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?& Resumen

1.Resumen

El suelo es un sustrato que sirve como medio de anclaje a las
raices de las plantas y como sostén nutritivo para las mismas. Este
representa una fuente directa de nutrimentos necesarios para un
desarrollo adecuado. El fésforo es uno de los nufrimentos
indispensables en la nutricion vegetal, ya que es un componente
esencial de biomoléculas, por lo fanto su deficiencia causa graves
problemas a las plantas. Las plantas toman el fésforo del suelo en
forma de i6n ortofosfato, este idbn es muy reactivo y forma
complejos estables en el suelo. Por esta razén existen condiciones
de baja disponibilidad de este nutrimento.

Para contrarrestar estas condiciones de deficiencia, las
plantas han desarrollado diferentes estrategias que les permiten
utilizar el fosfato de manera mds eficiente. Existen dos tipos de
estrategias, bioquimicas y morfoldgicas. En cuanto a las estrategias
bioguimicas, las plantas incrementan la expresion y actividad de
enzimas como fosfatasas, que hidrolizan los compuestos orgdnicos
fosfatados, aumentando el fosfato libre. Un tipo partficular de
fosfatasas, son las fitasas, que hidrolizan especificamente el dcido
fitico, que es un compuesto orgdnico presente en altas
concentraciones en algunos tipos de suelo. No todas las plantas
tienen la capacidad de secretar fitasa en respuesta a la
deficiencia de fosforo.

En el laboratorio se han obtenido plantas transgénicas de
Arabidopsis thaliana Que sobreexpresan y secretan una fitasa de

Escherichia coli. El objetivo de este trabajo, es caracterizar el desarrollo

de estas plantas en diferentes fuentes de fosfato.
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Los resultados obtenidos indicaron que las plantas
transgénicas no tienen ninguna caracteristica fenotipica asociada
al gen de la fitasa y crecen de forma normal cuando las
condiciones de crecimiento son 6ptimas. El andilisis de la expresion
del gen de la fitasa, mediante una transferencia tipo Northern,
muestra que las lineas trangénicas presentan diferente nivel de
expresion concordando con los datos de actividad de la fitasa en
los exudados de éstas lineas. En ambos casos, Fi 1y Fi 4 fueron las
lineas con mayor expresion y actividad.

El crecimiento de algunas de las lineas transgénicas en un
medio sdlido +/2 Pi y con dcido fitico como fuente de fosfato,
mostré que, mientfras el crecimiento con Pi era importante, las
plantas que se enconfraban en un medio no adicionado de Piy
en un medio con dcido fitico, no crecieron y entre ellas no existia
ninguna diferencia. A pesar de esto, se demostré que las plantas
secretan enzima y que ésta es capaz de hidrolizar el dcido fitico.
Ademds, se observd que el Pi liberado de esta hidrdlisis, se
transporta a las raices.

El andlisis de los resultados, sugiere que la sobreexpresion del
gen de la fitasa bajo el control de un promotor constitutivo fuerte,
podria representar un costo metabdlico alto y que el fosfato
asimilado no compensa la energia gastada en la sobreexpresion y

secrecion de la misma.
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2. Infroduccion

2.1 Nutricion: vida vegetal.

El suelo representa un sustrato fisico, quimico y bioldgico
complejo; denfro del medio ambiente, el suelo cumple una doble
funcion, por un lado servir como medio de anclaje a las raices de las
plantas y por otfro como sostén nutritivo, ya que es la fuente directa de
los nutrimentos necesarios para un crecimiento y desarrollo adecuado.
Estos nutrimentos se dividen principalmente en dos grupos, los
micronutrimentos que son los que se utilizan en poca cantidad y los
macronufrimentos que son los que se utilizan en mayor cantidad. Existen
niveles en el suelo de ambos tipos de nufrimentos adecuados para

cubrir los requerimientos de las plantas (Tabla 2.1)

Tabla 2.1. Niveles adecuados de los nutrimentos que pueden ser requeridos por la
plantas expresados en concentraciones por peso seco de suelo (umol g, ppm o %)
(Epstein, 1972)

Niveles optimos de los nutrimentos requeridos por las plantas

Elemento Simbolo quimico Concentracién en peso seco
Macronutrimentos pmol g*!
Nitrégeno N 1000
Potasio K 250
Calcio Ca 150
Magnesio Mg 80
Fésforo P 60
Sulfuro S 30
Silicio Si 30
Micronutrimentos ppmo %
Cloro Cl 3.0
Fierro Fe 2.0
Boro B 2.0
Manganeso Mn 1.0
Sodio Na 0.4




% Infroducciéon @

Zinc n 0.3

En ocasiones, el suelo cultivable no contiene los nutrimentos
necesarios para un buen desarrollo y crecimiento vegetal; ademds, la
biodisponibilidad de estos nutrimentos estd mediada por el pH del
medio (Figura 2.1), todo esto en conjunto, produce respuestas de

deficiencia en las plantas ante la carencia de estos elementos.

Hitrgeno
Fasforo
Potasio
Sulfuro
- Calcio
D
_(_5 Magnesio
_9 Fierro
=
g_ Mangancao
'y
T Boro
S
ﬁ Cobre
2inc
Molibdeno

40 45 50 55 &80 65 7.0 75 BO B85 9.0
- pH
- - Acido Heutro Alcalino —_—

Fig. 2.1. Biodisponibilidad de los nutrientes de acuerdo al
pH. El drea sombreada indica las disponibilidad de cada
nufriente a los diferentes pH (modificada de http://

La deficiencia de ciertos nutrimentos en el suelo provoca cambios
fisicamente notables en la morfologia de las plantas. En la deficiencia
de fosfato (Figura 2.2) las hojas presentan, inicialmente una coloracion

verde oscuro, y posteriormente un color pUrpura, debido a la clorosis y la
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acumulacién de antocianinas respectivamente. Cuando se presenta

una deficiencia mayor, la planta puede detener su desarrollo y no se

reproduce, muriendo en etapas tempranas.

2Pi Condiciones
Normales

Fig. 2.2. Sintomas caracteristicos que presentan
las plantas en un medio ambiente con
deficiencia de fosfato. (modificada de http://

www.infojardin.com /carencias-nutrientes-

2.2 Fésforo, eje estructural, metabdlico y regulatorio.

El fosforo (P) es uno de los macronutrimentos que limita el
crecimiento y desarrollo de las plantas. EIl P presente en las plantas
juega un papel importante en varios procesos, los cuales incluyen la
generacion de energia, la sintesis de acidos nucleicos, la fotosintesis, la
glicdlisis, la respiracion, la sintesis y estabilidad de las membranas, la
activacion / desactivacion de enzimas y en el metabolismo del carbono
(Vance, et af, 2002). El fosfato forma enlaces ester fosfato que
representan una fuente de energia metabdlica en las rutas de biosintesis

y degradacion en la célula; ademds, actia como una molécula

5
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regulatoria a través del mecanismo de fosforilacion—defosforilacion
(Marschner, 1995)

En los ecosistemas naturales, el fésforo es convertido a fosfato
orgdnico e inorgdnico por procesos bioldgicos y quimicos (Brinch-
Pedersen et af, 2002). Las raices de las plantas asimilan el fosforo en
forma de ion ortofosfato  (H2PO4) y su concentracion en el suelo, no es
mayor a 10 uM. Esto representa una concenfracion de fosfato por
debajo de las concentraciones existentes en tejidos vegetales (5-20 mM)
(Raghotama, 1999).

2.3 Deficiencia de Fosfato

Dentro de los macronutrimentos, el Pi es el que tiene menor
disponibilidad en el suelo, ya que sus niveles son regulados
principalmente por las interacciones con moléculas orgdnicas e
inorgdnicas (Raghotama, 1999). Las formas orgdnicas representan
alrededor del 30-80% del P total en el suelo (Harrison 1987) y dentro de

estas, el fitato es la forma mayoritaria (Anderson, 1980).

En paises industrializados, la deficiencia de fésforo o de otros
macronufrimentos en los suelos usados para la agricultura, es
compensada por la aplicacién de grandes cantidades de fertilizantes,
los cuales garantizan una alta productividad en los cultivos y cosechas
(Poirier y Bucher, 2002 y Plaxton, 2004). Sin embargo, el uso de
fertilizantes trae consigo varios problemas como un alto costo y una
fuente de contaminacion, ya que sdlo el 20% del fertilizante que es
aplicado a los suelos es aprovechado por los cultivos. El agua que se
fuga de los cultivos fertilizados contiene una alta concentracién de éstos

y por lo tanto es causa de problemas ambientales. Para aliviar los

6
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efectos negativos del uso de fertilizantes, se deben buscar alternativas

qgque no danen el medio ambiente, por esta razén es importante
conocer como las plantas han logrado tener un crecimiento y desarrollo
adecuado en suelos con deficiencia de fosfato, desarrollando
estrategias que les permitan obtener los nutrimentos necesarios (Poirier y
Bucher, 2002) y basdndonos en estas estrategias proponer una solucion

al problema de la deficiencia de fosfato.

2.4 Estrategias contra la deficiencia del fosfato

Para sobrevivir con una baja disponibilidad de fosfato, las plantas
han desarrollado sofisticadas estrategias fisioldgicas y bioguimicas para
aumentar la adquisicion y removilizacion de este nutrimento. Las
respuestas a la deficiencia de fosfato les permiten solubilizar el fosfato
que se encuentra en compuestos no asimilables en el suelo y mantener
una concentracion constante de Pi en el citoplasma para realizar
6ptimamente sus funciones (Raghotama 1999). Estas respuestas se

pueden dividir en respuestas morfoldgicas y respuestas bioquimicas.

2.4.1. Respuestas morfologicas
Cambios morfolégicos de la raiz y su arquitectura.

El conjunto de caracteristicas que determinan el crecimiento vy
configuracién del sistema radical en el tiempo y espacio, se denomina
arquitectura radical (Raghotama, 1999). Esta se ve modificada cuando
la planta se encuentra en deficiencia de fosfato (Lynch y Brown, 2001).
Dentro de los cambios morfoldgicos existe un crecimiento sostenido de

la raiz mientras que el vastago se detiene. Hay un incremento en la
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longitud y densidad de los pelos radicales y en la proliferacion de raices

laterales (Poirier y Bucher, 2002).

La produccion de pelos radicales, que son extensiones
subcelulares de la epidermis de la raiz, facilitan la adquisicion de

nutrimentos (Batesy Lynch 1996)
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c&lula=
spidermicas

pelo radical

vacuela

nucléo

A

Fig. 2.3. ( A ) Desarrollo del pelo radical. ( B ) Cambios en el crecimiento de pelos

radicales en Arabidopsis sometidas a la deficiencia de fosfato (5uM) (Poirier v Bucher,

Bates y Lynch (1996, 2000) demostraron la importancia que tienen
los pelos radicales en la adquisicion de Pi en Arabidopsis al usar dos
mutantes, uno deficiente en la elongacion de los pelos radicales (rdh2)
y otro en el cudl la densidad de los pelos radicales estaba reducida
(rdhé). Cuando las plantas se cultivaban en una concentracion baja de
Pi (0.4 uM), todas las plantas eran pequenas y mostraban sintomas de
deficiencia. Al crecerlas con una concenfracion de 1.5 uM de Pi, las
plantas control (WT) tenian mds biomasa en el vastago y presentaban
una mayor toma de Pi que las dos mutantes y a una concentracion con
suficiencia de Pi (54 uM) no habia diferencia en el crecimiento de las
plantas. Esto implica que la capacidad de absorber Pi a través de los
pelos radicales se hace mds evidente a bajas concentraciones de este

nutrimento.
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2.4.2 Respuestas bioquimicas:
Transportadores de fosfato.

Los sistemas de fransporte especificos son esenciales para la toma
y redistribucién de fosfato dentro de las plantas (Smith et al. , 2003);
existen dos rutas de transporte en las raices de la plantas: por el
apoplasma y por el simplasma. En el transporte apopldsmico, los iones
vigjan intracelularmente en células corticales de raices y la restriccion
del paso de iones a la estela en este transporte, es mediante la banda
de Caspari que se encuentra entre las células de la corteza y la estela
(Figura 2.5) (Smith, 2002). En el transporte simpldsmico los iones pueden
cruzar la membrana de las células corticales y epidermales de la raiz
hasta llegar a la estela. Este movimiento de iones es un paso crucial en
el transporte de nutrimentos dentro de la planta; estos iones son
distribuidos por el xilema dentro de toda la planta (Smith et al., 2003). En
este transporte, el paso de los iones estd mediado por proteinas
transportadoras especificas que han sido caracterizadas. De acuerdo a
las caracteristicas cinéticas de las proteinas transportadoras de fosfato,
se conocen dos sistemas , el de baja afinidad cuya expresidn es
constitutiva, con Km entre 50 y 330 uM y el de alta afinidad con Km
entre 3-7 uM, el cual es inducido por la deficiencia de fosfato y su
expresion es preferentemente en raiz (Muchal y Raghotama, 1999). Los
iones ortofosfato son tomados por las proteinas transportadores que se
encuentran en las células de la epidermis de la raiz y en los pelos
radicales (Rausch y Bucher , 2002). El fosfato que entra a la planta tiene
cuatro posibles destinos dentro de ella: (1) entrar al metabolismo para la

formacion del grupo y-fosfato del ATP; (2) entrar a las vias de biosintesis
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de lipidos, DNA y RNA; (3) almacenarse en vacuola y (4) transportarse a

los diferentes érganos de la planta (Rausch y Bucher, 2002)

En Arabidopsis thaliana sS& han encontfrado nueve genes que codifican
para transportadores de Pi de alta afinidad. Esta familia génica lleva el
nombre de @fit1 (Bucher 2001). Los genes ®ht1 de Arabidopsis thaliana son
predominantemente expresados en raiz (Smith et af, 1997; Poirier vy
Bucher, 2002) y las proteinas no solo estdn involucradas en la toma de Pi
del suelo, sino también juegan un papel importante en la translocacién
de Pi dentro de la planta (Poirier y Bucher, 2002). En _4rabidopsis thaliana se
ha visto que en deficiencia de Pi, aumentan los niveles de transcritos de

esta familia génica (Shin et af, 2004)

Se han identificado genes similares en diferentes especies
vegetales como jitomate (LePTly Le®T2), papQ (StPT1y StP12) Y Medicago

truncatula (Mt@T1y Mt@12) (Raghotama, 1999)

La adquisicion de los iones ortofosfato es un proceso que requiere
energia, estos deben moverse a través de un gradiente eléctrico ya que
el interior de la célula estd cargada negativamente. La energia
requerida es mediada por una H+-ATPasa, la cual bombea los protones
fuera de la célula creando un gradiente en la membrana plasmdatica, y
el regreso de los protones a las células estd acoplado a la entrada de

iones ortofosfato a través de un cotransporte (Figura 2.4) (Smith, 2002).

A

a
. Pi "5 W
ag ® 4 D 4

&
citoplasma

ATP ADP +Pi

Pht H'-ATPase

Fig. 2.4. Modelo del transporte de fosfato dentro de la

célula (Poirer v Bucher 2002)
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Cada transportador tiene 12 dominios intermembranales
separados en dos grupos de seis (configuracion 6+6) por una asa cenftral
hidrofébica. Los dominios intermembranales estdn separados por asas
extracelulares e infracelulares, por lo que un andlisis predice que los
extremos N y C y el asa central hidrofébica estdn orientadas hacia la
parte interna de la membrana (Figura 2.5) (Raghotama, 1999; Smith,
2002).

Citoplasma

Fig.2.5. Modelo propuesto para los fransportadores de Pi (Raghotama, 1999)

Produccion de fosfatasas dcidas.

Md&s del 50% de fésforo total del suelo se encuentra en su forma
orgdnica. Estas fuentes orgdnicas deben ser hidrolizadas para que las
plantas aprovechen el fosfato liberado (Richardson et af 2001). Las
fosfatasas intracelulares y extracelulares son las encargadas de la
hidrdlisis de grupos monoesteres de fosfato que componen estas fuentes
organicas ( Figura 2.6 ), favoreciendo la movilizaciéon y translocaciéon de

Pi en condiciones de deficiencia (Duff et af, 1994).

11
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O O
| |
E-O-P-O° + H.O Fostatasa E-OH 4+ HGO-P-O
| 7 I
OH OH
Fosfoester Aleohol P

Fig.2.6. Hidrolisis de los grupos fosfoester por las fosfatasas (Plaxton, 2004)

Las fosfatasas que actian en el suelo son producidas por las

raices de las plantas, por hongos como Aspergiflus, micorrizas y bacterias

(Tarafdar et af; 2001)

Las fosfatasas se clasifican en dcidas y alcalinas de acuerdo al pH
optimo para la catdlisis ( Duff et af, 1994). Las fosfatasas alcalinas
presentan una especificidad por sustratos y participan en el
metabolismo. Ejemplos de esta clase de fosfatasa en plantas es la
fructosa-1,6-bifosfatasa, que cataliza una reaccién que es parte de la

gluconeogénesis ( Mathews, 2001).

Fructosa-1,6-bifosfato + H20 —— Fructosa-é-fosfato + Pi

Las fosfatasa acidas son generalmente inespecificas, por lo que se
piensa que son importantes en la liberacion de Pi desde fuentes

orgdnicas durante la deficiencia de Pi ( DUff et af, 1994).

Existen factores determinantes para el incremento de la expresion
de fosfatasas dcidas (APasas) intra y/o extracelulares. Dentro de estos
factores se encuentra la exposicion de las raices de las plantas a
cationes como el niqguel  (Ni 2¥), calcio (Ca?*) y magnesio (Mg?*), el
estrés salino, germinacion de la semilla, infeccidn patdgena vy el estrés

por deficiencia de agua y fosfato (Duff etal, 1994).

12
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Las fitasas (myo-inositol hexafosfato fosfohidrolasa) tienen como
sustrato especifico al acido fitico; conocido tambien como fitato. Es una
molécula con seis grupos ortofosfato de nombre quimico myo-inositol
1,2,3,4,5,6-hexafosfato (Figura 2.7). Existe en la naturaleza en forma de
sales con cationes monovalentes y divalentes, en particular el idn fitato
reacciona con elementos minerales como el Cu?t, Zn2*, Mg?+ y Fe 3*(Liu
et all, 1998). Se considera al dcido fitico como un agente antinutricional
ya que forma quelatos con los iones previamente citados, lo que
disminuye la biodisponibilidad de importantes minerales nutritivos
(Nagashima et af, 1999), ocasionando que no se absorban en el tracto

intestinal de los animales (Liu et. af, 1998)

- OH
oH
OH
=OH

Fig 2.7 Estructura del acido fitico ( Haefner et. af, 2005)

El fitato estd compuesto por seis enlaces fosfoéster, estos son
hidrolizados por las fitasa liberando iones ortofosfato los cuales son
utilizados por las plantas (Figura 2.7). Durante esta hidrdlisis se producen
compuestos intermediarios que incluyen esteres mono-, bis-,tris-, tetra- y

pentafosfatatados de inositol (IP1-IPs) (Liu et af, 1998).

13
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Myo inositol -penta

+ H20 — tetra, trnis, -bis y + cortofosfato

haeg  -Mono fosfato norggnice

Fia.2.10 Hidrolisis del fitato por la fitasa (Liu et af, 1998).

En general, las fitasas no hidrolizan completamente al dcido fitico;
esta enzima se encarga de la hidrolisis de sdlo fres de los enlaces
fosfoéster que se encuentran en la estructura del fitato (Haefner et af,
2005). Son conocidos dos tipos de fitasas, la 3-fitasa (EC 3.1.3.8)
producidas por microorganismos, este fipo de fitasa ataca
preferentemente al carbono de la posicion 1 y 3 del anillo de inositol y la
6-fitasa (EC 3.1.3.26) producidas por plantas y atacan el carbono 6 del

anillo del inositol (Lei y Porres, 2003).

Las fitasas son enzimas distribuidas en plantas, tejidos animales y
microorganismos (Greiner et af, 1993). La mayoria de los microorganismos
producen fitasas peripldsmicas, un ejemplo es la fitasa producida por la
bacteria Escherichia coli. Greiner et al (1993) purificd dos fitasas peripldsmicas
de Escherichia cofi, las cuales tiene un pH optimo acido y son enzimas

termoestables. Las fitasas de Escherichia cofi tienen una alta especificidad

14
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por el fitato y estdn clasificadas como é-fitasas. Por ofro lado, se ha
observado que los hongos filamentosos como Aspegillus niger produce

fitasas extracelulares ( Tabla 2.2).

Tabla 2.2 Elemplos de organismos que producen fitasas (Vohra et af, 2003 y Creiner, 2002)

Locdlizacion de la

Organismo Nombre .
enzima
Bacteria Bacillus. subtifis Extracelular
Bacteria Escherichia coli Perplasma
Hongo Aspengillus niger Extracelular
Planta Glycine soja. Extracelular
Planta Zea mays. Extracelular
Levadura Saccharomyces cerevisiae Extracelular

Las fitasas en plantas se han reportado en semillas y en raices (Liu
et af, 1998). Entre las plantas que producen fitasas se encuentran arroz,
maiz, cebada, frigo y algoddn (Liu et af, 1998). En el caso de Ambidopsis

thafiana No existe la produccion de fitasas.

Se ha demostrado que muy poca de la actividad de las fitasas es
secretada mediante la raiz de la planta (Coello, 2002). La secresion de
esta enzima en algunas plantas, estda ligada a condiciones deficientes

de Pi (Li etaf 1997).

Muchos autcores han propuesto soluciones a la deficiencia de
fosfato basdndose en las estrategias desarrolladas por las plantas, estas
soluciones estdn dirigidas a disminuir los dafios producidos por este

estrés.

2.5 Antecedentes del trabagjo.
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Generacion de las plantas transgénicas de 2mbidopsis thatiana

El uso de fertilizantes y el alto consumo de semillas de cereales en
la alimentacion de animales doméstico conlleva una alta
concentracion de compuestos fosfatados. Al ser el fitato el compuesto
de fosfato de mayor concentracién dentro de las semillas, y tomando
en cuenta que éste no es degradado en el intestino de los animales, las
cantidades de fosfato que se desechan contribuyen en gran parte a la
contaminacién del medio aunado por supuesto al uso de fertilizantes.

Coello et af (2001) propusieron una posible solucion a este
problema generando semillas de Ambidopsis thaliana con un bajo nivel de
dcido fitico. En estas semillas fransgénicas de Ambidopsis thaliana se reduce
el contenido de dcido fitico un 60% en comparacién con los controles
no transfectados. Este decremento de acido fitico estd acompanado
por un incremento de fosfato inorgdnico, lo que indica una actividad in
vivo de |a fitasa en estudio.

A pesar de esto, una solucidn mdas directa, es la obtencidon de
plantas fransgénicas de Armbidopsis thaliana que sobreexpresen y secreten
una fitasa de Escherichia coli que les permite crecer y desarrollarse en
suelos con alto contenido de dacido fitico. En el laboratorio, se han
identificado diferentes lineas independientes de las plantas
transgénicas de Ambidopsis thafiana que expresan la fitasa de Escherichia
coli y la dirigen al medio extracelular a través de un péptido sefial
(Fragoso 2004) (Figura 2.9), pero la evaluacion de la expresion del gen y
de la capacidad de las plantas de crecer en diferentes fuentes de

fosfato, no se ha esfudiado.




Intfroduccion

Fig 2.9 Transferencia tipo Southern utilizando el gen de fitasa
marcado radiactivamente como sonda. Lineas independientes
de plantas fransgénicas de Arabidopsis, 10 mg de DNA exfraido
de plantas transgénicas con la construcciéon p-Bin19 PS-Ftasa,
resistentes a kanamicina se digirieron con &ce ®7 (Fragoso 2004)
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3.0 Justificacion

Los antecedentes de este trabajo ponen de manifiesto que un
medio con deficiencia de fosfato es un problema para el buen
desarrollo y crecimiento de las plantas. La existencia de suelos con altas
concentraciones de compuestos fosfatados que se encuenfran en
formas no asimilables por las plantas, representa una situacion de
deficiencia de fosfato.

Por esta razén, se han buscado soluciones basdndose en las
estrategias desarrolladas por las plantas que permitan aminorar |os
efectos negativos de la escasez del fosfato. Arabidopsis thaliana, €S un
modelo apropiado para este estudio ya que presenta los sintomas
cldsicos de la deficiencia de fosfato y no contiene una fitasa

extracelular.

Basdndonos en los antecedentes se plantea la siguiente hipdtesis.
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4.0 Hipotesis:

Si las plantas transgénicas de  Arabidopsis thaliana sobrexpresan y
secretan una fitasa, entonces su crecimiento y desarrollo serd mejor que
el de las plantas silvestres, cuando se encuentren en un medio con fitato

como Unica fuente de fosfato.
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5.0 Objetivos

5.1 Objetivos general:
Caracterizar las plantas fransgénicas de  Ambidopsis  thaliana Qque

sobreexpresen y secreten la fitasa de Escherichia coli.

5.2 Objetivos particulares:

% Identificar mediante PCR el gen de la fitasa de Escherichia coli

en el genoma de las plantas transgénicas.

% Caracterizar cambios fenotipicos asociados a la expresidon

del transgen

% Evaluar la expresion del gen de la fitasa de Escherichia coli en
diferentes lineas transgénicas mediante una transferencia tipo
Northen.

m Determinar la actividad de fitasa en las diferentes lineas
transgénicas

% Evaluar la capacidad de liberacion de Pi en plantas

transgénicas crecidas en medios liquidos con dcido fitico

% Evaluar la capacidad de toma de Pi de las distintas lineas
transgénicas al crecer en un medio con dcido fitico como Unica

fuente de fosfato

m Determinar la capacidad de crecimiento de las plantas en

un medio con dcido fitico.
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é.Materiales y Métodos.

6.1 Material biologico

Para seleccionar las transgénicas de _Arabidopsis thaliana, Qs
semillas de las plantas transgénicas y control se lavaron con una
solucion de etanol al 70% (v/v) durante 15 segundos. Posteriormente
durante 5 minutos en una solucion de hipoclorito de sodio al 15%
(v/v) y 0.01% (v/v) de Tween 20. Al finalizar se lavaron
extensivamente con agua estéril. Las semillas se germinaron en
medio B5 con 1% (w/v) de agar y 50 ug /mL de kanamicina. Para
romper la latencia, se dejaron a 4°C por una noche y se trasladaron
a una cdmara de crecimiento a 22°C con un fotoperiodo de 8h de
luz por 16h de oscuridad. Después de dos semanas de crecimiento,
se transplantaron a fierra sélo aquellas pldntulas que crecieron
verdes. Las plantas se suplementaron con medio Hoagland (3 mM
KNO3, 2 mM Ca(NOs)z2, T mM MgSOs4, 0.004 mM MnClz, 0.023 mM
H3BO3, 0.0004 mM ZnSO4, 0.00015 MM CuSOs4, 0.00005 MM H2MoOQOyg4,
1g /200mL Fe(lll) EDTA y 500 uM (NH4)H2PO4, pH 5.2) cada fres dias
durante dos semanas. Para la obtencion de las semillas, las plantas
se cambiaron a una condicion de luz constante, por

aproximadamente un mes
6.2 Extraccion de DNA
Se extrajo DNA por medio del método descrito por Dellaporta

et al., (1983). Se congeld 1 g de tejido de la planta completa con

nitrdgeno liquido y se molid en un mortero estéril hasta obtener un
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polvo fino. El tejido molido se transfirid a un tubo y se le agregd (100
mM Tris pH 8 50 mM EDTA pH 8 500 mM NaCl y 0.2 uM p-
mercaptoetanol) y TmL de SDS al 20%. La mezcla se incubd a 65°C
por 10 minutos, se le agregd 5 mL de acetato de potasio 5 M y se
incubd en hielo durante 20 minutos. Se centrifugd a 25000xg durante
20 minutos y el sobrenadante se filtrd a través de una gasa estéril
colocada sobre un tubo que contenia 10 ml de alcohol isopropilico,
se mezcld y se dejé 30 minutos a —20°C. La mezcla se centrifugd a
20000xg durante 15 minutos, la pastilla se secd y se disolvidé en 0.7 mL
de Tris 50 mM pH 8.0 y EDTA 10 mM pH 8. Los dcidos nucleicos se
incubaron con 1 uL de RNAsa (10 mg/mL). Durante 30 minutos a 37°
C. La proteina se extrajo con 200 uL de una solucion de PCI (fenol:
cloroformo: alcohol isoamilico, 25:24:1). La fase acuosa se precipitd
con 1 /10 de volumen de acetato de sodio 3M pH 5.2y 0.5 mL de
isopropanol durante 30 minutos a —20°C. El DNA se lavd con etanol
al 70% y se resuspendid en 0.1 mL de Tris 10 mM pH 8.0 y EDTA 1 mM
pH 8.

El DNA se cuantificd mediante espectrofotometria a una Az,

considerando la siguiente relacion A= 1 = 50ug/mlL.
6.3 Extraccion de RNA

Para la extraccion de RNA, 0.1 g de raiz se molid en un
mortero estéril con nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino. A
esa cantidad de tejido, se le agregd 1 mL de TRIzol (Invitrogen), que
es una solucién monofdsica de fenol e isocianato de guaniding, se
mezcld en un vortex durante 5 minutos a temperatura ambiente y se
le anadieron 0.2 mL de cloroformo por cada mililitro de TRIzol. La
mezcla se incubd por 2 minutos a temperatura ambiente vy se
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centrifugd a 12000xg por 15 minutos a 4°C para separar la fase
acuosa de la orgdnica. La fase acuosa se precipitdé con 0.5 mL de
isopropanol , durante 10 minutos a temperatura ambiente. La
pastilla se colectd por centrifugacion durante 10 minutos a 12000xg
y se lavo con etanol al 75%. La pastilla se dejé secar 5 minutos y se
resuspendid en 50 ul de agua tratada con dietilpirocarbonato
(DEPc) (0.1% v/v). El agua con DEPc se prepard agitando toda la
noche la mezcla e inactivando el DEPc por esterilizacion durante 30
minutos a 15 Ib/in2.

El RNA se cuantificd mediante espectrofotometria a una Ao

considerando la siguiente relacion A= 1 = 40 ug/mlL.
6.4 Transferencia tipo Northern.

El RNA (30 ug ) se resuspendid en 4.8 ul de buffer A (3x HEPES
/EDTA) y 9.2 ul de formaldehido/formamida (9.7% formaldehido, 74%
formamida). Las muestras se incubaron a 65°C por 10 minutos y se
colocaron en hielo. Se les agregd 3 ul de Ficoll 10X como
amortiguador de carga (0.25% (w/v) azul de bromofenol, 0.25%
(w/v) xilen cianol, 25% (w/v) Ficoll tipo 400) y se separaron
electroforéticamente en un gel al 1% de agarosa que contenia 1x
HEPES /EDTA (HEPES 0.05M pH 8, EDTA0.001M) y formaldehido 0.062%.
Se corrieron a 70V constantes usando como amortiguador de
corrida 1x de HEPES/EDTA con 6% de formaldehido.

Al término de la corrida, el gel se lavd de 15-30minutos con
una solucién 20X SSC (NaCl 3 M, citrato de sodio 0.3 M). Se transfirié
a una membrana de Nylon (Hybond- N+, Amersham Pharmacia
Biotech) mediante capilaridad (Sambrook et al., 1989). La integridad
del RNA se observo tinendo los RNA, con NaOAc pH 0.3 M 5.2, 0.03%
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de azul de metileno (Wilkinson et al., 1990). El RNA, se fij6 a la

membrana mediante entrecruzamiento con UV.
6.5 Hibridacion de las membranas

La membranas con las muestras de RNA se prehibridaron por
una hora en un bano con agitacion a 65°C en un amortiguador que
contenia 0.33 M fosfatos, pH 7.2, TmM EDTA y 7% SDS. La sonda para
la hibridacion se marco radioactivamente con [a 32 P] dACTP (Random
primer),  Ulilizando reactivos comerciales de Invitrogen. Se
desnaturalizaron 5ul de la sonda, en 20ul de agua estéril. Se le
agregd lul de 500 uM dATP, 1uL de 500 uM dTTP, 1ul de 500 uM
dGTP, 20ul de amortiguador Rad Prime (Tris-HCI 125 mM pH 6.8,
MgCls 12.5 MM, 2-mercaptoetanol 25 MM,
oligodeoxirribonucledtidos: random octamers 150 ug/ul) y 50uCi de
[a 32 P] ACTP (10 mCi /mL) y se anadio 1 ulL del fragmento Klenow de
la DNA pol | (40 U/uL, KH2PO4/KoHPO4 50 mM, KCI 100 mM, DTT TmM
glicerol 50% (v/v)). La reaccién se incubd a 37°C durante 30 minutos.
Se purificd la sonda marcada de los nucledtidos no incorporados a
través de una columna de Sephadex G-10. La mezcla de la
reacciéon se cargd en la columna y se centrifugd por 5 minutos a
23000xg. La sonda purificada se desnaturalizé en agua en ebullicidon
por 5 minutos, y se colocd inmediatamente en hielo por 5 minutos
adicionales. La sonda se agregd a la bolsa que contenia el
amortiguador de pre-hibridacion, en un bano de agua a 65°C, con
agitacién constante toda la noche. Los lavados se realizaron con 2x
SSC y 0.2% SDS durante 15 minutos a temperatura ambiente y a 65°C
y un lavado de 15 minutos a 65°C con 0.2x SSC y SDS 0.2%. La
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membrana se expuso a una pelicula de rayos X Kodak (X-Max) con

pantallas intensificadoras a —70°C.
6.6 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

La reaccién en cadena de la polimerasa se realizdé con 2 ug
de DNA, los cuales se mezclaron con 5 ulL de Buffer para PCR (10X), 1
ul de dNTP’s (10 mM) y 1.5 ul de MgCl; (50 mM). A las muestras se
les agregaron 1 ul de cada uno de los primers especificos (10 uM)
disenados a partir de la secuencia de fitasa reportada por Dassa et
al., (1990).

Forward: 5.-ggg gct gca gcc cag agt gag ccg gag ctg-3°
con sitio de corte para Pst 1

Reverse: 5-gag aag ctt tta caa act gca cagc cag-3° con sitio

de corte para Hind lll.

Finalmente se agregaron 0.5 ul de TAQ polimerasa (5u/ul)
(Invitrogen) en 50 uL de volumen de reaccion. Se dejé 30 ciclos
cada uno de 30 segundos de desnaturalizacion a 94°C, un minuto
de alineamiento a 62°C. y una extension a 72°C por minutos. El
producto de reaccion de PCR se separd en un gel al 1% (w/v) de
agarosa con bromuro de etidio (1 pg/mL) usando el fago A digerido
con Hind Il (Invitrogen), como marcador de peso molecular. El gel

se corrid a 70V.

6.7 Actividad de fitasa y fosfatasas acidas

Obtencion de exudados.
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Se colocaron las plantas en T mL de agua desionizada para
permitir la exudacién de las raices durante tres horas. Esta solucidon

se liofilizd y se mantuvo congelada a -70°C hasta su utilizacioén.

Cuantificacion de proteina.

Para la cuantificacidn de proteinas se siguid el método
colorimetrico descrito por Bradford (1976). Se colocaron 20 ul de
exudados y se adiciond 1 mL de solucion Bradford, se dejo
reaccionar durante 10 minutos y se leyd la absorbancia en un
espectrofotdmetro a una A=595 nm. La curva patrén se construyd

utilizando concentraciones conocidas de albUmina.

Actividad de Fosfatasa Acida

Para esta determinacion, se incubd una solucion 5 mM de p-
nitfrofenil fosfato en amortiguador de acetatos (Acetato de sodio
100 mM pH 4.8, MgCl2 3 mM, EDTA 1 mM vy glicerol al 10%) con 20 ul
de exudados en un volumen final de 400 uL durante 10 minutos a
37°C. Al término de este tiempo, se anadid 1 mL de NaOH 1 M, para
estabilizar la reaccién y cuantificar el p-nitrofenol formado, el cual es
colorido pudiéndose detectar a A=410nm. Para calcular la cantidad
de Pi liberado, se utilizd el coeficiente de extincidbn molar del p-
nitrofenol que es de 20 000 M-'lcm-!. Con la cantidad de proteina y
la de Piliberado, se calculd la actividad especifica reportada como

umoles de p-nitrofenol liberado por minuto por mg de proteina.

Actividad de Fitasa.
Se incubaron 20 ulL de exudados con una solucién 1 mM de

dcido fitico en un amortiguador de acetatos (acetato de sodio 100
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MM pH 2, de MgCl, 3 mM, EDTA 1T mM y glicerol al 10%) en un
volumen final de 300 uL durante 10 minutos, a 37°C. Para detener la
reaccion, se agregaron 700 ul del reactivo ascdérbico-molibdato
(Gcido ascorbico al 10% y molibdato de amonio al 0.42% en d&cido
sulfUrico 5N, en una relacioén 1:6). La cuantificacion del Pi liberado se
realizd por el método de Ames (1966), incubando la mezcla durante
20 minutos a 45°C y cuantificando a una A= 820 nm para determinar
la cantidad de Pi. La curva patrdn se construyd utilizando

concentraciones conocidas de fosfato de potasio.

6.8 Hidrodlisis del acido fitico.

Se colocaron las plantas en 7 mL de una solucién 50 uM de
dcido fitico a pH 2. Las plantas permanecieron 24 horas con
agitacion constante permitiendo la exudacion de las raices y el Pi
liberado se cuantificé tomando una alicuota de la solucidn cada
tres horas. La cuantificacion del Pi liberado, se realizd por el método

de Ames (1966), como se describid anteriormente.
6.9 Contenido de Pi en raices.

El ensayo estaba compuesto por dos lotes de plantas que
habian crecido en deficiencia de Pi durante 15 dias. Un lote se
colocd en 7 mL de 50 uM de dcido fitico pH 2 y ofro lote como
confrol en agua a pH 2. Las plantas se mantuvieron por 18 horas con
agitacién constante y se cuantificd el Pi presente en las raices de
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esas plantas al término de este tiempo. Para la obtencion del
extracto, 0.01 g de raiz se molié en nitrégeno liquido, se agregaron 2
mL de agua y se calentaron a ebullicion durante 5 minutos dejando
enfriar hasta 72°C manteniendo esta temperatura toda la noche.
Las muestras se liofilizaron y se resuspendieron en 400 ul de agua
estéril.

La cuantificacion del Pi liberado se realizd por el método de

Ames (1966), descrito anteriormente.
6.10 Comparacion fenotipica

Se esterilizaron y sembraron semillas de todas las lineas
transgénicas (Fi 1, Fi 2, Fi 4, Fi 7 y Fi 8) y controles (Co 1 y Columbia)
en las condiciones descritas anteriormente y se transplantaron a
tierra tres plantas de cada linea. Las plantas se crecieron en fierra
durante 60 dias en cdmaras de crecimiento utilizando solucion
Hoagland como fuentes de nutrimentos. Las plantas se compararon

morfoldgicamente después de este tiempo.

6.11 Crecimiento en un medio con dcido fitico como Unica

fuente de fosfato

Se esterilizaron y sembraron semillas de las plantas
transgénicas (Fi4 y Fi7) y control (Col) en las condiciones
descritas anteriormente, y se transplantaron a cajas petri con
medio Hoagland con suficiencia de fosfato ( (NH4) HoPO4 500 uM),
con medio Hoagland con deficiencia de fosfato ( (NH4) SO4 500
uM) y en un medio adicionado con dacido fitico 50 uM a pH 5.2.
Las plantas se mantuvieron creciendo en estas cajas hasta que
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las de deficiencia de fosfato mostraban sinfomas caracteristicos
de la falta de Pi. Al final del tratamiento se registré el peso seco

de cada planta.
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7. Resultados:

7.1 Seleccidn de plantas transgénicas.

Para la obtencion de semillas transgénicas de Arabidopsis thaliana
que sobreexpresan y excretan fitasa, se recuperaron las plantas que
germinaron en presencia de kanamicina (Figura 7.1). Estas plantas
de Arabidopsis se transplantaron a suelo para obtener semillos.
Después de 3-5 ciclos de autopolinizacidon, se consiguieron
generaciones filiales con un alto porcentaje de plantas resistentes a
la kanamicina. Los porcentajes obtenidos de las lineas transgénicas
resistentes a la kanamicina fueron 95 % de Fi 1, 67 % de Fi 2,99 %
de Fi 4,75 % de Fi7, 56 % de Fi 8 y 80 % del control Col.

Figura 7.1  Transformantes de _rbidopsis
thaliana resistentes a kanamicina, las flechas
indican plantas susceptibles al antibidtico
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Para confirmar que las plantas seleccionadas en kanamicing,
fueran plantas fransgénicas, se realizd un PCR con DNA de cada
linea utilizando oligonucleotidos especificos para la fitasa, que

confirmaria la presencia del gen ( Figura 7.2)

S J —
e - Col Fil Fi2 Fi3 Fi4 Fi7 Fi8 C+
2,322 = - :

2,027 - - -

Figura 7.2. Amplificacion por PCR del gen de la fitasa en Ias

diferentes lineas tfrangénicas

En la separacion electroforética de la reaccion de PCR, se
puede observar que las lineas transgénicas que tiene el gen de la
fitasa, con un tamano ~1kb, son Fil, Fi2, Fi4, Fi7 y Fi8, mientras que Fi3
no presenta la banda que corresponde a la fitasa lo que indica que
esta linea no es fransgénica. Col, el cual es un control con solo el
vector de transformacion, no amplifica ninguna banda; mientras
que el confrol positivo proveniente de un pldsmido, si fiene un
fragmento del mismo tamano ( Fig. 7.2).

Para conocer si existen algunas caracteristicas fenoftipicas

asociadas con la expresion del fransgen, plantas fransformantes y
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9

controles se culfivaron durante 1 mes en condiciones normales en

fierra.

Fi7

Fi 8

Figura.7.3 Observaciones morfolégicas

transgénicas y controles cultivadas en condiciones optimas

Con estas observaciones (Figura 7.3), podemos decir que las

inserciones del gen de la fitasa dentro del DNA en las plantas de las

lineas transgénicas y control no afecta su desarrollo en condiciones

Sptimas de crecimiento.
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7.2 Caracterizacion de plantas transgénicas.

Mediante una transferencia tipo Northen, se observd una
expresion diferencial del gen de la fitasa en las diferentes lineas
trangénicas ( Figura 7.4 A ). El tamano del mensaje es
~1.2kb por la presencia del péptido senal que tfiene un tamano
~200pb ( Fragoso, 2004 ). Ya que el cargado, representado por los
RNAr, fue muy similar (Figura 7.4 B) algunas lineas parecerian mostrar
un nivel de expresidn mas alto como es el caso de Fil y Fi4. La linea

Fi7 y Fi8 mostraron una expresion menor que todas las demdas lineas.

— 1.2Kb

rRNA

Figura 7.4 (A) Expresidon
diferencial del gen de la fitasa
en raices de plantas

fransgénicas de Arabidopsis thaliana

fRY T Antral Aa ~Aran Aal PNIA

Para complementar al andlisis del gen de la fitasa, se evalud

la actividod de esta enzma en los exudados de las lineas

transgénicas. Los resultados mostraron que existe una correlacion
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entre la cantidad de mensaje y la actividad de la enzima. Las lineas
Fil, Fi2 y Fi4 fienen una actividad de entfre 7 y 8 veces por arriba del
control, mientras que Fi7 y Fi8, presentan una actividad especifica
elevada de esta enzima con respecto al control pero que no
alcanza los valores de las ofras lineas ( Figura 7.5 ). De acuerdo a
la grdfica, la actividad en Fi 1, Fi 2 y Fi 4 se incrementa de 7 a 10
veces mas que el control mientras que el aumento presentado por Fi

7y Fi 8 es de solo 3 veces.

Actividad de la fitasa
(Mmol/mg prot min)

0 : =
11 Fit Fi 2 Fi 4 Fi7 Fi 8 Co 1

Figura 7.5. Actividad especifica de la fitasa (Ae) en exudados de raiz de plantas

Para evaluar si la actividad de fitasa era una respuesta
especifica debido al gen introducido, se determind la actividad de
fosfatasas acidas de todas las lineas transgénicas, con respecto al
control. Con excepcidon de Fi 4, que es ligeramente superior, el nivel
de actividad de fosfatasas es el mismo en todas las lineas

incluyendo el control (Figura 7.6).
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Actividad de las fosfatasas daidas

Al i 2 A 4 7 & Col

Figura 7.6 Actividad especifica de Fosfatasas dcidas (Ae) en exudados de

raiz de plantas tfransaénicas de Arbidovsis.

7.3 Estabilidad del acido fitico en el medio.

Hasta el momento se sabe que la fitasa expresada en
Arabidopsis tiene actividad hidrolizando al dcido fitico en condiciones
in vitro, SiN embargo, fue necesario saber si esta fitasa tenia actividad
n vivo.

Se evaluaron varios pardmetros para conocer en qué

condiciones se degradaba el dcido fitico, uno de estos pardmetros
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fue determinar la estabilidad del dcido fitico a diferentes pH. Una
concentracion inicial de 50uM de dcido fitico disuelto en agua y en
solucidon Hoagland sin fosfato se incubd a diferentes pH y se
determind su hidrdlisis a traves de la cuantificacion del fosfato libre
durante diferentes tiempos.

El dcido fitico se empezd a degradar a los diferentes pH’s
desde el primer diqa, siendo la solucidn a pH 5 la menos estable. Las
soluciones a pH 2, 3 y 4 presentan degradacion constante
ligeramente menor aunque a los fres dias alcanzan valores hasta
100 uM a un pH de 2. La solucién de dcido fitico disuelto en agua a

un pH de 2 resultd ser la mds estable (Figura 7.7).

§250_

§200— ——pH 2 H20
‘g +pH2
:8150— —d—pH 3
2100 - pH4

:§ —%*—pH5

£ 50 -

§ o

0 1 2 3 4
Dia

Figura 7.7 Comportamiento del dcido fitico a diferentes pH con una concentracion
de dcido fitico de 50 uM

Para probar estas condiciones en un estudio in vivo, CONn UNQ
linea transgénica (Fi 1) y la planta control (Co 1), se colocaron Ias
plantas en el medio y se cuantificd el fosfato libre a diferentes horas.

La Figura 7.8 muestra la canfidad de fosfato liberado por la
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actividad de la fitasa que secretan las plantas. La canfidad de
fosfato liberado en las plantas transgénicas es muy superior a la del
control. Esto nos indica que la enzima secretada por las plantas,
presenta actividad en las condiciones establecidas, mientras que en

el control no existe actividad de fitasa
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horas

Figura7.8 Hidrdlisis del dcido fitico mediante la enzima
secretada por plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana

a pH 2, con una concentracion de dcido fitico de 50 uM

disuelto en agua durante 24 horas.

Una vez establecido que la fitasa era capaz de hidrolizar el
dcido fitico en el medio, las plantas fueron cultivadas en estas
condiciones (medio hidropdnico) por varios dias. Los resultados
indicaron que las condiciones hidropdnicas no eran adecuadas, ya
gue aun las que crecian en un medio de fosfato no se desarrollaban
de manera adecuada y morian. Debido a esto se eligid un medio
sélido para probar la capacidad de las plantas de crecer en un
medio con dcido fitico a una concentracion de 50 uM. La tabla 7.1
muestra que en los medios existe una concentracion baja de fosfato
al inicio y con esto se comprueba que no existe degradacion de
dcido fitico en el medio antes de que las plantas estén en

fratamiento.

Tabla 7.1 Concentracion de fosfato libre en los diferentes medios.

+ Pl - Pl ACIDO
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FITICO
0.0298 pmol  0.0012umol  0.0003umol

7.4 Crecimiento de las plantas transgénicas en los diferentes

medios.

Debido a que los medios hidropdnicos no dieron resultados
adecuados para el crecimiento de las plantas, se utilizaron medios
solidos para evaluar su crecimiento. Se cultivaron las siguientes lineas
transgénicas durante dos semanas en medio completo; Fi4 que es
una linea transgénica que presenta una alta actividad de fitasa, Fi7
que presenta una baja actividad de fitasa y la planta conftrol sin el
gen de la fitasa Co 1 como control. Al término de este tiempo las
plantas se sometieron a tres tratamientos: con fosfato (+Pi), dcido
fitico y sin fosfato (-Pi) durante tres semanas. Al terminar este tiempo
se compard el crecimiento de las plantas en los diferentes medios

Figura 7.9).
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Figura 7.9. Plantas cultivadas en medio sdélido con suficiencia de fosfato(+Pi),
deficiencia

de fosfato (-Pi) y con dcido fitico.

El desarrollo y crecimiento de las tres lineas en el medio con
suficiencia de fosfato es uniforme en cuanto al color y tamano de
roseta. Las tres presentaron una roseta mayor en este fratamiento en
comparaciéon con los otros dos. En Co 1 las plantas con deficiencia
de fosfato y con dcido fitico presentaron un mismo tamano lo que
implica que no estan adquiriendo el fosfato liberado. Al igual que
Co 1,Fi4 yFi7no tienen diferencias entre estos tratamiento. El peso
fresco de cada fratamiento corrobord Ias observaciones de

crecimiento (Figura 7.10)

Peso fresco (g )

0.04 _
0.035 _
0.03 | MAcido fitico
0.025 _| i m + Fosfato
0.02 _| O - Fosfato.
0.015 _ i
0.01 _ &
o.oos_l—a T ’—I’ |

o . H

Co 1 Fi 7 Fi 4

Figura 7.10 Peso fresco de plantas de Ambidopsis sometidas a los distintos

fratamientos.

7.5 Hidrolisis del acido fitico in vivo.
Hasta el momento se sabe que las plantas transgénicas
secretan fitasa y que esta tiene actividad cuando estd presente en

el medio con un sustrato, sin embargo cuando las plantas se
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someten a un fratamiento en un medio con fitato como Unica
fuente de fosfato, estds no presentan beneficio de la actividad de
la fitasa secretada.

Por esta razén se realizd un ensayo en el cudl se monitoreo
durante todo un dia la cantidad de fosfato liberado en el medio
por la accion de la fitasa. El experimento se realizé con todas las
lineas transgénicas de Ambidopsis que previomente presentaron
actividad de fitasa in vitro en las condiciones establecidas en el
punto 7.5.

El ensayo mostré un incremento en la cantidad de fosfato
liberado por la actividad de la enzima secretada desde las dos
horas, hasta alcanzar su punto mdéximo a las 15 horas; de este punto
en adelante las lineas se comportan diferentes entre si, Fi2 y Fi7
decrementan la cantidad de fosfato, mientras que Fi4 y Fil

mantienen la cantidad de fosfato libre e incluso después de un

—e—fi 1
—a—fi 2
—a—fi 4

fi7
—#—co 1

—»— columbia

pmol de Pi liberado/g seco de raiz

S5-0 2 4 7 9 15 18 21 24
horas

tiempo esta cantidad de fosfato libore empieza a incrementar de

nuevo (Figura 7.11)
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Figura 7.11 Hidrdlisis del dcido fitico in vivo por la fitasa secretada en las diferentes

lineas transgénicas de Arabidopsis thaliana

El comportamiento de Fil y Fi4 se justifica por los niveles de
actividad de la fitasa, estas dos lineas son las que presentan mads
actividad y por lo tanto liberan mds fosfato , manteniendo alta su
concentracion en el medio.

Las 18 horas es el tiempo en que disminuye la cantidad de
fosfato libre en Fi 2y Fi 7; mientras que en Fi 1 y Fi 4 la cantidad se
mantiene constante; este punto podria representar la adquisicidon
de fosfato libre en el medio por las raices de las plantas. Para
corroborar esta aseveracidon se realizd un ensayo para la
cuantificacion de contenido de fosfato en raices de las diferentes
lineas fransgénicas y confrol de Arabidopsis thaliana sometidas a

deficiencia de fosfato durante 1 semana.
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Figura 7.12.Contenido de fosfato en raices de plantas tfransgénicas y control
de Arabidopsis thaliana en deficiencia de Pi expuestas por una semana a una solucion

de dcido fitico (50uM y pH 2 ) durante 18 horas con agitacién constante.

En la Figura 7.12, observamos que las raices de las plantas
expuestas a la solucidn con dcido fitico tienen una concentracion
mayor de fosfato en comparacion con las que estuvieron en agua;
esto significa que las plantas estadn adquiriendo el fosfato libre del
medio. Las lineas con mas alto contenido de fosfato en la raiz son Fi
1y Fi 4 ya que, comparadas con su control en agua, presentan un
mayor incremento en el contenido de fosfato. Comparando las
lineas con el control que estuvo en suficiencia de fosfato, los
resultados muestran que la linea Fi 4 alcanza niveles de Pi similares,

mientras que Fi 1, Fi 2 y Fi 7 tienen una cantidad muy inferior.
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8. Discusion de Resultados.

Las plantas en condiciones de deficiencia de fosfato han
desarrollado estrategias que tienen como finalidad incrementar la
disponibilidad y absorcion de este macronutrimento ( Raghotama,
1999; Vance, 2001).

El objetivo del presente frabajo fue analizar el crecimiento y
desarrollo de las plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana Qque
secretan una fitasa de Escherichia coli. Esta fitasa presenta alta
especificidad por el dcido fitico (Dassa et af 1990) y se ha
demostrado que se expresa en forma activa al ser infroducida en

plantas de Arabidopsis thaliana (Coello et al, 2001)

Del grupo de plantas transformantes de rabidopsis thaliana, se
escogieron lineas independientes y autopolinizaron durante varias
generaciones hasta alcanzar generaciones filiales con un alto
porcentaje de plantas resistentes a la kanamicina (Figura 7.1).
Después del proceso de seleccion, se corrobord la obtencion de
plantas transformantes mediante un PCR readlizado directamente

sobre DNA gendmico.

Al hacer un andlisis del crecimiento de las plantas
transgénicas en condiciones Optimas, no se encontraron
caracteristicas fenotipicas asociadas a la insercion del DNA
exdgeno, 1o que sugiere que la transformacion no afectd ninguna

funcion esencial dentro de las plantas
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Los resultados de expresion de la transferencia tipo Northern
mostraron diferencias sustanciales entre las lineas transgénicas
(Figura 7.4). Estos resultados concuerdan con la actividad de la
fitasa en exudados de las plantas fransgénicas, en donde las plantas
de mayor actividad (Fi 1, Fi 2 y Fi 4) son ademds las de mayor
expresion. La mayor expresion del gen de la fitasa en algunas lineas
transgénicas puede ser el reflejo del nUmero de T-DNAs insertados
durante las transformacion. Se ha observado que durante la
transformacion de las plantas con Agrobacterium, existen varios eventos

de insercion de T-DNA ( Clough, 1998 ).

Las plantas crecen en diferentes condiciones y en suelos con
caracteristicas diferentes en cuanto a su composicion nutrimental
(Hommond et.al, 2004) Se ha manejado, que una solucidon nutritiva
de Hoagland a pH 5, suplementada con dcido fitico, es la solucion
que se utiliza para evaluar si esta molécula fosfatada puede servir
como fuente de fosfato (Richardson et af 2001; Zimmermann et
al.,2003; Xiao et af, 2005). Los resultados obtenidos en este trabagjo,
indicaron que bajo esas condiciones, el acido fitico es muy inestable
y se hidroliza liberando fosfato inorgdnico. Se encontré que las
condiciones experimentales adecuadas para evitar la degradacion

del dcido fitico, son solubilizarlo en agua a un pH de 2.

41



% Discusion de resultados @

Utilizando estas condiciones para crecer plantas transgénicas
en un sistema hidropdnico, no se logré un crecimiento constante de
las plantas. Sin embargo, utilizando un medio sélido , las plantas
crecian de manera adecuada, aungue los resultados indicaban
gue no existia diferencia entre las plantas creciendo en deficiencia

de fosfato y daquellas que crecian en

dcido fitico. Estudios anteriores, han demostrado que plantas
transgénicas que sobrexpresan fitasas de diferentes fuentes,
incrementan su capacidad para tomar Pi del fitato ( Richardson et af
2001; Zimmermann et af, 2003; Yip et af, 2003); sin embargo, en
ninguno de esos frabajos se demostrd que el dacido fitico fuera
estable, y que el fosfato liberado proviniera de la hidrdlisis

enzimdtica de esta molécula.

Los resultados demostraron que la enzima secretada por las
plantas, hidroliza el dcido fitico y que el Pi liberado es asimilado por
la raiz, en el caso de una de las lineas tfransgénicas ( Fi 4 ), en valores
muy semejantes a los de plantas crecidas en suficiencia de Pi.
Zimmerman et al, 2003 mostrd la secrecion de una fitasa sintética en
los pelos radicales de plantas transgénicas de papa, utilizando el
promotor LeExt 1.1 de tomate que es especifico de ese érgano. Los
resultados obtenidos en ese trabajo, demostraron que no existia
diferencia entre el control y las plantas transgénicas en su desarrollo
en condiciones de suficiencia y deficiencia de fosfato; sin embargo,
en el medio con el d&cido fitico, las plantas transgénicas

incrementan biomasa en un 30 % comparado con el conftrol.
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Los resultados obtenidos por Zimmerman et af,, 2003, contrastan
con los presentados en este trabajo, sugiriendo que en nuestro caso,
la sobreexpresion de la fitasa dirigida por un promotor constitutivo
fuerte, representa un costo metabdlico muy elevado y que el
fosfato que liberan no es suficiente para compensar la energia
gastada en la sobreexpresion y secresion de la fitasa. Si este fuera el
caso, la generacién de plantas que expresen a la fitasa bajo el

control de un promotor inducible, podria ser la solucion.
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9. Conclusiones

?i% Las plantas transgénicas de  Arabidopsis thaliana NO
presentan caracteristicas fenotipicas asociadas a la insercidon

del gen de la fitasa.

?ii Las plantas fransgénicas que secretan la fitasa,

presentan un aumento en la actividad de la enzima.

?*5 El dcido fitico es estable en agua, como medio de

solucion a pH 2

% La fitasa secretada por las plantas transgénicas
hidroliza el dcido fitico del medio y parte de este Pi es

asimilado por la raiz

?di No existe diferencia entre el crecimiento de plantas
transgénicas que secretan fitasa bagjo la regulacion de un
promotor constitutivo, cuando estdn en un medio sin Pi 6 un

medio con dcido fitico
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