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RESUMEN

Mas de la mitad de los suelos agricolas son deficientes en fosforo (P) biodisponible, haciendo
necesaria la aplicacion de fertilizantes. Sin embargo, el fosforo de los fertilizantes se fija
rdpidamente a la matriz del suelo o precipita al reaccionar con cationes, creando depdsitos
nutritivos de baja disponibilidad para los cultivos. Las plantas has desarrollado multiples estrategias
para el minado de P inorganico, por ejemplo: [1] la modificacidn de la arquitectura radicular y [2] la
exudacion de acidos organicos de bajo peso molecular hacia la rizosfera, principalmente malato y
citrato. Recientemente se reporté la importancia del transportador de malato ALMT1 (ALUMINUM-
ACTIVATED MALATE TRANSPORTER 1) y su principal regulador positivo transcripcional STOP1
(SENSITIVE TO PROTON RHIZOTOXICITY 1) en el proceso de agotamiento del meristemo del apice
radicular de Arabidopsis thaliana bajo deficiencia de P. STOP1 es un factor de transcripcion que,
ademds de ALMTI, regula positivamente la expresién de MATE (MULTI-DRUG AND TOXIC
COMPOUND EXTRUSION), un gen que codifica para un trasportador de citrato. El objetivo de este
trabajo fue evaluar las variables morfoldgicas, genéticas, fisioldgicas y de rendimiento de lineas de
A. thaliana sobreexpresantes de STOP1 y ALMTI1 con las de sus contrapartes silvestre y mutante en
sistemas in vitro y de hidroponia en sustrato, utilizando como fuente de fésforo a compuestos
insolubles representativos de suelos acidos y neutros/alcalinos. Se seleccionaron tres lineas
sobreexpresantes por gen, con niveles de expresion de ALMT1 de 2-20 veces mayores que el de
plantas silvestres bajo deficiencia de P. Dos de las tres lineas sobreexpresantes de cada gen
mostraron un incremento del 53-128% y de 40-85% en la exudacién de malato y citrato con respecto
a plantas silvestres bajo deficiencia de P, respectivamente. Ademds, mediante dos metodologias
independientes (UPLC-HRMS [Ultra-High Performance Liquid Chromatography coupled to High
Resolution Mass Spectrometry] y MALDI-MSI [Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Mass
Spectrometric Imaging]) se probd que las plantas transformadas responden a la deficiencia de P
incrementando las tasas de exudacion de acidos organicos, mientras que las de las plantas silvestres
se mantienen sin cambios. Dos lineas sobreexpresantes de STOP1 y una de ALMT1 mostraron un
incremento estadisticamente significativo de 24-46% en la generacion de drea foliar en los
tratamientos de hidroxiapatita y fosfato tricalcico con respecto a controles en los experimentos in
vitro. El incremento en la generacién de area foliar se relaciona en todos los casos con un mayor

desarrollo radicular en términos de longitud total del sistema radicular (aumento del 25-38%), pero



no con las tasas de exudacidn de acidos orgdnicos. Estos resultados sugieren que el aumento en el
desempeio de las plantas con modificaciones genéticas dirigidas a aumentar la exudacién de
carboxilatos se explica principalmente por un efecto de los 4cidos organicos en un mayor desarrollo
radicular y no por un efecto directo de la exudacién de acidos orgdnicos para aumentar la
solubilizacion de compuestos recalcitrantes de P. No se encontraron diferencias en el area foliar
bajo los tratamientos de fosfato de Al y Fe. En los experimentos de hidroponia en sustrato con
hidroxiapatita o fosfato de Al como Unica fuente de P, no se encontraron diferencias en area foliar,
tiempo de floracion ni semilla producida en ninguna de las lineas sobreexpresantes con respecto a
las plantas silvestres. Estos resultados, junto con experimentos in vitro adicionales utilizando bajos
niveles de sacarosa, sugieren que las posibles ventajas dadas por la sobreexpresion de ALMT1 y
STOP1 se limitan a sales de P medianamente recalcitrantes. Es necesario continuar con la evaluacién
de un mayor nimero de lineas sobreexpresantes y bajo un mayor nimero de tratamientos de sales
de P con distinta solubilidad. Se espera que los descubrimientos hechos y las metodologias
desarrolladas en este trabajo aporten a la caracterizacion de los mayores componentes fenotipicos
gue contribuyen al aumento de productividad de plantas con modificaciones genéticas dirigidas a
la exudacién de carboxilatos en deficiencia de P. Esto con objeto de disefiar variedades de plantas
superiores en la eficiencia del uso de P que tengan un impacto significativo en campo en términos

de rendimientos y disminucién del uso de fertilizantes.



ABSTRACT

Over 50% of agricultural soils have deficiency of bioavailable phosphorus (P), making fertilizer
application necessary to sustain yield. However, P in fertilizers is rapidly fixed in the soil matrix or
reacts with cations forming precipitates, creating rich P deposits with low availability for crop
uptake. Plants have developed manifold strategies for P scavenging, remarkably the modification of
the root architecture and the exudation to the rhizosphere of low molecular weight organic acids,
mainly malate and citrate. Recently, the importance of the malate transporter ALMT1 (ALUMINUM-
ACTIVATED MALATE TRANSPORTER 1) and its positive transcriptional regulator STOP1 (SENSITIVE
TO PROTON RHIZOTOXICITY 1) in the meristematic exhaustion of the Arabidopsis thaliana root tip
under P deficiency was reported. STOP1 is a transcription factor which in addition to ALMT1 also
positively regulates MATE (MULTI-DRUG AND TOXIC COMPOUND EXTRUSION), a gene encoding a
citrate transporter. The aim of my work was to evaluate, under in vitro and hydroponic systems, the
morphologic, genetic, physiological and yield variables of ALMT1 and STOP1 overexpressing A.
thaliana lines regarding those of wild type (WT) and mutants plants using insoluble P compounds
characteristics of acids and neutral/alkaline soils. Two of the three overexpressing lines of each gene
shown a 53-128% and 40-85% increase in malate and citrate exudation as compared to WT plants,
respectively. Furthermore, through two independents methodologies (UPLC-HRMS [Ultra-High
Performance Liquid Chromatography coupled to High-Resolution Mass Spectrometry] and MALDI-
MSI [Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Mass Spectrometric Imaging]) it was proven that
transformed plants respond to P deficiency by increasing its organic acids exudation rates, while
those of WT plants remain unchanged. Two STOP1 and one of ALMT1 overexpressing lines showed
a statistically significant increase in leaf area generation of 24-46% under hydroxyapatite and
tricalcium phosphate treatments in comparison with WT plants in in vitro experiments. In all cases,
the increase in leaf area generation relates to enhanced root systems in terms of total root length
(25-38% increase), but no with the organic acids exudation rates. These results suggest that the
higher performance showed by the genetically modified plants aimed to increase carboxylates
exudation is mainly explained by an effect of excreted organic acids on the root systems and not by
a direct effect of organic acid exudation on the scavenging of insoluble forms of Pi. No differences
were found in leaf area under the Al and Fe phosphate treatments. In the hydroponics experiments
using hydroxyapatite or Al phosphate as an only P source, no differences were found in leaf area,

flowering time or seed production in any of the overexpressing lines with respect to WT plants.



Along with additional low sucrose in vitro experiments, these results suggest that the possible
advantages given by the overexpression of ALMT1 and STOP1 are limited to moderately recalcitrant
P salts. It is necessary to continue the evaluation with a greater number of overexpressing lines and
using a greater number of P salts treatments with different solubility. It is expected that both
experimental findings and the methodologies developed in this work support the characterization
of the mayor phenotypic components that promote the increase in productivity of genetically
modified plants aimed to increase carboxylates exudation under P deficiency. This with regard to
the future improvement of crops with an enhanced P uptake efficiency that has a significant impact

in the field in terms of yield and fertilizer use reduction.



I. INTRODUCCION

1.1. El fésforo como componente fundamental de los seres vivos

Pese a componer una discreta fraccion de la corteza terrestre, el fosforo (P), por sus caracteristicas
guimicas, es uno de los elementos sobre el cual se fundamentan todos los sistemas bioldgicos
conocidos (Filippelli, 2008). En las plantas, los nutrientes esenciales son clasificados en dos grupos
dependiendo de la cantidad requerida para su completar su ciclo de vida. Los macronutrientes
constituyen normalmente >0.1% en peso seco de la planta, mientras que los micronutrientes
<0.05% (Hossner, 2008). La concentracion de P en la biomasa de las plantas es usualmente de 1-5 g
kg™ en peso seco (Biinemann & Condron, 2007). El P es un macronutriente que tiene importancia
como: [1] constituyente de macromoléculas (e.g. membranas bioldgicas y acidos nucleicos), [2] en
la transferencia de energia (i.e. los ésteres de fosfato y otros enlaces fosfato de alta energia
representan la energia metabdlica celular), [3] en |a regulacién de reacciones enzimaticas y procesos
metabdlicos (e.g. enzimas reguladas por fosforilacién) y [4] como agente de tolerancia a cationes
(i.e. la gran afinidad del acido fitico por el Zn, Fe y otros metales pesados lleva a la formacion de
complejos con importancia en la detoxificacion en las raices y en el llenado de la semilla)
[Hawkesford et al., 2012]. Pese a lo esencial del P, su biodisponibilidad para las plantas en la corteza

terrestre es, en general, bastante baja.
1.2. El ciclo del fosforo y los pools de reserva en el suelo

Los mayores reservorios de P se encuentran en los océanos y la litosfera, mientras que la fase
gaseosa de P, el fosfano (PH3), es despreciable (Binemann & Condron, 2007; Schlesinger et al.,
2013). El ciclo global del P tiene cuatro componentes principales: [1] el levantamiento tectdnico y
exposicion de las rocas portadoras de P a las fuerzas de meteorizacién; [2] erosidon fisica y
meteorizacidon quimica de las rocas, produciendo suelos y proveyendo de P soluble y particulado a
los rios; [3] transporte fluvial de P a lagos y océanos; y [4] sedimentacion del P e incorporacién a los

componentes sedimentarios (Ruttenberg, 2003; Schlesinger et al., 2013).

Debido a que la escala de tiempo a las que operan las fuerzas tectdnicas que actuan en el ciclo global
del P, al igual que en el del carbono, ocurren en periodos de cientos de millones de afios (Cordell et

al., 2009; Filippelli, 2008; Ruttenberg, 2003), en sentido antropocéntrico, es valido simplificar el ciclo



de fésforo al de los sistemas agricolas (Figura 1). El impacto de la agricultura en el ciclo del P no es
menor, simplemente basta considerar que mas del 10% del area de la superficie total de planeta se
destina a la produccidn agricola (von Uexkill & Mutert, 1995). Lo primero que debe constatarse en
el ciclo de P asi definido es que este es un ciclo abierto, es decir, que existen entradas y salidas

significativas de P que no corresponden necesariamente al ciclaje del elemento dentro del sistema.

En relacién a los componentes de P en los suelos (Figura 1), este se encuentra casi en su totalidad
en su estado oxidado como ortofosfato, donde la fase mineral, el P inorganico (Pi), estda compuesta
por minerales primarios y secundarios, principalmente fosfatos de calcio, hierro y aluminio
(Binemann & Condron, 2007; Hemwall, 1957). En cuanto a la fase organica, pese a que el
conocimiento de su naturaleza en el suelo es limitada, se sabe que son comunes tres grandes
grupos: [1] inositol fosfato (10-60%), siendo uno de los compuestos mas comunes el fitato; [2]
fosfato diésteres (1-2%), tal como los acidos nucleicos; y [3] fosfolipidos (1-2%) (Brady & Weil, 2016).
El resto de la proporcidn de P orgdnico esta constituida por una fase compleja de especies quimicas
pobremente identificadas. En suma, la concentracién total de P en el suelo a nivel mundial se
encuentra generalmente entre 1,000 — 5,000 kg ha® en los primeros 50 cm de suelo, en donde la
proporcion entre P organico e inorganico varia significativamente dependiendo del tipo de suelo

(Yangetal., 2013).

Las plantas no pueden obtener directamente P desde los componentes organicos o complejos
minerales del suelo, sino Unicamente como aniones de ortofosfato (Pi soluble), principalmente
como H,PO;~ y en menor grado como HPO,% (Kirkby & Johnston, 2008). El motivo de que estas
formas anidnicas sean las disponibles para la nutricidn vegetal, y no el PO42 o el mismo acido
fosforico (HsPO4), se debe a que practicamente son las Unicas especies inorgdnicas solubles
existentes en el equilibrio de estas especies quimicas dentro del rango de pH 4-10 (Lynn & Bonfield,
2005). Debido a la alta densidad de carga negativa del fosfato, este reacciona rapidamente con
cationes y superficies cargadas de la matriz del suelo, limitando su biodisponibilidad. El fosfato en
la fraccion soluble del suelo comprende menos del 0.01% del P total, correspondiente a
concentraciones de 0.001-1 mg L? (0.031-31 pM) para suelos de muy infértiles a altamente

fertilizados, respectivamente (Brady & Weil, 2016).
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Figura 1. El ciclo del P en un sistema agricola. A diferencia del ciclo global del P, en este esquema solo se ilustran los componentes y
procesos que tienen relevancia en el sistema agricola para produccién de alimento. Estos procesos pueden clasificarse en ingresos de
P, perdidas de P y componentes de P en el suelo. Mas detalles en el texto. Figura modificada de Wikipedia
[https://en.wikipedia.org/wiki/Phosphorus_cycle] con datos de Brady & Weil (2016); Biinemann & Condron (2007); Kirkby & Johnston
(2008); y Tiessen (2008).

Las plantas absorben y concentran el P de cerca de 0.1 mg L™ en la solucién del suelo a 100 mg L!
en la savia del xilema (1-10 mM de Pi citosélico en plantas en suficiencia de P), y aproximadamente
a 4,000 mg kg™t en la semilla (Tiessen, 2008; Versaw & Garcia, 2017). Es evidente que el Pi debe ser
remplazado constantemente en la solucién del suelo, es decir, el suelo debe tener accidn
amortiguadora para mantener el Pi soluble en una concentracidn relativamente constante. Esto
lleva al concepto ampliamente aceptado de la existencia de componentes de abastecimiento (pools)
de Pien el suelo que estan en equilibrio entre si, permitiendo la transferencia de P entre los distintos
componentes (Kirkby & Johnston, 2008). El primer pool consiste en Pi soluble disponible
directamente para la planta. El segundo pool se compone por Pi unido débilmente por adsorcién a
las superficies de los componentes del suelo, encontrandose en rapido equilibrio con el Pi soluble.
El tercer pool estd compuesto por Pi unido con mayor fuerza a los componentes del suelo, formando

enlaces quimicos, o como Pi adsorbido en superficies internas y, por tanto, poco disponible. El


https://en.wikipedia.org/wiki/Phosphorus_cycle

cuarto pool se compone de los minerales primarios, principalmente apatitas; Pi precipitado en
fuentes muy poco solubles, Pi formando parte integral de minerales como minerales secundarios, y
Pi espacialmente inaccesible por encapsulacién, también llamado P ocluido. Este ultimo pool
comunmente libera fésforo en cantidades significativas solo en periodos de varios afios. La relacion
entre los componentes del P en el suelo y la accién buffer con respecto al Pi soluble se ilustra
mediante flechas en la Figura 1. Adicionalmente debe considerarse que los pools no suelen
encontrarse homogéneamente distribuidos, sino en forma heterogénea formando parches. Estos
parches nutritivos pueden ser organicos o inorganicos, temporales (i.e. que dependan de la
humedad para ser disponibles) y variar en tamanio, duracién, forma y concentracion de nutrientes
(Hodge, 2004). Ademas debe considerarse la capacidad de fijacion de P de los suelos, la cual
depende principalmente de tres factores: [1] la cantidad y tipo de arcilla, [2] el pH, y [3] la proporcidn
de materia organica (Brady & Weil, 2016). Esto explica porque en algunos agroecosistemas de alta
fijacion de Pi es necesario adicionar una gran cantidad de fertilizantes fosforados para que saturen
una considerable proporcion de los sitios de unién a P, y de esta manera aumentar la concentracion
de Pi soluble que permita obtener rendimientos aceptables. En suma, los conceptos de pools y

parches nutritivos ilustran el panorama general de la naturaleza y distribucion del P en los suelos.

Entre las causas de pérdidas de P del sistema (Figura 1), las dadas por erosion se consideran las de
mayor importancia. La erosion se da principalmente por corrientes de agua después de lluvias
intensas o riego excesivo, o por ventarrones cuando el suelo estd expuesto en su superficie,
comunmente después de cosechar. Este P se pierde como fésforo particulado, y cuando llega a los
cuerpos de agua ocasiona serios problemas de eutrofizacidn. Otro factor importante en la pérdida
de P del sistema es el debido a la cosecha, cuya magnitud depende del cultivo en cuestion en cada
ciclo. Debido a la alta reactividad del Pi soluble, las pérdidas de P por lixiviacion suelen considerarse
de bajo impacto, sin embargo hay reportes que subrayan su importancia significativa en Ia
eutrofizacién de cuerpos de agua (Anderson & Magdoff, 2005; Fortune et al., 2005). Dentro de las
entradas de P en el sistema (Figura 1), la fraccion orgdnica esta dadas por el reingreso de los residuos
vegetales después de la cosecha, estiércol en forma de abonos y otros biosdlidos. El ingreso de Pi
esta dado casi completamente por fertilizantes minerales (Cordell et al., 2009), siendo la
contribucidn atmosférica poco relevante en los sistemas agricolas, aunque cobra importancia crucial
en ecosistemas naturales, especialmente en regiones como en el amazonas, donde la deficiencia de
P es pronunciada (Yu et al., 2015). Por tanto, en los sistemas agricolas con alto grado de fertilizacion

mineral, las especies de Pi suelen dominar en el suelo.



1.3. Principales componentes de fosforo inorganico en los suelos

La mayoria de los compuestos inorganicos de P se agrupan en dos categorias (Tabla 1): [1] fosfatos
de calcio, caracteristicos de suelos neutros/alcalinos y [2] fosfatos de hierro y aluminio (y en menor
grado de manganeso), caracteristicos de suelos acidos (Brady & Weil, 2016; Hemwall, 1957). Cada
grupo de compuestos es estable e insoluble a los pH donde son prevalentes, haciéndose inestables
y solubles cuando el pH tiende hacia los valores opuestos (Figura 2). Segun la Asociacion

Internacional de la Industria de Fertilizantes (IFA: www.fertilizer.org), el fertilizante mineral

fosforado mas consumido a nivel mundial, con el 50% del mercado, es el fosfato de diamonio. Otros
fertilizantes comunes de P son el superfosfato simple y triple, fosfato monoamonico, roca fosfato
pulverizada y otros fertilizantes que contienen nitrégeno y/o potasio. Debido a las caracteristicas de
fijacion de Pi en el suelo, los fertilizantes de Pi tienen una muy baja persistencia en el suelo,
reaccionando rapidamente para formar compuestos cristalinos, precipitados coloidales o siendo

adsorbidos por las arcillas (Lindsay et al., 1962).

Tabla 1. Compuestos inorgdnicos de fosforo importantes en suelo

Compuesto Formula
Compuestos de hierro y aluminio
Strengita FePOs - 2H,0
Variscita AlPOq4 - 2H,0
Compuestos de calcio
Fluorapatita [3Cas(P04).] - CaF,
Carbonato apatita [3Cas(P04)2] - CaCOs
Hidroxiapatita [3Cas(P04);] - Ca(OH).
Oxiapatita [3Cas(P04).] - CaO
Fosfato tricélcico Cas3(POa),
Fosfato octacalcico CagH(POa)s - 5H,0
Fosfato dicalcico CaHPOs - 2H,0
Fosfato monocélcico Ca(H2P0a4), - H20
Compuestos de magnesio
Estruvita NHsMgPO, - 6H,0

En cada grupo, los compuestos estdan listados en orden creciente de solubilidad.
Tabla adaptada de Brady & Weil (2016).
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Figura 2. La fijacion de fésforo en el suelo depende del pH. El fésforo adicionado en el suelo en forma de fertilizante es inestable y
reacciona rapidamente para formar complejos insolubles cuya naturaleza depende en gran medida de pH. La linea gruesa indica el
limite minimo de la solubilidad del Pi dado un determinado pH. Figura modificada de Liu et. al., 2008.

Con respecto al pH de maxima disponibilidad de Pi para la planta, definiendo en este contexto a la
disponibilidad como el cambio en el Pi soluble en funcién del pH (suministro por parte del suelo) en
conjunto con la toma del elemento por las raices de la planta, se dice cominmente que este se situa
en un rango aproximado de 6.0 — 7.0 unidades (Brady & Weil, 2016; Price, 2006). Dentro de este
rango supuestamente se localiza un pico de maxima disponibilidad de Pi, el cual se localiza entre los
picos de maxima fijacion de compuestos con Al y Fe a pH acido y de Ca a pH alcalino. Recientemente
este rango de pH de “alta” disponibilidad se ha puesto en duda, etiquetandose de falto de evidencia
y sin poder de prediccion, siendo el rango real de mdaxima disponibilidad de Pi mas bajo del
comunmente reportado (Barrow, 2017), posiblemente cerca de 5.5, tal como se ilustra el pico de la

linea gruesa en la Figura 2.
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1.4. Dependencia del uso de fertilizantes fosforados para la produccion de

alimento y la crisis del fosforo

Se estima que cerca del 50% de la tierra cultivada presenta algun grado de deficiencia de P (Lynch,
2011). Histéricamente, en la agricultura se ha procurado la adicién de fertilizantes para aumentar la
produccion, utilizdndose inicialmente como materia prima solamente estiércol y otros tipos de
materia organica, y la roca fosfato y el guano hasta casi iniciado el siglo XIX. No fue hasta mediados
del siglo pasado, en el auge de la revolucion verde, que la roca fosfato se convirtié por mucho en la
principal materia prima de fertilizantes (Cordell et al., 2009). Es un hecho que, bajo el esquema de
produccion actual de alimentos dado por la revolucién verde, es indispensable la roca fosfato para
la produccidn de fertilizantes fosforados y mantenimiento de los rendimientos actuales. Bajo este
panorama, las preguntas que surgen son: [1] ¢éEn donde se encuentran y qué tan grandes son las
reservas de roca fosfato?, [2] ¢ Para cudnto tiempo se proyecta que nos abasteceran estas reservas?,
y [3] éExisten alternativas para continuar a largo plazo la produccién de fertilizantes fosforados en

las cantidades necesarias?

1.4.1. Distribucion y tamaiio de las reservas mundiales de roca fosfato

Primero debe definirse a que hace referencia la palabra “reserva”, esto en el contexto de que no
existe un sistema mundial aceptado para clasificar a las reservas de roca fosfato. El Servicio
Geoldgico de los Estados Unidos (USGS, www.usgs.gov), probablemente la referencia mas
importante con respecto a las estimaciones mundiales de roca fosfato, define una reserva como “la
porcién del recurso identificado a partir del cual un producto mineral o energético puede ser
extraido de manera econédmicamente viable y legal al momento de la determinacién”. De la misma
manera, la USGS define recurso como “una concentracién natural de un material sélido, liquido o
gaseoso dentro o sobre la corteza terrestre en tal forma que la extraccidon en términos econémicos

de un producto es considerada viable, ya sea actualmente o en un tiempo futuro”.

El recurso de roca fosfato comprende mds de 300 mil millones de toneladas, de las cuales 70 mil
millones corresponden a reservas (United States Geological Survey, 2018). La roca fosfato minada
es utilizada principalmente para la produccién de fertilizantes, hasta un 95% en Estados Unidos
(United States Geological Survey, 2018). La distribucion es bastante localizada, teniéndose mas del
70% de la reserva mundial en Marruecos y el oeste del Sahara y el 95% en solo 12 paises (Figura 3).

México cuenta con una reserva de 30 millones de toneladas de roca fosfato. Debido a la distribucién
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tan localizada de las reservas de roca fosfato, la oferta mundial de este recurso puede restringirse
gravemente por las politicas internas de los paises poseedores de las mayores reservas, lo que
potencialmente ocasionaria una crisis alimentaria global, especialmente en los paises en desarrollo

(Cooper et al., 2011; Elser & Bennett, 2011; Obersteiner et al., 2013).
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Figura 3. Reservas y distribucion por pais de roca fosfato. Los paises se muestran listados en orden de abundancia de sus reservas de

roca fosfato. Las reservas de México (30 millones de toneladas) no son mayores que la de algunos de los paises englobados en la
categoria “Otros paises” y solo se muestra para sefialar su posicién en el contexto global. Graficado utilizando datos del USGS (2018).

1.4.2. Agotamiento de las reservas de roca fosfato y el pico de produccién de fésforo

La USGS estimo que en 2017 se minaron 263 millones de toneladas de roca fosfato, 8 mil toneladas
mas que en 2016 y 22 mil mas que en 2015 (United States Geological Survey, 2018). Considerando
variables como las predicciones en la demanda creciente de fertilizantes en los paises sub-
desarrollados y en el incremento en la poblacién mundial a mediano y largo plazo, las reservas

actuales de roca fosfato solo podran satisfacer la demanda por unas cuantas décadas (Gilbert, 2009).

El pico del fésforo hace referencia, de manera similar a pico de petréleo, al momento en el tiempo
donde la produccién alcanzaria un maximo y a partir de ahi solo puede disminuir, es decir, donde la
demanda superaria a la oferta. En este grafico de la produccién en funcién del tiempo, con forma

de campana de Gausse, se utilizan datos histéricos y estimaciones basadas en diversas variables
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relevantes a la produccién futura. Debido principalmente a que los métodos actuales de estimacion
de las reservas de roca fosfato dependen en gran parte de la provisidon voluntaria de datos de
industrias privadas y gobiernos, a veces basados en estimaciones geoldgicas relativamente viejas
(Elser & Bennett, 2011; United States Geological Survey, 2018), las predicciones de cuando ocurrira
el pico del fésforo suele variar dependiendo la fecha de la estimacidn. Sin embargo, la mayoria de
los analistas sugieren que podria darse en este siglo o principios del siguiente (Cordell & White,
2014). También se ha calculado que la produccién, a tasa constante, sera suficiente por 370 afios,
aunque a costo de un déficit considerable en la produccién en los proximos 100 afios y de que para
después del afio 2100 las reservas se concentren solo en 7 paises (Cooper et al., 2011).
Desafortunadamente hoy en dia no existe una materia prima alternativa para sustituir en gran

proporcion a la roca fosfato.

1.4.3. Acciones por tomar para asegurar la produccion de alimento en relacién con el

fosforo

Para proponer soluciones integrales en la utilizacion del P se debe primeramente plantear el
panorama general para saber en dénde focalizar los esfuerzos. Un enfoque que ha sido aplicado en
este contexto es el analisis de flujo de sustancias (Cordell et al., 2009; Cordell & White, 2014; Y. Liu
et al., 2008). Este tipo de analisis cuantifica las entradas y salidas de |la sustancia o material de interés
a cada punto importante de un sistema, permitiendo entender mejor las cargas sobre un ambiente,
y asi poder identificar regiones de desperdicio, regiones de intervencién para reducir el gasto o
contaminacién, o puntos por mejorar para aumentar la eficiencia en el uso de una sustancia. A partir
de este tipo de estudios, es evidente que la solucidn tiene varios componentes que se deben de

atender, en concreto:

[1] Reutilizar estiércol, residuos de los cultivos, desperdicios de comida y otra materia orgdnica.
Es posible recuperar de manera sencilla estruvita, un compuesto que ademas de fésforo
contiene amonio y magnesio, a partir de excretos animales y humanos en las plantas de
tratamiento de agua y otros depdsitos (Antonini et al., 2012; Gilbert, 2009).

[2] Cambio de dieta en la poblacion. Se estima que la produccién de alimento para una dieta
vegetariana necesita casi tres veces menos P que una a base de carne (Cordell et al., 2009).

[3] Aumentar la eficiencia en la cadena de flujo del P en la produccién de alimento. Solo un

quinto de la roca fosfato minada destinada a producir alimento se consume como tal,
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perdiéndose el resto en distintas estancias que van desde el minado, la produccién de
fertilizantes, el campo de cultivo y las cadenas de distribucidn (Cordell & White, 2014).

[4] Mejorar los métodos de producciéon de alimento. Desarrollo de nuevas variedades de
cultivos que generen altos rendimientos en la cosecha con una disposicion minima de
fertilizantes fosforados; tecnificacion del campo y aplicacion de técnicas de manejo
apropiadas; y mejoramiento genético animal para una mejor utilizacion del P (Golovan et

al., 2001).

Al objetivo de asegurar la alimentacién futura a largo plazo pueden sumarse el encontrar nuevas
minas de roca fosfato, desarrollar tecnologia para hacer viable el minado de otras materias primas
para producir fertilizantes, desarrollo de fertilizantes con mayor biodisponibilidad en el largo plazo,
y la aplicacién de politicas que favorezcan el uso responsable de los fertilizantes. Ademas deben
considerarse interacciones mas amplias, tales como las relativas a la eutrofizacién, el cambio
climatico, la crisis energética y la escases de agua, teniendo en cuenta las respectivas politicas en

cada caso (Cordell & White, 2014).

Es claro que, bajo este esquema global, la biotecnologia juega un papel esencial para asegurar la
produccidn sustentable de alimento a largo plazo. Para llegar a estos objetivos de mejoramiento es
indispensable generar conocimiento con respecto a cdmo las plantas se adaptan a suelos deficientes
en fosforo, bajo qué mecanismos especificos y cémo interactian estos con el ambiente y otros tipos
de estrés. De esta manera podria en principio diseccionar las contribuciones especificas de los
mecanismos propios vegetales para luego identificar blancos para el mejoramiento, ya sea cldsico
y/o por ingenieria genética, que conlleven a la generacién de nuevas variedades y, en Ultima

instancia, a reducir el flujo de fésforo en forma de fertilizante.
1.5. Efectos y respuestas de las plantas a la deficiencia de fosforo

Consecuente a la situacién generalizada de deficiencia de Pi disponible en la mayoria de los suelos,
las plantas han desarrollado un nimero de estrategias complejamente reguladas a distintos niveles,
gue desembocan en estrategias de minado de P y de modificaciones metabdlicas, morfoldgicas y
fisiolégicas que aumentan la eficiencia del uso de P y permiten el mantenimiento de la homeostasis
celular de P (Ham et al., 2018; Lépez-Arredondo et al., 2014). Estas estrategias se pueden clasificar
en dos categorias: mejoramiento en la eficiencia de la toma de P y mejoramiento en la eficiencia de

la utilizacién de P. La primera se refiere a mecanismos que promueven el aumento en la entrada de
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fosforo a la raiz desde la solucidn del suelo (concentracidn de P dentro de la planta/concentracién
de Pi disponible en la solucién del suelo), mientras que la segunda hace referencia a los mecanismos
que eficientizan el uso interno de P (rendimientos de la cosecha/P total en la planta) (Hasan et al.,
2016). La eficiencia del uso de P se refiere al efecto combinado de las eficiencias en la toma y

utilizacion del P.

Los efectos (i.e. cambios negativos que no forman directamente parte de una estrategia para
combatir al estrés) mas comunes y generales por la deficiencia de P en las plantas son la disminucion
del drea foliar y peso del brote, disminucion de la tasa fotosintética por unidad de area, retraso en
la floracion, decremento del peso de la semilla total producida y disminucién del P en el tejido
(Drew, 1975; Mollier & Pellerin, 1999; Nord & Lynch, 2008). Varias plantas también suelen acumular
antocianinas en las hojas, presentando un color morado caracteristico (Hernandez & Munné-Bosch,
2015). Cabe aclarar que esta separacién entre efectos del estrés y respuestas al estrés por P puede
crear algo de ambigliedad, ya que existe evidencia emergente que apunta a que la retardacién del
crecimiento después del estrés no es necesariamente mediada por el dafio causado por el agente
estresante, sino por programas genéticos activados por el estrés (Heuer et al., 2017). Sin embargo,
en el enfoque aqui tomado se refiere como respuestas solo a los mecanismos reportados que

desembocan en acciones que aumentan directamente la eficiencia del uso de P de la planta.

1.5.1. Modificaciones de la arquitectura del sistema radicular en respuesta a la deficiencia

de P

Las definiciones de la arquitectura, morfologia, distribucidon y topologia utilizadas en este escrito
estan basadas en las definidas en el glosario de Lynch (1995). La arquitectura del sistema radicular
(ASR) se define como el arreglo global de los componentes individuales del sistema radicular, es
decir, la geometria explicita de los ejes radiculares. Aqui, las variables relacionadas a los pelos
radiculares, que comunmente son englobados en morfologia, se incluyen en el concepto de ASR. El
cambio en la ASR dependiente de la deficiencia de algun nutriente, incluyendo el fésforo, varia entre
especies, dentro de especies y dependiendo del estado de desarrollo de una misma planta (Shahzad
& Amtmann, 2017). Debido al nimero de nombres que se utilizan en la literatura para describir a
las raices en diferentes especies, que suelen ser utilizados de manera confusa e inconsistente
(Gregory, 2006), he adoptado la nomenclatura recomendada por la Sociedad Internacional para la

Investigacion de Raices (ISRR, International Society for Root Research, www.rootresearch.org), la

cual esta basada en el sitio de origen o nacimiento de cada raiz. En resumen, dicha taxonomia define

15


http://www.rootresearch.org/

cuatro clases de raices (Zobel & Waisel, 2010): [1] la raiz principal (tap root), la cual es la primera en
emerger de la semilla; [2] raices laterales, las cuales son ramificaciones de cualquiera de las otras
clases de las raices; [3] raices aéreas (shoot-borne roots), que surgen de los tejidos del brote; y [4]
raices basales, que se originan del hipocdtilo o mesocétilo. Esta nomenclatura, ademas de reflejar
la posicion el sitio de origen, esta soportada en evidencia que diferencia cada clase de raiz en

términos genéticos y funcionales (Zobel & Waisel, 2010).

La mayoria de los avances en la comprensién, a distintos niveles, del proceso de modificacion de la
ASR en deficiencia de P se han obtenido con la planta modelo Arabidopsis thaliana en cultivo in
vitro, por lo que se revisaran solo las modificaciones reportadas en este sistema para esta especie.
Sin embargo, especificamente con respecto al cambio en la ASR, se tiene una buena base de
informacién de varias plantas de interés agrondmico crecidas en sistemas hidropdnicos no estériles

con sustratos inertes.

En plantulas de Arabidopsis, probablemente la respuesta mas evidente a la deficiencia de P es el
acortamiento de la raiz primaria (Lépez-Bucio et al., 2003), por lo que no es de sorprender que se
haya y siga usando como marcador fenotipico para la identificacion de mutantes que no presenten
esta respuesta (Balzergue et al., 2017; Mora-Macias et al., 2017; Sanchez-Calderon et al., 2006). Sin
embargo, el efecto de acortamiento radicular se da en todas las clases de raices de Arabidopsis,
restringiendo espacialmente al sistema radicular a las capas mas superficiales del medio (Figura 4).
En este sentido, ademas del acortamiento radicular, otro mecanismo que proporciona un aumento
en el volumen de exploracidn superficial es la proliferacidn, proceso que involucra el desarrollo de
nuevas raices laterales (Hodge, 2004). En deficiencia de Pi, Arabidopsis presenta incremento en la
densidad, didmetro, niumero total y longitud de raices laterales de primer orden y érdenes
superiores (Jain et al., 2007; Lépez-Bucio et al., 2002). Los pelos radiculares son células modificadas
de la rizodermis, llamadas tricoblastos, que tienen forma alargada y aumentan significativamente el
volumen de exploracién de la raiz. La deficiencia de Pi provoca un aumento en la longitud y densidad
de pelos radiculares, un decremento en la distancia del apice radicular al lugar de inicio de su
aparicion, y un incremento en el nimero de tricoblastos (Bates & Lynch, 1996; Ma et al., 2001).
Simulaciones basadas en modelos matematicos sugieren que estas cuatro variables actdan en
sinergia para aumentar la eficiencia en la toma de Pi (Ma et al., 2001). Se propone que el conjunto

de estas adaptaciones en la ASR de Arabidopsis proporciona ventajas ecoldgicas al aumentar el
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volumen de exploracién en las capas superficiales del suelo, donde se suele acumular el P (Péret et

al., 2011).

Es claro que la relativa simplicidad de la ASR y organizacion celular en la raiz de plantulas de
Arabidopsis, una dicotileddnea, contrasta con la de plantas cultivadas, especialmente con las de los
cereales. Por ejemplo, morfolégicamente el arroz y maiz poseen 10-15 capas de células corticales y
de 800-1200 células componen cada uno de sus centros quiescentes, mientras que Arabidopsis solo
tiene una capa de células corticales y 4 son las células del centro quiescente (Hochholdinger &
Zimmermann, 2008). Con respecto a la ASR, en el maiz cobran especial importancia las raices basales
(raices de corona y seminales) y aéreas, mientras que la raiz primaria suele tener importancia solo
en la etapa de plantula y es poco responsiva a la deficiencia de P (Calderon-Vazquez et al., 2011). En
contraste, Arabidopsis y en general las dicotiledéneas, dependen esencialmente de la raiz primaria
para el desarrollo de su sistema radicular. Sin embargo, se puede generalizar que la ASR de las
plantas de cultivo en deficiencia de P se modifica de tal forma que se favorece la exploracién de
mayor volumen de suelo, principalmente en las capas superficiales. El arroz en deficiencia de P
aumenta su superficie radicular 2.5 veces con respecto a aquellas crecidas en suficiencia de este
nutriente (Kirk & Van Du, 1997), mientras que en el frijol comun se estimula la generacion de nuevas
raices basales, que ademads tienden a crecer con angulos mas estrechos, es decir, raices mas
paralelas a la superficie del suelo (Lynch & Beebe, 1995). De manera similar, las raices laterales de
primer orden del maiz son mas largas en los primeros dias bajo deficiencia de fosforo (Mollier &
Pellerin, 1999). Estudios en cebolla, zanahoria, trigo, tomate y lechuga, empleando predicciones
basadas en modelos matemadticos, ponen de manifiesto la importancia del aumento de longitud y
densidad de los pelos radiculares en la contribucién del aumento del area superficial de la raiz, lo
gue conlleva al aumento en la toma de P del suelo (Itoh & Barber, 1983). Estudios con diversas
plantas de cultivo, utilizando principalmente lineas endogdmicas recombinantes, revelan la
importancia de otras variables adicionales a las ya mencionadas, tal como el nimero de verticilos
de las raices basales y el aumento en el nimero de raices aéreas (Lynch, 2011). Un caso especial de
modificacién a la ASR en deficiencia de P son las raices proteoides o en racimo, las cuales consisten
en arreglos densos de raices laterales con pelos radiculares y que son caracteristicas de especies
gue crecen en ambientes con muy bajos niveles de P disponible, y que cominmente no micorrizan
(Lambers et al., 2015). Adicionalmente, a manera de extension de las raices, en el 70-80% de las

especies vegetales la asociacion con hongos micorrizicos se ve favorecida bajo deficiencia de P
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(Smith et al., 2011). El hongo recibe carbono de la planta hospedera y la planta recibe a cambio

fosforo y otros nutrientes.

+Pi

Respuesta sistémica

Remodelacién de las membranas
celulares

Induccién de nucleasas y fosfatasas
para ciclaje del P

Aumento de la movilizacién de P
Modificacién de rutas metabdlicas

Respuestalocal

Modificacion de la ASR

Secrecion de fosfatasas, nucleasas,
acidos organicos, protones y
factores de ramificacién

Expresion de transportadores de
alta afinidad

Modificacién de rutas metabdlicas

/W Acidos orgéanicos
=% Fosfatasas

Hongos micorrizicos

Factores de asociacion

Figura 4.Respuestas de las plantas a deficiencia de P. A nivel molecular y de modificacion de la raiz, las plantas responden con un
conjunto de estrategias frecuentemente clasificadas como locales y sistémicas. Las flechas roja y azul ilustran la comunicacion entre
brote y raiz via xilema y floema, esencial para la sefializacidn sistémica; mientras que las flechas verdes indican el favorecimiento de
la relocalizacién de P a tejidos jévenes y frutos, efecto de la respuesta sistémica. Aunque las plantas en la imagen son Arabidopsis
thaliana Col-0 crecidas in vitro, los procesos indicados son generalizados y no especificamente de esta especie.

1.5.2. Respuestas fisiologicas, metabdlicas y regulatorias a la deficiencia de P

En deficiencia de P, las plantas expresan transportadores de alta afinidad (km 10 — 100 uM) para

apovyar a los trasportadores de baja afinidad (Km en el rango mM) de expresidn constitutiva (Hasan

et al., 2016). Estos transportadores de P se agrupan en cinco familias (PHT1-5), y se han reportado,

mayoritariamente miembros de la familia PHT1, en diversos cultivos de interés como maiz, arroz,

trigo, cebada, soya y tomate (Wang et al., 2017). El conjunto de los trasportadores PHT1-5, muchos

de estos altamente responsivos a niveles bajos de P, tienen funcidon en aumentar la eficiencia del

uso de fésforo de la planta mediante el incremento del flujo de Pi desde la solucién del suelo y en

la relocalizacién el P interno a nivel tejido y organelo especifico (Versaw & Garcia, 2017; Wang et

al., 2017). Debido a la baja concentracidn en la solucion del suelo, la expresidén de transportadores

de alta afinidad en la raiz se acompafa por estrategias que promueven el minado de P; es decir,
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excrecion de moléculas que solubilizan Pi de fuentes organicas e inorganicas. Estas estrategias
incluyen el incremento en la sintesis y excrecion por parte de la raiz de 4cidos orgdnicos anidnicos
(principalmente malato, citrato y oxalato), fosfatasas acidas y ribonucleasas (Calderon-Vazquez et
al., 2011; Wang et al., 2015); ademas de la acidificacién en la rizosfera mediada por la excrecion de
protones via H-ATPasas, estrategia efectiva en suelos neutros y alcalinos para solubilizar fosfatos
de calcio (Lambers et al., 2015). La escisidon de Pi de los fosfolipidos membranales, mediada por
fosfolipasas, para sustituirlos por galactolipidos y sulfolipidos en plantas superiores permite acceder
a este pool estructural interno de P para su utilizacion en procesos celulares. Esta translocacion de
Pi se da en brote y raiz, tanto en las membrana plasmatica como organelares, y es reversible tiempo
después que la planta ha logrado suplirse de P (Tjellstrom et al., 2008). Adicionalmente, la induccién
de la expresion de fosfatasas y ribonucleasas celulares promueven la movilizacién de P de reservas
internas y su reciclado, favoreciendo su disponibilidad (Thibaud et al., 2010). Ademas de aumentar
el P interno en tejido, las plantas eficientizan su uso metabdlico. El transporte de electrones utiliza
rutas de conservacion de energia en la mitocondria, el ciclo de Krebs consume menos ATP y se
expresan enzimas de la glucélisis no dependientes de Pi o ATP (Hasan et al., 2016). Otras respuestas
metabdlicas tienen que ver en redireccionar el flujo metabdlico para la exudacidon de acidos
organicos mediante el aumento de la actividad de enzimas glucoliticas tales como fosfoenolpiruvato
carboxilasa y fructoquinasa; y enzimas del metabolismo de &cidos organicos como malato
deshidrogenasa y citrato sintasa (Neumann & Rémheld, 2007; Ryan et al., 2001). La exudacién de
fotosintatos desde la raiz, tales como acidos orgdnicos, ademas puede tener importancia para
estimular el crecimiento de microorganismos benéficos no simbiéticos solubilizadores de P (Harvey
et al., 2009); mientras que el aumento de la exudacion de factores de asociacion, tales como las
estrigolactonas, favorecen asociaciones simbidticas con hongos micorrizicos (Besserer et al., 2006).
Recientemente se ha reportado una relacidn positiva entre el contenido de pectina en la pared
celular con el Pi soluble en tejido en plantas de arroz y Arabidopsis cuando se someten a un
tratamiento de deficienciade P (Zhu et al., 2015). Naturalmente la deficiencia de P reduce los niveles
internos de Pi, ATP y ADP; lo cual afecta el metabolismo respiratorio y a las reacciones dependientes
de estos compuestos. Sin embargo, estas modificaciones al metabolismo de la planta pueden
considerarse como efectos de la deficiencia de P y no como respuestas dirigidas a aumentar la

eficiencia del uso de P.

Las estrategias frente a la deficiencia de P se han clasificado como respuestas (o sefales) sistémicas

y locales, ambas con vias de regulacién parcialmente independientes. Las respuestas locales se
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refieren a las que tienen como fin la modificacién de la ASR para aumentar la toma de Pi desde el
suelo, siendo responsivas a la concentracidon de Pi en solucién e independiente del Pi en tejido;
mientras que las sefiales sistémicas o de larga distancia son responsivas a las fluctuaciones internas
de Pi y son transportadas via tejidos vasculares a células blanco distantes para que ejecuten sus
funciones (Thibaud et al., 2010; Zhang et al., 2014). En los ultimos afios se han logrado caracterizar
muchos de los componentes moleculares clave que actian en ambos tipos de respuesta,
permitiendo elaborar modelos que reconstruyen parcialmente los mecanismos regulatorios
vegetales para enfrentar la deficiencia de P (Gutiérrez-Alanis et al., 2018; Ham et al., 2018). Es claro
que se trata de un sistema complejo de regulacién tejido especifico y a varios niveles donde
participan diversos tipos de proteinas tales como factores de transcripcion (e.g. PHR1 [Rubio et al.,
2001] y STOP1 [Balzergue et al., 2017; Mora-Macias et al., 2017]), transportadores de Pi y acidos
organicos (ALMT1, [Balzergue et al., 2017; Mora-Macias et al., 2017]), ferroxidasas (LPR1
[Svistoonoff et al., 2007]), proteinas reguladoras (eg. PDR2 [Ticconi et al., 2009]) y péptidos sefial
(Gutiérrez-Alanis et al., 2017); mRNA y miRNAs que viajan por los tejidos conductores (Zhang et al.,
2016); diversas moléculas reguladoras y de transduccion de sefiales como inositol polifosfato (Wild
etal., 2016), sacarosa (Lei et al., 2011), Fe?*/Fe3*y especies reactivas de oxigeno (Miiller et al., 2015);
hormonas vegetales (auxinas, etileno, citocininas, estrigolactonas, giberelinas, y en menor medida
el acido abscisico [Zhang et al., 2014]); polimeros como la calosa (Miiller et al., 2015); y
modificaciones epigenéticas a nivel de metilaciéon del DNA (Yong-Villalobos et al., 2015, 2016). Pese
a que la mayoria de los avances en la elucidacién de los componentes moleculares en deficiencia de
P se han logrado utilizando como modelo a Arabidopsis, muchos de estos tienen sus homdlogos en
cultivos de interés; tales como arroz, maiz, trigo, soya y sorgo (Calderon-Vazquez et al., 2011; Wang
et al., 2017). La comprensién detallada a nivel molecular de las respuestas a deficiencia de P en las
plantas abre la posibilidad de disefiar variedades con mejoras en mecanismos puntuales de

regulacidn con mayor eficiencia del uso del P.

1.6. Desarrollo de plantas mejoradas por ingenieria genética para aumentar

la eficiencia del uso del P

Gran parte de los genes involucrados en las respuestas a deficiencia de P se han sobre-expresado
en plantas, generalmente utilizando promotores constitutivos en Arabidopsis thaliana, y evaluado

bajo tratamientos de deficiencia de Pi. Varias revisiones en la literatura cientifica que tocan el tema
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han listado extensivamente los genes y especies asi evaluados (Gu et al., 2016; Lépez-Arredondo et
al., 2014; Wang et al., 2017), por lo que en este apartado se limitara a mencionar algunos ejemplos

representativos y el impacto en el desarrollo de la planta bajo estrés por P.

Uno de los primeros trabajos reportados se enfocé en aumentar la secrecion de citrato mediante la
sobreexpresion de la citrato sintasa de Pseudomonas aeruginosa en plantas de tabaco (Lépez-Bucio
et al., 2000). Las lineas transgénicas excretaban 3-4 veces mas citrato que el control y produjeron
consistentemente mayor biomasa en brote y fruto al evaluarse en suelos alcalinos subdptimos
adicionados con hidroxiapatita (Lopez-Bucio et al., 2000). La expresion de la pirofosfatasa-H* de
Arabidopsis (AVP1) se ve inducida en la deficiencia de P, incrementandose la acidificacién de la
rizosfera y proliferacion radicular mediada por P-ATPasa (Yang et al., 2007). Plantas de Arabidopsis,
arroz y tomate sobreexpresantes de AVP1 bajo tratamientos de deficiencia de P (KH,PO4 o roca
fosfato) presentan mayor area foliar, desarrollo radicular, excrecion de acidos organicos vy
acidificacion de la rizosfera; ademas de mayor rendimiento de fruto en el caso de tomate (Yang et
al., 2007). Desde entonces, este sistema se ha probado exitosamente en otras especies como
algodon, alfalfa, trigo y cebada (Gaxiola et al., 2011, 2016). Ademas, el sistema AVP1 provee de otros
efectos benéficos bajo estrés por salinidad y deficiencia de N. Arabidopsis sobreexpresante de la
fitasa MtPHY1 de Medicago truncatula presenta mayor peso seco en brote y contenido de P en
tejido con respecto al control al ser evaluadas en sistema in vitro con fitato como Unica fuente de P
(Xiao et al., 2005). El micro RNA miR399 se transloca via floema desde el brote a la raiz en deficiencia
de P, degradando el mRNA de PHOZ2, el cual es un regulador postraduccional negativo de
transportadores PHT1. La sobreexpresiéon en tomate de miR399 de Arabidopsis ocasiona un
aumento de la concentracion de P en los tejidos de estas plantas transgénicas con respecto sus
controles silvestres, explicado por la abundancia de los trasportadores de fosfato y un aumento de
la excrecidn de protones y fosfatasas acidas (Gao et al., 2010). La sobreexpresion en arroz del factor
de transcripcion OsMYB4P, un regulador positivo de la transcripcién de genes responsivos a
deficiencia de P, ocasiona un mayor desarrollo foliar y concentracién de P en tejido tanto en
suficiencia como deficiencia de P; ademas cambia la ASR en términos de una mayor longitud de la
raiz principal y mayor densidad y longitud de raices laterales (Yang et al., 2014). La sobreexpresion
en arroz del transportador de alta afinidad OsPT1 aumenté la concentracién de P en brote a lo largo
de las etapas de desarrollo de la planta con respecto al control; lo que resulto en la produccién de
mas macollos por planta, un rasgo agrondmico importante relacionado con la produccion de semilla

en arroz (Seo et al., 2008). La fosfito oxidorreductasa (ptxD) de Pseudomonas stutzeri cataliza la
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reaccion oxidacion del fosfito para generar fosfato. No se conocen plantas capaces de metabolizar
el fosfito, solo un reducido nimero de bacterias; por lo que las plantas genéticamente modificadas
para expresar ptxD son practicamente las Unicas que aprovechan esta fuente de P (Lépez-Arredondo
& Herrera-Estrella, 2012). Este sistema se ha reportado en Arabidopsis, algoddn, arroz y tabaco; este
ultimo necesita 30-50% menos P en forma de fosfito para alcanzar un rendimiento similar al de
plantas control con fosfato en invernadero, mientras que en campo generan hasta 20% mas de
biomasa (Lopez-Arredondo & Herrera-Estrella, 2012; Manna et al., 2016; Pandeya et al., 2018).
Ademds, el sistema ptXD-fosfito aporta un agente herbicida no letal y proporciona una mayor
biodisponibilidad del elemento debido a la menor reactividad en suelo del fosfito con respecto al

fosfato.

Todos los ejemplos anteriormente mencionados se basan en aumentar la eficiencia de la toma de
foésforo; ya sea por minado bioquimico, el aprovechamiento de otras fuentes de P, aumento en el
volumen de exploracidn de las raices y/o por la accion de transportadores de P alta afinidad. Se ha
prestado mucho menos atencidn a desarrollar sistemas que se enfoquen en mejorar la eficiencia en
la utilizacion de P. Esto se debe principalmente a la complejidad y al aun deficiente entendimiento
de los mecanismos involucrados y sus interacciones en este tipo de respuesta (Gu et al., 2016; Tian
et al., 2012). El panorama es algo similar con respecto a modificar favorablemente la ASR por
transgénesis (Heuer et al., 2017; Tian et al., 2012); aunque existen casos exitosos como la
sobreexpresion de AVP1 (Yang et al., 2007). Recientemente se reporté el rol en Arabidopsis del
transportador de malato ALMT1 y su principal regulador positivo STOP1 (también regulador positivo
del transportador de citrato MATE) en la modificacién de la ASR en deficiencia de P (Balzergue et
al., 2017; Mora-Macias et al., 2017), por lo que su sobreexpresion podria significar un sistema que

aumente la excrecion de acidos organicos y promueva el desarrollo del sistema radicular.

1.7. ALMT1, STOP1 y los acidos organicos: su importancia en multiples tipos

de estrés

1.7.1. Los acidos organicos y su interaccion con aniones del suelo

Los acidos organicos son compuestos carbonados que contienen al menos un grupo carboxilo. En
este trabajo, el termino acidos organicos hace referencia Unicamente a los aniones de acidos
organicos de bajo peso molecular no aminoacidicos, con especial énfasis en malato y citrato.

Dependiendo del nimero de grupos carboxilo y sus constantes de disociacion, los dcidos organicos
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se comportan como aniones capaces de acomplejar cationes en soluciéon e intercambiarse por
aniones en la matriz del suelo (Brady & Weil, 2016; Ryan et al., 2001). Estas caracteristicas quimicas

|3+

permiten a la planta disminuir la toxicidad por Al** y minar P insoluble, respectivamente.

La movilizacidn de Pi por los acidos organicos se da por mecanismos de intercambio de ligandos,

13* vy Fe®* se solubilizan formando complejos de carboxilatos

mientras que cationes tales como A
(Gerke et al., 1994). Dichos complejos solubles pueden ser estables dependiendo del nimero de
grupos carboxilo y su orientacion relativa a los grupos hidroxilo en la molécula, ademas que el metal

complejante protege al acido organico de la biodegradacion (Gerke, 1992).

1.7.2. Relevancia de ALMT1 y STOP1 en el desarrollo de las plantas bajo estrés

Los genes que codifican para el transportador de malato ALMT1 (ALUMINUM-ACTIVATED MALATE
TRANSPORTER 1) y el factor de transcripcién STOP1 (SENSITIVE TO PROTON RHIZOTOXICITY 1) han
sido estudiados intensivamente los ultimos afios, sobre todo por su importancia en la tolerancia a
la toxicidad por AI** y H* y, recientemente, por su papel en la respuesta de modificacion de

arquitectura radicular bajo deficiencia de P.

La tolerancia a Al** en un rasgo fisioldgicamente simple, dado por la liberacion de malato en la punta
de la raiz, pero genéticamente complejo, ya que es una caracteristica multigénica (Hoekenga et al.,
2003). En trigo se identificd y cloné por primera vez a ALMTI1, un transportador de malato
responsivo a AI** y que cosegrega con la tolerancia a aluminio de la descendencia de la cruza de dos
variedades que contrastan en esta caracteristica (Sasaki et al., 2004). Mas tarde se descubrio el
homodlogo de ALMT1 en Arabidopsis; demostrandose igualmente que, al mediar la excrecién de
malato, es un gen clave en la tolerancia a Al** (Hoekenga et al., 2006). Ademas, se encontré que

ALMT1 responde especificamente a Al**

y no a otros elementos rizotdxicos, que su expresion esta
restringida a la raiz y, que es regulado postranscripcional y postraduccionalmente mediante
fosforilacidn (Kobayashi et al., 2007). La regulacion de ALMT1 es compleja, muestra de ello es que
los niveles de transcripcion son inducidos independientemente por acido indol-3-acético, acido
abscisico, bajo pH, H,0; y flagelina22, un péptido producido por bacterias fitopatdgenas (Kobayashi
et al., 2013). Ademas, el transportador de citrato MATE es también responsivo a muchos de los

mismos inductores de ALMT1, lo que sugirié que ambos genes comparten mecanismos regulatorios

(Kobayashi et al., 2013).
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En 2007 se caracterizé a STOP1, un gen que codifica para un factor de transcripcion tipo dedos de
zinc de localizacién nuclear, cuya mutacién ocasiona hipersensibilidad a toxicidad por H* y AI**
debido a que es necesario para la induccidn de la transcripcion de ALMT1 y el transportador de
citrato MATE, ademas de otros genes de relevancia para estos tipos de estrés (luchi et al., 2007; Liu
et al., 2009; Sawaki et al., 2009). Aunque se ha demostrado que ALMT1 es fundamentalmente
regulado por STOP1, otros factores de transcripcién juegan un rol en su expresion inducible
(Tokizawa et al., 2015). STOP2, un gen homdlogo de STOP1 que presenta niveles menores de
expresion, tiene funcién redundante al inducir la expresién de varios genes que regula STOP1
(incluido MATE), sin embargo es incapaz de activar a ALMT1 (Kobayashi et al., 2014). Las plantas
que presentan hipersensibilidad a AI** o H*, como es el caso en las mutantes almtl y stopl, se

caracterizan por tener un menor desarrollo radicular cuando se someten a estos tipos de estrés,

restringiendo su capacidad para tomar agua y nutrientes e impactando en su desarrollo.

Recientemente se reporté que ALMT1 y STOP1 juegan un papel importante en la modificacién de la
ASR en respuesta a concentraciones bajas de P en el medio. La acumulacion y distribucién de Fe en
el dpice de la raiz, seguida del endurecimiento de las paredes celulares y el agotamiento
meristematico, son procesos fundamentales para detener el crecimiento radicular bajo condiciones
de deficiencia de P (Gutiérrez-Alanis et al., 2018). Bajo deficiencia de P, la exudacién de malato
promueve la acumulacién y movilizacién de Fe®* en el apoplasto del meristemo apical de raiz. Por lo
tanto, almt1 y stop1 son incapaces de acumular Fe en las zonas de transicién y elongacion, por lo
gue presentan un fenotipo de raiz larga en contraste con plantas silvestres (Balzergue et al., 2017;
Mora-Macias et al., 2017). Bajo deficiencia de Pi, el mdédulo STOP1-ALMT1 es esencial para inhibir
la elongacion celular en la raiz; ademas, STOP1 funcional es requerido también para promover el
agotamiento meristematico (Balzergue et al., 2017; Gutiérrez-Alanis et al., 2018; Mora-Macias et
al., 2017). Adicionalmente, se suele asumir que la exudacion de acidos organicos en la rizosfera tiene
un efecto benéfico para el desarrollo de las plantas que crecen en suelos deficientes en P, pese a
gue la evidencia solo es contundente para plantas con adaptaciones especificas tal como las raices

en racimo y grandes tasas de exudacion de carboxilatos (Lambers et al., 2015).

Uno de los sistemas mds prometedores para la generaciéon de nuevas variedades que presenten
mayor eficiencia en la toma de P es el de minado de P por exudacién de dacidos organicos,
principalmente por cuatro razones: [1] la abundancia de acidos orgdnicos en tejido, [2] la creciente

evidencia de su importancia en el minado de P, [3] sus funciones multiples en la toxicidad por
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cationes, el minado de otros nutrientes y el reclutamiento de microorganismos benéficos; y [4] el
reciente descubrimiento de su rol en la modificacién de la ASR en deficiencia de P. Especialmente
este Ultimo punto renueva el interés de estudiar los sistemas dirigidos a potenciar la exudacion de
acidos orgdnicos, ya que comunmente solo se evalian los niveles de exudacién de unos pocos
carboxilatos y su relacién con la respuesta en cuanto a variables de productividad (e.g. area foliar,
semilla producida y P en tejido), ignorando el cambio en la ASR. En este contexto, la sobreexpresién
en A. thaliana de los genes que codifican para transportador de malato ALMT1 y su principal
regulador positivo STOP1 (también regulador positivo de MATE, un transportador de citrato) son un
buen sistema para evaluar la importancia de la exudacion de carboxilatos y el cambio en la ASR

sobre las variables de productividad de la planta.

Il. HIPOTESIS

Las plantas de Arabidopsis thaliana sobreexpresantes de ALMT1 y STOP1 son mas productivas que
su contraparte silvestre al crecer con compuestos de fésforo de baja biodisponibilidad como Unica

fuente de este elemento.

lll. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Evaluar las variables morfoldgicas, genéticas, fisioldgicas y de rendimiento de lineas de A. thaliana
sobreexpresantes de STOP1 y ALMT1 y comparar con las de sus contrapartes silvestre y mutantes
(stop1y almtl) en sistemas in vitro y de hidroponia en sustrato utilizando compuestos insolubles de

fosforo representativos de suelos acidos y neutros/alcalinos.
3.2. Objetivos particulares

e Disefary validar un sistema in vitro y un sistema de hidroponia en sustrato adecuados para
evaluar compuestos minerales insolubles de P.
e Analizar el area foliar y la arquitectura radicular de las plantas crecidas in vitro bajo

diferentes niveles de disponibilidad de Pi.
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e Analizar el drea foliar, tiempo de floracién y produccién de semilla de las plantas crecidas
en hidroponia en sustrato bajo diferentes niveles de disponibilidad de Pi.

e Analizar los niveles de expresion de ALMT1 de las lineas sobreexpresantes.

e Cuantificar la exudacion de equivalentes de H* de las plantas en deficiencia de P.

e Evaluar la tolerancia a toxicidad por AlI** de las sobreexpresantes de STOP1 y ALMT1 y
compararlas con plantas silvestres y mutantes.

e Cuantificar y visualizar los acidos orgdnicos, principalmente citrato y malato, en exudados
de raiz de las lineas sobreexpresantes y sus controles.

e Relacionar posibles variables de arquitectura del sistema radicular y tasas de exudacion de
acidos organicos y H* con variables las variables de productividad de drea foliar y produccion

de semilla.

IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Material vegetal

En este trabajo se utilizaron las siguientes lineas de Arabidopsis thaliana

Linea Descripcion
WT Ecotipo silvestre Columbia (Col-0) accesion (CS70000).
almt1 Mutante insercional SALK_009629 (N509629) en el gen ALUMINUM ACTIVATED MALATE TRANSPORTER 1
(ALMT1), que codifica para un transportador de malato.
ston1 Mutante insercional SALK_114108 (N614108) en el gen SENSITIVE TO PROTON RHIZOTOXICITY 1 (STOP1), que
P codifica para un factor de transcripcion tipo dedos de zinc.
L1-L124 Lineas sobreexpresantes de STOP1 (p35S::STOP1) en el fondo WT.
L25- 148 Lineas sobreexpresantes de ALMT1 (p35S::ALMT1) en el fondo WT.
L49 - L72 Lineas sobreexpresantes de STOP1 (p35S5::STOP1) en el fondo stop1.
L73-193 Lineas sobreexpresantes de ALMT1 (p35S::ALMT1) en el fondo almt1.

4.2. Desinfeccion y vernalizacion de semillas

Todas las semillas fueron desinfectadas y vernalizadas previamente a iniciar experimentos. La

desinfeccién se llevd a cabo en tubos Eppendorf de polipropileno de 1.5 mL con la semilla a
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desinfectar y bajo condiciones de esterilidad dentro de campana de flujo laminar, de la siguiente

manera:

1. Seagregd 1 mLde etanol al 100% y se dejé en agitacion 8 min. Se descartd la solucién.

2. Se agregd 1 mL de solucién comercial CLORALEX™ al 20% y se dejé en agitacién por 6
minutos. Se descartd la solucidn.

3. Se agregd 1 mL de agua destilada estéril y se dejo en agitacidén por 10 min. Se descarto la
solucién.

4. Se repitid tres veces mas el paso 3y se adiciond 1 mL de agua destilada estéril.

5. Como parte de la vernalizacién, se envolvieron en papel aluminio los tubos Eppendorf con
la semilla desinfectada y se guardaron por al menos 3 dias a 4 °C. Después de este tiempo

las semillas estuvieron listas para ser sembradas.

4.3. Cultivo in vitro

En este trabajo se utilizaron dos sistemas in vitro. Estos difirieron en el tipo y concentracién de
gelificante utilizado, la formulacién nutrimental, el angulo de inclinacion de incubacion de las cajas

Petri, la forma de crecimiento de las raices en el medio, y el sitio de siembra de las semillas en el

gel.

Para ambos sistemas, se esterilizé el medio en autoclave (120°C, 15 psi por 15 min) y se vertio en
cajas Petri estériles. Las cajas se sembraron en condiciones de esterilidad y se incubaron en camaras
de crecimiento a 23 °C, iluminancia de 7,500 Ix y con fotoperiodo 16/8 h luz/obscuridad. 48 h
después de la siembra se consideré como el primer dia de edad de la plantula o 1 dpg (dia

postgerminacion).

En los experimentos en ambos sistemas en donde se buscé evaluar alguna caracteristica relativa a
la concentracidon de P en el medio o que se afectara por la misma (e.g. el fosfato afecta la

concentracion de AlI** libre), se limpiaron las trazas de P de los gelificantes.

4.3.1. Limpieza de trazas de fésforo del gelificante

Para limpiar impurezas de P en el gelificante se utilizé alumina, un éxido de aluminio con gran
afinidad al fosfato en solucién a pH acido. El protocolo consistié en dos pasos: [1] activacion de la

aluminay [2] Incubacidn y limpieza del gelificante.
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4.3.1.1. Activacion de la alumina

Se modificéd y adapté a escala laboratorio un método de acidificacion de alumina a partir de un

protocolo de preparacion de un buffer de P de fase sdlida (PennState College of Agricultural

Sciencies www.plantscience.psu.edu). Para activar 100 gr de perlas de alumina (1.5 — 2.0 mm de

diametro), el procedimiento fue siguiente:

1.
2.

Se pesaron 100 gr de alumina en un matraz de 1 litro.

Se adicionaron 350 mL de agua destilada y se puso en agitacion orbital (180 rpm) 30
minutos.

Se removieron y descartaron 35 mL de solucién. El pH de es de aproximadamente 9.0.

Se adicionaron 35 mL de HCI 2.50 N.

Se dejé el matraz en agitacién por 60 minutos. El pH de la solucidén se encontré en un rango
de3.0-3.5.

Se descarto la solucidn del matraz por decantacién.

Primer lavado: Se adicionaron 350 mL de agua destilada y se dejé 30 min en agitacién. El pH
se encontré un rango de 3.5 - 3.7. Se descarté el liquido por decantacién.

Segundo lavado: Se adicionaron 350 mL de agua destilada y se dejé 30 min en agitacién. El
pH se encontrd en un rango de 3.8 — 4.0. Se descarté el liquido por decantacion.

Se vaciaron las perlas de alumina en un recipiente plastico y se dejaron secar en un horno a
60-70 °C por 24 h. Estas perlas de alumina activada se guardaron en un lugar seco y libre de

humedad hasta su uso.

4.3.1.2. Incubacion y limpieza del gelificante con alumina

Para limpiar el gelificante para preparar un litro de medio de cultivo se procedid de la siguiente

manera:

vk N

Se peso la cantidad correspondiente de gelificante para 1 L de medio y se adiciond a un
matraz de 2 L con 900 mL de agua destilada.

Se ajusto el pH a aproximadamente 4.5 con HCL 1 N.

Se agregaron 5 g de alumina activada.

Se dejo al menos 12 h en agitacion orbital (200 rpm).

Se recuperd el agua con gelificante por decantacion, la cual en este punto se asumid libre

de trazas de P. Las perlas de alumina se desecharon y se ajustd el pH a 5.5.
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6. Se tratd de manera rutinaria la mezcla agua-gelificante para la preparacién del medio de

cultivo.

4.3.2. Sistema con agar como gelificante

Se utilizé la formulacién de MS 0.1X, 10 g L' de agar, 10 g L' de sacarosa y 3.5 mM de MES. La
concentracién de P en forma de KH,PO, fue de 10 y 500 uM para tratamientos de deficiencia y
suficiencia de P, respectivamente. Las semillas se sembraron en la superficie del medio en las cajas
Petri, y se incubaron en la cdmara de crecimiento con una rejilla que las mantuvo uniformemente
espaciadas a un angulo aproximado de 80°. De esta manera las plantulas crecieron con la raiz y el
brote sobre la superficie del medio, sin penetrarlo. Las plantulas cuyas raices penetraron el medio
en este sistema fueron descartadas para los andlisis. Este sistema se utilizé para la propagacion de
plantas, seleccién de plantas transformadas, verificacion inicial de fenotipos en deficiencia de P y
para la obtencién de material vegetal para distintos andlisis (exudados de raiz, MALDI-MSI,
evaluacion de cambios de pH y extraccion de RNA y DNA). A continuacidn, se resume el perfil

nutritivo de ambos sistemas de cultivo in vitro.

Concentracion (uMol L?)

Componente*
Sistema con Agar  Sistema con Phytagel
N 6026 8026
K 2879 2879
Ca 299 2299
P 10 - 1000 0.5 - 1000
S 173 1173
Mg 150 1150
B 10 10
Mn 10 10
Fe 10 30
Zn 3 3
Cu 0.04 0.04
Mo 0.21 0.21
Inositol 55.51 55.51
Glicina 2.66 2.66
Piridoxina 0.0243 0.0243
Acido nicotinico 0.0406 0.0406
Tiamina 0.0029 0.0029

*En ambos sistemas se adicionaron con 10 g L' de sacarosa.
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4.3.3. Sistema con goma gellan (Phytagel) como gelificante

Se utilizé como base la formulacidn de MS 0.1X adicionada con 1 mM de Ca(NOs);, 1 mM de MgSQO,,
1 mM CaCl, y 20 uM de Fe-EDTA. Un total de 4 g L de Phytagel™ (Sigma-Aldrich®) y 10 g L' de
sacarosa. En tratamientos con pH = 5.70, se adicioné 3.5 mM de MES. La concentracién de P varié
entre 0.5 y 1000 puM. Una vez solidificado el medio se cortd transversalmente a aproximadamente
3/4 de la altura de la caja Petri y se retird y desechd la porcion de gel mas chica. Las semillas se
sembraron en la zona central de la region del corte transversal y las cajas se incubaron en una
camara de crecimiento sin rejilla y recostadas uniformemente una sobre otra con un angulo
aproximado de 55°. De esta forma las plantulas crecieron con el brote practicamente sin contacto
con el medio de cultivo y con las raices penetrando el medio y creciendo a través de este. Las
plantulas cuyas raices no penetraron el medio en los primeros 3 dias postgerminacion fueron
descartadas para los analisis. Este sistema se utilizd para la evaluacidn fenotipica in vitro de plantas
bajo diversos tratamientos de sales de P y toxicidad por Al**. En los tratamientos para la evaluar la
toxicidad por aluminio se ajustd el pH a 4.20, con 100 uM de P (KH2PO4) y 300 uM de AICls. La

concentracion de Phytagel en este medio fue de 6 g L.

Las sales insolubles de P utilizadas inicialmente en este trabajo fueron fosfato de aluminio (AIPQ,),
fosfato de hierro (FePQ,), fosfato monocaélcico [Ca(H,PO,).], fosfato dicdlcico [CaHPQ,], fosfato
tricalcico [Cas(PO4),], hidroxiapatita [Cas(OH)(PQ4)3] y estruvita (NHsMgPQ,). Posteriormente se
acotd a las sales de fosfato de hierro, fosfato de aluminio, fosfato tricdlcico e hidroxiapatita; a
concentraciones de 320, 480, 645 y 645 uM, respectivamente. El pH de los tratamientos con sales
de fosfato de aluminio y fosfato de hierro se justd a 4.50, mientras que para el fosfato tricalcico e

hidroxiapatita se ajusté a 8.00.

4.4, Cultivo en sustrato

En todos los experimentos en sustrato se utilizaron recipientes de plasticos y se llevaron a cabo en
invernadero o en cuartos de crecimiento. En los cuartos de crecimiento se mantuvo controlada
temperatura a 23 °C con fotoperiodo 16/8 h (luz/obscuridad), mientras que en invernadero las

condiciones fueron variables (no medidas).
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4.4.1. Sistema en sustrato para propagacion de semillas

Se utilizé una mezcla de perlita:vermiculita:peat moss (1:1:1). Se trasplantaron a sustrato plantulas
germinadas in vitro de 6-12 dpg vy se dejaron tapadas con plastico translucido por al menos dos dias.

Se regd con agua corriente cuando fuera necesario y se fertilizdé con fertilizante triple 17 (N:P:K).

4.4.2. Sistema en sustrato inorganico inerte para evaluacion de tratamientos de P

Se utilizé una mezcla perlita:vermiculita (1:2) regada con solucién nutritiva MS 0.1X modificada.
Todos los experimentos utilizando este sistema se realizaron en bandejas de 50 pocillos cdnicos
independientes. Después de ensayos preliminares, se decidié trabajar Unicamente con fosfato de
aluminio e hidroxiapatita a 31 ppm. Tanto las concentraciones de nutrientes como de las sales
insolubles de P utilizadas se establecieron con respecto al volumen de un pocillo (70 mL). Cada
tratamiento con sal insoluble de P se preparé mezclando en seco un volumen conocido de sustrato
con la cantidad correspondiente del compuesto de fdsforo. El sustrato enriquecido con la sal
insoluble de P se distribuyd en las bandejas de 50 pocillos. Cada bandeja contd con solo un
tratamiento de P. Cuando el tratamiento de P fue KH,PO4, este se adiciond con la solucidon nutritiva.
Cada pocillo se regé con 30 mL de la solucidn nutritiva de hidroponia 2.33X (Ver tabla). El pH de la
solucién nutritiva se ajustod a 9.0 para los tratamientos con fosfato tricalcico o hidroxiapatita, a pH =
7.0 para cuando se utilizé KH,PO,, y a pH = 2.2 para fosfato de aluminio o fosfato de hierro (este pH
se obtiene después de agregar 2.5 mL de HCl 3N por litro de solucién nutritiva 2.33X a pH 5.0).
Similarmente se agregd a cada pocillo 5 mL de solucién 0.1% de Confidor® (Bayer Crop Science), un
insecticida sistémico para el control de plagas. Las bandejas se dejaron tapadas por al menos tres
dias para permitir la homogenizacidén por difusién de los componentes en solucién. Después de este
tiempo, con ayuda de una micropipeta, se sembraron de 5-10 semillas de Arabidopsis por pocillo. A
los 12 dpg, se eliminaron plantulas de manera de dejar solamente una por pocillo. El riego se realizo
como fuese necesario, en etapa vegetativa mediante microaspersién utilizando una pistola de
fumigacidn, y por subirrigacién después de iniciada la floracidon. Todos los riegos se hicieron con
agua destilada. A cada pocillo se le adaptaron independientemente guias de madera para guiar el
crecimiento de cada planta en floracion y para permitir la cosecha de semillas por individuo. A

continuacidn, se presenta los componentes de la solucidn nutritiva de hidroponia 1X.
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Compuesto Concentracién (M)

NH4NOs 2061
KNOs 1879
CaCl, - H0 299
MgS0s - 7H,0 2150
KI 0.5000
H3BOs 10
MnSOs - H,0 10
ZnS04 - 7H,0 3
Na;MoO; - 2H,0 0.2067
CuSOs - 5H,0 0.0400
CoCl, - 6H,0 0.0420
FeSO, - 7H,0 10
Na;:EDTA - H,0 20
CaNO; 1000

4.5. Generacion de lineas sobreexpresantes homocigotas

Los genes STOP1 y ALMTI1 se aislaron a partir de DNA gendmico de Arabidopsis thaliana Col-0
silvestre, utilizando oligonucledtidos disefiados especificamente. Las secuencias de los oligos fueron

las siguientes:

Oligo Secuencia
ALMTI1.cl (Fw) 5 -GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCGATGGTCACTCAGCTCTCTCAAGTG- 3’
ALMT1.cl (Rv) 5" -GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCCGCAAGATTATAGAGACGAGAC- 3°
STOP1.cl (Fw) 5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCTATGGAAACTGAAGACGATTTGTGC-3"
STOP1.cl (Rv) 5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATGCCTTAGAGACTAGTATCTG-3’

La amplificacién inicial de ambos genes por PCR se llevd a cabo con una polimerasa casera (94 °C 7
min, 30 ciclos [94 °C 1 min, 55 °C 1 min, 72 °C 3 min], 72 °C 7 min, 4 °C indefinido) en la siguiente
mezcla de reaccién: 2 plL de buffer 10X, 1.2 uL de MgCl2 (25 mM), 1 uL de cada oligo especifico (10
uM), 2 uLde dNTP’s (2 mM), 100 ng de DNA (1-2 uL), 2 uL de DNA polimerasa, y el volumen necesario
de agua DEPC para aforar a 20 pL. Se comprobd visualmente en un gel de electroforesis en agarosa
1% con bromuro de etidio (0.25 uM) la presencia de un solo amplicén del tamafio esperado en cada
caso. Ademas, se confirmd la identidad del amplicon mediante un analisis de restriccidn, utilizando
al menos dos enzimas distintas por gen (EcoRV y Pvull para la construccidon con ALMT1, y Avall y
Pvull para la construccidon con STOP1). Posteriormente se utilizéd una polimerasa de alta fidelidad

(Pushion Hot Start High Fidelity DNA Polymerase, Thermo Scientific™), siguiendo las
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recomendaciones del fabricante, para amplificar por PCR los amplicones utilizados en la clonacién

en el vector donante.

El disefio de los iniciadores con sitios attB y la recombinacién mediante el sistema Gateway®
Technology se realizé siguiendo los lineamientos del fabricante (Invitrogen™). Se utilizd
pDONOR™221 (Invitrogen™) como vector donante y pFASTG02 (Shimada et al., 2010) como vector
de destino. Las células electrocompetentes utilizadas fueron de Escherichia coli (DH5-Alpha) [para
la generacion de clones de entrada] y Agrobacterium tumefaciens (GPV2260) [para la generacidn de
clones de expresion]. La transformacidn bacteriana se realizd por electroporacién y se plaquearon
en los medios de seleccidn especificos con los antibidticos correspondientes a 100 ug L. En cada
paso de generacion de clonas se seleccionaron tres colonias independientes, se realizé PCR de

colonia y se confirmd por andlisis de restriccién la identidad de cada gen inserto, respectivamente.

Una vez obtenidos los clones de expresidn, se transformaron distintas lineas de Arabidopsis
mediante la técnica de inmersidn floral modificada (Martinez-Trujillo et al., 2004). Lineas WT y almt1
se transformaron con la construccion p35S::ALMT1, mientras que lineas WT y stopl con la
construccion p35S::STOP1, credndose cuatro grupos de transformantes. Una vez generada la TO, se
germinaron semillas de cada grupo en cajas Petri con glufosinato de amonio 100 pM (Sigma-
Aldrich®). Se seleccionaron de 20-24 individuos con resistencia al agente de seleccidon y se
propagaron en suelo. Utilizando el agente de seleccién, se realizé un andlisis de segregacién de las
lineas T1y se propagaron solo aquellas con una segregacién cercana a 3:1. Finalmente se evalué la
segregacion de individuos de cada linea T2, y se seleccionaron para los experimentos solo los lotes
de semillas con individuos que no presentaron segregacion de la resistencia al herbicida, es decir,

semillas de lineas homocigotas.
4.6. Extraccion de material genético

En todos los casos, una vez extraido el material genético, se corrieron electroforesis en gel de
agarosa al 1% tefidos con bromuro de etidio para la visualizacién de integridad. Ademas, se
estimaron los pardametros de pureza 260/280 y 260/230 y la concentracion de acidos nucleicos
mediante espectrometria (NanoDrop ND-1000, Thermo Scientific™). Las muestras de &cidos

nucleicos se mantuvieron guardadas a -80 °C hasta su uso.
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4.6.1. DNA plasmidico

Para extraccion de DNA plasmidico se utilizdé el kit QlAprep Spin Miniprep (QIAGEN®) y una

microcentrifuga, siguiéndose las indicaciones del fabricante.

4.6.2. DNA gendmico

La extraccién de DNA gendmico de Arabidopsis se realizé por el método de CTAB. Primeramente, se
pulverizaron plantas completas en nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino y se dispuso en
tubos Eppendorf de 1.5 mL. Por cada 100 mg de tejido pulverizado se agregd 1 mL de buffer de
extraccién (2% CTAB, 100 mM Tris-HCl, 1.4 M NaCly 20 mM EDTA). Se mezclo por inversion e incubd
en agitacion (750 rpm) a 55 °C por 20 min. Se centrifugd a 15,000 rpm por 13 min y se transfirio el
sobrenadante a un tubo nuevo. Se afiadié un volumen de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), se
mezclé por inversidon y se centrifugd a 15,000 rpm por 13 min. Se transfirié la fase superior acuosa
a un tubo nuevo y se afiadid una tercera parte de volumen de acetato de sodio 3M (pH =5.2) y dos
volumenes de etanol absoluto. Se mezcld por inversién e incubd a -20 °C por 1 h. Se centrifugé a
15,000 rpm por 13 min y descarté el sobrenadante. Se lavd dos veces con etanol al 70% la pastilla
generada y posteriormente se centrifugd a 7,600 rpm por 2 min. Se retird el etanol con una

micropipetay se dejo secar el pellet en campana. Finalmente, se resuspendio el pellet en agua DEPC.

4.6.3. RNA total

La extraccién de RNA total de Arabidopsis se realizé por el método de TRIzol™ (Invitrogen™). Se
pulverizé el tejido fresco en nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino y se dispuso en tubos
Eppendorf de 1.5 mL. Se afiadié 1 mL de TRIzol™ por cada 100 mg de tejido pulverizado, se
homogenizé por vortex e incubé a temperatura ambiente por 5 min. Se centrifugé a 12,000 rpm por
10 min a4 °C. Se recupero la solucidn en un tubo nuevo, se afiadieron 200 puL de cloroformo: alcohol
isoamilico (24:1) por cada mL de TRIzol™ utilizado, se mezcld por inversién y se incubd a
temperatura ambiente por 3 min. Se centrifugd a 12,000 rpm por 15 min a 4 °C y se transfirio el
sobrenadante a un tubo nuevo frio. Se afiadieron 500 uL de isopropanol, se mezclé por inversion y
se incubé a temperatura ambiente por 10 min. Se centrifugd a 12,000 rpm por 10 min a 4°Cy se
desechd el sobrenadante. Se lavé la pastilla con 1 mL de etanol al 75%, se dio un pulso de vortex y
se centrifugd a 7,500 rpm por 5 min a 4 °C. Se retird el etanol y se dejé secar la pastilla en campana.

Por ultimo, se resuspendid la pastilla en agua DEPC.
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4.7. qRT-PCR

Se extrajo RNA total de raices de plantas de 14 dpg crecidas en deficiencia de P (10 uM) de las
siguientes lineas: WT, almtl, stopl, sobreexpresantes de STOP1 (L6.5, L7.1, L18, L21.3 y L22.3) y
sobreexpresantes de ALMT1 (27.4, L30.2, L38.1, L39.3, L41.5 y L52.2). El RNA se cuantificé por
espectrometria y se corrid un gel de electroforesis disponiendo cantidades iguales de cada muestra.
En funcién de la intensidad de bandeo, se corrigid manualmente la cantidad de material dispuesto
por pozo hasta que la intensidad de bandeo en el gel fuera aproximadamente similar en todas las

muestras.

Los oligonucledtidos utilizados fueron:

Oligo Secuencia

ALMT1.RT (Fw) 5 -CTTTGTGCAAGCTGCGTTGTC-3’

ALMT1.RT (Rv) 5-AATGCTTCCGGAATCCGACT-3’
ACT2.RT (Fw) 5"-GAATTGTCTCGTTGTCCTCCTCAC-3’
ACT2.RT (Rv) 5'-TGCAAATCCAGCCTTCACCATAC-3’

Se sintetizaron los cDNAs con la siguiente mezcla de reacciéon: 0.5 plL de cada oligo Fw (10 uM), 300
ng de RNA (0.75-4 uL) y el volumen respectivo de agua DEPC para aforar a 6.5 pL. Se mezclé por
pipeteo y se incubd a 65 °C por 5 min, en hielo por 5 min y se afiadié 1 uL de DTT (0.1 M), 2 ulL Buffer
5X, 1 uL dNTPs (10 mM) y 0.25 pL de enzima SuperScript lll (Invitrogen™). Se mezcld y se incubéd en
termociclador (25 °C 1 min, 50 °C 1 h, 70 °C 15 min, 4 °C indefinido).

La mezcla de reaccion para el qPCR fue la siguiente: 5 pL de SensiFAST™, 0.4 ulL de oligo Fw y Rv
especifico, respectivamente; 1 uL de cDNA y 3.2 uL de agua DEPC. El programa de amplificacion fue

el siguiente: 95 °C por 2 min y 40 ciclos (95°C5s, 65 °C10s, 72 °C 10 s).

El gPCR se realizé en un termociclador 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems®) mediante
deteccién de SYBR® Green. La expresion relativa se calculé mediante el método Ct de cuantificacion

relativa. Se realizaron dos replicados biolégicos para cada linea y dos replicados técnicos.
4.8. Cuantificacion de protones exudados por la raiz

Se crecieron las distintas lineas de Arabidopsis en cajas Petri con agar hasta los 14 dpg en
condiciones de suficiencia de P (500 uM de Pi, pH = 5.70) y después se hizo un trasplante ya sea a

cajas con condiciones similares o en deficiencia de P (10 uM de Pi, pH = 5.70) por tres dias.
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Posteriormente, las plantas de 17 dpg, en grupos de cinco individuos, se transfirieron por 24 h a
placas de 24 pocillos (Corning® Costar®) con 1000 pL medio liquido suficiente (500 uM) o deficiente
(0O uM) en Pi, adicionado como KH,PQO,. En seguida las placas se dispusieron en un agitador orbital a
100 rpm por 7 min y se retiraron las plantas. De cada uno de los pocillos se tomaron 400 pL y se
repartieron en dos pocillos en una placa de 96 pozos (Corning® Costar®) para su andlisis. La
formulacién del medio liquido fue MS 0.1X (sin MES, vitaminas ni sacarosa), 0 o 500 uM de Piy 0.15
mM de purpura de bromocresol (rango de sensibilidad de pH 5.2 — 6.8). El pH del medio se ajusto a
6.6 y se esterilizé por filtracién (Miller® GP 0.22 um). Se prepard una curva estandar a pH 5.1, 5.4,
5.7, 6.0, 6.3y 6.6. El cambio de pH se calculé mediante la medicién de la absorbancia a 430 nm en
el espectrémetro TECAN® Infinite M1000 y la asociacién con la curva estdndar (por cuadruplicado).
La conversién de unidades de pH a equivalentes de H" exudados al medio se realizé mediante la
asociacién con curvas de titulacién de las dos formulaciones de medio nutritivos con purpura de
bromocresol (por triplicado). Los experimentos se hicieron por cuadruplicado, con dos réplicas

técnicas.
4.9. Cuantificacion de acidos organicos exudados por la raiz

Las condiciones de crecimiento de las plantas y formulacién de los medios fueron similares a las de
los ensayos de cuantificacion de protones, excepto en que el medio liquido de exudaciéon carecid
del indicador de pH y el tiempo de incubacién fue de solamente 2 h. De cada pocillo se recuperaron
700 pL de medio de exudacién en tubos Eppendorf de 1.5 mL. Las muestras se liofilizaron y se
guardaron a -80 °C para su analisis por UPLC-HRMS (Ultra-High Performance Liquid Chromatography
coupled to High Resolution Mass Spectrometry) [ANEXOS Informacién Al]. Los 4cidos organicos
evaluados fueron: malato, citrato, lactato, malonato, fumarato, succinato, alfa-cetoglutarato y
piruvato. Los experimentos se hicieron por cuadruplicado, con tres réplicas técnicas. Todo el

proceso, hasta la liofilizacién, se llevé a cabo en condiciones de esterilidad.
4.10. Localizacion espacial de citrato y malato en exudado y apice de raiz

Las plantas fueron crecidas en medio semisdlido in vitro en suficiencia de Pi (500 uM) hasta los 7
dpg, después se realizé un trasplante a tratamiento similar o de deficiencia de Pi (10 uM) por tres
dias. Las plantas de 10 dpg se incubaron 7 h sobre una membrana de nylon (BrightStar®-Plus

Membranes, Applied Biosystems®), unida a la placa de MALDI-MSI por una cinta doble cara,
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saturada con solucién suficiente (500 uM) o deficiente (0 uM) en Pi, segln correspondiera, y dentro
de una caja Petri. La formulacidn de las soluciones utilizadas fue similar a las del medio de exudacién
en la cuantificacidn de acidos organicos. La placa MALDI-MSI con las plantas se incubd en la misma
camara de crecimiento donde se crecieron las plantas, a una inclinacién de 55° y en condiciones de
luz continua. Después de cumplido el tiempo de incubacidn, se removieron cuidadosamente los
brotes con un bisturi, se retiré la placa a una caja Petri nueva y seca, y se dejé secar la membrana
con las raices a temperatura ambiente en campana de flujo laminar por 15 min. La placa seca se
fotografio, se guardd en una caja Petri sellada y se procesé para su analisis por MALDI-MSI (ANEXOS
Informacidn A2). Se realizaron tres réplicas bioldgicas para cada uno de los genotipos por cada uno
de los tratamientos y para citrato y malato por separado. Todo el proceso se realizé en campana de
flujo laminar; sin embargo, a partir de la incubacién de las plantas en la placa de MALDI-MSI, no en

condiciones de esterilidad.
4.11. Obtencidn y analisis de datos

La arquitectura radicular se caracterizé con el software semiautomatico RootNav (Pound et al.,
2013) [para la raiz principal y raices secundarias de primer orden] e Imagel (Schneider et al., 2012)
[para las raices secundarias de segundo y tercer orden]. El rea foliar y las variables morfoldgicas de
la semilla se evaluaron con los softwares Easy Leaf Area (Easlon & Bloom, 2014) y SmartGrain
(Tanabata et al., 2012), respectivamente. Todos estos softwares realizan el analisis a partir de
fotografias proporcionadas por el usuario. Las fotografias se tomaron con una cdmara Nikon D5300
con el objetivo AF-S Micro-Nikkor 60mm f/2.8G ED, o AF-S Nikkor 18-140mm f/3.5-5.6G ED VR.
Cuando fue necesario, las fotografias se modificaron (e.g. contraste, brillo, cambio de color y
dimensiones) con el programa GNU Image Manipulation Program (Kimball et al., 2017). Todos los
datos se procesaron en RStudio (R Core Team, 2018). Se utilizaron los paquetes “ggplot2” (Wickham,
2016), “RColorBrewer” (Neuwirth, 2014), “gridExtra” (Auguie, 2017), “agricolae” (de Mendiburu,
2017) y “dplyr” (Wickham et al., 2018). Para los analisis de segregacidn se utilizé la prueba chi-
cuadrada, considerandose lineas con segregacién 3:1 las que obtuvieran un valor p > 0.80 bajo la
hipdtesis nula de segregacién 3:1. Para los contrastes entre variables de arquitectura radicular, area
foliar, caracteristicas de semilla y cuantificacién de exudacion de acidos organicos y protones; se
realizd ANOVA y prueba de Tukey (alfa = 0.05). Para los analisis de correlacion, se utilizé un modelo
lineal y se presenta el coeficiente ajustado de correlacién de Pearson R2. Los detalles del andlisis de

datos con respecto a UPLC-HRMS y MALDI-MSI se resumen en ANEXOS (Informacion A.1y A.2).
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V. RESULTADOS

5.1. Validacion de los sistemas de cultivo

Para la validacién de los sistemas de cultivo in vitro y de hidropénia, se utilizaron Unicamente plantas

de Arabidopsis silvestre y P soluble en forma de KH,PO,.

5.1.1. Validacion del sistema in vitro

Se disefid y validd un sistema in vitro a base de goma gellan que presentd las siguientes

caracteristicas (ANEXOS Figura Al):

e Estabilidad del gel en un rango de pH de 4.0 —9.0.

e El gel permite la penetracién y el crecimiento radicular a través de él, permitiendo que el
sistema radicular este en completo contacto con los tratamientos de sales insolubles de P.

e Debido a la limpieza con alumina de impurezas de P del gelificante, se asegurd que
practicamente todo el P en los tratamientos fuera provisto por la sal insoluble dispuesta.

e Elcorte en el medio de cultivo a la altura del sitio de siembra permitié que el brote tuviera
un contacto minimo con el medio de cultivo.

e La goma gellan crea geles mas cristalinos que el agar, lo cual permite obtener imagenes
mas nitidas de la arquitectura radicular y facilita la identificacion de contaminacion en el
medio.

e Selogré homogeneidad en la distribucion de las sales insolubles de P en el gel solidificado.

El sistema in vitro se validé mediante una cinética a 24 dias de diversos tratamientos de P soluble
en un rango de amplio de concentraciones (0.5, 1, 5, 10, 50, 100, 500 y 1000 uM) y comparando los
rasgos de arquitectura radicular y brote de plantas silvestres con los reportados en los estudios de
nutricién de P. Se encontré una relacién directamente proporcional entre la concentracion de P en
el medioy la longitud de la raiz primaria, la longitud total del sistema radicular, la longitud promedio
de raices laterales y el area foliar, respectivamente (Figura 5, ANEXOS Figura A1A, Tabla 2). La
relacion fue inversamente proporcional entre la concentracidon de P en el medio y la densidad de
raices laterales; mientras que el niumero total y longitud promedio de raices laterales fue mayor en
los tratamientos de 0.5 — 10 uM de P a los 8 dpg, pero se invirtié esta tendencia en los dias

posteriores (Figura 5, Tabla 2). También se observd una clara acumulacién de antocianinas en el
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brote en las plantulas en los tratamientos con 0.5 — 10 uM de P (ANEXOS Figura A1-A), ademas de

una mayor proliferacion de pelos radiculares con respecto a los tratamientos con mayor

concentracion de P.

Tabla 2. Mediciones de variables de raiz y brote en funcién de la concentracion de P de plantas in vitro

Longitud de laterales

. Area foliar Raiz primaria Numero de Longitud total Densidad de
Tratamiento de P 2 (mm)
(M) (cm?) (mm) laterales (mm) laterales
. 24 dpg 24 dpg 24 dpg 24 dpg 24 dpg 8 dpg 24 dpg
0.5 0.042 (0.001) 5.0 (0.6) 10.0(0.3) 40.8 (2.5) 25.1(2.7) 1.4(0.2) 3.6(0.2)
1 0.043 (0.002) 4.7 (0.4) 9.2 (0.6) 35.6(2.6) 23.5(2.9) 1.1(0.2) 3.4(0.3)
5 0.044 (0.001) 10.6 (0.6) 9.6 (0.7) 62.4 (4.0) 9.9(1.4) 1.1(0.2) 5.6(0.3)
10 0.061 (0.002) 11.2 (1.1) 8.8(0.5) 87.5(4.2) 11.2 (1.9) 1.7(0.3) 8.9(0.4)
50 0.201 (0.013) 21.3(1.7) 12.5(1.0) 154.3 (12.9) 6.4 (0.5) 1.0(0.2) 10.6(0.4)
100 0.329 (0.026) 35.6 (1.5) 14.6 (1.2) 160.6 (14.1) 4.1(0.3) 0.6(0.2) 8.3(0.6)
500 0.302 (0.022) 60.0 (1.9) 8.8(0.9) 149.0 (13.0) 1.4(0.1) 0.5(0.2) 9.8(0.5)
1000 0.341 (0.026) 56.3 (1.6) 8.9(0.9) 155.0 (12.0) 1.5(0.1) 0.6(0.2) 11.3(0.5)

Se muestra la media de cada una de las variables con el SEM entre paréntesis

La respuesta in vitro de Arabidopsis a la deficiencia de P en el sistema desarrollado es

cualitativamente equivalente a lo reportado en la literatura (Ver antecedentes). Por lo tanto, se

siguid con la optimizacion de las concentraciones de sales insolubles de P, tal que limitaran la

generacion de darea foliar similar a con la concentracién de 10 puM de P soluble. Estas

concentraciones fueron 480 UM para fosfato de aluminio (pH = 4.50), 320 uM para fosfato de hierro

(pH =4.50), y 645 uM para fosfato tricdlcico e hidroxiapatita (pH = 8.00), respectivamente (ANEXQOS

Figura A2).
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Figura 5. Validacion del sistema in vitro. Se utilizaron plantas silvestres de Arabidopsis, tomandose datos cada cuatro dias. Se
evaluaron ocho concentraciones de P adicionado como KH,POs, pH = 5.70. Las barras de error representan SEM (n = 20).

5.1.2. Validacion del sistema de hidroponia en sustrato

Se disefié y validd un sistema de hidroponia en sustrato a base de vermiculita y perlita que presentd

las siguientes caracteristicas:

e El sustrato se proporciona estéril, posee una excelente capacidad de intercambio idnico y
de retencion de humedad, y carece practicamente de impurezas de P disponible. Si no se
adiciona una fuente de P, las plantulas presentan sintomas de deficiencia de P en brote y
mueren a las pocas semanas de germinadas.

e Elsustrato es totalmente de origen mineral (roca expandida), por lo que no hay interaccién
con componentes orgdnicos, los cuales contribuyen a aumentar la biodisponibilidad de P

mineral.
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e Elsustrato posee pH neutro, y su acidificacidn o alcalinizacién se logra facilmente, mediante
la adicidn de acido o base a la solucidn del primer riego.

e Debido a su esterilidad nutrimental, el perfil nutricional en este sistema es facilmente
personalizable mediante fertirriego.

e El tamafio de particula del sustrato es homogéneo, por lo que la mezcla con las sales
insolubles de P se lleva a cabo uniformemente.

e Las plantas de Arabidopsis son capaces de completar su ciclo de vida en este sistema sin

ningun problema.

El sistema de hidroponia en sustrato se validé mediante una cinética con tratamientos de 0.8, 4, 8,
40, 80, 400 y 800 uM de P soluble (con respecto al volumen de sustrato en el pocillo). Se sembraron
directamente en sustrato semillas de plantas silvestres y se crecieron hasta que completaron su ciclo
de vida. Las variables evaluadas fueron area foliar, tiempo de floracién y varias caracteristicas de las
semillas producidas. Se encontré una relacion directamente proporcional entre la concentracion de
P del tratamiento y el tiempo de floracion, la generacién de area foliar y la semilla total producida
por planta (Figura 6, Tabla 3). Los tratamientos con las concentraciones 0.8-8 y 400-800 uM de P,
respectivamente, no presentaron diferencias significativas entre si en ninguna de las variables
evaluadas (Figura 6, Tabla 3). Los cambios de mayor magnitud tanto en area foliar a los 25 dpg
(diferencia de 2.43 veces) como en el tiempo de floracién del 50% de los individuos (diferencia de
24 dias) se dieron entre los tratamientos de 80 y 400 uM de P (Tabla 3). Por su parte, las plantas
bajo las concentraciones de 0.8-8 uM de P producen semilla solo del 5-7% de su potencial (refererido
como el obtenido bajo los dos tratamientos mas altos de P), mientras que los tratamientos de 40 y

80 uM de P producen al 13 y 25%, respectivamente (Tabla 3).

No se presentaron diferencias significativas en el peso de 100 semillas ni el drea de semilla; sin
embargo, se encontraron diferencias de pequefia magnitud, pero estadisticamente significativas, en
el cociente longitud:ancho de las semillas entre algunos tratamientos (Figura 6). También se observo
la acumulacion de antocianinas en los tratamientos de 0.8, 4 y 8 uM de P en las primeras semanas

de crecimiento.
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Tabla 3. Mediciones de area foliar, floracion y semilla producida en funcién de la
concentracion de P de plantas en hidroponia en sustrato

Tratamiento de P Area foliar 25 dpg Floracion 2 50%*  Semilla producida

(um) (cm?) (dpg) (mg)

0.8 0.38 (0.04) 48 2.2 (0.30)

4 0.26 (0.03) 48 2.9(0.27)

8 0.30 (0.04) 50 2.9 (0.30)

40 0.80 (0.08) 36 5.8(0.42)

80 1.25(0.10) 30 11.0(0.75)

400 3.04 (0.27) 26 43.8(1.89)

800 2.44 (0.24) 28 43.8 (2.50)

Se muestra la media de cada una de las variables con el SEM entre paréntesis
*Se reporta el primer dia postgerminacion en el cual la proporciéon acumulada de
individuos que florearon en ese tratamiento fue > 50%.

De manera similar al sistema in vitro, la respuesta a la deficiencia de P de Arabidopsis en el sistema
hidropdnico es consistente con lo reportado (Ver antecedentes). En concreto, la deficiencia de P
disminuye la generaciéon de biomasa en etapa vegetativa, ocasiona retraso en la floracién y
disminuye la produccidn de semilla. Se siguid con la optimizacién de las concentraciones de sales
insolubles de P; buscandose que el area foliar, el tiempo de floracién y la produccion de semilla por
planta contrastaran con el tratamiento de 1 mM de KH,PO,. Estas concentraciones fueron de 1 mM
para fosfato de aluminio, fosfato de hierro e hidroxiapatita; sin embargo, no para fosfato tricalcico
(ANEXOS Figura A3). Se decidié trabajar con la sal mas contrastante caracteristica de cada tipo de

suelo: fosfato de aluminio para pH acido e hidroxiapatita para pH neutro/alcalino.
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Figura 6. Validacion del sistema de hidroponia en sustrato. Se utilizaron plantas silvestres de Arabidopsis, tomandose datos cada dos
dias para el tiempo de floracién y cada 5 dias para el area foliar. Las mediciones del drea foliar se llevaron a cabo hasta que florearon
mas del 50% de las plantas en el tratamiento. Se evaluaron siete concentraciones de P adicionado como KH,PO4, en pH neutro. Las
barras de error en la cinética del 4rea foliar representan SEM. Inicialmente se conté con 50 plantas en cada tratamiento; sin embargo,
para los tratamientos de 0.8, 4, 8, 40, 80, 400 y 800 uM de P solo 18, 21, 21, 28, 38, 44 y 42 individuos completaron su ciclo de vida,
respectivamente. Para el peso de 100 semillas, area y cociente longitud:ancho de las semillas, se tomaron muestras de semillas
pertenecientes a 10 individuos elegidos al azar por tratamiento. Para los graficos de diagrama de caja y bigote, los grupos estadisticos
se encuentran representados con letras y fueron determinados mediante ANOVA-Tukey HSD (valor de p <0.05). Este experimento se
llevé a cabo en un cuarto de cultivo con temperatura controlada a 23 °Cy fotoperiodo 16:8 (luz:obscuridad).
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5.2. Asociacion entre variables descriptivas y variables de productividad

Con los datos obtenidos en la validacién de ambos sistemas, se planted buscar variables descriptivas
(variables de ASR in vitro; y area foliar y tiempo de floracién en hidroponia en sustrato) que
correlacionaran con las principales variables de productividad en cada sistema (area foliar in vitro y

produccion de semilla en hidroponia en sustrato).

En el sistema in vitro, la Unica correlacidon importante que se encontrd con el area foliar fue la
longitud total del sistema radicular (ANEXOS Figura A4). Estas dos variables presentan una
correlacidn positiva entre si. Por tanto, se propuso al cociente de area foliar:longitud total del
sistema radicular como un pardmetro de eficiencia en la generacién de area foliar dado un sistema
radicular (Figura 7A). Sin embargo, esta correlaciéon no se mantiene en todos los tratamientos: a
concentraciones de 0.5-5 uM de P el R < 0.15, a 10 uM de P el R2=0.41, y de 500-1000 uM de P el
R? > 0.69. Ademas, este parametro de eficiencia varia significativamente entre algunos de los
tratamientos (Figura 7A). Por tanto, el indice de eficiencia de generacion de area foliar propuesto,
aunque probablemente util al comparar genotipos bajo un mismo tratamiento, debe tomarse con

precaucidn para hacer comparaciones entre diferentes condiciones de disponibilidad de Pi.

En el sistema hidropdnico, no se encontrd ninguna correlacidn alta entre la produccién de semillay
el 4rea foliar (20 dpg) o el tiempo de floracidn (R?< 0.30) en el experimento de validacion con la sal
soluble de P (Experimento de la Figura 6). Se procedié a analizar de la misma manera los datos de
los experimentos donde se utilizaron las sales insolubles como Unica fuente de P (Experimento de
la Figura A3, en ANEXOS). Interesantemente, solo se encontré una correlacién importante (R?> 0.40)
entre las tres variables evaluadas en los tratamientos de fosfato de aluminio e hidroxiapatita (Figura
7B). El peso de las semillas producidas tiene una relacidn positiva con el area foliar, y negativa con
el tiempo de floracién. Estas observaciones validan en cierta medida el uso del area foliar como

variable de rendimiento en los experimentos in vitro.
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Figura 7. Asociacion entre variables descriptivas y de productividad. (A) Cociente area foliar: longitud del sistema radicular como
indice de eficiencia en el sistema in vitro, con KH,PO4 como fuente de P. (B) Correlacion entre la produccion de semilla, area foliar (40
dpg) y el tiempo de floracidn en el sistema de hidroponia en sustrato, con fosfato de aluminio (izquierda) o hidroxiapatita (derecha)
como fuentes de P. A.foliar = 4rea foliar, P.semillas = peso de semillas, T.floracién = tiempo de floracion.

5.3. Seleccidon de lineas sobreexpresantes de ALMT1 y STOP1

Se obtuvieron 9y 7 lineas transformadas con los vectores de sobreexpresién de ALMT1 y STOP1 con
segregacion 3:1, respectivamente. Se seleccionaron al azar 5 lineas de cada gen para el analisis de
la expresién de ALMT1 en sistema radicular en -P por gRT-PCR. De estas se seleccionaron tres lineas
sobreexpresantes de cada gen con respecto a los niveles mas altos de expresién (Figura 8). Se
eligieron las lineas L27.4, L38.1 y L39.3 de la construccion p35S::ALMT1;y L6.5,121.3yL22.3dela
construccion p35S::STOP1. Estas lineas presentaron niveles de expresion de ALMTI

aproximadamente 2-20 veces mayor que en las plantas silvestres.
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Figura 8. qRT-PCR de lineas transformadas.

Andlisis por qRT-PCR de la expresion de ALMT1

en el sistema radicular en -P de lineas
1 transformadas de Arabidopsis. Las barras
representan la media del fold change con
respecto a la de las plantas silvestres (linea
roja punteada) y las barras de error
representan el SEM. Se hicieron dos replicados
bioldgicos y dos replicados técnicos. Se utilizo
ACT2 como control interno.
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5.4. Visualizacion y cuantificacidon de la exudacion de acidos organicos y H*

por la raiz

Se espera que la sobreexpresion de ALMT1 y STOP1 se refleje en mayores tasas de exudacién de
malato y de malato y citrato por parte de la raiz, respectivamente. MALDI-MSI es una técnica de
espectrometria de masas disefiada para visualizar la distribucidn espacial de moléculas mediante el
escaneo punto-a-punto de una muestra, para finalmente recrear un mapa de distribucion e
intensidad de sefial de las moléculas de interés. Se realizd un analisis dirigido para la deteccién de
malato y citrato tanto en tejido como en exudado de dpice de la raiz principal de plantas mutantes,
silvestres y sobreexpresantes de ALMT1 y STOP1 bajo tratamientos de suficiencia (+P) y deficiencia
(-P) de P. Las imagenes obtenidas por MALDI-MSI muestran una mayor acumulacion en tejido y
distribucién de exudado de malato en las plantas sobreexpresantes de ALTM1 y STOP1 en -P con
respecto a las plantas mutantes y silvestres (Figura 9). En +P no se detectaron diferencias entre los
distintos genotipos (Figura 9). En las comparaciones entre tratamientos de P solo parecen contrastar
los exudados de malato de las plantas sobreexpresantes, mientras que las plantas silvestres y
mutantes permanecen aparentemente sin cambios tanto en exudados como en tejido (Figura 9). En
las imagenes de citrato, no se perciben diferencias entre genotipos en ninguno de los dos
tratamientos de P; sin embargo, resulta clara la mayor acumulacién de citrato en tejido de todos los

genotipos en -P con respecto a +P (Figura 9).
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Figura 9. MALDI-MSI de raices de plantas silvestres, mutantes y sobreexpresantes de ALMT1 y STOP1 en tratamientos de P. Se
crecieron in vitro plantas en suficiencia de P (+P) hasta los 7 dpg, luego se trasplantaron a tratamientos de deficiencia de P (-P) o +P
por 3 dias. Estas plantas de 10 dpg se incubaron en membranas de nylon saturadas con solucién +P o -P, segun correspondiera, por 7
h; después de lo cual se llevd a cabo el andlisis dirigido de MALDI-MSI para malato y citrato. Se presenta la imagen obtenida por
MALDI-MSI superpuesta a una fotografia de los apices radiculares obtenida momentos antes de iniciar el andlisis. En todos los casos,
el acomodo de las raices de las plantas es, de izquierda a derecha: WT, almtl1, stop1, L21.3, L22.3, L27.4 y L38.1. Las escalas de
intensidad y longitud son similares para todas las imdgenes. Se obtuvieron imagenes por triplicado (ANEXOS Figura A5).

Para apoyar los resultados cualitativos de MALDI-MSI, se cuantificaron citrato y malato en exudados
de raiz. Ademas, debido a que los acidos orgdnicos en tejido provienen en gran medida del ciclo de
Krebs, se cuantificaron fumarato, succinato y alfa-cetoglutarato. Se analizaron también oxalato y
malonato, acidos organicos de importancia en el minado de P (Ryan et al., 2001), este ultimo junto

con el malato es el acido organico mas abundante exudado por plantas como el garbanzo (Li &
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Copeland, 2000). Como controles se incluyeron en el analisis piruvato y lactato, compuestos de
reducida importancia en el minado de P. Ademas, la exudacidn de acido lactico es una respuesta a
condiciones de anoxia (Choi & Roberts, 2007). Se obtuvieron exudados de raiz de plantas silvestres,
mutantes y sobreexpresantes de ALMT1 y STOP1 bajo suficiencia o deficiencia de P; y se cuantific
malato, citrato, lactato, malonato, fumarato, succinato, alfa-cetoglutarato y piruvato por UPLC-
HRMS (Figura 10). Los datos de cuantificacidn del oxalato se suprimieron, ya que su concentracién

en exudado se encontré por debajo de los niveles de cuantificacion.

Solo las lineas L6.5 y L21.3, sobreexpresantes de STOP1, presentaron consistentemente tasas de
exudacion significativamente mayores en varios de los carboxilatos evaluados con respecto a
plantas silvestres; mientras que las lineas L27.4 y L38.1, sobreexpresantes de ALMT1, solamente
presentaron mayor tasa de exudacién de succinato en -P. No se encontraron diferencias
significativas entre las tasas de exudacidn de altm1y stop1 y las de las plantas silvestres, ni tampoco
entre sus tasas de exudacién en +P y -P (Figura 10). A continuacion, se presentan los fold change de
las tasas de exudacion de acidos organicos estadisticamente significativas con respecto a la de las

plantas silvestres en +P o -P segln corresponda:

Fold change de la tasa de exudacion de acidos organicos con diferencias
Genotipo | Tratamiento significativas con respecto a los de plantas silvestres bajo el mismo tratamiento
Malato Citrato Malonato Fumarato Succinato a-cetoglutarato
L6.5 -P 2.09 - - 2.96 2.52 -
+P - 2.45 1.95 - - -
L21.3
-P 2.27 - 2.29 3.16 2.86 2.17
L27.4 -P - - - - 2.47 -
L38.1 -P - - - - 3.85 -

Las cuatro lineas enlistadas anteriormente fueron ademas las lineas sobreexpresantes mas
responsivas al tratamiento de deficiencia de P y que presentaron las mayores tasas de exudacion de
acidos organicos totales en ese tratamiento, aunque solo estadisticamente significativas para L6.5
y L21.3 (ANEXOS Figura A6). Con respecto a plantas WT en +P y -P, respectivamente, el fold change

de las tasas de exudacion de carboxilatos totales fueron las siguientes:

Fold change de la tasa de exudacién de acidos organicos totales con respecto a los de plantas

silvestres bajo el mismo tratamiento

enotipo | Wt | almt1 stopl | L6.5 | L21.3 | L22.3 | L27.4 | L38.1 139.3
Tratamiento

+P 1 0.73 0.49 1.24 1.38 0.59 0.99 0.95 0.87

-P 1 1.14 1.15 1.79 1.99 0.70 1.41 1.61 1.05
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Figura 10. Cuantificacion por UPLC-HRMS de acidos organicos provenientes de exudados de raiz bajo tratamientos de P. Se crecieron
in vitro plantas en suficiencia de P (+P) hasta los 15 dpg, luego se trasplantaron a tratamientos de deficiencia de P (-P) o +P por 3 dias.
Posteriormente se incubaron 2 h en medio liquido +P o -P y se procesé el exudado para la cuantificacién de 4cidos organicos. Los
contrastes estadisticos se realizaron para cada uno de los acidos organicos, incluyendo todos los genotipos y ambos tratamientos de
P. Los grupos estadisticos se encuentran representados con letras y fueron determinados mediante ANOVA-Tukey HSD (valor de p
<0.05). Las barras de error representan el SEM (n=4). Los asteriscos azules (*) y rojos (*) indican los genotipos cuyas tasas de exudacién
difieren significativamente a la de las plantas silvestres en los tratamientos +P y -P, respectivamente. Lineas sobreexpresantes de
STOP1: 16.5,L21.3 y L22.3; lineas sobreexpresantes de ALMT1: L27.4,138.1y L39.3.

Para evaluar la repuesta de cada genotipo al tratamiento, se calculé el fold change de las tasas de

exudacion de acidos organicos totales en -P con respecto a +P:

Fold change de la tasa de exudacion de acidos totales en -P con respecto a +P

WT

almt1

stopl

L6.5

L21.3

L22.3

L27.4

L38.1

L39.3

0.94

1.47

221

1.36

1.36

1.12

1.34

1.61

1.14
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Aungque los valores de fold change de almtl y stopl son altos, la cantidad de acidos orgdnicos
exudados por estas lineas en -P no difieren con respecto a plantas WT (ANEXOS Figura A6, Tabla

anterior).

Debido a su relevancia en el minado de P en suelos neutros/alcalinos, se cuantifico la tasa de
exudacion de equivalentes de H* de las lineas sobreexpresantes en deficiencia de P. Para esto se
incubaron plantas de cada genotipo en medio liquido con purpura de bromocresol bajo
tratamientos +P o -P y se evalud por espectrofotometria. La exudacion de H* tiende a ser menor en
-P en todos los genotipos, excepto L21.3 (Figura 11). Se registré una disminucidn en la exudacidn
de equivalentes de H* de aproximadamente 25-100% en las lineas L21.3, L27.4 y L38.1 en +P con
respecto a las plantas silvestres, aunque estadisticamente significativa solo en L21.3 y L38.1 (Figura

11). No se registraron cambios significativos en las tasas de exudacion en -P.

Figura 11. Cuantificacion de la liberacion de
a ab equivalentes de H+ por la raiz en
tratamientos de P. Se crecieron in vitro
abe abed plantas en suficiencia de P (+P) hasta los 15
dpg, luego se trasplantaron a tratamientos de
deficiencia de P (-P) o +P por 3 dias.
Posteriormente se incubaron 24 h en medio
liquido con purpura de bromocresol y se
analizé el cambio de pH del medio por
espectrofotometria. La asociacién entre el
cambio de pH en el medio y los equivalentes
de H* se logré mediante la construccion de
curvas de calibracién. Los grupos estadisticos
se encuentran representados con letras y
fueron determinados mediante ANOVA-
Tukey HSD (valor de p <0.05). Las barras de
error representan el SEM (n=4), mientras que
los asteriscos rojos (*) indican las tasas de
exudacion de H* de los genotipos que difieren
significativamente de la de las plantas
silvestres. Lineas sobreexpresantes de STOP1:
L6.5, L21.3 y L22.3; lineas sobreexpresantes
de ALMT1:127.4,138.1y L39.3.

-

Tasa de exudacion de H' (pmol planta ' h™")

WT almti1 stop1 L21.3 L22.3 L27.4 L38.1
Genotipo

Los experimentos de cuantificacién de acidos orgdnicos y H* exudados por la raiz en +P y -P se
realizaron una Unica ocasion, por lo cual es necesario repetirlos para corroborar las observaciones

aqui reportadas.
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5.5. Evaluacidn de la productividad de plantas sobreexpresantes de ALMT1y

STOP1 en medios con P poco biodisponible

Una vez caracterizadas genética y fisiolégicamente las lineas sobreexpresantes, se procedid a su
evaluaciéon morfoldgica y de rendimiento en los sistemas in vitro y de hidroponia en sustrato con

sales insolubles de P como Unica fuente de este elemento.

5.5.1. Evaluacién de la productividad in vitro

Se evalud el area foliary la arquitectura radicular de plantas de 20 dpg crecidas en medio con fosfato
de hierro, fosfato de aluminio, fosfato tricalcico o hidroxiapatita como Unica fuente de P. No se
encontraron diferencias significativas en la produccién de drea foliar en los tratamientos de fosfatos
de Al y Fe de ninguna linea sobreexpresante con respecto a las plantas silvestres (Figura 12). Sin
embargo, las lineas L6.5, L22.3 y L39.3 generaron consistentemente de 24-46% mayor area foliar en
los tratamientos con fosfatos de calcio con respecto a plantas silvestres, lo cual tuvo relaciéon en con
un aumento significativo de la longitud total del sistema radicular (25-38%), pero no con el indice
de eficiencia area foliar/cm de raiz (Figura 12). A continuacidn, se resumen el fold change en area
foliar y longitud total de raiz en los tratamientos de fosfatos de calcio con respecto a las plantas

silvestres:

Fold change de area foliar y longitud total de raiz con respecto a los de plantas silvestres

Tratamiento Variable WT | almtl | stopl | L6.5 | L21.3 | L22.3 | L27.4 | L38.1 | L39.3

Area Foliar 1 1.17 0.93 1.34 1.28 1.29 1.13 1.23 1.46
Fosfato tricalcico

Longitud de raiz 1 1.16 0.93 138 | 1.13 1.32 1.16 1.25 1.37

Area Foliar 1 1.02 1.02 1.27 | 0.96 1.24 0.87 1.07 1.34

Hidroxiapatita

Longitud de raiz 1 0.97 0.98 1.26 | 0.76 1.25 0.88 1.06 1.36

El aumento en la longitud total de raiz de estas lineas se explica por la suma de ligeras contribuciones
de todas las variables de arquitectura de raiz analizadas [ANEXOS Figura A7]: nimero, densidad y
longitud de raices laterales y longitud de la raiz primaria. Adicionalmente, la linea L21.3 presentd
diferencias significativas en la generacién de area foliar bajo el tratamiento de fosfato tricalcico.
Esta diferencia la linea L21.3 no se relaciond tan claramente con el el desarrollo radicular; sino que
parece contribuir el aumento (no estadisticamente significativo) del 13% de su indice de eficiencia
de desarrollo foliar con respecto a las plantas silvestres (Figura 12). Las lineas mutantes stopl y
almtl no presentaron diferencias significativas en la generacién de area foliar, indice de eficiencia

de desarrollo foliar ni en ninguna variable de arquitectura radicular bajo los tratamientos de fosfato
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de hierro, fosfato tricalcico e hidroxiapatita, con respecto a plantas silvestres (Figura 12, ANEXOS

Figura A7). Sin embargo, las mutantes tienden a presentar un mayor desarrollo radicular y un menor

indice de eficiencia de generacion de area foliar en el tratamiento de fosfato de aluminio, aunque

el area foliar no presenta cambios (Figura 12, ANEXOS Figura A7).
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Figura 12. Evaluacion del efecto de la sobreexpresion de ALTM1 y STOP1 sobre la productividad in vitro de area foliar. Se crecieron
in vitro plantas con fosfato de aluminio (AIPQ4), fosfato de hierro (FePOs), fosfato tricélcico [Cas(POa).] o hidroxiapatita [Cas(OH)(PO4)s]
como Unica fuente de P. Las plantas se evaluaron a los 20 dpg. Los grupos estadisticos se encuentran representados con letras y fueron
determinados mediante ANOVA-Tukey HSD (valor de p <0.05; n= 13-22). Los contrastes estadisticos se realizaron por tratamiento (sal
de P). Los asteriscos rojos (*) indican las medias de los genotipos que difieren significativamente con respecto a las de las plantas
silvestres. Lineas sobreexpresantes de STOP1: L6.5, L21.3 y L22.3; lineas sobreexpresantes de ALMT1: L27.4,138.1y L39.3.
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5.5.2. Evaluacion de la productividad en hidroponia en sustrato

Para evaluar las variables de tiempo de floracidn, area foliar (25 dpg) y la produccién de semillas, se
crecieron plantas silvestres, mutantes y sobreexpresantes de STOP1 y ALMT1 en el sistema de
hidroponia en sustrato desarrollado. En el tratamiento de fosfato de aluminio, todos los genotipos
parecen tener tiempos de floracion menores que las plantas silvestres, especialmente las lineas
sobreexpresantes de ambos genes. Sin embargo, esto no se reflejé en diferencias significativas en
la generacién de area foliar alos 25 dpg ni en la produccién de semilla (Figura 13A). En el tratamiento
de hidroxiapatita, no se identificd ninguna diferencia en los tiempos de floracidn, generacién de

area foliar ni en la produccion de semillas (Figura 13B).
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Figura 13. Evaluacion del efecto de la
sobreexpresion de ALTM1y STOP1 sobre el
tiempo de floracion, generacion de area
foliar y produccién de semilla. Se crecieron
plantas en el sistema de hidroponia en
sustrato, con (A) fosfato de aluminio (n=15-
24) o (B) hidroxiapatita (n= 18-31) como
Unica fuente de P. El drea foliar se evalud a
los 25 dpg, y el tiempo de floracion se
registré cada dos dias. Para las variables de
area foliar y semilla producida se realizé un
ANOVA para evaluar las diferencias entre
los genotipos, las cuales no fueron
significativas en ninguna de las variables en
ninguno de los tratamientos (valor de p >
0.05). Lineas sobreexpresantes de STOPI1:
L21.3 y L22.3; lineas sobreexpresantes de
ALMT1: L27.4 y L38.1. Este experimento se
llevé a cabo en invernadero en el periodo de
agosto-diciembre del 2018.
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5.6. Evaluaciéon de la tolerancia a toxicidad por AI3* y H* de las lineas

sobreexp resantes

Debido a que la principal asociacion de los genes ALMT1 y STOP1 tiene que ver con la tolerancia a
la toxicidad por A**y Al**y H*, respectivamente; se evaluaron plantas en un medio téxico en Al (300
UM de AICls, pH = 4.20). Se observo claramente el fenotipo caracteristico de sistema radicular corto
de almtl y stopl con respecto a las plantas silvestres (Figura 14). Las lineas L27.4 y L38.1,
sobreexpresantes de ALMT1, presentaron una arquitectura radicular comparable a las plantas
silvestres (Figura 14). Las lineas L21.3 y L22.3, sobreexpresantes de STOPI1, presentaron una
arquitectura radicular menos desarrollada que las plantas silvestres, pero mayor que las mutantes
(Figura 14). Ademas, se detectd disminucion en el area foliar en la linea L21.3, siendo esta menor

incluso que la de las plantas almt1 vy stop1 (Figura 14).

Figura 14. Evaluacion de la tolerancia a
toxicidad por AP* y H* de las lineas
sobreexpresantes de ALTM1 y STOP1. Se

WT crecieron plantas en un medio adicionado

con 300 pM de AICls, con pH ajustado a 4.20.

Se fotografio a los 23 dpg. La barra de escala

equivale a 2 cm. Lineas sobreexpresantes de

almt1 STOP1: 1213 y  122.3; lineas

sobreexpresantes de ALMT1: L27.4y L38.1.
stop1
L21.3
L22.3
L27.4
L38.1
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VI. DISCUSION

Considerando que a nivel mundial mas del 90% de la roca fosfato minada se destina a la produccion
de fertilizantes (United States Geological Survey, 2018), y que de estos el 40% se adiciona a solo
tres cultivos (Heffer et al., 2017), el mejoramiento genético direccionado a unas pocas especies para
aumentar su habilidad de crecer en suelos deficientes en Pi disponible tendria un efecto sustancial
en el consumo de fertilizantes fosforados. Ademas, las especies de P inorganico suelen predominar
en los suelos arables (Stutter et al., 2015). Es probable que, debido en parte al auge existente en el
reciclaje de P en forma de estruvita, una sal de P cuya solubilidad incrementa considerablemente
en la presencia de acidos organicos (Antonini et al., 2012; Talboys et al., 2016), la tendencia de
acumulacién de especies minerales de fosforo en suelos agricola vaya a la alza alrededor del mundo.
Debido a la anterior, el minado de P inorganico se posiciona como una de las estrategias mas
prometedoras para direccionar el mejoramiento de cultivos. Este trabajo tuvo como objetivos
principales evaluar la capacidad de lineas de Arabidopsis sobreexpresantes de ALMT1y STOP1 para:
[1] aumentar su tasa de exudacion de acidos organicos en deficiencia de P y [2] de desarrollarse en
medios con fuentes insolubles de P, con especial énfasis en evaluar variables de productividad (i.e.

area foliar y produccién de semillas).

6.1. La sobreexpresion de ALMT1 y STOP1 promueve el aumento en la tasa

de exudacidon de acidos organicos, pero no de H*, bajo deficiencia de P

Mediante las técnicas de MALDI-MSI y UPLC-HRMS dirigidas a la visualizacion de la distribucion
espacial y cuantificacién de acidos organicos se demostrd que, en algunas lineas, la sobreexpresién
de STOP1 y ALMT1 promueven la mayor exudacién de acidos organicos en deficiencia de P con
respecto a plantas silvestres y mutantes de los mismos genes (Figuras 9 y 10, ANEXOS Figuras A5 y
A6). Sin embargo, las tasas de exudacién en -P cuantificadas fueron estadisticamente significativas
solo en las lineas sobreexpresantes de STOP1 L6.5 y L21.3 (malato, fumarato y succinato para ambas;

y malonato y alfa-cetoglutarato solo en L21.3) [Figura 10].

Debido a la convencién utilizada en los trabajos publicados referentes a ALMT1 y STOP1 en
Arabidopsis (Hoekenga et al., 2003, 2006; luchi et al., 2007; Kobayashi et al., 2007; Kobayashi et al.,
2013; Liu et al., 2009), las tasas de exudacién de carboxilatos reportadas en este trabajo se

normalizaron por planta. Sin embargo, para el contraste con modelos matematicos referentes a las
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concentraciones de exudados necesarias por longitud de apice de raiz para que el minado de P por
acidos organicos sea eficiente, se suelen normalizar las tasas de exudacién por longitud de raiz
(Gerke et al., 2000; Neumann & Rombheld, 2007). Bajo esta normalizacién, el incremento con
respecto a WT de las tasas de exudacion de L6.5 y L21.3 se mantiene; ademas de que la linea L38.1
(sobreexpresante de ALMT1) presenta la mayor tasa de exudacién de malato (1.43X con respecto a
plantas silvestres bajo el mismo tratamiento) y de 4cidos orgdnicos totales en -P (Tabla 4). Por tanto,
se considerd también a L38.1 como una linea con mayor capacidad de exudacién de acidos organicos
con respecto a plantas WT. Sin embargo, no existe correlacién entre la longitud total de raiz con
respecto a la exudacién de cada acido organico cuantificado (ANEXOS Figura A8). Esto se explica por
el hecho de que la exudacion de acidos organicos se localiza principalmente en los dpices radiculares
(Heuer etal., 2017). Es de gran interés evaluar la exudacion de acidos organicos en regiones maduras
de las raices de plantas sobreexpresantes mediante MALDI-MSI con objeto de discernir si, ademas
de las tasas de exudacidn, la sobreexpresién de ALMT1 y STOP1 modifica los sitios de exudacion de

acidos organicos en la raiz bajo deficiencia de P.

Tabla 4. Tasa de exudacion de acidos organicos totales normalizada por longitud total del
sistema radicular*

Tasa de exudacion

(pmol cm raizth?)

Genotipo** Tratamiento

L22.3 +P 22.96
stopl +P 29.68
L39.3 +P 33.29
L27.4 +P 33.50

L6.5 +P 34.01
L22.3 -P 34.20
almti +P 34.47
L38.1 +P 35.22

WT +P 46.64
L39.3 -P 47.64
L27.4 -P 50.68
L21.3 +P 51.98
stopl -P 62.08
almti -P 73.87

WT -P 77.35

L6.5 -P 84.36
L21.3 -P 90.25
L38.1 -P 94.97

*Las combinaciones de genotipos y tratamientos se encuentran enlistados en orden respecto a la
media de su tasa de exudacién (n=4).

** Lineas sobreexpresantes de STOPI1: L6.5, L21.3 y L22.3; lineas sobreexpresantes de ALMT1:
L27.4,138.1y L39.3.
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Bajo el tratamiento +P, solo L21.3 presentd diferencias significativas en las tasas de exudacién con
respecto a las plantas silvestres, especificamente de malonato y citrato. De manera general, las
lineas sobreexpresantes de ALMT1 (L38.1) y STOP1 (L6.5y L21.3) responsivas a -P, mantienen niveles
comparables en las tasas de exudacién de carboxilatos en +P con respecto a las plantas silvestres

(ANEXOS Figura A6). Esta caracteristica es importante para minimizar la pérdida de fotosintatos.

Debido al pH fisioldgico (7.1-7.4), la exudacion de acidos organicos se da en forma de sus respectivos
aniones (Neumann & Rémheld, 2007). Se suele asumir que, con objeto de balancear las cargas en
tejido, altas tasas de exudacion de aniones de acidos orgdnicos correlacionan con una alta tasa de
exudacion de H*. Esto impactaria directamente el minado de P en suelos neutros/alcalinos. Para
responder si el aumento en la tasa de exudacion de acidos orgdnicos correlaciona con la exudacion
de H*, se cuantificaron los equivalentes de H* exudados en un sistema similar al empleado para la
cuantificacion de acidos organicos. No se encontraron diferencias significativas en la exudacion de
H* en -P entre ninguno de los genotipos evaluados, por lo que no hay evidencia de la asociacién de
los mecanismos de exudacién de acidos organicos con la de H* (Figura 11). Interesantemente, las
lineas L21.3 y L38.1 presentaron un decremento significativo en la exudacion de H* en +P (Figura

11).

Las tasas de exudacion de H* son consistentemente menores en todos los genotipos en -P que en
+P (Figura 11); justamente lo contrario con respecto al cambio en las tasas de exudacién de malato
(Figura 10), donde en -P aumenta la exudacidén. Esta evidencia sugiere que los mecanismos de
exudacion de H' y dcidos orgdnicos, principalmente malato, estan desacoplados y que otros cationes
podrian tener mayor relevancia en el balance de cargas (e.g. Ca**, Na* K* y/o Mg*?). Este patrén se
ha reportado en Lupinus albus, una protedcea que presenta grandes tasas de exudacion de acidos
organicos, principalmente citrato, como una estrategia efectiva para minar P del suelo (Lambers et
al., 2015). En L. albus, la exudacidn de citrato es independiente de la exudacién de H*, y aunque su
contribucidn al balance de cargas es importante, es aproximadamente igual al de K*, Na* o Mg?* (Zhu

et al., 2005).

No se encontrd relacién entre los niveles de expresion por qRT-PCR vy las tasas de exudacién de
carboxilatos (Figuras 8 y 10). Sin embargo, al revisar el experimento de gRT-PCR, se encontré que
los oligonucledtidos del gen normalizador ACT2 tienen un diseio deficiente, ya que pueden
amplificar tanto cDNA como DNA gendmico (Ver Materiales y Métodos). Debido a que no se utilizd

DNAsa, es muy probable que la sefial de amplificacién de DNA gendmico interviniera en la
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cuantificacion, lo cual limita las inferencias que pueden hacerse a partir de los resultados de gRT-

PCR.

6.2. La sobreexpresion de ALMT1 y STOP1 incrementa la productividad en

condiciones in vitro, pero no en invernadero

En el sistema in vitro, no se encontraron diferencias en generacion de area foliar en los tratamientos
de fosfato de Al y Fe, sales representativas de suelos acidos (Figura 12). Es posible que el tratamiento

13*. Sin embargo, debido a que la longitud de

de fosfato de Al ocasionase el estrés conjunto de Py A
la raiz prima de plantas almt1 y stop1 fue significativamente mayor que las de la linea WT (ANEXOS
Figura 7), el supuesto estrés de toxicidad por Al**, si es que existid, fue secundario al de deficiencia
de P. Las lineas L27.4 y L38.1 presentaron mayor desarrollo en algunas variables de ASR; sin
embargo, al igual que las lineas mutantes, esto no se reflejo en la generacién de area foliar. Bajo el
tratamiento de fosfato de Fe no se presentaron diferencias significativas en ningln rasgo de ASR.

Esto podria indicar que bajo este tratamiento, ademas de la deficiencia de P, las plantas estan

sometidas a un estrés importante por toxicidad de Fe.

En los experimentos in vitro bajo los tratamientos de fosfato tricalcico e hidroxiapatita, sales
representativas de suelos neutros/alcalinos, las lineas L6.5, L22.3 y L39.3 generaron mayor area
foliar con respecto a las plantas silvestres (Figura 12). Este aumento en el drea foliar se relacioné
con un mayor desarrollo radicular de estas lineas en términos de longitud total de raiz, pero no con
las tasas de exudacion de carboxilatos (ANEXOS Figuras A6 y A7). Esta misma relacidn se observo en
plantas silvestres bajo distintos tratamientos de P soluble (ANEXOS Figura A4). Estos datos sugieren
gue el desarrollo radicular en Arabidopsis, y no la exudacién de acidos organicos, proporciona la
mayor contribucién a la generacién de area foliar en condiciones in vitro. Esto es cierto al menos
para fosfatos de calcio a pH neutro/alcalino y bajo cierto rango de concentracion de P soluble. Sin
embargo, también podria ser vdlido para el tratamiento de fosfato de aluminio, donde existe un
aumento (no significativo) en la generacidn de area foliar que se relaciona con el incremento de la
longitud total de sistema radicular en las lineas almtl y L38.1, pero no de stopl (Figura 12). La
observacién de que stopl no siga esta tendencia se puede explicar por la sensibilidad a H* de esta
linea mutante (luchi et al., 2007). Interesantemente, las lineas L21.3 y L22, cuyas tasas de exudacion
de carboxilatos fueron las mas contrastantes (menor y mayor, respectivamente), generaron mayor

area foliar bajo el tratamiento de fosfato tricdlcico; mientras que bajo el tratamiento de la sal menos
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soluble, hidroxiapatita, solo L22.3 mostrd diferencias significativas. Bajo ambos tratamientos, la
linea L21.3 muestra incremento en el indice de eficiencia de desarrollo foliar (no estadisticamente
significativo con fosfato tricdlcico), pero no en la longitud total de raiz. Esto podria indicar que la
exudacién de acidos organicos contribuye directamente al minado de P, aunque en menor medida

gue el aumento del desarrollo radicular.

Ya que el aumento en la generacidn de drea foliar se relaciona estrechamente con el desarrollo
radicular, pero no de la exudacidn de acidos organicos, surge naturalmente la pregunta équé es lo
gue ocasiona el mayor desarrollo radicular en las lineas sobreexpresantes? Una posibilidad,
altamente especulativa, seria que la acumulacion en tejido de acidos orgdnicos distintos al malato
de alguna manera bloquea parcialmente la respuesta de acortamiento radicular en deficiencia de P,
promoviendo que las longitudes de las raices tiendan a aumentar. Se ha reportado que la adicién
de 1 mM de citrato a un medio deficiente en P ocasiona que las plantas WT no respondan acortando
su sistema radicular (Mora-Macias et al., 2017). Sin embargo, a pH neutro/alcalino hay ausencia de
respuesta local de Arabidopsis a la deficiencia de P, lo cual se relaciona con la disminucién de la
expresion de ALMT1 (Balzergue et al., 2017). Los tratamientos de fosfatos de calcio se dispusieron
a pH = 8.0, sin buffer adicionado. Debido a que la tasa de exudacién de equivalentes H* tiende a
disminuir en las lineas sobreexpresantes (Figura 11), es concebible que se retrase la respuesta de

acortamiento radicular por la deficiencia en la acidificacion del medio circundante de la rizosfera.

En los experimentos en hidroponia en sustrato con hidroxiapatita o fosfato de Al como unicas
fuentes de P, no se encontraron diferencias en la generacién de drea foliar (20 dpg), tiempos de
floracién ni en la semilla producida (Figura 13). Estos resultados contrastan con los reportes de
plantas transformadas de Arabidopsis, tabaco, cebada y canola donde el incremento en la exudacidn
de citrato o malato se asocia con aumentos en variables de productividad cuando se desarrollan con
este tipo de compuestos de P (Delhaize et al., 2009; Koyama et al., 2000; Lépez-Bucio et al., 2000;
LU et al., 2012; Wang et al., 2013). Sin embargo, en la mayoria de estos reportes se han encontrado
algunos patrones que limitan las conclusiones con respecto a la mejora en la eficiencia de la toma

de P por la exudacion de 4cidos organicos, en concreto:

e no evaltdan el cambio de la ASR entre plantas silvestres y transformadas,
e no aislan el estrés por deficiencia de P del de toxicidad por Al**, y/o
e no aislan la sal insoluble del tratamiento de otras fuentes de P o factores que puedan

contribuir a su biodisponibilidad.
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Por ejemplo, Delhaize et al. (2009) toma en cuenta el mayor desarrollo radicular de las plantas de
cebada sobreexpresantes de ALMT1 para explicar su mayor productividad, lo cual asocia con el

aumento en la tolerancia a Al**

y en la eficiencia de toma de P. Sin embargo, al no separar la
contribucidn de cada tipo de estrés y al utilizar suelo, con distintos pools de P, no es posible asociar
la exudacién de malato con el minado de una fuente caracteristica de P. El reporte de Ll et al. (2012)
es el Unico en donde se evalua la ASR, se aisla el estrés por P y se provee de una sola fuente de P a
sus plantas de tabaco transformadas (sobreexpresantes de malato deshidrogenasa). De manera
similar que en el presente trabajo, Ll et al. (2012) encontraron una asociacion entre la longitud total

de raiz y produccidon de biomasa producto de la modificacién genética dirigida a promover la

exudacion de acidos organicos.

Se ha reportado que el aumento relativo de las tasas de exudacién de carboxilatos de las plantas
transformadas para promover la exudacién de acidos organicos con respecto a las silvestre oscila
entre 1.3 — 4 (Koyama et al., 2000; Lépez-Bucio et al., 2000; Li et al., 2012; Wang et al., 2013), lo
cual se encuentra en el rango observado en algunas lineas sobreexpresantes de ALMT1 y STOP1
generadas en este trabajo. Se han reportado el incremento de 5-10 veces en las tasas de exudacién
de malato en Arabidopsis sobreexpresante de ALMT1 bajo toxicidad de Al**; sin embargo, no se
evaluaron variables de rendimiento bajo condiciones de estrés abidtico (Kobayashi et al., 2013).
Arabidopsis sobreexpresante de citrato sintasa, con una tasa de exudacién de citrato maxima de
1.6X con respecto a la de las WT, presenta mayor didmetro de roseta cuando se desarrolla en un
suelo deficiente en Py téxico en Al®* (Koyama et al., 2000). El hecho de no encontrar diferencias en
los experimentos en invernadero en las lineas sobreexpresantes generadas, algunas de las cuales
presentaron niveles similares de induccidn de exudacién de citrato (sin tomar en cuenta otros acidos
organicos), probablemente se explica por la diferencia en las variables experimentales discutidas
anteriormente. Otra posibilidad es que las sales de P utilizadas (hidroxiapatita y fosfato de Al) en los
experimentos de invernadero posean una biodisponibilidad demasiado baja y no sean
efectivamente solubilizadas por las plantas sobreexpresantes. Es necesario probar otras sales de P

en el sistema hidropdnico para evaluar esta posibilidad.

Finalmente, la falta de asociacién entre las diferencias entre los experimentos de los sistemas in
vitro y de hidroponia en sustrato podria deberse a las condiciones de crecimiento. La variable
principal que se considerd fue la presencia de sacarosa en el sistema in vitro. Debido a que el

fendmeno estudiado se relaciona a la exudacién de carboxilatos bajo deficiencia de P, la sacarosa
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en el medio podria sobreestimar el efecto de la modificaciéon genética sobre las tasas de exudacion
de carboxilatos con respecto a sistemas de crecimiento sin sacarosa. Para evaluar esta posibilidad,
se crecieron plantas in vitro en condiciones similares a las de experimento resumido en la Figura 12,
pero reduciendo la concentracién de sacarosa de 1% a 0.2%. Pese a que se evaluaron solo dos lineas
sobreexpresantes de cada gen, con un niumero bajo de individuos, las tendencias de aumento en
generacion de area foliar de las plantas transgénicas se mantuvieron en el tratamiento de fosfato
tricalcico (ANEXOS Figura A9). Sin embargo, se perdié esta tendencia bajo el tratamiento de
hidroxiapatita, un fosfato de calcio altamente insoluble. Esto sugiere que el aumento en las tasas de
exudacién de las lineas sobreexpresantes generadas es solo eficiente en minar P de fosfatos de
calcio medianamente recalcitrantes. Estos resultados explicarian por qué no se observaron
diferencias en los experimentos en invernadero, donde solo se evaluaron fosfato de Al e
hidroxiapatita. Interesantemente, en el tratamiento de fosfato de Fe en el experimento in vitro bajo
en sacarosa, las lineas con mayor area foliar fueron stop1, almtl1y L22.3, las cuales se caracterizaron
precisamente por tener las menores tasas de exudacidn de acidos organicos totales (ANEXOS Figura

6).

6.3. La sobrexpresion de STOP1 en Arabidopsis no aumenta la tolerancia a

A|3+

Se evalud el efecto de la sobreexpresion de ALMT1 y STOP1 en la tolerancia a toxicidad por Al*. Las
lineas L27.4 y L38.1, sobreexpresantes de ALMTI presentaron un sistema radicular comparable al
de las plantas silvestres (Figura 14). Estas observaciones son consistentes con lo reportado por
Kobayashi et al. (2013), donde la linea sobreexpresante de ALMT1 con tasa de exudacién de malato
20 veces mayor que la silvestre mostré una longitud de raiz 20% mayor, mientras que la linea con

una tasa 5 veces mayor no presentd diferencias.

Pese al papel fundamental de STOP1 en la tolerancia a toxicidad por H* y AI**, su sobreexpresidn en

Arabidopsis ocasioné la disminucién de la longitud de raiz bajo toxicidad por AI**

, con respecto a las
WT (Figura 14). Esto podria deberse a efectos debidos a la desregulacion de genes bajo el control
de STOP1. Ademas del fenotipo de aumento en la tasa de exudacién de carboxilatos en las lineas
sobreexpresantes, la recuperacion de los fenotipos en -P y bajo toxicidad de AI** de stopl1 y almti
complementadas con las mismas construcciones, muestra que [1] los transgenes son funcionales y

[2] que el transgen p35S::STOP1 no restaura completamente el fenotipo de stop1 bajo toxicidad por
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AI** (ANEXOS F10). Estos resultados son consistentes con los reportados por luchi et al. (2007),
donde lineas complementadas de stopl con p35S::STOP1 presentan una ligera disminucion de su

longitud de raiz bajo toxicidad por AI**.

6.4. Relevancia de la exudacion de acidos organicos en la deficiencia de P en

Arabidopsis

Debido a que en todos los experimentos donde se evaluaron las lineas sobreexpresantes de ALTM 1
y STOP1 también se evaluaron las lineas almtl y stopl con alelos nulos, surgen naturalmente

observaciones relativas a la importancia de estos genes en el fendmeno de adquisicion de P.

Una de las observaciones mas sorprendentes encontradas en este trabajo fue la similitud de las
lineas WT, almtl y stopl en las tasas de exudacion y localizacién espacial de acidos organicos,
exudacion de H*, variables de productividad y, con excepcion del tratamiento de fosfato de Al,
arquitectura radicular. Por los resultados de dos metodologias independientes (MALDI-MSI y UPLC-
HRMS), es claro que las lineas almt1, stop1 y WT no se diferencian entre si ni parecen ser responsivas
a -P con relacion a su tasa de exudacién de acidos organicos. En contraste, plantas silvestres bajo
estrés por AI** incrementan al menos 6 veces su tasa de exudacién de malato con respecto a
condiciones control (Kobayashi et al., 2007). Esto se explica debido a la diferencia en los niveles de
induccion de la trascripcidon entre ambos tipos de estrés. Los transportadores ALMT1 y MATE se
inducen de manera proporcional de 3-4 veces mas bajo deficiencia de P (Balzergue et al., 2017;
Mora-Macias et al., 2017), alcanzandose el pico de expresion a las 24 h después del trasplante a -P
(Balzergue et al., 2017). Bajo toxicidad por Al¥*, ALMT1 se induce hasta 70 veces en 12 h (Kobayashi
et al.,2007). Mds aun, lainduccién de ALMT1 por erbio y bajo pH, similar en magnitud a la reportada
en -P, tampoco se relaciona con diferencias significativas en tasas de exudacién de malato con
respecto al control (Kobayashi et al., 2007). Estos resultados sugieren fuertemente que ALMT1 y
STOP1 no juegan un papel relevante en las tasas de exudacién de acidos organicos hacia la rizosfera
en deficiencia de P en Arabidopsis. Interesantemente, los cambios en las tasas de exudacién en -P
de las lineas sobreexpresantes parecen emular las respuestas en condiciones de toxicidad por Al**.
Por tanto, el sistema de sobreexpresiéon de ALMT1 y STOP1 puede suponer una via para dotar de
una estrategia novedosa de toma de P a Arabidopsis, y que en principio puede extrapolarse a otras

especies.
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Para movilizar efectivamente P se necesita un concentracién de 10 umol de citrato u oxalato por
gramo de suelo (Gerke et al., 2000). Considerando un suelo de 1 gr por cm?, que el didmetro de la
raiz de Arabidopsis es de unos 100 um, y asumiendo [1] que los acidos orgdnicos exudados
permanecerdan a 1 mm de distancia de la raiz y [2] que la sumatoria de los dcidos orgdnicos
cuantificados tengan la misma capacidad de solubilizaciéon de P que el citrato u oxalato, se resuelve
que Arabidopsis silvestre en deficiencia de P acumulard 10 pmol de &cidos organicos gr de suelo
en 18:00 h. En contraste, las lineas L6.5, L21.3 y L38.1 lo lograrian en 16:30, 15:15 y 14:30 h,
respectivamente. Sin embargo, la exudacién de acidos organicos se restringe a la punta de la raiz,
incluso en lineas sobreexpresantes de ALMT1 (Delhaize et al., 2004). Si ademas se asume que el
total de exudacion por planta se restringe a los 5 mm de dpice de la raiz primaria, entonces el tiempo
necesario para concentrar 10 umol de acidos organicos gr! de suelo es de 3:00, 1:45, 1:30 y 2:00 h
para las lineas WT, L6.5, L21.3 y L38.1, respectivamente. Estos cdlculos sugieren que las tres lineas
sobreexpresantes con mayor tasa de exudacidon son capaces de acumular suficientes dacidos
organicos en suelos para la solubilizacién de P de 1.5-2 veces mds rapido que las plantas silvestres.
Estas conclusiones deben tomarse con precaucion, ya que se basan en varios supuestos que pueden
ser erréneos, tal como la equivalencia en la solubilizacién de P de todos los acidos organicos y la
exudacioén localizada en el dpice de una sola raiz no mévil; ademas que no se considera el tiempo de
resiliencia en suelo de los acidos organicos, por lo que se estan subestimando los tiempos de
acumulacién. Sin embargo, debido a que las proporciones relativas de acidos organicos son
aproximadamente equivalentes en todos los genotipos (ANEXOS Figura A6) y asumiendo que otros
factores interactian homogéneamente entre genotipos, las conclusiones con respecto a la
magnitud de las diferencias de acumulacién de acidos organicos son aceptables. El hecho de que la
exudacion de acidos organicos se limite principalmente a los dpices de raiz y que las lineas almtly
stopl no detengan el crecimiento radicular en -P, sugiere que los acidos organicos podrian
acumularse en la rizosfera por tiempo de permanencia del apice radicular en un mismo volumen de

suelo, y no por modificar las tasas de exudacion de dcidos organicos.

Si bien la exudacidn de carboxilatos parece no ser relevante en el minado de P en Arabidopsis, las
mutantes almtl y stop1 estas sujetas a una marcada desregulacidén en su respuesta transcripcional
de genes, incluyendo componentes de la respuesta local y sistémica en deficiencia de P (Mora-
Macias et al., 2017). No se tiene claro por qué estas perturbaciones genéticas no impactaron en el
rendimiento de estas mutantes en -P. Una posibilidad es que, debido a la homogeneidad de

distribucién de las sales de P en ambos sistemas, el cambio en arquitectura radicular no presentara
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ventajas por explorar capas mas superficiales del sustrato. Es probable que la relevancia de ALMT1

y STOP1 en deficiencia de P se limite a su papel en la modificacién de la arquitectura radicular.

Aunque las tasas de exudacion de citrato no cambiaron entre genotipos ni tratamientos (Figura 10);
fue clara su acumulacion en tejido, principalmente en el dpice radicular, bajo deficiencia de P (Figura
9, ANEXOS Figura A5). En el caso del malato, la mayor acumulacién en tejido solo es apreciable en
las lineas sobreexpresantes en -P (Figura 9). Estos resultados estan en acuerdo con las observaciones
de que tanto la tolerancia a AI** como la respuesta local a la deficiencia de P se relacionan
estrechamente con la concentracion de acidos organicos en el nicho meristematico en el apice de
raiz (Balzergue et al., 2017; Kopittke et al., 2017; Mora-Macias et al., 2017). Pese a la relacion

I3*, el efecto

estrecha entre las tasas de exudacion de acidos organicos y la tolerancia a estrés por A
protector parece explicarse principalmente por la formaciéon de complejos no téxicos en los
apoplastos del apice de raiz (Kopittke et al., 2017). No puede descartarse la posibilidad de que el
aumento en las tasas de exudacién bajo estrés por Al** sea solo la consecuencia de la mayor
acumulacién de acidos organicos el apice radicular. En las imagenes MALDI-MSI de malato, es clara
la relacidon de intensidad en el tejido con la cantidad de exudado en las plantas sobreexpresantes.
Ademas, esto explicaria el por qué, ademads de malato, se presenta conjuntamente una mayor tasa

de exudacion de succinato en L27.4 y L31.8, sobreexpresantes de ALMT1; y de malonato, fumarato,

succinato y alfa-cetoglutarato en L6.5 y L21.3, sobreexpresantes de STOP1 (Figura 10).

Interesantemente, el analisis de correlacidon entre las tasas de exudacién de los acidos organicos
indica que, a excepcion del lactato y piruvato, todos los metabolitos evaluados presentan una
correlacidn positiva entre sus tasas de exudacion (ANEXOS Figura A8). Aunque el malato supone del
25-40% del total de acidos organicos cuantificados (ANEXOS Figura A6), es importante considerar la
contribucién de todos los carboxilatos exudados en el minado de P. Son necesarios estudios mas
amplios para caracterizar los compuestos de mayor abundancia en los exudados de raiz bajo
deficiencia de P. De esta manera puede ponderarse la importancia relativa de los compuestos
exudados para posteriormente, mediante ingenieria metabdlica, direccionar el metabolismo a su

acumulacién y exudacién hacia la rizosfera.
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VII. CONCLUSIONES

En dos tercios de las lineas transgénicas evaluadas, la sobrexpresion de ALMT1y STOP1 derivd en el
incremento de 1.4-2 veces en la exudacidon de acidos orgdnicos totales bajo deficiencia de P,

principalmente malato.

La sobreexpresién de ALMT1 y STOP1 induce el aumento de exudacién de acidos organicos bajo
deficiencia de P, pero no de equivalentes de H*. Las plantas silvestres no son responsivas en cuanto

a las tasas de exudacion de acidos organicos.

En condiciones in vitro, algunas lineas sobreexpresantes de ALMT1 y STOP1 generaron mayor area
foliar en tratamientos de fosfatos de calcio con respecto a plantas silvestres. Este aumento en el
area foliar se explica consistentemente por el mayor desarrollo radicular, pero no por la mayor

exudacion de acidos organicos.

En los experimentos en invernadero con fuentes poco disponibles de P, las plantas sobreexpresantes
de ALMT1 y STOP1 no presentaron diferencias con respecto a plantas silvestres en variables de area
foliar, tiempos de floracidon y semilla producida. Es probable que las lineas sobreexpresantes
generadas sean capaces de solubilizar solo sales medianamente insolubles, tal como el fosfato

tricdlcico, pero no sales mas recalcitrantes como la hidroxiapatita.

El hecho de no observar diferencias en las sales caracteristicas de suelos acidos en los sistemas in
vitro e hidropdnico pudiera explicarse debido a que se no se evalud conjuntamente el estrés por

AI**, un poderoso inductor de la exudacién de acidos organicos.

Se espera que las metodologias desarrolladas en este trabajo contribuyan a la evaluacién y

desarrollo de plantas mejoradas en la toma y uso eficiente de P.
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VIII. PERSPECTIVAS

Las observaciones y resultados obtenidos a partir de este trabajo llevan a plantear los siguientes

experimentos:

e Realizar un amplio escrutinio de un mayor nimero de lineas sobreexpresantes de ALMT1y
STOP1 en fosfatos de calcio para evaluar la consistencia del cambio de arquitectura radicular
y la exudacion de acidos organicos con respecto a la generacién de area foliar. Después de
afinar criterios de seleccidn de lineas, continuar con experimentos en invernadero.

e Reanalizar por gRT-PCR los niveles de expresion de ALMT1 en las lineas transformadas.
Incluir los tratamientos de +P y -P, asi como a STOP1 y MATE.

e Cuantificar las tasas de exudacion de acidos orgdnicos a distintos tiempos de incubacion en
deficiencia de P.

e Analizar por MALDI-MSI |a diferencia de exudacidon de malato y citrato en distintas regiones
de la raiz en deficiencia de P.

e Elucidar como la sobreexpresion de ALMT1 y STOP1 modifican la arquitectura de raiz en los
tratamientos con fosfatos de calcio en los experimentos in vitro. Para esto: [1] Evaluar
mediante adicion exdgena al medio, el efecto de la acumulacién de distintos acidos
organicos en la modificacién de la arquitectura radicular en - P; y [2] aumentar la resolucion
de las imagenes de raiz por MALDI-MSI para visualizar mejor la acumulacién y distribucion
de acidos organicos en raiz en -P.

e Seguir con el disefio de sistemas in vitro con bajos niveles de sacarosa. Adicionalmente,
eliminar variables irrelevantes en suelo, tal como la luz en las raices.

e Aumentar el nimero de tratamientos de sales insolubles en las evaluaciones de
productividad. Incluir experimentos en suelo.

e Evaluar la capacidad de las lineas sobreexpresantes para tomar P adherido a matrices, tal
como 6xidos de aluminio. Para esto se puede montar un sistema in vitro en gel tal como el
reportado por Hanlon et al. (2018); mientras que para hidroponia se puede acoplar alumina
al sustrato tal como en los sistemas de buffer de P de fase sélida (PennState College of

Agricultural Sciencies www.plantscience.psu.edu).

e Generar y evaluar lineas sobreexpresantes con promotores inducibles a deficiencia de P y

con modificaciones metabdlicas direccionadas a la acumulacién de carboxilatos.
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e Una vez obtenido un sistema robusto en Arabidopsis, extrapolar las modificaciones

genéticas a plantas de interés agricola.
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X. ANEXOS

Informacion Al: Condiciones UPLC-HRMS

Las muestras secas se disolvieron en 50 pL de disolvente (5% metanol, 95% H,O + 0.1% acido
férmico), se agitaron en vortex 30 segundos y se centrifugaron (3 min. a 12,000 g). Se transfirieron

20 uL a placas de 96 pocillos para su analisis.

Se prepararon curvas de calibracién de 0.1 a 100 uM en el mismo disolvente para la cuantificacion

por estandares externos.

Se empleo un método UPLC-MS/MS (andlisis dirigido) en el sistema Acquity UPLC — Synapt HDMS
(ver Tabla adjunta). 5 pL de muestra fueron inyectados en una columna de fase reversa (RP) Acquity
UPLC HSS-T3 de 100 mm con tamafio de particula de 1.8 um. La fase A consistié en H,0 + 0.1% de

acido férmico y la fase B de metanol + 0.1% de acido férmico. El gradiente consistié en un segmento
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isocratico de 2.5 minutos a 1% de fase B (donde son separados los analitos) seguido de una fase de
lavado de 2.5 min a 99% de fase B y un periodo de equilibrio de 2 minutos a 1% de fase B. El MS se
operd en modo ESI- utilizando un método MS/MS para filtrar y detectar los analitos a baja energia
de colision con focalizacion del TOF para maximizar la sefial (Enhanced duty cycle) del ion precursor
o de un fragmento especifico. El equipo fue operado usando el software MassLynx (v4.1). La

integracién de picos y cuantificacién de analitos se realizé utilizando Skyline.

1. Condiciones de la cromatografia liquida (en inglés)

Column: Acquity UPLC HSS T3 1.8um 100 mm
Instrument: Acquity UPLC

Inyection Volume 5 pL

Phase A: 100% H20 + 0.1% formic acid

Phase B: 100% Methanol + 0.1% formic acid

Gradient:

Time(min) Flow Rate %A %B Curve
Initial 0.3 99 1 Initial

2.5 0.3 99 1 6

2.6 0.3 1 99 6

4 0.3 1 99 6

4.01 0.3 99 1 6

6 0.3 99 1 6

2. Condiciones de la espectrometria de masas (en inglés)

Instrument: Synapt G1 Q-TOF
Polarity: ES-

Analyser: V Mode

Capillary (kV): 2.6

Sampling Cone: 40.0

Extraction Cone: 4.0

Source Temperature (°C): 100
Desolvation Temperature (°C): 500
Cone Gas Flow (L/Hr): 0.0
Desolvation Gas Flow (L/Hr): 600.0
Trap CE: 6

Transfer CE: 4

Method: Scheduled targeted MS/MS with EDC for each precursor or a specific fragment

Informacién A2. Condiciones MALDI-MSI (en inglés)

Sample Preparation for MALDI-MSI

The root samples placed over on nylon membranes were dried at room temperature for 10 minutes.
CHCA matrix at 3.6 mg-mL*was applied until a homogenous layer was formed over the roots and
the membrane (600 uL for each plate with 7 to 8 roots), using a microsprayer with a flux of

50 puL-mintand 600 L/h of nitrogen as desolvation gas.
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MALDI-MSI analysis and data treatment

Samples covered with MALDI matrix were analyzed by MALDI-Mass-Spectrometry-Imaging (MALDI-
MSI) using a Synapt™ HDMS (G1; Waters Corporation, Massachusetts, USA) operating with a
Nd:YAG laser. All the analyses were performed in negative ionization with a m/z resolution of 9,000
FWHM (V-mode) and a spatial resolution of 50 or 25 um. Standard solutions and initial A.
thaliana roots were analyzed in MS-profiling mode to choose an adequate adduct of the analyte for
MS/MS analysis. MS/MS methods were manually optimized for each analyte to study their
distribution in samples by filtering a specific adduct at the quadrupole, fragmenting the ion and
using an Enhanced Duty Cycle (EDC) on the pusher to increase sensitivity on a selected fragment. In
the optimized methods, the laser energy was 350 (arbitrary units), with a firing rate of 200 Hz during
2 seconds of analysis per scan and one scan per pixel and data was acquired with a lower limit of
100 m/z. The [2((M- H,0) -H + Na) - H] adducts of malate or citrate were selected as precursors and

filtered at the quadrupole with a mass offset of £2 m/z.

Malate was analyzed by filtering the m/z 274.98 as precursor, using a CE of 12 eV in the transfer cell
and 12 eV in the trap cell and the pusher was focused (EDC) on the 115.0611 fragment. The m/z
391.18 was used as precursor for the analysis of citrate and fragmented with 18 eV and 14 eV at the

transfer and trap cells, respectively, and the EDC was focused (EDC) on the 111.0761 fragment.

Digital pictures of the plates were imported into the MALDI Imaging Pattern Creator software to
select the region of interest for analysis. For roots, an area of 9 mm? (4 x 2.5 mm) around the root's
apices was selected. The mass-spectrometer was piloted using MassLynx (v4.1) and the MSI data
was analyzed using the HDImaging software (v1.4) to reconstruct 2-D ion density maps (software

from Waters Corporation).
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Figura Al. Sistema in vitro a base de goma gellan

B Estruvita

1mM

5mM

(A) Plantas de 24 dpg representativas de cada tratamiento de P (0.5 — 1000 uM) en la cinética para la validacion del sistema in vitro.
(B) Distribucion en gel de estruvita, una sal insoluble de P, a concentraciones de 1y 5 mM.
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Figura A2. Optimizacion de las concentraciones de las sales insolubles de P

en el sistema in vitro
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Se utilizaron Unicamente plantas silvestres de Arabidopsis, tomandose los datos de area foliar a los 25 dpg. Se evaluaron las sales de
fosfato monopotasico (KH2PO4), fosfato de aluminio (AIPOa), fosfato de hierro (FePO4), fosfato tricdlcico [Cas(POa).] e hidroxiapatita
[Cas(OH)(PO4)s]. Los tonos rojizos representan a los tratamientos dispuestos a pH = 4.50 y los tonos azules a pH = 8.0. Los grupos
estadisticos se encuentran representados con letras y fueron determinados mediante ANOVA-Tukey HSD (valor de p <0.05, n= 23-33).
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Figura A3. Optimizacion de las concentraciones de las sales insolubles de P

en el sistema de hidroponia en sustrato
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Se utilizaron Unicamente plantas silvestres de Arabidopsis. Se evaluaron las sales de fosfato monopotasico (KH.PO,), fosfato de
aluminio (AIPOs), fosfato de hierro (FePQa), fosfato tricélcico [Cas(POa)2] e hidroxiapatita [Cas(OH)(POa)s] a concentracién de 1 mM
con respecto al volumen de sustrato. Los tonos rojizos representan a los tratamientos dispuestos a pH acido y los tonos azules a pH
neutro/alcalino. Los grupos estadisticos se encuentran representados con letras y fueron determinados mediante ANOVA-Tukey HSD
(valor de p <0.05); n= 31-43. Este experimento se llevd a cabo en invernadero en el periodo de marzo-junio del 2018.
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Figura A4. Correlacion entre variables de arquitectura radicular y area foliar

en el sistema in vitro
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Correlacién entre las variables de arquitectura de raiz y area foliar de plantas crecidas con 100 uM de KH.POs a 24 dpg. Este grafico
de correlaciones es representativo de las concentraciones de P de 50-1000 uM, e indica la correlacion importante que existe en caja
entre el drea foliar y la longitud total del sistema radicular (enmarcado en rojo). Las unidades para cada variable son similares a las de
las Figuras 5y 7A. Para el analisis de correlacion se utilizé un modelo lineal, y se presenta el coeficiente ajustado de correlacion de
Pearson R2. L.primaria= Longitud de raiz primaria; N.laterales= Nimero total de raices laterales; L.total= Longitud total del sistema
radicular; D.laterales= Nimero promedio de raices laterales por cm de raiz principal; L.laterales= longitud promedio de raices laterales;

A foliar= drea foliar; R.AfxLt = Radio entre area foliar y longitud total del sistema radicular.
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Figura A5. MALDI-MSI de raices de plantas en tratamientos de suficiencia y

deficienciade P

OX-STOP1 OX-ALMT1 OX-STOP1 OX-ALMT1

I I I |

I LI 1 £ LI | 1
WT almt1 stopl 213 223 274 38.1 WT almtl1 stopl 213 223 27.4 38.1

Malato Citrato

Se muestra el triplicado de las imagenes MALDI_MSI obtenidas de cada uno de los genotipos para citrato y malato, en tratamientos
de suficiencia (+P) y deficiencia (-P) de fésforo. En todos los casos, el acomodo de las raices de las plantas es, de izquierda a derecha:
WT, almtl, stop1, L21.3, L22.3, L27.4 y L38.1. Las escalas de intensidad y longitud son similares para todas las imagenes.
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Figura A6. Graficos de barras apiladas de tasas de exudacion de acidos

organicos
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Los graficos superiores muestran las proporciones de las tasas de exudacién de cada acido orgédnico con respecto a la tasa de
exudacion total cuantificada. Los graficos inferiores muestran la sumatoria de las tasas de exudacion de los ocho acidos organicos. En
estos Ultimos, las barras de error representan el SEM (n=4) de los carboxilatos exudados totales. Los grupos estadisticos se encuentran
representados con letras y fueron determinados mediante ANOVA-Tukey HSD (valor de p <0.05). Los contrastes se realizaron
independientemente para cada tratamiento. Los asteriscos rojos (*) indican las tasas de exudacidn de los genotipos que difieren
significativamente de la de las plantas silvestres en cada tratamiento. Lineas sobreexpresantes de STOP1: L6.5, L21.3 y L22.3; lineas
sobreexpresantes de ALMT1: L27.4,138.1y L39.3.
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Figura A7. Analisis de la arquitectura radicular de lineas sobreexpresantes

bajo deficiencia de P

AIPO, i FePO, Ca:(OH)(PO,): Cay(PO.),
k @ a %k

£ 501 20{ep ® ) 100 ¥ - .
E ‘;g' ¢ b | {157 - YW«
g 20 : ¢ 10 - * ‘ 40 4 ;
< § = 50 : !

ol TEE S 8 2 ;

L L L Ll L L L) T T 1 g Ll L) L) Ll L ) L) Ll Ll L) T L Ll *l L Ll L) T L L L L) L L L 2 b
i be ’ *

o

AP 1t 1A 1
e 'y ”*

N.laterales
-~ ——
g

~EE—
———
L
X
0—..‘—‘ -
e
I I
=

L.laterales (mm)
w [=2] {7=]
o
- -
- .
f3—g
iR
g
*
PR —a
+B—
& -
=F-—
-
(- X ol
&
—{EH- .
—~E— .
+.
> o 3 & 8
oﬂ—o‘-ocs.
~fE— e
=i
T
—EE-—8
e fE
~ e
——- e
0¥
. o)
g et

D.laterales

Los grupos estadisticos se encuentran representados con letras y fueron determinados mediante ANOVA-Tukey HSD (valor de p <0.05;
n= 13-22). Los contrastes estadisticos se realizaron por tratamiento (sal de P). Los asteriscos rojos (*) indican las medias de los
genotipos que difieren significativamente con respecto a las de las plantas silvestres. Lineas sobreexpresantes de STOP1: L6.5, L21.3
y L22.3; lineas sobreexpresantes de ALMT1: L27.4,L38.1y L39.3.
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Figura A8. Correlacion entre cantidad de exudados de distintos acidos

organicos y la longitud total de raiz
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Este grafico de correlaciones se realiz con todos los datos obtenidos, sin diferenciar en genotipos ni tratamientos. Sin embargo, el
analisis se realizdé también separando tratamientos (+P y -P) y por cada combinacién de tratamiento y genotipo, obteniéndose
resultados comparables. Las unidades para los dcidos organicos son cantidad (pmol) en el exudado y para la longitud total del sistema
radicular (L.total) son cm. Para el analisis de correlacion se utilizé un modelo lineal, y se presenta el coeficiente ajustado de correlacién

de Pearson R2.
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Figura A9. Evaluacidon de la sacarosa sobre la productividad in vitro de area

foliar
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Se crecieron plantas in vitro de manera similar al experimento presentado en la Figura 12, excepto que se redujo la concentracion de
sacarosa del medio de 1 al 0.2%. Las plantas se evaluaron a los 27 dpg. Los grupos estadisticos se encuentran representados con letras
y fueron determinados mediante ANOVA-Tukey HSD (valor de p <0.05). Los contrastes estadisticos se realizaron por tratamiento (sal
de P). Los asteriscos rojos (*) indican las medias de los genotipos que difieren significativamente con respecto a las de las plantas
silvestres. Lineas sobreexpresantes de STOP1: L21.3 y L22.3; lineas sobreexpresantes de ALMT1: L27.4 y L38.1. El n para los distintos
tratamientos fue: n(AIPO4) = 10-16, n(FePO.) = 15-19, n[Ca3(POa);] = 6-9, y n([Cas(OH)(P04)s]) = 9-12.
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Figura A10. Complementacion de almtl y stopl con los vectores de

sobreexpresion

A B

p35S::ALMT1 p35S::STOP1
Fondo genético: almt1 Fondo genético: stop1
Tratamiento: -P Tratamiento: Al

Qi .‘.-4 , “"/'v“ t“ﬁ‘ﬂ}vr:-y I»i‘

(1)

(A) Linea L87 T1 con segregacion 3:1 crecida en -P, complementada para ALMT1. (B) Linea L52 T1 con segregacién 3:1 crecida en
medio toxico en Al**, complementada para STOP1.
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