2005; Gruber et al., 2013; Lipiec et al., 2013; Chibuike y
Obiora, 2014). De acuerdo a sus diferentes caracteristicas, los suelos tendran menor
o mayor disponibilidad de agua y nutrientes, comprender cémo interactian las raices
con la escasez de nutrientes es un problema de relevancia mundial, que implica la

participacion interdisciplinaria de ciencia basica y aplicada.

[1.2.1 Nutrientes minerales y su disposicion en el suelo

Los nutrientes minerales son elementos quimicos, que incorporados en forma de
iones inorganicos son necesarios para el crecimiento de las plantas. Para que un
elemento se considere esencial debe ser requerido por todas las plantas, ser
indispensable para completar el ciclo de vida y ningun otro elemento puede
reemplazarlo por completo (Barker y Pilbeam, 2007). Andlisis quimicos han
demostrado la presencia de 60 elementos en los tejidos vegetales, de los cuales 17
son considerados esenciales (Taiz y Zeiger, 2005; Rao et al.,, 2006; Barker y
Pilbeam, 2007).

Las plantas utilizan los macronutrientes para poder sintetizar proteinas y acidos
nucleicos. La disponibilidad de fésforo (P) y nitrégeno (N) especialmente, determinan
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como sera el rendimiento de la planta; otros nutrientes (micronutrientes) como el
hierro (Fe) o el magnesio (Mg) son usados como co-factores. La captacion de
nutrientes, esta determinada por su disponibilidad, el pH, el balance de los diferentes
nutrientes y la composicion del suelo (Koevoets et al., 2016).

Los nutrientes estan distribuidos heterogéneamente y a menudo, presentan un
patrén de distribucion vertical, que va a depender por una parte de la lixiviacion de
nutrientes y por otra parte de su reciclaje. La lixiviacion es causada por el flujo
vertical del agua, el cual arrastra a los nutrientes a las capas mas bajas del suelo, en
donde, el flujo del agua disminuye y los nutrientes se acumulan. El reciclaje consiste
en la toma de los nutrientes del suelo por parte de las plantas y su reincorporaciéon en
forma de materia organica, lo que disminuye la acumulacién de nutrientes en la
rizésfera y la aumenta en la capa superficial del suelo. Los elementos de baja
movilidad como el fésforo (P) y el potasio (K), se quedan en las capas superficiales,
mientras que los nutrientes con alta movilidad como el nitrato y el cloro son lixiviados
y tienden a acumularse en las capas mas profundas del suelo (Koevoets et al.,
2016). Ademas de su distribucién espacial, la disponibilidad de nutrientes esta ligada
a los compuestos quimicos que se forman entre los diferentes elementos, asi como

la competencia entre ellos, lo que dificulta su absorcion por las raices de las plantas.

La tasa de absorcion de nutrientes por las raices, depende de la concentracién de
cada nutriente, de la especie vegetal y de los requerimientos de la planta. A mayor
concentracion de nutrientes, la tasa de absorcion suele ser mayor, pero las plantas
exhiben una selectividad, absorbiendo preferencialmente ciertos nutrientes y
excluyendo otros (Adler et al.,, 2009), lo cual indica que la absorcion no se da
solamente por cuestiones quimicas y fisicas externas a la planta, sino que hay una

regulacion interna que la define.

1.3 El fosforo (P)

El fosforo forma parte de la estructura del DNA y de las membranas celulares;

participa en los sistemas energéticos de todos los organismos y ademas, se le
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considera un recurso elemental no renovable que limita la produccién agricola
(Butusov y Jerneldv, 2013; Raven, 2013). Es el onceavo elemento mas abundante en
la litésfera, pero no se le encuentra en su forma elemental, ya que al ser altamente
reactivo suele combinarse con oxigeno cuando es expuesto al aire formando fosfatos
inorgénicos, aunque también se le puede encontrar como fosfato organico unido a

biomoléculas.

Una fuente importante de fésforo en la biosfera es la descomposicion de materia
organica vegetal y animal, el proceso de conversion de fosfato organico a inorgéanico
es llamado mineralizacion, éste es causada por la liberacion de fosfatasas por parte
de microorganismos y por las raices. Dicha actividad estd controlada por la
temperatura y la humedad del suelo (Fig. 3) (Lutz Hherlich, 2002; Oelkers y Valsami-
Jones, 2008; Pagliari et al., 2017).

El fosforo inorganico puede encontrarse en formas solubles e insolubles, la forma
mas habitual es como ortofosfato o simplemente fosfato (H,PO,’, en suelos acidos y
como HPO4? en suelos alcalinos), cuya solubilidad dependera de la presencia de
cationes alcalinotérreos como el Ca* o el Mg*?, o en presencia de cationes metélicos
como el Fe™?, Fe* o AI"® a valores de pH apropiados (Fig. 3). Los fosfatos son las
formas inorganicas del fosfato disponibles para ser absorbidas por las plantas. Las
formas mas comunes de fosfato insoluble incluyen la apatita [Cas(PO4)s(F, Cl, OH)],
en donde el radical (F, Cl, OH) puede representar exclusivamente al F, Cl u OH o
cualquier combinacion de estos. También pueden encontrarse sales de aluminio,
como la variscita AIPO4¢2H,0 o como fosfato de hierro (vivianita [Fe3(PO4)2+8H,0].
Estos compuestos inorganicos pueden ser solubilizados por accion microbiana o
vegetal (Lutz Hherlich, 2002).

El exceso el fosfatos disueltos en los cuerpos de agua lleva a un crecimiento de
algas, lirio y otras plantas acuéticas que causan un desequilibrio ambiental. El uso de
fosfatos minerales y sus productos como fertilizantes son parte de dicho problema,
sin embargo, son necesarios para mantener una produccion de alimentos capaz de
responder a la creciente demanda debido al aumento de la poblacion, a pesar de que
el 80% del fosfato aplicado en forma de fertilizante no es aprovechado por los
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cultivos (Hirsch et al., 2006). El fosfato es un recurso global limitado, segun
estimaciones se vislumbra que en 100 afios las reservas de este compuesto se veran

mermadas (Oelkers y Valsami-Jones, 2008; Fink et al., 2016).

FIGURA 3. El ciclo del fosforo en el suelo. El fosfato (Pi) se obtiene a partir de
materia organica en descomposicion, estiércol y fertilizantes agregados a los cultivos.
Una vez en el suelo el fosfato puede ser reutilizado por las plantas o por
microorganismos, pero también puede mineralizarse con otros elementos como el
hierro o el aluminio, lo que lo vuelve indisponible para los organismos que lo
requieren; otra manera en la que el fésforo se pierde en el suelo es por la lixiviacion,
lo cual ocurre con la adicién de fertilizantes, afectando el ambiente. Modificado de
Herrera-Estrella y Lépez-Arredondo (2016).

11.3.1 El fosfato en las plantas

El fésforo es un macronutriente debido a que las plantas lo requieren en cantidades
relativamente altas. Es un elemento fundamental en la estructura del DNA, RNA,

ATP, NADPH y membranas fosfolipidicas; participa en procesos de transferencia de
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energia como la fotosintesis, la respiracién y en procesos de sefializacion (Plagiari et
al., 2017; Miodzinska y Zboinska, 2016).

En deficiencia de fosfato, el sistema radicular sufre modificaciones producidas por
sefiales locales y sistémicas que aumentan su capacidad de absorcion. Las
respuestas fenotipicas que se observan en la mayoria de las plantas incluyen follaje
pequefio, acumulacién de antocianinas, un cese en el crecimiento y diferenciacion de
la raiz primaria (crecimiento determinado), aumento en el desarrollo de raices
laterales, aumento en el tamafio y densidad de pelos radicales (Fig. 4), exudacion de
acidos organicos y fosfatasas hacia la rizésfera, induccion o aumento en la expresiéon
de transportadores de Pi (fésforo inorganico) de alta afinidad, asi como cambios en
las interacciones raiz-microbioma (Abel et al, 2002; Lopez-Bucio et al., 2002, 2005;
Sanchez-Calder6n et al., 2005; Zhang et al., 2014; Bouain et al., 2016; Ham et al.,
2018).

La deficiencia de fosfato ocasiona un estrés significativo en las plantas, esto es
reflejado en la induccidon de la expresion de genes relacionados con la resistencia a
patégenos, el catabolismo de toxinas y enzimas involucradas en la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) (Misson et al., 2005). En condiciones de
deficiencia, el fosfato se puede removilizar dentro de las plantas. Este proceso
involucra la relocalizacion especifica del P del follaje y de la raiz, la liberacion del
fosfato vacuolar y el reemplazo de fosfolipidos de membrana por sulfolipidos o
galactolipidos (Zhang et al., 2014). En condiciones de suficiencia, el fosfato estimula
el crecimiento y acelera la maduracion de las plantas (Pagliari et al., 2017).
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FIGURA 4. Fenotipo caracteristico de la deficiencia de fésforo en Arabidopsis
thaliana. (A) Esquema que representa plantulas de Arabidopsis thaliana en medio
con suficiencia de fésforo (+PQO,) y en deficiencia de fésforo (-PO,4) en donde se
muestran las respuestas tipicas a este estrés, (i) inhibicién del crecimiento de la raiz
primaria, (ii) aumento en el nimero y longitud de pelos radiculares, (iii) aumento en la
formacion de raices laterales, asi como (iv) aumento en la longitud de raices
laterales. (B) Punta de la raiz primaria de A. thaliana en suficiencia de fosfato, donde
se observan granulos de almidén en la cofia. (C) Punta de la raiz primaria de A.
thaliana crecida en deficiencia de fosforo, donde se observa el crecimiento
determinado, caracteristica tipica de esta deficiencia. (D) Seccion longitudinal de la
punta de la raiz de Arabidopsis en suficiencia de fésforo. (E) Seccion longitudinal de
la punta de la raiz de Arabidopsis en deficiencia de fosfato. (F) Acercamiento a la
zona del centro quiescente y células de la columela en suficiencia de fosfato. (G)
Acercamiento a las células de la columela de la punta de la raiz de una plantula de
Arabidopsis crecida en medio con deficiencia de fésforo. Modificado de Péret et al.,
2011 y Sanchez-Calderon, 2005.
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I1.3.2 Regulacion de la homeostasis del fosfato en Arabidopsis thaliana

La deficiencia de fosfato se percibe localmente por el sistema radicular,
especificamente en la punta de las raices, sin embargo, a la fecha se desconocen los
mecanismos moleculares de este proceso. Se propone 1) la presencia de un receptor
localizado en la membrana plasmatica, que reacciona ante los cambios en la
concentracion externa del nutriente y/o 2) un receptor intracelular que se modifica por
la concentracion interna de fosfato (Zhang et al. 2014). Entre las moléculas que
participan como seflales de deficiencia, se encuentra el mismo fosfato, hormonas,
mMiRNAs y la sacarosa. Dichas sefiales son movilizadas a través del sistema vascular
tanto de la raiz hacia el follaje, como del follaje hacia la raiz (Zhang et al., 2014).

AtPHR1 (PHOSPHATE STARVATION RESPONSEL) es un regulador central de la
sefalizacion de fosfato. Es un factor transcripcional de la familia MYB-CC y se
localiza en el ndcleo independientemente del estatus de Pi en la planta. La
regulacion de AtPHR1 sobre genes rio abajo requiere de la presencia de un
elemento P1BS en los promotores, que es una secuencia de union de PHR1
tipificada por un palindrome imperfecto (GnATATNC) (Rubio et al.,, 2001; Yang y
Finnegan, 2010; Li et al., 2015; Wang et al., 2017).

AtPHR1 no responde a la deficiencia de Pi a nivel transcripcional e incluso
traduccional, sin embargo, la actividad de la proteina que codifica podria ser
modificada a niveles post-traduccionales ya sea mediante proteinas modificadoras u
otras proteinas en diferentes condiciones de Pi. El gen AtSIZ1 [paralogo del gen SIZ1
en levaduras], codifica una proteina que contiene un dominio SAP (SCAFFOLD
ATTACHMENT FACTOR) y un dominio Miz (Msx2-INTERACTING ZINC FINGER)]
(Strunnikov et al., 2001), actia como una ligasa E3 de ubiquitina (SUMO, por sus
siglas en inglés) y media la sumoilacion in vitro de AtPHR1 (Fig. 5), movilizando el
factor transcripcional al nicleo donde regula la expresion de genes de captacion de
Pi (Wang et al., 2017).

Bajo condiciones fisiolégicas normales se requiere de transporte activo del Pi desde
el suelo hacia el interior de la raiz a través de la membrana plasmaética, debido a la
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alta concentracion interna de Pi y al potencial negativo de la membrana celular
(Schachtman et al., 1998). Por lo tanto, la captacion de fosfato se da por transporte
activo mediado principalmente por proteinas PHT (PHAGOSOMAL NUTRIENT
TRANSPORT). Dichos transportadores actian como cotransportadores de protones
(Smith, 2002).

FIGURA 5. Esquema de la regulacién de genes de respuesta a deficiencia de
fosfato mediada por PHR1. Bajo deficiencia de fosfato (-PO,) la activacion de los
genes de las subfamilias PHT1 y PHOL, requiere de la unién del factor
transcripcional PHR1 al elemento-cis presente en la regiébn promotora de los genes.
PHR1 es sumoilado por SIZ1; adicionalmente los reguladores post-transcripcionales
de las proteinas transportadoras de Pi (PHT1.1, PHO1.H1) también son activados
por PHR1. De entre estos reguladores el micro-RNA miR399 regula negativamente a
la ubiquitina conjugasa E2 PHO2, que se encarga de ubiquitinar a PHT1 y a PHO1
para su degradacién. Bajo suficiencia de fosfato (+PQO,) los genes blanco de PHR1
son reprimidos transcripcionalmente y la expresion de PHO2 es activada, lo que
promueve la degradacion de los transportadores de Pi. Esta represion transcripcional
estd mediada a través de la percepcién de Pi de las proteinas nucleares SPX que
interactian con PHR1 de manera dependiente de Pi, para inhibir la union de PHR1 a
su secuencia P1BS, encontrada en la region promotora de los genes de respuesta a
Pi. Los colores representan: en verde, transcritos; rojo, proteinas; negro,
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modificaciones post-traduccionales; el grosor de las flechas es proporcional a la
fuerza del flujo considerado. Modificado de Briat et al. (2015).

La familia de transportadores de fosforo PHT, cuenta con 5 subfamilias (Sun et al.,
2017). Las subfamilias PHT2, PHT3 y PHT4, estan integradas por proteinas
transportadoras de baja afinidad, la subfamilia PHT5 aiun no se ha estudiado a
fondo, y la subfamilia PHT1 esta integrada por proteinas transportadoras de alta
afinidad (Pefialoza et al., 2016). De estas subfamilias, solamente PHT1
(PHOSPHATE TRANSPORTER 1) participa en la captacién del fosfato del suelo. En
esta subfamilia se agrupan 9 miembros, que comparten un alto nivel de similitud
(61%) y sus patrones de expresion suelen traslaparse (Ayadi et al., 2015). Cinco
transportadores de esta subfamilia han sido analizados y se ha demostrado su
expresion en raices, asi como una sobreexpresion en condiciones de deficiencia de
Pi (Wang et al., 2017). Los miembros PHT1;1 y PHT1;4, muestran una mayor
expresion que el resto de los integrantes de esta familia y se expresan en la
epidermis, en pelos radicales y en la cofia de la raiz primaria (Shin et al., 2004).
PHT1;1 contribuye en la captacion de Pi en condiciones de suficiencia, mientras que
PHT1;4 (cuyos sinénimos son PHT4 y AtPT2, en este trabajo utilizaremos el nombre
de AtPT2), PHT1;8 y PHT1;9 parecen captar Pi solamente en condiciones de
deficiencia (Ayadi et al., 2015).

Las plantas que crecen en deficiencia de fosfato aumentan la expresién de genes
gue participan en la sintesis y secrecién de enzimas que quimicamente aumentan la
disponibilidad y la removilizacion del Pi (Steffen et al., 2002; Smith, 2002). Ademas
exudan acidos organicos, malato y citrato principalmente, para facilitar la quelacion
de cationes; esto también facilita la movilizacibn de compuestos asociados al Pi
como el FePOQ4, AIPO,4 0 Caz(PO,), (Ruiz-Herrera, 2012).

Una vez que ha ingresado al simplasto, el fésforo es metabolizado en el citosol o
transportado a ceélulas vecinas o a organelos, entre los cuales destaca la vacuola
como un resorvorio temporal en el cual se almacena alrededor del 70-95% del Pi
intracelular (Gu et al., 2016; Liu et al., 2016). La vacuola también destaca como
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reservorio del hierro, un metal con el que el fosfato interactla y del cual se hablara

en el siguiente capitulo.
II.4 El hierro (Fe)

El hierro es uno de los elementos mas importantes para la vida en la Tierra;
practicamente todos los organismos lo requieren para sobrevivir, exceptuando
solamente a las bacterias Lactobacillus plantarum (Archivald, 1983) y Borrelia
burgdorferi (Posey y Gherardini, 2000), que en su lugar utilizan manganeso.

A pesar de ser el cuarto elemento mas abundante en la corteza terrestre, debido a
sus propiedades quimicas (alta reactividad con el ambiente puesto que puede
cambiar su estado de oxidacion con relativa facilidad), el hierro, suele unirse a otros
elementos; en su mayoria se le encuentra en forma de minerales de silicato y como
Oxidos e hidroxidos de hierro, compuestos altamente estables e insolubles
(Mielczarek y Bertsch, 2000; Juarez-Sanz, 2007; Kim y Guerinot, 2007). Esto ocurre
principalmente en condiciones alcalinas y aerobias, asi como en suelos calcareos,
los cuales conforman un tercio de los suelos cultivables del mundo (Kim y Guerinot,
2007; Kobayashi y Nishizawa, 2014).

[1.4.1 El hierro en las plantas

En las plantas el hierro es un micronutriente esencial, requerido en reacciones
enzimaticas y procesos biologicos fundamentales como la sintesis de DNA,
hormonas, clorofilas y la respiracion, donde participa en la transferencia de
electrones a través de reacciones redox reversibles uniéndose en sitios activos de
metaloproteinas. El hierro también es requerido por los cloroplastos para mantener la
integridad funcional y estructural de las membranas de los tilacoides. Ademas, es
incorporado a numerosas proteinas ya sea en forma de agregados Fe-azufre (S),
como parte del grupo hemo o como hierro libre (Wu et al., 2005; Juarez et al., 2007;
Kim y Guerinot, 2007, Kobayashi y Nishizawa, 2015).

La concentracién 6ptima de hierro en las plantas es de 1x10° — 1x10* M (Kim y

Guerinot, 2007), cantidades por debajo de dicha concentracion provocan diferentes
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respuestas morfologicas y fisiolégicas que incluyen la clorosis en el follaje,
principalmente en hojas jovenes, asi como una reduccién general de la biomasa. En
el sistema radicular se observa una disminucion en la elongacion de la raiz primaria,
aumento en el numero de raices laterales y el nimero de pelos radiculares, ademas
de la exudacion de compuestos que solubilizan hierro (Kim y Guerinot, 2007, Juarez
et al.,, 2007; Jin et al., 2008; Arizmendi-Galicia, 2011). Sin embargo, el exceso de
hierro también es dafiino, ya que el ion Fe* ionizado cataliza la generacién de
especies reactivas de oxigeno en la reaccion de Fenton, donde el H,O, es convertido
a radicales hidroxilo altamente reactivos, lo que promueve el estrés oxidativo
(Kobayashi y Nishizawa, 2014).

La toxicidad por hierro es comun en suelos inundados y afecta principalmente a los
cultivos como el arroz, provocando una disminucién en su biomasa (Saaltink et al.,
2017). La via de sefializacion del hierro se ha estudiado en condiciones de
deficiencia, sin embargo, los genes maestros que participan en este control activan
genes que reprimen la captacion de hierro al alcanzarse niveles normales o

excesivos en los tejidos vegetales.
Il.4.2 Regulacion de la homeostasis del hierro en plantas

Se han identificado factores transcripcionales clave que regulan a los genes
relacionados con la captacion del hierro, sin embargo, no se han identificado los
receptores que regulan estas respuestas (Kobayashi y Nishizawa, 2014).
Recientemente, se ha propuesto que metales pesados como el Co, Ni, Cd y
especialmente el Zn, desencadenan las respuestas a deficiencia de hierro en
Arabidopsis thaliana (LeSkova et al.,, 2017). No obstante, hace falta probar
experimentalmente que cualquiera de estos iones se una a un receptor que sea el

encargado de regular la respuesta a la deficiencia de hierro.

Por otra parte, la proteina BTS (BRUTUS) se ha propuesto como el sensor de hierro
en Arabidopsis. BTS es una proteina E3 ubiquitina ligasa, que actla como un
regulador negativo de las respuestas a la deficiencia de hierro. BTS interactlia con
los factores transcripcionales ILR3 (IAA-LEUCINE RESISTANT 3) (Fig. 6), bHLH115
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y bHLH104 a los que suele denominarse como proteinas tipo PYE (PYEL). PYE
(POPEYE) es un factor de transcripcion de la familia bHLH cuya expresién es
inducida en el periciclo bajo deficiencia de hierro y esta co-regulada con BTS; sin
embargo, dichas proteinas no interactian fisicamente. PYE regula negativamente
genes involucrados en la movilizacién del hierro desde la raiz hacia el follaje (Long et
al., 2010; Selote et al., 2015).
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FIGURA 6. Modelo de la regulacion a las respuestas de deficiencia de hierro. En
este modelo propuesto por Zhang et al. (2015), se propone la interaccién de
bHLH104 con ILR3, este heterodimero regula la expresién de los genes bHLH38,
bHLH39, bHLH100, bHLH101 y PYE al unirse a sus promotores. Ademas se sugiere
gue bHLH104 e ILR3 estan rio debajo de BTS, una proteina ubiquitina ligasa E3 que
regula negativamente la toma de hierro y se sabe que interactia con bHLH104 e
ILR3.

11.4.2.1 Estrategia |

Las plantas han desarrollado dos estrategias diferentes para la captacién de hierro
del suelo. Las plantas dicotiledéneas y monocotileddneas no gramineas siguen la
estrategia |, que se basa en la reduccion del hierro; mientras que en plantas
monocotileddéneas gramineas utilizan la estrategia Il, en la cual el hierro del suelo es
guelado (Kim y Guerinot, 2007). Se hace mencién solamente de la estrategia |, por
ser la estrategia utilizada por Arabidopsis. Esta estrategia se basa en tres pasos

principales: 1) la liberaciéon de protones a la solucién del suelo para disminuir el pH,
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lo que permite la solubilizacién del Fe**; 2) la reduccién del Fe** a Fe* y 3) el
transporte del hierro reducido hacia los diferentes tejidos de la planta.

Bajo deficiencia de hierro se liberan protones hacia la rizosfera, lo que disminuye el
pH y aumenta la solubilidad de Fe™. En este proceso participa el citocromo b5
reductasa 1 (CBR1) que a través de un mecanismo aun desconocido, aumenta el
contenido de acidos grasos insaturados, que a su vez activan enzimas de la familia
de las H*-ATPasas unidas a la membrana y mediante la hidrdlisis de ATP exportan
protones hacia el exterior de la célula. En Arabidopsis hay 12 miembros de esta
familia, de los cuales AHA2 y AHA7 (Arabidopsis H' -ATPase) son esenciales para
una correcta respuesta a la deficiencia de hierro (Kim y Guerinot, 2007; Santi y
Schmidt, 2009; Jeong et al., 2017). En este proceso de reduccion también hay
exudaciéon de compuestos fendlicos, y de cumarinas, mediada por PDR9 -
PLEIOTROPIC DRUG RESISTANCE 9 ) (Fig. 7) (Schmidt et al., 2014; Clemens y
Weber, 2015).

Para la mayoria de las plantas es méas sencillo captar hierro reducido (Fe*?) que
hierro oxidado (Fe*®), aunque esto depende de la especie vegetal (Juarez-Sanz et
al.,, 2007). A la fecha se han descrito 8 proteinas en Arabidopsis thaliana que
pertenecen a la familia de genes de Fe (lll) quelato reductasas (AtFROSs), de las
cuales FRO2 (FERRIC REDUCTION OXIDASE 2) es la responsable de la reduccion
de hierro a nivel de la superficie de la epidermis de la raiz (Wu et al., 2005). La
expresion de FRO2 esta altamente coordinada a nivel transcripcional vy
postranscripcional con la expresion de IRT1 (IRON-REGULATED TRANSPORTER
1), el principal transportador de hierro reducido. La expresion de AHA2, IRT1 y FRO2
esta controlada por el factor transcripcional FIT1, el cual para poder ser funcional
tiene que formar heterodimeros con otras proteinas de la familia bHLH: bHLH38,
bHLH 39, bHLH 100 y bHLH101 (Connorton et al., 2017; Jeong et al., 2017).

Una vez que el hierro ha sido captado en la epidermis, es transportado mediante las
vias simplastica y apoplastica. En el simplasto, es inmediatamente quelado, lo cual
evita que forme radicales hidroxilo, ademas la quelacién del hierro es necesaria para
su transporte a corta y larga distancia. Algunos ejemplos de agentes quelantes del
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hierro en la planta son el citrato, que se une al Fe*® y la nicotianamina que se une a
Fe*? y Fe**. Un pequefio porcentaje del hierro quelado, es disociado por reacciones
de equilibrio, y estos iones (principalmente Fe*®) son incorporados a proteinas
férricas y otras biomoléculas (Kim y Guerinot, 2007; Kobaysahi y Nishizawa, 2014;
Jeong et al., 2017).

Las proteinas como FDR3 (Fe-DEFICIENCY RELATED 3), YSL1 (YELLOW STRIPE-
LIKE) y OPT3 (OLIGOPEPTIDE TRANSPORTER 3) participan en el transporte
interno del hierro (Kim y Guerinot, 2007; Cassin et al., 2009; Jeong et al., 2017).
Ademas, se ha sugerido que la concentracidén de nicotianamina (NA) en el apoplasto
puede ser un punto de control para la homeostasis del hierro (Cassin et al., 2009).

Las vacuolas acumulan el exceso de hierro y lo liberan al citosol cuando disminuye
su disponibilidad en el suelo. Esto correlaciona con un aumento en la concentraciéon
de NA en la vacuola, mientras que en condiciones normales o de deficiencia, la NA
se encuentra en el citosol. No se sabe si los complejos Fe-NA se translocan a la
vacuola o si hay transportadores especificos de NA y los complejos se forman dentro
de la vacuola. Cuando no hay nicotianamina, se forman precipitados de Fe (lll) —
fosfato, lo que sugiere que esta es necesaria para mantener el hierro vacuolar en su
forma soluble (Kim y Guerinot, 2007). En la mutante chloronerva, no hay produccién
de NA, y aun cuando hay una acumulacion de hierro, la planta muestra fenotipo de
deficiencia (Walker y Conolly, 2008).

En las raices el hierro se almacena principalmente en el apoplasto, en donde se
encuentra en forma de hidréxido de hierro, fosfato férrico o unido a componentes de
la pared celular como la pectina y la hemicelulosa, polisacaridos con alta carga
negativa, que participan como sitios de intercambio de cationes (Sigel y Sigel, 1998).
El hierro unido a la hemicelulosa es el reservorio de Fe mas grande en la pared
celular, este reservorio se ve disminuido en condiciones de deficiencia de hierro,

mientras que la abundancia de Fe soluble en raices aumenta (Curie y Mari, 2016).

Las ferritinas son proteinas de almacenamiento del hierro conformadas por 24
subunidades. En Arabidopsis se han encontrado 4 genes que codifican para estas
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proteinas. En raices de plantas crecidas en deficiencia de hierro hay una disminucion
en la expresion de FER1 (FERRITIN 1) y FER3 (FERRITIN 3) tiene una alta
expresion en el meristemo, periciclo y endodermis (Jeong et al., 2017). Las vacuolas
en las células del tejido vascular son importantes para el almacenamiento del hierro;
su removilizacién durante la germinacion es crucial para el desarrollo de la plantula

cuando el suministro de hierro es bajo (Kim y Guerinot, 2007).

FIGURA 7. Esquema general del transporte de hierro desde la raiz al follaje. Se
ilustra la captacion y transporte de hierro en la raiz de A. thaliana. En la epidermis
hay una liberacién de protones regulada por la ATPasa AHA2, acidos organicos y
cumarina, regulada por PRD9; lo anterior provoca una disminucion del pH en la
rizésfera y la consecuente liberacién del hierro acomplejado en el suelo. La proteina
FROZ2 reduce al hierro y la proteina IRT1 lo transporta hacia la epidermis. Una vez
gue el hierro se ha internalizado en la epidermis, es transportado via simplastica y
apoplastica hacia la endodermis; FDR3 y FPN1 transportan el complejo citrato-Fe
hacia el xilema. El hierro quelado por citrato o nicotianamina es translocado al follaje.
Los complejos de Fe-NA son transportados lateralmente desde el xilema hacia
células vecinas mediante YSL2, mientras que YSL1 y YSL3 los transportan desde el
follaje, hacia las semillas. OPT3 participa en la redistribucion del hierro hacia tejidos
en desarrollo.
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I1.4.3 Factores de transcripcion bHLH que regulan las respuestas a la
deficiencia de hierro

Como se ha descrito en péarrafos anteriores, durante la deficiencia de hierro hay una
extensa participacion de factores transcripcionales de la familia bHLH. Esta
superfamilia fue primeramente descrita en animales, en procesos como la
determinacién sexual, neurogénesis, miogénesis, hematopoyesis y el desarrollo del
corazon. Estudios posteriores demostraron la existencia de estas proteinas en
levaduras, participando en el control de la captacién de fosfato y en la glucdlisis;
mientras que en plantas modulan las vias de sefalizacion del metabolismo
secundario, diferenciacién y respuestas a factores ambientales (Heim et al., 2003;
Jones 2004; Pires y Dolan, 2009).

El dominio basico hélice-vuelta-hélice (bHLH) esta conformado por 50 — 60
aminoacidos y consta de dos regiones con funciones distintas: la region basica,
localizada en el extremo N terminal, es la encargada de la union al DNA, tiene
alrededor de 15 aminoacidos los cuales en su mayoria son residuos basicos; y la
region HLH, en el extremo C-terminal que es la que permite la dimerizacién y se
estructura principalmente por residuos hidrofébicos que forman dos hélices a
separadas por una region de secuencia y longitud variables (Heim et al., 2003;
Toledo-Ortiz et al., 2003).

Andlisis por cristalografia han mostrado que la interaccion entre dos regiones HLH de
dos polipéptidos separados lleva a la formacion de homodimeros y/o heterodimeros y
la region basica de cada uno se une a una mitad de la secuencia de reconocimiento
del DNA. La secuencia de DNA que es reconocida por las proteinas bHLH es una
secuencia consenso hexonucleotidica conocida como caja E (5"-CANNTG-3"). Se
cree que la dimerizacion y el reconocimiento de diferentes cajas E proveen
mecanismos a través de los cuales las proteinas bHLH generan suficiente diversidad
para regular una variedad de diferentes programas transcripcionales. En este
contexto, las proteinas bHLH podrian funcionar como reguladores negativos de las
propias proteinas bHLH, mediante la formacion de heterodimeros incapaces de
unirse al DNA (Heim et al., 2003; Toledo-Ortiz et al., 2003).
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Se ha descrito la participacién de otros factores bHLH en el control de la homeostasis
del hierro. Los homologos bHLH34 y bHLH104 activan la transcripcion de los genes
bHLH38, bHLH39, bHLH100 y bHLH101. La participacion de bHLH100 y bHLH101
como activadores de FIT, se sugirié por su analogia con bHLH38 y bHLH39, pero no
hay evidencia experimental de ello. En 2012 se demostr6 que bHLH100/101 no
interactian con los genes blanco de FIT sugiriendo que tales factores actlan
independientemente de FIT (Sivitz et al., 2012). Se ha sugerido que bHLH34,
bHLH104 y bHLH105 (ILR3) forman homodimeros o heterodimeros regulando de
manera no redundante la homeostasis del hierro (Li et al., 2016). También se ha
descrito que bHLH115 se une a los promotores de los factores transcripcionales
bHLH38, bHLH39, bHLH100 y bHLH101 y PYE, ademas de que es regulado por BTS
(Liang et al., 2017).

11.4.3.1 El factor transcripcional ILR3

El gen IAA-LEUCINE RESISTANT 3 (ILR3) codifica una proteina de 234 aminoacidos
de la familia bHLH, de las cuales solo 7 miembros contienen un dominio canoénico de
cierre de leucinas, incluyendo a ILR3 y bHLH115. El dominio de cierre de leucinas es
contiguo a la segunda hélice del dominio bHLH y al igual que este ultimo, también
media la dimerizacién. Su secuencia consiste en un heptamero, con residuos
hidrofébicos y apolares en las posiciones primera y cuarta; y residuos polares y
cargados en las posiciones restantes. La leucina es el residuo que predomina en la
posicion 4, de ahi el nombre de este dominio (Jones, 2004). ILR3 se expresa en
plantulas en las puntas de la raiz primaria y de las raices laterales; en la vasculatura

y en las estipulas (Rampey et al., 2006).

La mutante alélica ilr3-1 (At5g54680) fue aislada de una progenie de semillas Col-0
mutagenizadas mediante bombardeo rapido de neutrones, las cuales mostraron
resistencia de la raiz a IAA-Leu. La mutacién consistié en una delecion de un par de
bases en el ultimo exdén del gen ILR3 localizado en el cromosoma 5; seguido de esta
modificacion se insertdé una secuencia de 859 pares de bases, provocando un codén
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de termino prematuro. El dominio basico, el dominio HLH y el dominio de cierre de
leucinas estan inalteradas en la proteina ilr3-1. La insercién removio 64 aminoacidos
del extremo C-terminal, el cual es un dominio altamente conservado en la subfamilia
de ILR3. La mutante ilr3-1 es resistente a IAA-Leu, IAA-Ph y Mn, e hipersensible a
medios carentes de sacarosa (Rampey et al., 2006).

La mutante alélica ilr3-2 es una mutante recesiva de insercion de T-DNA, aislada por
el Salk Institute Genomic Analysis Laboratory. La insercion estd localizada en la
posicion 186 de ILR3. Esta insercion permite la traduccion de la proteina hasta el
primer exén, truncandola antes de cualquier regiébn conservada. Esta mutante
muestra sensibilidad a IAA-Leu e IAA-Phe (Rampey et al., 2006). En un estudio
reciente se demostré que en esta mutante hay una disminucion en la expresion de
los genes FIT, FRO2, IRT1, bHLH38, bHLH39, bHLH100 y bHLH101 (Zhang et al.,
2015).

ILR3 modula la hidrélisis de auxinas conjugadas de una manera Fe-dependiente,
guiza mediante el control transcripcional de la expresion de transportadores de hierro
(Selote et al., 2015). También se ha propuesto que ILR3 forma heterodimeros con
bHLH104 y que en conjunto regulan a los promotores de los genes bHLH38,
bHLH100, bHLH101 y PYE (Zhang et al., 2015).

FIGURA 8. Las mutaciones ilr3-1 e ilr3-2. Esquema donde se muestra la insercion
de T-DNA en la mutante ilr3-2 después del primer exén de ILR3; asi como la
mutacion en ilr3-1 localizada en el cromosoma 5. Dicha mutacién consistié en una
delecion de un par de bases en el ultimo exén del gen ILR3 localizado en el
cromosoma 5; seguido de esta modificacion se insertd una secuencia de 859 pares
de bases, provocando un codon de termino prematuro. Modificado de Rampey et al.
(2006).
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II.5. La interaccion hierro-fosfato en plantas

El estudio de la interrelacion de hierro y fésforo es importante porque la interaccion
de estos elementos comienza desde su presencia en el suelo, posteriormente en la
superficie de la raiz y finalmente dentro de la planta. La interacciéon de nutrientes ha
demostrado ser un punto clave en la manifestacion de sintomas de deficiencia y
toxicidad; en algunos casos estos sintomas pueden ser aliviados mediante el

aumento o la disminucién de otro nutriente (Ward et al., 2008).

En el suelo el fésforo inorganico suele unirse al hierro, lo que limita la disponibilidad
de ambos; en la superficie de la raiz se forman placas de Fe que actlan como
barrera del movimiento del fosfato hacia la raiz; dentro de la planta la retencién del
fosfato en las raices aumenta y la translocacion de fosfato hacia el follaje disminuye
en una manera dependiente de la concentracidbn de Fe cuando es absorbido al
mismo tiempo que el fosforo. Ademas, se ha demostrado que el Fe ligado a ferritina,
suele unirse al fosfato y que en exceso de fosfato se puede inducir clorosis en hojas,
aun cuando las concentraciones de hierro sean similares a aquellas de hojas sanas
(Ward et al., 2008).

Misson y col. (2005), examinaron la acumulacion de macronutrientes vy
micronutrientes en plantas crecidas en deficiencia de fosfato, encontrando para el
caso de los micronutrientes un aumento en las concentraciones de zinc (Zn) en el
follaje y de hierro (Fe) en follaje y raiz, siendo la acumulacién de este udltimo
elemento, la mas evidente. Ademas analizaron la expresion de 22, 810 genes de
Arabidopsis mediante microarreglo. En este estudio se reportd la represion del gen
IRT1 (transportador de hierro reducido) en las raices e induccion de FER1 (Ferritina,
proteina que se encuentra en el cloroplasto y esta involucrada en el almacenamiento
seguro y biodisponible del hierro) en hojas, lo cual indicé una respuesta a una sobre-
acumulacion de hierro provocada por la deficiencia de fosfato. Se propone que esto
se debe a que al no haber fosfato en el medio, la disponibilidad de hierro y otros
metales aumenta, lo que correlaciona con la induccion de genes que codifican para
transportadores de diversos metales, asi como de transportadores ABC (ATP-
BINDING CASSETTE) en deficiencia de P, sugiriendo que la respuesta adaptativa de
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la planta a dicha condicion es explorar el suelo con la raiz y absorber metales que
formen complejos con el fosfato, para poder usar el fosfato liberado. Actualmente se
sabe que los factores transcripcionales de respuesta a deficiencia de fosfato, PHR1 y
PHRL1 regulan la expresion de FER1; mediante la interaccion con el elemento 2 de
la region promotora de FER1, que contiene un dominio P1BS (sitio de unién de
PHR1). Dicha regulacion no involucra a IDRS (IRON-DEPENDENT REGULATORY
SEQUENCE) presente en el promotor de FER1, la cual es una caja promotora
involucrada en la regulacion dependiente de hierro. La respuesta de FER1 a la
deficiencia de fésforo es independiente del estatus de hierro de las plantas y es
iniciada especificamente por la deficiencia de fosfato (Bournier et al., 2013).

La baja disponibilidad de fosfato imita el fenotipo ocasionado por exceso de hierro
(Hirsch et al., 2006; Ward et al. 2008). La toxicidad por hierro, al igual que la
deficiencia de fosfato inhibe la elongacion de la raiz primaria. En Arabidopsis la
inhibicion en la elongacion de la raiz primaria esta regulada por la concentraciéon de
hierro en la planta y mas que una adaptacion a la deficiencia de fosfato, es una
respuesta adversa debida a la intoxicacion ocasionada por el hierro. Plantulas de
Arabidopsis thaliana crecidas en deficiencia de fosfato y deficiencia de hierro
mostraron un re-establecimiento en la elongacion de la raiz primaria, ademas la
expresion del transportador AtPT2 se localizo a lo largo de todo el sistema radicular.
Asi mismo en deficiencia de fésforo y suficiencia de hierro se observd mayor
elongacion de la raiz primaria en los ecotipos Llagostera-0 (LI-0) y Bay-0 (Bayreuth)
en comparacion a Col-0, se propone que esto es debido a una mayor tolerancia a la
concentracion de Fe en los tejidos de LI-O y a la ausencia de una oxidasa de
multicobre en Bay-0. Plantas con una raiz primaria mas larga se adaptan mejor a la
deficiencia de fosfato; ya que presentaron mayores tasas de absorcion y mayor
concentracion de fosfato en tejidos, asi como mayor peso seco (Ward et al., 2008).
Adicionalmente, la deficiencia de fésforo modifica el almacenamiento del hierro, el
cual en vez de llevarse a cabo en vacuolas, se localiza en cloroplastos; y
correlaciona con un aumento en la expresion de genes y contenido de la proteina
ferritina, asi como una induccion de NAS3 (NICOTIANAMINE SYNTHASE 3), gen

gue codifica a una enzima que participa en la biosintesis de nicotianamina, un

30



quelante metdlico esencial para la distribucion del hierro en plantas, ZIP5 (ZINC
TRANSPORTER 5 PRECURSOR) y otros genes que participan en el transporte de
metales (Hirsch et al., 2006).

De manera interesante, al crecer plantulas de Arabidopsis en exceso de hierro, se
encontraron niveles altos de expresion del transportador AtPT2; a pesar de que el
medio era abundante en Pi, las plantas mostraron una respuesta tipica a la
deficiencia de fosforo (Ward et al., 2008). Miiller y col. (2015) demostraron que la
acumulacion de hierro en la punta de la raiz es clave para observar el fenotipo de
deficiencia de Pi, ya que si el hierro se encontraba en la zona de diferenciacion pero
no en la punta, las raices se elongaban normalmente. Ademas, concluyeron que las
dinamicas histolégicas de acumulacién de Fe estan delimitadas por cambios en las
pozas de Fe*3, ya que los niveles de Fe*? que encontraron fueron muy bajos.

LPR1 (LOW PHOSPHATE ROOT 1) y PDR2 (PLEIOTROPIC DRUG RESISTANCE
2) son proteinas de la via secretora y sus dominios de expresion se sobrelapan en el
meristemo apical de la raiz (MAR). Ambos genes interactian genéticamente (la doble
mutante Iprllpr2 suprime el fenotipo de hipersensibilidad de raiz corta de pdr2 en
bajo Pi). El médulo LPR1-PDR2 regula la acumulacién de Fe y calosa en la punta de
la raiz primaria, asi como la formacion de especies reactivas de oxigeno (ERO), lo
gue impacta directamente en el mantenimiento del MAR y del nicho de células
iniciales del MAR en deficiencia de Pi (Muller et al., 2015). Al crecer plantas en medio
con exceso de hierro, no hay deposicion de calosa ni formacion de superdxido. La
organizacion del MAR se mantiene y la inhibicion del crecimiento de la raiz primaria

es menor al observado en —Pi (Miiller et al., 2015).
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I1l. JUSTIFICACION

Las deficiencias de hierro y fosforo representan un problema para la agricultura a
nivel mundial, ya que ambos elementos desempefian funciones esenciales en las
plantas. Actualmente se conocen parcialmente las vias de sefializacion que regulan
las respuestas a las deficiencias de ambos nutrientes. En los Ultimos afios se ha
propuesto que existe una interaccion a nivel genético de dichas vias, no obstante, se
desconocen los componentes que participan en esta coordinacion. ILR3 es uno de
los factores transcripcionales que regulan la respuesta de la raiz a la deficiencia de
hierro, sin embargo, se desconocen los mecanismos a través de los cuales actua y
su posible conexion con la deficiencia de fosfato. Establecer la conexion molecular,
asi como entender los mecanismos de regulacion que utilizan las plantas en la
deficiencia de hierro y de fésforo, permitira proponer alternativas para la mejora en el
uso de fertilizantes, tan necesarios para mantener la productividad de los cultivos.
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V. HIPOTESIS

ILR3 participa en la coordinacion de la respuesta de la raiz a la deficiencia de hierro y

fosforo.

V. OBJETIVOS
V.1 OBJETIVO GENERAL:

Estudiar la participacion del factor transcripcional ILR3 en la coordinacion de la
respuesta a la deficiencia de hierro y fosfato en Arabidopsis thaliana.

V.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Analizar la participacion de ILR3 en la respuesta de la arquitectura del sistema
radicular en deficiencia fosfato.

Caracterizar la funcion de ILR3 en la expresién de genes clave que participan en la
adaptacion de Arabidopsis thaliana a la deficiencia de fosfato y hierro.

Determinar la participacion del gen ILR3 en la acumulacion de Fe en condiciones
contrastantes de suministro de fosfato y hierro.

33



VI. MATERIALES Y METODOS

VI.1 Material biolégico

Se utilizaron semillas de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia-0 (Col-0), como
control de cada uno de los experimentos realizados. En el caso de la evaluaciéon de
los componentes de la via de sefalizacion del hierro se utilizaron las mutantes ilr3-1,
iIr3-2 (Rampey et al., 2006), pye-1 y bts-1 (Long et al., 2010), asi como las lineas
transgénicas ILR3:uidA (Rampey et al., 2006), AtPT2:uidA (Karthikeyan et al., 2002),
DR5:GFP (Ottenschalager et al., 2003) y PIN1::PIN1:GFP (Benkova et al., 2003).
Ademas, se obtuvieron semillas de las cruzas entre la mutante ilr3-1 y las lineas
transgénicas, AtPT2:uidA, DR5:GFP y PIN1::PIN1:GFP.

V1.2 Desinfeccién de las semillas

Las semillas se desinfectaron superficialmente con 500 pl de etanol al 96% (v/v) y
agitacion durante 5 minutos. El etanol es retirado, se agregan 700 pl de hipoclorito de
sodio al 20% (v/v) y se agita durante 7 minutos. Posteriormente, el hipoclorito de
sodio es retirado y se realizan cinco enjuagues con 500 pl de agua destilada estéril.
Las semillas se incuban a una temperatura de 4 °C durante 48 horas para promover

y homogenizar la germinacion.

VI.3 Preparacion del medio de cultivo y condiciones de crecimiento

El medio MS (Murashige y Skoog, 1962) se prepard con soluciones que contienen
micronutrientes, macronutrientes, vitaminas y aminoacidos. El medio utilizado en este
trabajo es medio de cultivo MS 0.2X modificado, al cual no se le afladieron vitaminas
ni aminoacidos. Los tratamientos utilizados fueron: 1) control, que incluyé todos los
nutrientes especificados por Murashige y Skoog (1962), 2) —-PO4 —Fe, es decir, medio
sin fosfato (KH,PQ,) y sin hierro (FeSQO,), 3) —-PO,4, medio sin fosfato (KH,PO,4) y con
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hierro (FeSO,4) a una concentracion de 20 uM, 4) —Fe, medio con suficiencia de PO,
(200 uM de KH2PQO,) vy sin hierro (FeSQO,), 5) —Fe +Fz, medio con suficiencia de POg4
(200 uM de KH2POg), sin hierro (FeSO,) y adicionado con ferrozina (Fz) a una
concentracion de 100 puM, 6) —P+ Fz, medio sin fosfato (KH2PO,) sin hierro (FeSO,) y
adicionado con ferrozina (Fz) a una concentracion de 100 uM, 7) +PO4 +Fz, medio
con suficiencia de fosfato (KH2PO,), sin hierro y con adicion de ferrozina al 100 uM
(FeS0Q,), 8) fosforo (KH,PO,4) a concentraciones de 0, 10, 100, 250, 1000 y 2000 uM.
la ferrozina es un quelante con alta especificidad por el hierro y se utiliza
especialmente para quelar trazas de dicho elemento que pudieran incorporarse con
la adicibn de agar. La ferrozina (3-(2-Pyridyl)-5,6-diphenyl-1,2,4-triazine-4’,4"-
disulfonic acid sodium salt) se disuelve en solucién de HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid) al 50 mM. Los medios fueron enriquecidos con 0.6%
de sacarosa, el pH fue ajustado a 5.7 con hidroxido de potasio (KOH) al 0.1 N y
finalmente se adicion6 agar para plantas (Phytotechnology) al 1% (w/v). EI medio fue
esterilizado durante 20 min a 120 °C y 15 libras de presion. El medio se vacié en
cajas de Petri de un tamafio de 100 x 15 mm y se dejo solidificar, las semillas se
sembraron en el medio en una densidad de 10 plantas por caja y fueron incubadas
en una camara de crecimiento Percival AR95L con un fotoperiodo de 16 h luz/8 h de
oscuridad, temperatura de 22 °C y humedad del 80%. Las cajas de Petri se colocaron

en posicion vertical con un angulo de 75° de inclinacion.

V1.4 Andlisis del desarrollo radicular in vitro

Las mutantes ilr3-1, ilr3-2, pye-1 y bts-1 fueron crecidas en deficiencia de fosfato
(KH2PO,). Para analizar su respuesta a dicha condicion, se analizé la longitud de la
raiz primaria y la densidad de raices laterales. La longitud de la raiz primaria fue
cuantificada con una regla. La densidad de raices laterales se obtuvo dividiendo el
namero de raices laterales entre la longitud de la raiz primaria, para obtener el
namero de raices laterales se utilizé un microscopio estereoscépico Leica MZ6/L2
(Leica Microsystems, Wetzlar Germany) en el objetivo 0.8X. Para cada variable se
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realizaron mediciones de al menos 15 plantas provenientes de 3 placas

independientes.

VI.5 Cruzas

La polinizacion cruzada entre lineas transgénicas y mutantes es una herramienta
utilizada para saber cémo se afecta la expresion de una proteina reportera, fusionada
a la regiobn promotora de un gen de interés. En este trabajo, se realizaron cruzas
entre la mutante ilr3-1 y las lineas reporteras AtPT2:uidA, DR5:GFP vy
PIN1::PIN1:GFP. La mutante ilr3-1 se utiliz6 como receptora y las plantas
transgénicas fueron las donadoras de polen. Para el caso de las plantas donadoras
se seleccionaron flores maduras con los estambres y el gineceo expuestos, caso
contrario para las plantas receptoras, en donde las flores seleccionadas fueron
aquellas cuyo estigma se encontr6 parcialmente emergido, esto para evitar el uso de
flores auto-polinizadas.

Con ayuda de unas pinzas de punta fina y un microscopio estereoscopico Leica
MZ6/L2 (Leica Microsystems, Wetzlar Germany), se ejercio presion en los pétalos de
las plantas receptoras para lograr la emergencia completa del estigma, los estambres
se escindieron de las flores de las plantas donadoras y el proceso de polinizacién se
llevé a cabo mediante el contacto entre anteras y estigma. Las flores polinizadas se
marcaron para su posterior identificacion y cosecha. Las plantas fueron crecidas en
una mezcla de materia organica estéril, perlita y vermiculita (sustrato) en una
proporcién de 3:1:1 y fueron regadas tres veces por semana en una camara de
crecimiento Percival AR95L. Durante el periodo de senecencia se cosecharon las
silicuas de las flores polinizadas, se obtuvieron semillas heterocigotas (F1) que
fueron crecidas en medio de seleccién con deficiencia de hierro. Debido a que la
mutante ilr3-1 es dominante y resistente a la deficiencia de hierro, las plantas
seleccionadas fueron aquellas que presentaron el fenotipo de la planta mutante. Las
plantas seleccionadas fueron crecidas en sustrato hasta que completaran su ciclo de
vida, las semillas heterocigotas (F2) fueron colectadas y crecidas en medio carente

de Fe (FeSO,). Se observd una segregacion mendeliana de 9:3:3:1 y dominancia
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incompleta, por lo que las plantas seleccionadas fueron aquellas que presentaron el
fenotipo de ilr3-1. Para asegurar que no hubiera segregacion, estas plantas fueron
llevadas hasta la F3 donde finalmente se obtuvieron semillas homocigotas. Los lotes
de estas semillas fueron analizadas mediante tincion histoquimica de la actividad de
GUS o por microscopia confocal, para corroborar la presencia de las proteinas

reporteras uidA o GFP respectivamente.

VI.6 Analisis histoquimico de la actividad de GUS y clareo de tejidos

Para los analisis histoquimicos de GUS, las plantulas se incubaron toda la noche a
37 °C en el amortiguador de reaccion de GUS que contiene: 0.5 mg/mL de 5-bromo-
4-cloro-3-indolil-B-D-glucorénido en NaHPO,4 100 mM, pH 7.0; B-mercaptoetanol 10
mM; EDTA 10 mM; N-lauril-sarcosina 0.1%; Triton X-100 0.1%, y el catalizador de la
oxidacion ferri y ferrocianuro de potasio 5 mM (Jefferson et al., 1987). La clarificacion
de las plantulas se realiz6é de acuerdo al protocolo de Malamy y Benfey (1997), que
consiste en los siguientes pasos: se elimina el buffer de tincibn de GUS y se agrega
un volumen de HCI 0.24 N en metanol al 20% colocando la muestra a 57 °C durante
60 min, transcurrido este tiempo se decanta la solucion y se agrega un volumen de
NaOH al 7% en etanol al 60% durante 20 min manteniendo la muestra a temperatura
ambiente. Posteriormente, se agrega un volumen de etanol al 40, 20 y 10%
sucesivamente por 15 min cada una y en este Ultimo sin decantar se agrega un
volumen de glicerol al 50% por 1 h. Finalmente se elimina esta solucion y se afiade
un volumen de glicerol al 50% en cuya solucion la muestra puede ser almacenada
hasta tres semanas. Para cada tratamiento al menos 10 plantas fueron analizadas.
Las plantulas montadas fueron analizadas en un microscopio de contraste
(Nomarsky) Leica DM 5500 B en los objetivos de 20X y 40X.

VI.7 Andlisis mediante microscopia confocal

Las plantas analizadas mediante microscopia confocal fueron montadas en

portaobjetos y fueron tefiidas con yoduro de propidio (IP) al 0.1% (v/v), para su
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posterior observacion en los objetivos de 20X y 40X en un microscopio confocal
Olympus Fluo-View FV1000-PME. La cuantificacion de la expresion de la proteina

GFP se realiz6 con la ayuda del software ImageJ.

VI.8 Tincién de calosa con azul de anilina

Esta tincién se realizd siguiendo el protocolo de Miiller et al., (2015). La tincion
consiste en incubar las plantas en una caja de microtitulo durante 1.5 h con azul de
anilina al 0.1% disuelta en un buffer de fosfato de sodio al 100 mM y a un pH de 7.2.
Después de la incubacion las plantas se montaron en un portaobjetos vy se
observaron en el microscopio confocal Olympus Fluo-View FV1200-PME.

V1.9 Técnica de Perls/DAB

Para tefiir Fe* y Fe** en los tejidos de la raiz bajo deficiencia de nutrientes se sigui6
la técnica Perls/DAB (Roschzttardtz et al., 2009; Roschzttardtz et al., 2010). Las
plantas se incubaron en una solucion de HCI al 4% (v/v) y ferrocianuro de potasio
(solucién de tincién de Perl) al 4% (v/v) durante 30 min. Transcurrido este tiempo se
realizaron dos lavados con agua destilada estéril. Posteriormente, las plantas fueron
incubadas en una solucion de metanol con NaNs3 al 0.01 M y H,O, al 0.3% (v/v)
durante 1 h, al finalizar la incubacion se realizaron dos lavados con buffer de fosfatos
al 0.1 My a un pH de 7.4. Para la reaccion de intensificacion con DAB las plantas se
incubaron durante 3 minutos en una solucién de buffer de fosfatos al 0.1 M (pH 7.4),
con DAB al 0.025% (w/v) y H,O, al 0.005%. Para detener la reaccion, las plantulas se
enjuagaron 5 veces con agua destilada estéril. Finalmente las plantulas fueron
montadas en portaobjetos con glicerol al 50% y se analizaron en un microscopio de
contraste (Nomarsky) Leica DM 5500 B en los objetivos de 20X y 40X.
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VI.10 Anélisis estadistico
Los datos fueron sometidos a analisis de ANOVA de una sola via, seguido de una
prueba post hoc de Tukey. Las diferencias significativas se indican con letras en las
graficas de los diferentes experimentos. Se utilizé el programa STATISTICA (data

analysis software system) StatSoft, Inc. (2004).
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VII. RESULTADOS

VIl.1 Efecto de la deficiencia de fosfato sobre la arquitectura radicular de las
mutantes ilr3-1 e ilr3-2

El fenotipo de Arabidopsis thaliana observado en deficiencia de fosfato se ha
vinculado con una intoxicacion debida a la concentracion interna del hierro en la
planta (Misson et al., 2005; Hirsch et al., 2006; Ward et al., 2008; Mller et al., 2015).
Para analizar si el gen ILR3, el cual codifica un factor transcripcional que regula
genes clave en la homeostasis del hierro (Zhang et al., 2015), participa en el control
de la homeostasis de dicho elemento bajo deficiencia de fosfato se germinaron lado
a lado semillas del ecotipo silvestre Col-0 y de las mutantes ilr3-1 e ilr3-2 en medio
Murashige y Skoog (MS) 0.2X, con variaciéon solamente en las concentraciones de
fosfato (KH2PQO.), las cuales oscilaron entre 0 y 2000 puM.

Se ha reportado que el exceso de fésforo provoca en la planta clorosis en el follaje,
sintoma caracteristico de la deficiencia de hierro (Ward et al., 2008); por lo cual se
optd por utilizar concentraciones de alto fosfato (1000 y 2000 uM) para evaluar si
estas condiciones estimulaban alguna respuesta en las mutantes. Las plantas fueron
analizadas 10 dias después de la germinaciéon (ddg). Se observé, tanto en el ecotipo
silvestre como en las mutantes, represion en la elongacion de la raiz primaria en
dosis bajas (0, 1, 10 y 100 uM) y un crecimiento similar al control (250 uM) en las
concentraciones de 1000 y 2000 pM. Sin embargo, la inhibicion en
la elongacion de la raiz de ilr3-1 fue notablemente mayor, por lo que se concluyé
gue dicha mutacion confiere una hipersensibilidad a la deficiencia de fosfato, lo cual
fue respaldado por el aumento en la densidad de las raices laterales que también se
vio aumentada en esta mutante. La mutante ilr3-2 mostré respuestas similares a Col-
0 en todos los tratamientos (Fig. 9). La inhibicién de la raiz primaria y el aumento en
la densidad de raices laterales son caracteristicas clasicas de la respuesta a la
deficiencia de fosfato, el hecho de que ambos aspectos se vieran acentuados en la
mutante ilr3-1 sefiala una participacién de dicho gen en la respuesta a la deficiencia
de fosfato.
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FIGURA 9. Arquitectura del sistema radicular de las mutantes ir3-1 e ilr3-2 en
deficiencia de fosfato. (A) Longitud de la raiz primaria, (B) densidad de raices
laterales, (C) Imagenes representativas de plantulas Col-0, ilr3-1 e ilr-2 a los 10 ddg,
crecidas en medio con deficiencia de fosfato (PO,4). No se encontraron diferencias
significativas entre ilr3-2 y Col-0. Se graficé la media y la desviacion estandar (n=30).

Las letras indican una diferencia estadistica con una P < 0.05.
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VII.2 Efecto de la deficiencia de fosfato sobre la arquitectura radicular de las

mutantes pye-1y bts-1

BTS y PYE son genes clave que participan en la regulacion de las respuestas a la
deficiencia de hierro. BTS es una proteina E3 ubiquitina ligasa que regula de manera
negativa a ILR3, mientras que PYE es un factor transcripcional de la familia bHLH el
cual es regulado de manera positiva por ILR3 (Long et al., 2010; Zhang et al., 2015).
A causa de la hipersensibilidad encontrada en ilr3-1 a la deficiencia de fosfato, se
decidié evaluar si BTS y PYE, proteinas que interactian directamente con ILR3
(Long et al., 2010), participaban también en la regulaciéon de la homeostasis del
fosfato. Para lo cual se germinaron semillas del ecotipo silvestre Col-0 y las mutantes
pye-1 y bts-1 en medio Murashige y Skoog (MS) 0.2X, con variaciones en la
concentracion de fosfato (KH,PO,4) que fueron de 0 a 2000 uM, las plantas fueron
analizadas a los 10 ddg.

Si bien todas las lineas mostraron una inhibicién en la elongacion de la raiz primaria
y un aumento en la densidad de raices laterales, no se observaron diferencias
significativas entre las mutantes y Col-0 (Fig. 10) lo cual indicé que las respuestas a

la deficiencia de fosfato no son reguladas mediante la via de BTS y PYE.

42



FIGURA 10. Arquitectura del sistema radicular de las mutantes bts-1 y pye-1
bajo deficiencia de fosfato. (A) Longitud de la raiz primaria, (B) densidad de raices
laterales, (C) Imagenes representativas de plantulas Col-0, bts-1 y pye-1 crecidas
bajo deficiencia de fosfato (PO,4), en donde no se observaron diferencias entre las
plantulas silvestres y las mutantes. Se grafico la media y la desviacion estandar
(n=30). Las letras indican una diferencia estadistica con una P < 0.05.
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VII.3 La expresion de ILR3:uidA aumenta durante la deficiencia de fosfato

La expresion de ILR3 ocurre de manera constitutiva en la punta de la raiz primaria y
en el sistema vascular (Rampey et al., 2006). En deficiencia de Fe hay una induccion
en la expresion de ILR3:uidA en dichas zonas (Salmerén-Barrera, 2015). Para
corroborar la participacién de ILR3 en la deficiencia de fosfato se crecieron semillas
de ILR3:uidA en medio MS 0.2X con variaciones en la concentracion de fosfato
(KH2PO,4) que fueron desde 0 hasta 2000 uM; asi como en deficiencia de Fe con
adicion de ferrozina como control positivo. Segun lo esperado, la expresion de ILR3
en deficiencia de hierro fue mayor en comparacion con el control tanto en la punta de
la raiz como en la vasculatura. Mientras que en la curva de concentraciéon de fosfato
el nivel de expresion de ILR3 disminuyé de manera inversamente proporcional a la
concentracion de KH,PO,4. El mayor nivel de expresién de ILR3 se observé en las
concentraciones de 0, 1 y 10 uM, mientras que en 1000 uM y 2000 uM se observé
una disminucion. De manera interesante la expresion de ILR3 en la vasculatura bajo
la concentracibn de 2000 puM se vio practicamente anulada (Fig. 11). Estos
resultados sugieren que la expresion de ILR3 depende de la concentracion de fosfato

en el medio.
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FIGURA 11. La expresion de ILR3:uidA es dependiente de la concentracion de
fosfato. Plantulas transgénicas de Arabidopsis thaliana portando el gen ILR3:uidA
crecidas en deficiencia de hierro (+PO4tFz) y en concentraciones crecientes de
fosfato. Se observa la punta de la raiz primaria, asi como un acercamiento a la zona
de diferenciacion, en donde puede observarse un primordio de una raiz lateral. La
expresion de ILR3:uidA fue mayor en deficiencia de fésforo en comparaciéon a la
deficiencia de hierro, mientras que en concentraciones de alto fosfato (1000, 2000
uM) la expresidn disminuyé de manera considerable, especialmente en la
vasculatura. Fz (Ferrozina).
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VIIl.4 Diferenciacién prematura del meristemo de ilr3-1 durante la deficiencia de

fosforo

La diferenciacién del meristemo es una de las respuestas principales a la deficiencia
de fésforo en Arabidopsis thaliana (Sanchez-Calderén, 2005). En este trabajo
observamos que la mutante ilr3-1 es hipersensible a esta deficiencia, ya que mostré
una inhibicién en la longitud de la raiz primaria, asi como un aumento en la densidad
de raices laterales mayor a la observada en Col-0. La inhibicion en la elongacion de
la raiz primaria en deficiencia de fosfato es debida a una activacion de un programa
de regulacién que provoca el crecimiento determinado del meristemo. Para evaluar si
dicho programa era activado de manera prematura en la mutante ilr3-1 se
germinaron lado a lado semillas de Col-0 y de ilr3-1 en medio con deficiencia de
fosfato, en las concentraciones de 0, 1 y 10 uM, por ser estas en donde se observé
la mayor inhibiciébn de la raiz primaria; las plantas fueron analizadas mediante
microscopia confocal a los 4, 6 y 8 ddg. A los 4 ddg Col-0 no mostré cambios en la
punta de la raiz que evidenciaran diferenciacibon meristeméatica en las
concentraciones de 1y 10 uM, sin embargo, en la concentracién de 0 uM se observé
una disminucién de la zona de elongacion y de la zona meristematica.

Conforme avanzé el tiempo de exposicion a la deficiencia de fésforo (6 ddg) se hizo
notable el desacomodo de las células del meristemo apical de la raiz (MAR),
principalmente en la zona del nicho de células iniciales, asi como un ensanchamiento
de la punta de la raiz en la concentracion de 0 uM. A los 8 ddg en las
concentraciones de 0 y 1 uM, se perdio la actividad mitética de las células y estas
comenzaron a diferenciarse. En el caso de la mutante ilr3-1 el cambio de crecimiento
indeterminado a determinado fue evidente desde los 4 ddg en las tres
concentraciones analizadas. A los 6 ddg la zona de elongaciéon se perdié y
practicamente todas las células de la punta se diferenciaron. A los 8 ddg no se pudo
analizar la punta de la raiz primaria de ilr3-1, debido a que la densidad de raices
laterales no permiti6 su observacién al microscopio (Fig. 12). En conjunto, estos
resultados sugieren la participacion de ILR3 en la regulacién de la activacién del

programa de crecimiento determinado durante la deficiencia de fosfato.
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FIGURA 12. Diferenciacion prematura del meristemo de la mutante ilr3-1 bajo
deficiencia de fosfato. Imagenes representativas de una cinética de 4, 6 y 8 dias
después de la germinacion, en la cual se analizé la diferenciacidbn meristematica en
la mutante ilr3-1, en concentraciones de 0, 1 y 10 uM de fosfato (PO,4). Mientras que
en Col-0 el inicio del programa de crecimiento determinado caracteristico de la
deficiencia de fosfato se observa hasta el dia 6 y se acentla hasta el dia 8; en ilr3-1
dicho programa es evidente desde el cuarto dia.

47



VII.5 La concentracion de auxinas disminuye en ilr3-1 bajo deficiencia de

fosforo

El mantenimiento del nicho celular meristematico depende del gradiente y del flujo
dinamico de auxinas (Eckardt, 2009; Liu et al., 2017). La concentracibn méaxima de
esta fitohormona se ve disminuida en la punta de la raiz bajo condiciones de
deficiencia de fosfato, lo cual correlaciona con la pérdidad del MAR (L6pez-Bucio et
al.,, 2005; Sanchez-Calder6n et al., 2005). Para analizar si la diferenciacién
prematura del meristemo de ilr3-1 era analoga a una disminucion en la concentracion
méaxima de auxinas, se germinaron lado a lado semillas de la linea reportera
DR5:GFP, asi como de la cruza de ilr3-1xDR5:GFP en medio Murashige y Skoog
(MS) 0.2X y en deficiencia de fosfato. Las plantulas fueron analizadas mediante
microscopia confocal a los 4, 6 y 8 ddg. Se encontré una disminucién en la expresion
de DR5:GFP conforme transcurria el tiempo de exposicion a la deficiencia de fosfato,
tanto en el fondo silvestre como en el mutante, principalmente en la columela. Sin
embargo, la disminucion en la expresiéon de DR5:GFP fue notablemente menor en la
mutante ilr3-1, en donde desde los 4 ddg la expresion de DR5:GFP se perdié en un
gran numero de células de la columela, asi como en la estela; mientras que a los 8
ddg no se observo expresion de DR5:GFP en la punta de la raiz primaria (Fig. 13).
Lo anterior sugiere que ILR3 participa en la regulacion de la concentracién de

auxinas en la punta de la raiz primaria bajo deficiencia de fosforo.
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FIGURA 13. La expresion de DR5:GFP en ilr3-1 en deficiencia de fosfato.
Imagenes representativas de la expresion de DR5:GFP en fondo silvestre y mutante
(ilr3-1 x DR5:GFP) en plantulas analizadas a los 4, 6 y 8 ddg, en una concentracion
de 0 uM de fésforo (PO,4) y en medio MS 0.2 X. En donde se puede observar la
evidente disminucién de la expresion de DR5:GFP en el fondo mutante desde el 4
ddg y como gradualmente se pierde en el dia 8 ddg.
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VII.6 La expresion de PIN1:PIN1:GFP disminuye en ilr3-1 bajo deficiencia de
fosforo

PIN1 es una proteina de eflujo que participa en el transporte polar de auxinas, desde
el follaje hacia la raiz. Debido a la disminucién en la concentracién del maximo de
auxinas en la punta de la raiz primaria observada en los resultados previos, nos
preguntamos si dicha disminucién era ocasionada por una inhibicion en el transporte
basipétalo de auxinas. Se germinaron semillas PIN1:PIN1:GFP y de la cruza ilr3-
1XPIN1:PIN1:GFP en medio Murashige y Skoog (MS) 0.2X, asi como en medio con
deficiencia de fosfato. Las plantulas fueron analizadas a los 4, 6 y 8 dias mediante
microscopia confocal. Se observé una disminucion en la expresion de
PIN1:PIN1:GFP en deficiencia de fosfato dependiente del tiempo de exposicion a tal
condicion. En el fondo silvestre a los 6 y 8 ddg se observé una disminucién en el
dominio de expresiéon de PIN1:PIN1:GFP, su expresion se redujo a la zona apical de
la raiz y dej6 de verse en la zona de diferenciacion. En el caso del fondo mutante ilr3-
1 la disminucién en el dominio de expresion de PIN1:PIN1:GFP fue notable desde los
4 ddg, mientras que a los 6 y 8 ddg la expresiéon se perdid por completo (Fig. 14).
Estos resultados indican la posible participacion de ILR3 en la regulacién del
transporte polar de auxinas mediado por PIN1 en la deficiencia de fosfato.
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FIGURA 14. La expresion de PIN1:PIN1:GFP en el fondo mutante ilr3-1 bajo
deficiencia de fosfato. Fotografias representativas de la punta de la raiz de
PIN1:PIN1:GFP e ilr3-1xXPIN1:PIN1:GFP tefidas con yoduro de propidio y analizadas
mediante microscopia confocal a los 4, 6 y 8 ddg, en medio MS 0.2X y con
deficiencia de fosfato (-PO,). Se observé una disminucién en la expresion de
PIN1:PIN1:GFP conforme avanzoé el tiempo de exposicidon a la deficiencia de fosforo,
tanto en el fondo silvestre como en el mutante, sin embargo, en este Ultimo la
disminucién de la expresién de PIN1:PIN1:GFP fue exacerbada ya que se perdi6 por
completo desde el dia 6.
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VII.7 La deficiencia de fosfato modifica la expresion de AtPT2:uidA en ilr3-1

AtPT2 es un transportador de alta afinidad del fosfato que se expresa en raices,
solamente en condiciones de deficiencia de fosfato. La inhibicién de la raiz primaria,
el aumento en la densidad de raices laterales, la diferenciacion prematura del
meristemo y la disminucion en la expresién de auxinas son caracteristicas tipicas de
la deficiencia de fosfato, que correlacionan con un aumento en la expresion de
AtPT2:GUS (Sanchez-Calderon, 2005). Por lo anterior decidimos evaluar si la
mutacion en ilr3-1 afectaba la captacion de fosfato mediante la modificacién en la
expresion de AtPT2, para lo cual se germinaron semillas de AtPT2:uidA y de la cruza
de ilr3-1xAtPT2:GUS en medio Murashige y Skoog (MS) 0.2X a diferentes
concentraciones de fosfato 0, 1, 10 y 100 uM. Las plantulas fueron sometidas a
tincién histoquimica de GUS seguida de clarificacion a los 6 ddg. En general no se
observaron diferencias en la expresion entre fondos genéticos. En ambos casos la
mayor expresion se observo a 0 uM, mientras que a 100 uM no se observo expresion
de AtPT2:uidA, lo que indica que esta concentracion puede considerarse como
suficiencia de fosfato. Sin embargo, en la concentracién de 10 uM la expresion de
AtPT2:uidA en el fondo silvestre fue nula en la punta de la raiz primaria; contrario a lo
observado en ilr3-1, donde la expresion de AtPT2:uidA tuvo un claro aumento (Fig.
15). Estos resultados sugieren que la mutacion ilr3-1 regula directa o indirectamente
de manera positiva la expresion de AtPT2:uidA en la zona de diferenciacién en
deficiencia de fésforo.
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FIGURA 15. Alteracion en la expresion de AtPT2:uidA en el fondo mutante ilr3-1
bajo deficiencia de fosfato. Fotografias representativas de la punta de la raiz de
plantulas de AtPT2:uidA e ilr3-1xAtPT2:uidA analizadas a los 6 ddg. Se puede
observar que la expresion de AtPT2:uidA ocurre desde la concentracion de 10 uM en
el fondo ilr3-1, debido a la hipersensibilidad de esta mutante.
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VII.8 Expresion de AtPT2:GUS en deficiencia de hierro y fosfato

De acuerdo a reportes previos y de acuerdo a los resultados de este trabajo, ILR3
participa en la regulacién de las respuestas a la deficiencia de hierro (Salmerdn-
Barrera, 2015; Zhang et al., 2015;) y fosfato. Por lo cual nos preguntamos cémo se
afecta la expresion de AtPT2:GUS en ilr3-1 en diferentes combinaciones de ambas
deficiencias. Para contestar esta pregunta se germinaron semillas de AtPT2:GUS y
de ilr3-1xAtPT2:GUS en los tratamientos control, -POg4, -Fe, -POs-Fe, -PO4+Fz y
+P0O,4+Fz, las plantulas fueron procesadas para analizar la expresion histoquimica de
GUS seguida de clarificaciéon de tejidos a los 6 ddg y microscopia de Nomarsky. En
deficiencia de fosfato (-PO,) la expresion de AtPT2:GUS se observé a lo largo de
toda la raiz primaria. En deficiencia de hierro y fésforo (-PO4-Fe) la expresion de
AtPT2:GUS disminuy6 considerablemente en comparacion a la observada en -P,
ademas el dominio de expresion se vio restringido a la punta de la raiz primaria
principalmente en la region de la cofia, lo cual se acentu6 al adicionar ferrozina (-
PO4+Fz). En ilr3-1 disminuy0 la expresion de AtPT2:GUS pero se mantuvo el patron
de expresion en el tratamiento de —POy4-Fe. En el tratamiento de —PO4+Fz la
expresion de AtPT2:GUS se perdié completamente (Fig. 16). Estos resultados
sugieren la participacion de ILR3 en la regulaciéon de la expresion de AtPT2 en
deficiencia de fosforo dependiente de la concentracion de hierro en el medio.
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FIGURA 16. La expresion de AtPT2:uidA en el fondo mutante ilr3-1 en
deficiencia de hierro y fosfato. Imagenes representativas de la punta de la raiz
primaria de plantulas crecidas en diferentes combinaciones de deficiencia de hierro y
fosfato, las plantas fueron tefiidas y analizadas a los 6 ddg mediante microscopia de
Nomarsky. No se observaron diferencias en la expresion de AtPT2:uida en los fondos
silvestre y mutante en los tratamientos Control, -PO, y -Fe. Sin embargo, en los
tratamientos de deficiencia de hierro y fosforo combinados, la expresién de
AtPT2:uidA, disminuyo notablemente en el fondo mutante ilr3-1.
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VII.9 La concentracion de hierro en el apice de la raiz primaria no se modifica
en la mutante ilr3-1 en deficiencia de fosfato

Diversas investigaciones sugieren que la inhibicion de la raiz primaria observada en
deficiencia de fosfato es debida a una intoxicacién por hierro, ya que al retirarlo del
medio la elongacion de la raiz primaria se re-establece (Hirsch et al., 2006; Ward et
al., 2008). Ademas, se ha descrito que para observar tal fenotipo, se requiere que el
aumento en la concentracién de hierro ocurra especificamente en la punta de la raiz
(Muller et al.,, 2015). Como se ha evidenciado, la mutante ilr3-1 muestra una
hipersensibilidad a la deficiencia de fosfato y de manera contraria muestra una
resistencia a la deficiencia de hierro, lo que correlaciona con una mayor elongacion
de la raiz primaria en comparacion a las plantas silvestres, asi como ausencia de
clorosis en el follaje (Salmerén-Barrera, 2015). ILR3 parece regular a AtPT2 de
manera dependiente de la concentracién de hierro en el medio; por lo que nos
preguntamos si la concentracion de hierro interno en ilr3-1 se modifica en deficiencia
de hierro y fésforo. Para analizar lo anterior, se germinaron lado a lado semillas de
las lineas Col-0 y de ilr3-1 en medio control Murashige y Skoog (MS) 0.2X, asi como
en los tratamientos —PQ,, -Fe, y —Fe+Fz, a los 6 ddg las plantas fueron tefidas
mediante la técnica de DAB/Perls (Roschzttardtz et al., 2009; Roschzttardtz et al.,
2010). Contrario a lo esperado no hubo diferencias en la concentracion de hierro
entre Col-0 e ilr3-1 en el tratamiento de —PO,, sin embargo, tanto en la planta
silvestre como en la mutante se pudo observar un aumento en la concentracion de
hierro en deficiencia de fosfato, lo cual concuerda con reportes previos (Misson et al.,
2005; Mdller et al., 2015). Por otra parte, bajo deficiencia de hierro, la concentracién
de este elemento se mantuvo en la punta de la raiz primaria, pero disminuyé
considerablemente en la zona de diferenciacion, mientras que en el tratamiento —
Fe+Fz, la concentracion de hierro en la planta fue casi imperceptible (Fig. 17). Estos
resultados sugieren que la mutacion en ilr3-1 no modifica la concentracion de hierro

en la mutante ilr3-1 por lo tanto, la hipersensibilidad a la deficiencia de fosfato, asi
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como la resistencia a la deficiencia de hierro no son debidas a una mayor

concentracion de hierro en ilr3-1.

FIGURA 17. Concentracion de hierro en la punta de la raiz en plantulas
silvestres (Col-0) y mutantes ilr3-1. Imagenes representativas de la punta de la raiz
de plantulas crecidas en deficiencia de fosfato (-PO,), deficiencia de hierro (-Fe) y
deficiencia de hierro con adicion de ferrozina (-Fe+Fz). Las plantas fueron tefidas a
los 6 ddg mediante la técnica de Perls/DAB y se analizaron mediante microscopia de
Nomarsky. Se observa una tenue disminucién en la concentracién de hierro en los
tratamientos control y —Fe en la mutante ilr3-1; sin embargo no se observaron
diferencias en el tratamiento de —P entre Col-0 e ilr3-1.
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VII.10 El aumento en la acumulacién de calosa en la punta de la raiz primaria en

ilr3-1 bajo deficiencia de fosforo

La concentracién de hierro en Arabidopsis regula la acumulaciéon de callosa en el
meristemo de la raiz durante la deficiencia de fosfato (Miller et al., 2015). Al no
encontrar diferencias en la concentracion de hierro en ilr3-1 en deficiencia de fosfato,
supusimos que la acumulacion de callosa tampoco se veria modificada; para
comprobar esta hipotesis germinamos semillas de plantas Col-0 y de ilr3-1, en medio
control y bajo deficiencia de fosfato (0 y 10 uM Pi); las plantulas fueron tefiidas con
azul de anilina (Muller et al., 2015) y se analizaron mediante microscopia confocal a
los 6 ddg. No se observaron diferencias en la acumulacion de callosa en el
tratamiento control entre Col-0 e ilr3-1, sin embargo, en deficiencia de fosfato hubo
un aumento significativo en la deposicibn de callosa en la mutante ilr3-1,
principalmente en la concentracion de 0 uM (Fig. 18). Estos resultados sugieren que
ILR3 participa en la regulacion de la acumulacion de callosa bajo deficiencia de

fosforo.
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FIGURA 18. Deposicion de calosa en la punta de la raiz primaria bajo
deficiencia de fosfato. Imagenes representativas de la punta de la raiz primaria de
Col-0 e ilr3-1, crecidas en medios con deficiencia de fésforo, las plantulas fueron
analizadas a los 6 ddg, se tifleron con azul de anillina y se fotografiaron mediante
microscopia confocal. Se observé un aumento en la deposicion de callosa en la
punta de la raiz primaria de la mutante ilr3-1.
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VIIl. DISCUSION

En Arabidopsis thaliana se han realizado varios estudios que han dilucidado
aspectos clave sobre las respuestas de la raiz a la deficiencia de fosforo, sin
embargo, aun no se han establecido cuales son los componentes moleculares que
median esta via de sefalizacion (Steffen et al.,, 2002; Yang y Finnegan, 2010;
Mtodzinska y Zboinska, 2016; Wang et al., 2017). En afos recientes las respuestas a
dicha deficiencia se han vinculado a un aumento en la concentracion del hierro
interno de la planta (Misson et al., 2005; Hirsch et al., 2006; Ward et al., 2008,
Bournier et al., 2013; Muller et al., 2015).

Una de las respuestas tipicas a la deficiencia de fosforo es la inhibicion de la
elongacion de la raiz primaria, provocada por el inicio de un programa de crecimiento
determinado (L6pez-Bucio et al., 2002, 2005; Sanchez-Calderdn et al., 2005). En un
analisis hecho por Ward y colaboradores (2008) se observo que esta respuesta es
debida a una intoxicacién por hierro, ya que al retirarlo del medio, el crecimiento de la
raiz primaria se re-establece. Ademas, se ha observado un aumento en la
concentracion de hierro en follaje y raiz durante la deficiencia de fésforo (Misson et
al., 2005; Hirsch et al., 2006); asi como una represion en la expresion del gen IRT1
(transportador de hierro reducido en la epidermis) y aumento en la expresiéon de los
genes FER1, que codifica a una proteina que participa en el almacenamiento de
hierro en los cloroplastos, NAS3 y ZIP5, que participan en el transporte de metales
(Misson et al., 2005; Hirsch et al., 2006). También se ha observado un aumento en la
expresion de AtPT2 (PHOSPHATE TRANSPORTER 1, que participa en la captacion
de fosfato en condiciones de exceso de hierro y suficiencia de fosforo (Hirsch et al.,
2006).

Estos antecedentes evidencian un cruce de las vias de sefializacion que regulan la
captacion y homeostasis del hierro y del fosfato, sin embargo, se desconoce
mediante qué elementos y a qué nivel ocurre lo anterior. Debido a esto, analizamos
el modelo de la via de sefalizacion del hierro propuesto por Zhang y colaboradores
(2015) (Fig. 6) y decidimos evaluar en este trabajo la participacion de ILR3, por ser el
regulador de las dos redes principales que controlan la captacion y el transporte del
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hierro, moduladas por los factores transcripcionales bHLH FIT y PYE (Hindt y
Guerinot, 2012; Zhang et al., 2015).

ILR3 es un factor transcripcional de la familia bHLH con un dominio de cierres de
leucina. Rampey y colaboradores (2006) aislaron dos mutantes con respuestas
antagonicas a auxinas conjugadas, dependientes de la concentracion de metales en
el medio (ilr3-1 e ilr3-2, con ganancia y pérdida de funcién respectivamente).
Salmeron-Barrera (2015) analizo la respuesta de dichas mutantes a la deficiencia de
hierro y encontro resistencia a esta deficiencia en la mutante ilr3-1 e hipersensibilidad
en ilr3-2, de manera similar Zhang vy colaboradores (2015) encontraron
hipersensibilidad de ilr3-2 a la deficiencia de hierro, lo cual evidencid la participacion
de ILR3 (bHLH105) en dicho estrés. En el presente trabajo se hipotetizd la
participacion del gen ILR3 en la regulacion de las respuestas a la deficiencia de
fosfato. Para lo cual nos enfocamos en las respuestas fenotipicas de las mutantes
iIr3-1 e ilr3-2, en las cuales se esperaba encontrar una respuesta contraria a la
observada en deficiencia de hierro; si bien ilr3-1 efectivamente mostré una respuesta
hipersensible, la mutante ilr3-2 se comporté de manera similar a la planta silvestre
(Fig. 9). Las plantas tienen mecanismos de adaptacién que les permiten responder
de manera dinamica a su ambiente altamente cambiante (Plaxton y Tran, 2011), uno
de estos mecanismos es la redundancia genética, la cual puede explicar por qué la
mutante nula ilr3-2 no respondié a la deficiencia de fosfato, en contraparte a la
mutante ilr3-1 (Fig. 9). La participacion de ILR3 en la deficiencia de fosfato se
corroboré por la induccién en la expresion de la linea reportera ILR3:uidA en la punta
de la raiz y en la vasculatura (Fig. 11), dicho patron de expresion correlacioné con el
observado en deficiencia de hierro, sin embargo, la induccién de ILR3:uidA en
deficiencia de fésforo fue mayor (Salmerén-Barrera, 2015).

La diferenciacion meristematica es un sintoma tipico de la deficiencia de fosfato en
A. thaliana y correlaciona con la disminucién en la expresion de DR5:uidA (Sanchez-
Calderén, 2005). Muller y colaboradores (2015) propusieron un modelo en el cual
durante la deficiencia de fésforo y en altas concentraciones de hierro interno en
conjunto con la participacién del médulo PDR2-LPR se produce un aumento en la
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cantidad de especies reactivas de oxigeno (ERO), lo cual activa la deposicion de
callosa en la punta de la raiz primaria e impide la correcta comunicacion célula-
célula, impactando directamente en la actividad meristematica. La mutante ilr3-1
mostré una diferenciacidbn meristematica prematura (Fig.12), que supusimos era
debida a un aumento en la concentracion de hierro, sin embargo, no se observaron
diferencias entre Col-0 e ilr3-1 (Fig. 17) en condiciones de deficiencia de fosfato. Es
probable que la técnica de DAB/Perls no sea lo suficientemente sensible a las
diferencias en la concentracion de hierro interno en este caso particular, y quizas
técnicas mas finas como la espectrometria de masas acoplada a plasma arrojen
resultados mas precisos. Por otra parte, en caso de que la concentracion de hierro
en ilr3-1 efectivamente no cambie, o incluso sea menor, esto llevaria a pensar que
las respuestas fenotipicas de ilr3-1 observadas en deficiencia de hierro y fosfato, no
dependen de la concentracion total de hierro, si no tal vez de modificaciones en el
transporte interno de dicho elemento, o de la concentracion acumulada en zonas
especificas, por ejemplo, alrededor del centro quiescente, ya que con la tincion de
Perls/DAB se puede observar que esta zona se encuentra mas fuertemente tefiida
gue el resto del MAR (meristemo apical de la raiz).

Por otra parte, cabe sefialar que en deficiencia de hierro, la mayor concentracion de
este metal se observo en la zona de la punta de la raiz primaria, en primera instancia
quizas porque el hierro es necesario para completar el ciclo celular y la planta lo
acumula en la zona meristemética, pero también podria funcionar como un
mecanismo de sefializacion local. Otros reportes han mencionado la importancia de
la punta de la raiz en la respuesta a la deficiencia de nutrientes (Shimotohno et al.,
2015; Ruiz Herrera et al., 2015; Mduller et al., 2015; Li et al., 2016). Si bien no hubo
cambios en la concentracion de hierro en deficiencia de fosforo, si hubo un claro
aumento en la deposicion de callosa en la punta de la raiz primaria (Fig. 18), lo cual
concuerda con el modelo propuesto por Miller et al. (2015), asi como una
disminucién en la expresion de DR5:GFP (Fig. 13) y PIN1:PIN1:GFP (Fig. 14)
probablemente provocada por la deposicion de callosa. Posiblemente ILR3 regule la
formacion de especies reactivas de oxigeno mediante el control del médulo PDR2-

LPR1 o mediante otro mecanismo aun desconocido, que provoca el aumento en la
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deposicion de callosa. Es interesante notar que la deposicién de callosa en Col-0 se
observo en la zona de diferenciacion, pero no en la punta, lo cual sugeriria que ilr3-1
tiene respuesta exacerbada y prematura a la deficiencia de fosfato. No se descarta
gue si la deposicion de callosa en Col-0 se analiza a un mayor tiempo de exposicion
a la deficiencia de fosfato, se encontraria una respuesta similar a ilr3-1. Debido a la
acumulacion de callosa relacionada a una inhibicibn en la comunicacién célula-
célula, supusimos que la concentracién del maximo de auxinas en la punta de la raiz
se veria afectada. Esta hipotesis fue confirmada por la disminucion en la expresiéon
de las lineas reporteras DR5:GFP y PIN1:PIN1:GFP, esta disminucion ademas de la
imposibilidad de SHR de movilizarse hacia el centro quiescente (Muller et al., 2015)
ocasionan la diferenciacion meristematica bajo deficiencia de fosforo. Seria
interesante analizar qué ocurre en el nicho de células fuente del meristemo de la

mutante ilr3-1 en deficiencia de fosfato.

Cabe mencionar que en la deficiencia de fosfato se ha reportado la participacion del
factor transcripcional bHLH32, que regula negativamente los procesos inducidos por
deficiencia de fosfato en Arabidopsis (Wang et al., 2017). ILR3 se expresa
constitutivamente (Rampey et al., 2006) y debido al alto porcentaje de dimerizacién
entre las proteinas de la familia bHLH, no seria extrafio que ILR3 interactuara de
alguna manera con bHLH32 o con otros bHLH durante la deficiencia de fosfato.

En conjunto los resultados anteriores indican la participacion de ILR3 en la
deficiencia de fosfato, por lo que se decidi6é evaluar la expresion del transportador de
alta afinidad de fosfato AtPT2 en el fondo mutante ilr3-1; bajo deficiencia de hierro y
fosfato. El patron de expresion de AtPT2:uidA en diferentes concentraciones de
deficiencia de fosfato (0, 1 y 10 uM) fue diferente al observado en Col-0. En Col-0 a
excepcion de la concentraciéon de 10 uM, la expresion fue homogénea en la punta de
la raiz primaria y en la zona de diferenciacién, mientras que en ilr3-1, la expresion se
mantuvo en la punta de la raiz primaria, pero disminuy6 en la zona de diferenciacion
conforme menor fue la concentracion de fosfato. Se ha demostrado que la cofia de la
raiz primaria contribuye con un 20% del total del fosfato absorbido por las raices
(Kanno et al., 2016), lo cual podria explicar por qué la expresion de AtPT2:uidA
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aumenta en la punta de la raiz primaria. El hecho de que en el fondo Col-0 en la
concentracion de 10 uM no se haya observado expresién de AtPT2:uidA en la punta
de la raiz primaria podria indicar 1) que a esta concentracion la deficiencia de fosforo
aun no es tan extrema, o 2) que la expresion de AtPT2 en la punta de la raiz
aumenta conforme avanza el programa de crecimiento y ya que dicho programa se
da prematuramente en ilr3-1, esto es lo que ocasiond que su expresion se observara
en el fondo mutante pero no en el silvestre. Debido a que la expresién de
AtPT2:uidA esta alterada en el fondo mutante ilr3-1 y se sabe que ILR3 participa en
las respuestas a la deficiencia de hierro (Salmerén-Barrera, 2015; Zhang et al., 2015)
y fosfato (resultados presentados en este trabajo), se analizd la expresion de
AtPT2:uida en diferentes combinaciones de dichos nutrientes. Tal como se esperaba
no hubo expresion en las condiciones de deficiencia de hierro, pues esta linea
reportera es tipica de la deficiencia de fosfato (Karthikeyan et al, 2002). Mientras que
en las condiciones de deficiencia de hierro y de fésforo (-PO4-Fe, -PO4+Fz) se
observd una disminucion y cambios en el patron de expresion, lo cual fue mas
evidente en el tratamiento con ferrozina. De acuerdo a la concentracion de hierro
observada con la tincion Perls/DAB en este trabajo y por la disminucién en la
expresion de AtPT2:uidA en los tratamientos que combinan ambas deficiencias,
puede sugerirse que al retirar el hierro del medio, la concentracion de este elemento
en la planta disminuye, lo cual puede estar facilitando el transporte pasivo de
fésforo, o que ocasiona un incremento en la concentracion de fésforo interno y por lo
tanto una disminucién en la expresion de AtPT2, debido a que el transporte activo de
fésforo ya no seria necesario. Esta hipétesis concuerda con las respuestas
observadas en el fondo mutante ilr3-1, en donde el patron de expresion de
AtPT2:uidA disminuy6 considerablemente (mas que en el fondo silvestre) e incluso
en el tratamiento de —PO4+Fz, la expresion cesé por completo, lo que seria explicado
por el hecho de que al parecer, la mutante ilr3-1 muestra una menor concentracion

de hierro interno en condiciones de deficiencia de hierro.

Paralelamente a estos resultados se analizd, mediante el uso de las mutantes nulas
bts-1 y pye-1, la respuesta a la deficiencia de fosfato de los genes BTS y PYE, los

cuales interactian con ILR3 en la via de sefializacién del hierro (Long et al., 2010).
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Contrario a lo esperado, dichas mutantes no presentaron modificaciones fenotipicas
en deficiencia de fosfato, lo cual indicd que las respuestas a la deficiencia de fosfato
no son reguladas mediante la via de sefializacién de hierro que involucra a BTS y
PYE. Sin embargo, debido a que PYE regula genes que participan en la homeostasis
del hierro, tales como FRO3 (FERRIC REDUCTION OXIDASE 3), NAS4
(NICOTIANAMINE SYNTHASE 4) y ZIF1 (ZINC-INDUCED FACILITATOR 1), seria
interesante analizar su expresion para descartar por completo su participacion en la

regulacion a la deficiencia de fosfato.

Se ha propuesto que la mutacién en ilr3-1 aumenta los niveles de la proteina ILR3 y
afecta la actividad o la estabilidad en la formacibn de homo o heterodimeros
(Rampey et al., 2006); lo cual estaria provocando una respuesta acelerada a la
deficiencia de foésforo. Dicha aceleracién estaria dada por un aumento en la
deposicion de calosa, que bloguea la comunicacion célula-célula en la zona
meristematica e impide el transporte de auxinas, provocando la diferenciacion
prematura del meristemo. Estos resultados sugieren la participacion de ILR3 en la
regulacion de dichas respuestas, aunque se desconoce cuales son los genes blanco
a los que se une en deficiencia de fosfato, asi como la posible formacion de homo o
heterodimeros. Adicionalmente se encontré que ILR3 participa en la regulacién de
AtPT2, aunque aun no se tiene esclarecido si este control es directo o existen otros

componentes moleculares intermedios.

65



IX. CONCLUSIONES

1. ILR3 participa en la regulacion de las respuestas de la raiz a la deficiencia de

fosfato.

2. ILR3 regula de manera positiva la deposicion de callosa, lo cual modifica los
niveles de auxinas en la punta de la raiz primaria e impacta en el

mantenimiento del meristemo bajo deficiencia de fosfato.

3. ILR3 regula de manera negativa la expresion de AtPT2 y podria incidir de esta

manera en la capacidad de la planta para captar fosfato del suelo.
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