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. RESUMEN

Los suelos acidos limitan la productividad de los cultivos a nivel mundial,
debido principalmente a su alto contenido de aluminio (AI**) y a la baja disponibilidad
de fosforo (P). El aluminio es un catién trivalente que interactua con el fosfato para
formar fosfatos de aluminio que son altamente insolubles y por lo tanto inaccesibles
para su captacion por el sistema radicular de las plantas.

Algunos cationes trivalentes se utilizan actualmente en la agricultura como
aditivos de fertilizantes, entre ellos los elementos de tierras raras como el lantano
(La®*") y el gadolinio (Gd>*). Aunque se han documentado resultados positivos en el
crecimiento de las plantas por la aplicacion de estos cationes en concentraciones
bajas, cada vez es mas evidente el efecto rizotdxico causado por La** y Gd**, lo que
hacen necesarias investigaciones para conocer las interacciones de estos elementos
con los nutrientes esenciales, principalmente el P, y sus consecuencias en la
fisiologia de las plantas. Una de las respuestas de la raiz que es comun al aluminio,
a elementos de tierras raras y a la deficiencia de P, es la rapida inhibicién del
crecimiento de la raiz primaria. Lo anterior sugiere que las plantas presentan
mecanismos de respuesta similares al estrés causado por la toxicidad por cationes
trivalentes y por la carencia de P. Alternativamente, los cationes podrian reaccionar
directamente con el fosfato formando precipitados insolubles y causando por lo tanto
sintomas de deficiencia de P.

Para lograr un mejor entendimiento entre las interacciones de los cationes
trivalentes La®*", Gd** y AP** con el fésforo, en este trabajo utilizamos a la planta
modelo Arabidopsis thaliana en sistemas de crecimiento in vitro, evaluando los
cambios en la arquitectura de la raiz y la expresion de genes inducibles por
deficiencia de fosfato (AtPT2 y AtMGDZ2) que ocurren en plantas silvestres tratadas
con LaCls, GACl; y AICI5 Los resultados obtenidos indican que el efecto del La** y
Gd** en las raices ocurre principalmente por la precipitacion de fosfato en el medio.
El analisis de las respuestas de las mutantes resistentes a deficiencia de fosfato Ipi y
Ipr de Arabidopsis proporciono evidencia de una interaccion génica modulando las



respuestas al fosfato y a los cationes trivalentes. Por el contrario, analisis similares,
realizados en plantas silvestres, mutantes y lineas reporteras, revelaron
interacciones en la sefalizacion por Al que son independientes de la precipitacion
del P. Por ejemplo, se evidencid que la modulacion de la sensibilidad a auxinas en el
periciclo para la formacién de raices laterales bajo tratamientos con Al depende del
receptor de auxinas TIR1 y de sus homdélogos AFB2 y AFB3. Asi también, como de
los factores de transcripciéon ARF7 y ARF19, debido a que las mutantes tir1-1 afb2-1
afb3-1y arf7-1 arf19-1 forman escasas raices laterales, en comparacion con plantas
silvestre, en respuesta a este catidn. Estos resultados sugieren que los efectos del Al
y de la deficiencia de P sobre el periciclo comparten mecanismos de sefializacién a
través de una ruta regulada por auxinas. Un hallazgo interesante fue que las
mutantes arf7-1 arf19-1 son resistentes a la inhibicion de la raiz primaria por Al, lo
que indica que el meristemo radicular activa mecanismos de seRfalizacion
especificos que difieren del periciclo.

Los resultados de este trabajo indican que los cationes trivalentes (La**, Gd** y
AI’*) pueden afectar el crecimiento de las plantas a través de diversos mecanismos
que incluyen la precipitacion de P, alteraciones en la arquitectura de la raiz y la
induccion de genes que participan en la captacion de P. Dichos procesos son
especificos para cada catidon y pueden ocurrir mediante rutas de sefalizacion con

elementos comunes o distintos, dependiendo del contexto celular en la raiz.



Il. ABSTRACT

Acid soils limit crop productivity worldwide, mainly due to high concentration of
aluminum (AP’*) and low phosphorus (P) availability. Aluminum is a trivalent cation
that interacts with phosphate to form aluminum phosphates that are highly insoluble
and unavailable for uptake by the root.

Certain cations are currently used in agriculture as fertilizer additives, including
the rare earth elements lanthanum (La®*") and gadolinium (Gd**). Although positive
results have been documented in the growth of plants by the application of these
cations in low concentrations, it is increasingly appreciated that they may cause
rizotoxic effects. Additional research efforts are thus necessary to understand the
interactions of trivalent cations with the essential nutrients, especially P and its
impact on plant physiology.

One of the responses of the root that is common to aluminum, rare earth
elements and phosphorus deficiency, is a rapid inhibition of primary root growth. This
suggests that plants might have similar mechanisms to cope with stress caused by
trivalent cation toxicity and phosphorus deficiency. Alternatively, the cations could
interact directly with phosphorus to form insoluble precipitates and thereby causing
symptoms of P deficiency in plant tissues.

To gain a better understanding of the interactions between trivalent cations
La®>*, Gd** and AP** with phosphorus, in this work we used the model plant
Arabidopsis thaliana grown in vitro to evaluate changes in root architecture and the
expression of genes inducible by phosphate deficiency (AtPT1, AtPT2, and AtMGD?2)
occurring in plants treated with LaCls, GdCl3, and AICI;. Our results indicate that the
effects of La®*" and Gd** modulating root system architecture occurs primarily by the
precipitation of phosphate in the medium. The analysis of the responses of
Arabidopsis phosphate deficiency resistant mutants Jpi and Ipr provides evidence for
a genetic interaction modulating responses to phosphate and trivalent cations. In
contrast, similar analysis performed on wild-type seedlings and in mutant or

transgenic Arabidopsis lines in response to aluminum revealed novel interactions in
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plant signaling that are independent of the precipitation of P. For example, it was
found that modulating auxin sensitivity in pericycle cells to form lateral roots under
aluminum treatment depends on the auxin receptor TIR1 and its homologues AFB2
and AFB3, as well as the transcription factors ARF7 and ARF19, since the mutants
tir1-1, tir1-1 afb2-1 afb3-1 and arf7-1 arf19-1 developed fewer lateral roots than WT
seedlings in response to AlI**. These results suggest that the effects of aluminum and
phosphate deficiency interact at the level of auxin signaling. An interesting finding
was that the double mutant arf7-1 arf19-1 defective on auxin-related transcription
factors was resistant to inhibition of primary root by aluminum, thus indicating that
active root meristems specifically sense the AI** signal to modulate cell proliferation.
Taken together, our results indicate that trivalent cations La**, Gd** and AI** can
affect plant growth through various mechanisms including precipitation of P,
alterations in root architecture and the induction of genes that participate in P uptake.
These processes are cation-specific and can occur through signaling routes with
common or independent elements depending on the particular cell context in the

root.



Ill. INTRODUCCION

El fésforo (P) es el onceavo elemento mas abundante en la corteza terrestre.
Aunque el P total en el suelo es abundante, por lo general esta presente en formas
quimicas no disponibles para ser captadas por las plantas (Schachtman et al., 1998;
White y Hammond, 2008). La disponibilidad de P es limitante en la mayoria de los
suelos del mundo, incluyendo los arenosos semiaridos, los de origen volcanico, los
alcalinos de las areas subtropicales, asi como los acidos y anegados ricos en
materia organica de los tropicos y subtropicos (Oberson et al., 2001; Tiessem, 2008).
A nivel mundial se calcula que los suelos con problemas de disponibilidad de P
cubren una extension de 2,000 a 5,700 millones de hectareas (Oberson et al., 2001;
Hinsinger, 2001; Cakmak, 2002).

La mayor parte del P en el suelo (mas del 99%) esta presente como fosfatos,
ya sea como fosfatos inorganicos (poza o reservorio inorganico) o fésforo organico
(poza o reservorio organico). La forma inorganica soluble, los ortofosfatos (Pi), esta
disponible para ser captada por las plantas. El Pi tiene carga negativa, reaccionando
facilmente con cationes de la superficie de las particulas del suelo (AI** y Fe** en
suelos acidos y Ca®** y Mg®* en alcalinos), disminuyendo su movilidad y solubilidad
en agua, respectivamente (Bieleski, 1973; Tiessen, 2008). El Pi en el suelo también
se fija al reservorio organico en forma de acidos nucleicos, fosfolipidos v,
principalmente, como myo-inositolhexacisfosfato, los cuales no estan disponibles
para las plantas. El Pi fijo en la poza organica constituye entre el 20 y el 80% del
total del fésforo encontrado en las capas superficiales del suelo (horizonte O u
organico). Estos reservorios de Pi deben ser solubilizados, degradados vy
mineralizados para liberar Pi soluble y hacerlo disponible para la nutricion vegetal
(Schachtman et al., 1998; White y Hammond, 2008).

La disponibilidad de P es uno de los principales factores limitantes para el
crecimiento y productividad vegetal, tanto en sistemas agricolas como naturales. La
concentracion del P en los tejidos vegetales varia del 0.1 al 0.5% del peso seco

(Vance et al., 2003). Las plantas adquieren el P de la solucion del suelo a través de
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su sistema radicular en forma de fosfatos inorganicos (Pi) de tipo ortofosfatos,
principalmente como H,PO,4 y en menor medida como HPO,4?. La concentracion de
Pi en la solucién del suelo va de 0.1 a 10 uM, un nivel bajo si lo comparamos con la
concentracion requerida por las plantas que va de 5 a 10 mM (Schachtman et al.,
1998; Hinsinger, 2001; Vance et al., 2003; Kirkby y Johnston, 2008).

La disponibilidad de P se ve afectada por diversos factores: principalmente la
baja tasa de difusion (107? a 10° m?s™), su interaccién con componentes
inorganicos en el suelo, su rapida conversion por la actividad de microorganismos a
formas organicas que no pueden ser captadas por las plantas y finalmente por la
temperatura y humedad del suelo (Kirkby y Johnston, 2008). Los iones de aluminio
(Al) y hierro (Fe), los cuales predominan en los suelos acidos del mundo, interactuan
estrechamente con el P formando compuestos insolubles que no pueden ser
asimilados por las plantas. El P también interactiua con los iones de calcio (Ca) y
magnesio (Mg) presentes en suelos alcalinos, causando la precipitacion del P. Estas
interacciones son influidas por el pH de la solucion del suelo, debido a que el P esta
principalmente disponible en el intervalo de pH de 6.5 a 7.5 (Holford, 1997;
Schachtman et al., 1998; Raghothama, 1999; Hisinger, 2001; Vance et al., 2003;
Marschner, 2011).

El P es necesario para el crecimiento y reproduccion de las plantas, por ello es
considerado un macronutriente esencial. La sintomatologia tipica de la carencia de P
en las plantas comienza como un cambio gradual en la coloracion del follaje,
iniciando como un verde oscuro en las hojas jovenes para después tornarse en
purpura en las hojas viejas, lo anterior como consecuencia de la acumulacion de
antocianinas. Las plantas carentes de P también muestran un crecimiento reducido
debido a los cambios en la velocidad de division y elongacién celular, una reduccién
en el tamano y el numero de flores y semillas, asi como cambios en la fenologia,
disminuyendo en gran medida la productividad de las plantas (Bould et al., 1986;
Benton, 2012).

En la mayoria de los sistemas agricolas, la cantidad de Pi soluble disponible en
el suelo no es suficiente para sustentar una velocidad de crecimiento rapida de los

cultivos. Alcanzar altos niveles de productividad en suelos con poca disponibilidad
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de Pi requiere un suministro constante de Pi en forma de fertilizantes. La tasa de
recuperacion del Pi aplicado como fertilizante por las plantas es muy baja, debido a
que mas del 80% queda inmovilizado e inasequible (Holford, 1997; Schachtman et
al., 1998). Para compensar la baja tasa de captura por las plantas, los agricultores
frecuentemente aplican un exceso de fertilizantes con Pi, para garantizar la
productividad de los cultivos (Goldstein, 1992).

Los yacimientos de P, también llamados rocas de fosfato, son la principal
fuente de materia prima para la fabricacion de fertilizantes. Las reservas totales de
este recurso natural no renovable se estiman en 45,780 millones de toneladas; sin
embargo, tomando en cuenta el aumento permanente en el uso de fertilizantes, los
depdsitos de la roca fosférica estan disminuyendo rapidamente (Cisse y Mrabet,
2004). Esta situacion ha contribuido a la discusion de una posible “crisis de fosfato”
en un futuro (Abelson, 1999). Las consecuencias negativas de dicha crisis
(depésitos de fosfato cada vez mas pequefios en ambientes agrestes con costos de
mineria cada vez mas altos) han provocado la necesidad urgente de obtener
variedades de cultivos con requerimientos de fertilizantes reducidos para aumentar
la productividad.

De acuerdo con algunas proyecciones, la poblacion mundial esta creciendo a
un ritmo de mas de 160 personas por minuto; lo que ocasionaria que para el afio
2050 la poblacion mundial sea de de 10,000 millones de habitantes (Hoisington et
al., 1999; Cakmak, 2002). La consecuencia de tal explosion demografica, seria que
para alimentar a dicha poblacién mundial seria necesario incrementar masivamente
la produccién de alimentos. El Modelo internacional para el Analisis de las Politicas
de los Productos Agricolas y el Comercio (The International Model for Policy Analysis
of Agricultural Commodities and Trade, IMPACT) ha estimado que la produccién de
cereales a nivel mundial se debera incrementar en un 57% entre 1997 y el 2050
(Hoisington et al., 1999; Rosegrant y Cline, 2003; Rosegrant et al., 2008). Uno de los
principales problemas para poder lograr un incremento en la produccion de
alimentos sera la disponibilidad de suelos arables y fértiles adicionales; se estima
que el area utilizada para la produccién de cultivos solo se puede expandir un 10%

(Rosegrant et al., 2001; Cakmak, 2002) debido a las areas perdidas para la
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agricultura, principalmente por la urbanizacion y la escasez de agua (Scherr, 1999).
Por lo tanto, para hacer frente a la demanda de alimentos, el objetivo principal seria
incrementar la productividad por unidad de area cultivable. Actualmente, grandes
cantidades de fertilizantes minerales son aplicados para mejorar la calidad vy
productividad de los cultivos; sin embargo, esto tiene efectos adversos en el
ambiente. Estrategias como la aplicacion de estiércol, el uso de sistemas de rotacion
de cultivos basados en legumbres y el reciclaje de los residuos de los cultivos, son
recomendadas para mejorar la fertilidad del suelo, asi como incrementar la eficiencia
en el uso de los nutrientes y disminuir el uso de fertilizantes (FAO, 2000; Yadav et
al., 2000; Timsina y Connor, 2001). Sin embargo, estas estrategias no seran
suficientes para mantener la produccién agricola al nivel que se requiere para

enfrentar la necesidad de alimentos en el futuro.



IV. ANTECEDENTES

4.1. Uso de fertilizantes

Las plantas son los productores primarios en los ecosistemas y por lo tanto
requieren niveles adecuados de nutrientes minerales para lograr un crecimiento y
productividad optimos. Entre los nutrientes requeridos para el crecimiento de las
plantas, el N, K y P son los principales componentes de los fertilizantes y
representan un porcentaje significativo de los costos de produccion. En las plantas
de interés agricola, en las cuales la biomasa total o la produccion de granos son
componentes clave de la productividad, el suministro de Pi debe ser mantenido en
niveles adecuados. Se estima que una nutricion subdptima de P puede conducir a
pérdidas del 10 al 15% de la productividad maxima (Raghotama, 1999; Shenoy y
Kalagudi, 2005). Para evitar estas pérdidas, una practica comun en la agricultura
intensiva es aplicar fertilizantes que contienen Pi. Algunas proyecciones indican que
para incrementar la capacidad productiva de los cultivos, y asi satisfacer las
demandas mundiales de alimentos para el afo 2020, el uso de fertilizantes debe
incrementarse de 144 millones de toneladas en 1990 a 208 millones en 2020 (Bumb
y Baanante, 1996; FAO, 2000). Por otro lado, Byrnes y Bumb (1998) consideran que
un aumento en la productividad también provocaria una disminucion de los
nutrientes del suelo, lo que ocasionaria un incremento en el consumo de fertilizantes
de 208 millones de ton a 300 millones (Cakmak, 2002). A pesar de las cantidades
excesivas de fertilizantes con Pi actualmente utilizadas, la productividad de los
cultivos no es la esperada. Lo anterior se debe a la alta fijacion del Pi en el suelo y a
la baja tasa de recuperacion de Pi total aplicado por los cultivos (10-15%). Esta tasa
de recuperacion podria incrementarse hasta un 50%, si se llevaran a cabo

aplicaciones periodicas y estacionales de fertilizante (Syers et al., 2008).



4.2. Elementos de tierras raras

En China, ademas de los macronutrientes esenciales, una practica comun en la
agricultura es el suministro de elementos de tierras raras (rare earth elements,
REESs) a los fertilizantes. La industria de fertilizantes en China produce un total de 5
millones de ton de compuestos suplementados con REEs, lo cual es suficiente para
fertilizar 6.68 millones de ha de tierras cultivables (Anon, 1998; Bradsher, 2011;
Meyer y Rodrigues, 2011). El consumo de REEs ha alcanzado 1,100 ton por afio,
principalmente con propdsitos agricolas (Yan, 1999; Meyer y Rodrigues, 2011).

Los REEs son miembros del Grupo IIIA de la tabla periddica, tienen
propiedades quimicas y fisicas similares e incluyen a los 15 lantanidos (Ln) ademas
del escandio (Sc) y el itrio (Y). A pesar de su nombre, los REEs estan ampliamente
distribuidos en el ambiente. La abundancia relativa en la corteza terrestre varia de
66 ug-g™ del cerio (Ce), 40 ug-g™' del neodimio (Nd), 35 pg-g™ del lantano (La) al 0.5
ug-g" de tulio (Tm), con excepcion del prometio (Pm) que es extremadamente raro.
Asi, que la abundancia ambiental del La es similar a la de otros elementos, como el
Cu o el Zn; incluso la abundancia de los REEs mas escasos, como el Luy el Tm, es
superior a la de otros elementos como el Cd y el Se (Greenwood y Earnshaw, 1984;
Tyler, 2004).

Los REEs generalmente se presentan como cationes trivalentes. El radio idnico
efectivo disminuye gradualmente desde el del La®** (103.2 pm) hasta el del Lu** (86.1
pm). Los radios idnicos del La** y del Gd** (93.5 pm) son similares a los del cation
divalente Ca®* (100 pm) y los efectos bioldgicos de estos elementos se han atribuido
a esta similitud (Evans, 1990). Los iones de los elementos mas pequenos de la serie,
llamados elementos ligeros de tierras raras (‘light’ rare earth elements, LREESs), y los
medianos (‘mean’ rare earth elements, MREEs), como el La y el Gd,
respectivamente, forman complejos estables con aniones electronegativos, como el
PO, (Tyler, 2004). Los REEs en la naturaleza se encuentran frecuentemente como
minerales de fosfatos. Entre los principales minerales que contienen Ln se
encuentran la monacita [Ln, Th(PO4)] (Forster, 1998), la xenotima [(Y, Ln(PQO4)]

10



(Sabourdy et al., 1997; Alex et al., 1998; Masau et al., 2000) y las apatitas (fluoro-
fosfatos) (Braun et al., 1993; Bauluz et al., 2000).

4.3. Los REEs como fertilizantes

Como sucede con la mayoria de los metales pesados en solucion,
concentraciones de REEs mayores que las que se encuentran naturalmente en los
organismos, presentan efectos toxicos. Sin embargo, existen reportes que respaldan
que pequefias cantidades de REEs (~10 yM) favorecen la produccién de biomasa y
el crecimiento de las plantas vasculares (EI-Ramady, 2010 a, b). Desde hace mas de
30 afios, con el fin de mejorar la nutricién de los cultivos, mezclas de REEs en los
fertilizantes son ampliamente utilizadas en la agricultura en China (EI-Ramady, 2010
a,b). Los primeros reportes del uso de REEs como fertilizantes han mostrado
diversos problemas. La mayoria de dichos estudios se han publicado en revistas
locales y son escasos los reportes disponibles para el publico internacional. La
traduccidn de los articulos es ambigua y poco clara, mientras que los detalles sobre
los disefios experimentales, metodologias, analisis estadisticos y resultados estan
generalmente incompletos (Brown et al., 1990). Asi que se piensa que dichos
fertilizantes podrian haber contenido elementos traza, como el molibdeno o el boro,
que serian los responsables de los efectos benéficos reportados. Otro problema en
las evaluaciones en campo es que los REEs generalmente se aplican junto con
compuestos nitrogenados, como la urea, por lo que en realidad se estan evaluando
los efectos de los REEs junto con los del nitrogeno (Xu et al., 2002). Ademas, los
reportes de la relacién dosis-respuesta eran practicamente nulos hasta hace apenas
10 afos (Wang et al., 2001).

En el mercado internacional existen tres tipos de fertilizantes provenientes de
China suplementados con REEs: el Changle-Yizhisu (CY), que contiene REEs en
forma de nitratos; el Nongle (NL), en forma de cloruros y 6xidos; y el MAR (mezcla
de aminoacidos vy tierras raras), el cual contiene 17 aminoacidos junto con La, Ce, Pr
y Nd (Pang et al., 2002). En China, la principal fuente de REEs para uso agricola son

extractos de vetas minerales, que incluyen monacita, xenotima y apatitas (Xiong,
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1995). Actualmente se aplican dosis de REEs superiores a los 0.23 kg-ha‘1-aﬁo‘1 (Xu
et al., 2002). Los REEs son aplicados anualmente en forma de espray a las semillas

y en el follaje.
4.4. Efecto de los REEs en la bioquimica y fisiologia de las plantas

Los REEs han sido utilizados como trazadores en diversos estudios
fisiologicos. El Dy3+ y el Eu®" se ensayaron para caracterizar los sitios de union a
Ca** en el fotosistema 1I de tabaco (Nicotiana tabacum) (Burda et al., 1995). Varios
cationes trivalentes de lantanidos se han usado en la evaluacion del apilamiento de
las membranas de los tilacoides y la distribucion espacial de los complejos proteicos
en los fotosistemas 1y II (Karukstis y Gruber, 1986; Mills y Hind, 1978). Con el Gd**
se ha evaluado la liberacion de calcio por canales en el reticulo endoplasmatico de
la zarzaparrilla (Bryonia dioca), los cuales fueron bloqueados efectivamente por el
Gd*" (Klusener et al., 1995). Estos Ultimos iones se han utilizado como inhibidores
de canales de calcio involucrados en la exudacién del xilema en el simplasto de las
raices de maiz (Zea mays) (Schwenke y Wagner, 1992), asi como en otros estudios
de investigacion fisioldgica que involucran canales de calcio, por ejemplo la
liberacion de Ca*™ vacuolar (Johannes et al., 1992; Klusener et al., 1995). Otros
iones de REEs, por ejemplo el La®*", también se han utilizado como bloqueadores
para evaluar la importancia de los canales de Ca?* en plantas (Lewis y Spalding,
1998).

Por otro lado, se ha reportado que bajas concentraciones de iones de REEs
presentan efectos benéficos en algunas funciones fisiolégicas de plantas. El
reemplazo del Ca?* por iones de REEs no siempre inhibe la actividad de enzimas
dependientes de calcio (Morishima et al., 1986). Algunos iones de lantanidos son
capaces de reemplazar los iones enddgenos de Ca®* de la peroxidasa en rabano
(Armoracia rusticana), manteniendo la estructura y actividad de la enzima
(Morishima et al., 1986). Sin embargo, a diferencia de otras proteinas de unién a
Ca?", la afinidad de la peroxidasa por iones de Ln®*" es menor que la de los iones de

Ca?*, asi que los iones de Ln*" son facilmente sustituidos por los de Ca®* (Morishima
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et al., 1986). Los iones de Eu®" son capaces de reemplazar a los de Ca®* en la
calmodulina, manteniendo su capacidad para activar a la NAD-cinasa (EC 2.7.1.23,
NADK, enzima que transforma el NAD en NADP) en plantulas de chicharo (Pisum
sativum) (Amann et al., 1992). Los iones de Nd**, al tener un radio iénico similar al
de los iones de Ca?", reemplazan a los de Ca”* en las membranas celulares de nabo
(Brassica napus) bajo condiciones de deficiencia de calcio (Wei y Zhou, 2000). He y
Loh (2000) reportaron que una combinacioén de 0.5 yM de nitrato de cerio y 0.5 uM
de nitrato de lantano es efectiva para promover la floracion en Arabidopsis thaliana.
Bajas concentraciones de LaCls en una solucion nutritiva promueven la actividad de
ATPasa y la velocidad de fotofosforilacion en cloroplastos de tabaco (Chen et al.,
2000). Los autores proponen que a una concentraciéon adecuada los iones de La®
aceleran las reacciones luminosas de la fotosintesis in vivo. El LaCl; promueve la
activacién de la ribulosa bisfosfato carboxilasa (RuBPasa, también llamada Rubisco)
en tabaco, incrementado la fijacion de CO,. Se han reportado mas efectos
promotores sobre el crecimiento y desarrollo vegetal con iones de La** que con los
de Gd** (EI-Ramady, 2010a,b).

Otros estudios realizados indican que los REEs incrementan la actividad del
fotosistema II en el helecho Dicranopteris dichotoma al unirse a la clorofila (Hong et
al., 1999; 2001). En espinaca (Spinacia oleracea) se ha sugerido que los iones de
Ce** entran al cloroplasto, se unen a la clorofila y reemplazan a los iones de Mg?*
para formar Ce-clorofila. EI Ce®" estimula el crecimiento de la espinaca, incrementa
el contenido de clorofila y la velocidad de fotosintesis (Hong et al., 2002; EI-Ramady
2010 a).

Los resultados del efecto benéfico de los iones de REEs en la fotosintesis de
las plantas parcialmente contradicen otra serie de experimentos realizados en
campo, los cuales han mostrado un efecto negativo de dichos iones en las plantas
(Ghanotakis et al., 1985; Bakou et al., 1992; Bakou y Ghanotakis, 1993; Ono, 2000,
Tyler, 2004; EI-Ramady 2010a,b). Estas discrepancias parecen ser el resultado de
las diferencias y a menudo, mayores concentraciones de iones REEs aplicadas en

los estudios donde se observan efectos inhibitorios. Asi, otros investigadores han
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reportado efectos toxicos en las plantas (Diatloff et al., 1995; Hu et al., 2002). En
diversos estudios se han observado efectos dafinos del exceso de REEs en la
biomasa de los microorganismos del suelo (Chu et al., 2001; Chu et al., 2003; Tang
et al., 2004), en la trasformacion del nitrogeno (Xu y Wang, 2001; Zhu et al., 2002) y
la evolucion del CO, (Chu et al., 2003; Xu et al., 2004). Sin embargo, en los ultimos
15 anos la aplicacién de los REEs no sélo se ha limitado a China sino también a
Japon, Rusia, Estados Unidos, etc., por lo que existe una preocupacion creciente
respecto a los efectos adversos de la acumulacion de REEs en los suelos (Chu et
al., 2007).

4.5. Los REEs como contaminantes ambientales

El uso de REEs en varias industrias asi como su aplicacion creciente en la
agricultura plantea un problema ambiental potencial por la acumulacién en los suelos
de estos elementos (Hu et al., 2002). La mayoria de los REEs que se aplican
directamente en solucién a las semillas o en forma de aerosol a los cultivos
eventualmente llegaran al suelo. También la produccion y uso de fertilizantes con
fosfato causan emisiones de REEs tanto al suelo como a la atmdsfera (Volokh et al.,
1990). El superfosfato, Ca(H2POus)aq), fertilizante producido por la reaccion entre
acido sulfurico concentrado con apatita, Ln-Cas(POs)zs), en la peninsula de Kola
(norte de Rusia) contiene 2.6 mg de REEs por gramo de producto final (Todorovsky
et al., 1997). A una tasa normal de fertilizacién de P de 300 kg-ha'1-aﬁo'1, los suelos
tratados con este producto podrian contener mas REEs como contaminantes que los
que intencionalmente se aplican en la agricultura en China. Ademas, la fosfogibsita
rica en REEs, uno de los principales subproductos industriales de la produccion de
fertilizantes con P, también se utiliza en la agricultura, principalmente en Rusia
(Gorbunov et al., 1992).

Otra fuente de contaminacién por REEs es la industria petroquimica. Los
productos a partir de los cuales se realiza el craqueo catalitico del petréleo (proceso
petroquimico por el cual moléculas organicas simples, como hidrocarburos ligeros,

se producen a partir de moléculas organicas complejas, como kerégenos e
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hidrocarburos pesados), son minerales ricos en REEs (por ejemplo, monacita). Los
sedimentos marinos en las costas de California E.E.U.U. estan claramente
contaminados con REEs debido a dicha actividad petrolera (Olmez et al., 1991) y
probablemente o mismo sucede en otras partes del mundo. Evidencias recientes
indican que una gran cantidad de actividades humanas, como la combustién de
hidrocarburos fosiles, la incineracién de desperdicios, procesos metalurgicos, etc.,
provocan la emision de REEs al aire, agua y suelo, lo que resulta en efectos

adversos para la vida vegetal (Meyer y Rodrigues, 2011).
4.6. Suelos acidos

En sentido estricto se considera que un suelo es acido si tiene un pH menor a
6.6, aunque existen diversos grados de acidez (Tabla 1). Los efectos perjudiciales
de la acidez no se manifiestan hasta que se alcanzan valores de pH inferiores a 5.5
debido a la toxicidad del aluminio y a la baja biodisponibilidad de los elementos
nutrientes, como el P (Porta et al., 2003). Aproximadamente el 30% de los suelos en
el mundo son acidos, principalmente en regiones tropicales y subtropicales. La
productividad de cultivos de primera necesidad, y en particular de granos, se ve
impactada negativamente en estas regiones. Por ejemplo, la produccion del 20% del
maiz y 13% del arroz a nivel mundial ocurre en suelos acidos, limitando la
productividad de los cultivos en varios paises en vias de desarrollo donde la
produccion de alimentos es critica (Kochian et al., 2004; Horst et al., 2007).

La disponibilidad de Pi es particularmente escasa en los suelos acidos
anegados de los tropicos y subtrdpicos, debido a su fijacion con 6xidos de Al'y Fe en
la superficie de las arcillas minerales. Por lo tanto, la disponibilidad de Pi es uno de
los principales factores limitantes de la productividad de los cultivos en suelos acidos
(Chen et al.,, 2000). Debido a la baja disponibilidad de este nutriente mineral
esencial, las plantas han desarrollado numerosos mecanismos adaptativos para
obtener el Pi del suelo. Estas respuestas incluyen un aumento en la proliferacién de
las raices laterales, pelos radiculares mas largos y abundantes y la asociacién con
hongos micorricicos arbusculares (Raghothama, 1999). Cada vez resulta mas dificil
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la agricultura en los suelos acidos y se ha recurrido a diferentes estrategias
correctivas como la aplicacién de cal para aumentar el pH, y el uso de fertilizantes

fosfatados se ha convertido en una practica fundamental.

Tabla 1. Clasificacion de los suelos acidos establecidas por el departamento de
agricultura de los Estados Unidos (USDA) (tomado de Porta et al., 2003).

pH Evaluacion Efectos

<4.5 Extremadamente acido.  Condiciones muy desfavorables.
45-50 Muy fuertemente acido  Toxicidad por A’ y Mn?*.
51-55 Fuertemente acido Exceso de Co, Cu, Fe, Mn, Zn.

Deficiencia de Ca, K, N, Mg, Mo, P, S.
Suelos sin carbonato de calcio.
Actividad bacteriana escasa.

56-6.0 Medianamente acido Intervalo adecuado para la mayoria de los
cultivos.

6.1-6.5 Ligeramente acido Maxima disponibilidad de nutrientes.

6.6-7.3 Neutro Minimos efectos toxicos.

Por debajo de pH 7.0 el carbonato de
calcio no es estable en el suelo.

4.6.1. Sindrome de toxicidad por aluminio

Ademas de la deficiencia de fosfato, la toxicidad por aluminio (Al) en suelos
acidos es el factor mas importante que determina la composicion de la vegetacion
natural y limita la productividad de los cultivos. Se estima que a nivel mundial del 30
al 40% de la productividad de las tierras cultivables esta limitada por la acidez del
suelo ocasionada por el aluminio (Uexkull and Mutert, 1995; Eswaran et al., 1997). El
Al puede estar presente en la solucion del suelo en formas mononucleares y
polinucleares. Aunque la funcion especifica del polimero hidroxi Al43 en la toxicidad
por Al no es del todo clara, diferentes autores coinciden en que las especies
mononucleares de Al, particularmente AI**, mas que Al(OH)?** y AI(OH),", son las
especies de aluminio mas fitotoxicas (Kinraide, 1991). Se considera que los
complejos organicos e inorganicos de Al son menos activos (Horst et al., 2007).
Ademas de la toxicidad por Al existen otros factores que afectan el crecimiento de
las plantas en los suelos acidos. Este “sindrome” de toxicidad por Al en suelos

acidos puede ser exacerbado por niveles toxicos de Mn y Fe, asi como por
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deficiencias en diversos elementos minerales esenciales, siendo el P el principal
nutriente limitante (Ma, 2007).

4.6.2. Especies quimicas del aluminio en el suelo

El Al en solucién acuosa se ioniza rapidamente dando lugar a especies
monomericas de Al (Navarro, 2003). Un idn monomeérico con seis moléculas de agua

da lugar al ionizarse a los siguientes productos:

[Al(H:0)e]*" + Ho0 5 [AI(OH)(H20)s]*" + HsO"
[AIOH)(H20)s]%* + HoO 5 [AI(OH)a(Hz0)a]™ + Hs0"
[AIOH)2(H20)4]"* + H20 5 [A(OH)3(H20)3]° + Hs0"
[AI(OH)3(H20)3]° + H20 S [AI(OH)4(H20),]"" + H30"

La ionizacion avanza y genera iones H3O" y los iones hidroxialuminicos hidratados
que se forman tienden a polimerizarse. La solucion del suelo mantiene en equilibrio
iones AI** y AI(OH),*™* que, al hidrolizarse, liberan protones que provocan una
disminucién del pH.

El comportamiento del Al monomérico en el suelo condiciona las caracteristicas
de los suelos acidos. Existen formas intercambiables, el AI3+, junto con las que
resultan de su hidrdlisis, Al(OH)?*, Al(OH),"*, fase solida Al(OH); (gibsita) y formas
anionicas, tales como AI(OH),~ y AI(OH)s>". La existencia en forma soluble de las
distintas especies de Al depende del intervalo de pH considerado y de la fuerza
ionica. Debido a que el Al sélo actua con un unico estado de valencia, la presencia

de unas especies u otras dependera exclusivamente del pH (Paterson et al., 1991).
4.7. El foésforo en las plantas

En los ecosistemas, la productividad primaria, la estructura y la diversidad
(numero de especies y heterogeneidad) esta limitada en gran medida por la

disponibilidad de P (Tiessen, 2008). Debido a que el P es un elemento esencial
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durante el desarrollo del ciclo de vida vegetal, las plantas se han adaptado a
cambios en la disponibilidad de Pi en los ecosistemas. Aunque la cantidad total de P
en la corteza terrestre es elevada, su concentracion en suelo generalmente varia de
100 a 300 mg P-kg'1 de suelo, 0 200 a 600 kg P-ha (Mengel, 1997). Para mantener
una adecuada productividad de los cultivos es necesario fertilizarlos con P.

A pesar de las limitaciones antes mencionadas, el Pi es indispensable en todos
los procesos celulares, no solo de las plantas, sino de los seres vivos en general.
Durante el desarrollo, la reproduccion y la adaptacion al ambiente de las plantas
vasculares, el P es esencial en la regulacion post-traduccional de las enzimas y el
control de las rutas de transduccion de sefiales al participar en la fosforilaciéon y
desfosforilacion de proteinas. El Pi también esta involucrado en eventos fisiologicos
como la fotosintesis, la respiracion, la asimilacién de carbono y nitrégeno vy
metabolismo de lipidos. Ademas, el Pi es un componente estructural de diversas
biomoléculas tales como acidos nucleicos, fosfolipidos y otros compuestos
necesarios para el metabolismo energético como el ATP y el NADPH. Por lo tanto, el
Pi es indispensable para el crecimiento, desarrollo, fertilidad y reproduccion no solo

de las plantas, sino de todos los seres vivos (Abelson, 1999; Ticcioni y Abel, 2004).
4.7.1. Captacion y transporte de féosforo

Las formas disponibles de Pi (fésforo inorganico, principalmente ortofosfatos)
en el suelo son rapidamente tomadas por las raices en crecimiento, generando un
area circundante llamada “zona de explotacién” con escaso Pi disponible, dicha zona
se recargara lentamente por difusion y mineralizacién (Hinsinger, 2001). El Pi entra a
través de las membranas de las células de la epidermis y se transporta de manera
simplastica en contra del gradiente de concentracion, debido a que la concentracién
de Pi en el suelo rara vez supera los 10 uM (en general esta en un rango de 1 a 2
UM), mientras que en el interior de las células puede alcanzar concentraciones
milimolares (Raghothama, 1999). La energia requerida para el transporte del Pi es
proporcionada por ATPasas que generan un gradiente de H* en la membrana

celular. Este ultimo gradiente es utilizado para co-transportar Pi al interior de la
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célula. Se ha propuesto que existe un mecanismo dual para la captacion de fosfato,
el cual se caracteriza por la actividad constitutiva de transportadores de Pi de baja
afinidad que operan a altas concentraciones de Pi (milimolar,) y la activacion de
genes que codifican transportadores de Pi de alta afinidad, que funcionan a
concentraciones bajas de Pi (micromolar) (Schachtman et al., 1998; Raghothama,
1999).

Dentro de la raiz, el Pi se transporta al xilema para su movilizacién al tallo, las
hojas, las flores y los frutos. Se ha propuesto que la proteina PHOSPHATE1 (PHO1)
(que no es un transportador de fosfato, sino una proteina con dominio terminal SPX
de unién la subunidad Gg) esta implicada en la carga de Pi al xilema mediante un
mecanismo aun desconocido (Duan et al., 2008). La proteina PHO1 se expresa en el
tejido vascular de la raiz y la mutante pho7 hiperacumula Pi en la raiz debido a su
incapacidad para cargar el fosfato al xilema (Poirier et al., 1991; Hamburger et al.,
2002). Por ultimo, el Pi transportado a las hojas deja el xilema y se distribuye a los
tejidos restantes. En condiciones de senescencia y de carencia de Pi, el fosfato es
movilizado desde las hojas viejas a las jovenes y a otros tejidos. En este proceso, la
proteina PHOSPHATE2 (PHO2) y el microRNA mir399 son los reguladores clave
(Delhaize y Randall, 1995; Fujii et al., 2005; Chiou, 2007).

Una vez dentro de las células, el Pi puede seguir diferentes vias (Fig. 1): a)
utilizaciéon en las vias de biosintesis de fosfolipidos y acidos nucleicos; b) transporte
a los plastidios y/o las mitocondrias para ser utilizado en procesos metabdlicos (p.
ej., sintesis de ATP), c) transporte a las vacuolas para su almacenamiento; o d)
movilizacion a otras células (Rausch y Bucher, 2002). La ruta que siga el Pi

dependera del tipo de tejido y de los requerimientos metabdlicos de la célula.
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Figura 1. Modelo de algunos procesos adaptativos de las plantas a la deficiencia de Pi (fosfato,
ortofosfatos). Rutas alternativas a la glicolisis, la cadena de transporte de electrones mitocondrial y el
bombeo de protones al tonoplasto facilitan la respiracion celular y el mantenimiento del pH vacuolar al
evitar el uso de adenilatos y fosfato. Las raices excretan grandes cantidades de acidos organicos
(malato, citrato), a través de rutas donde interviene la PEPC (fosfoenolpiruvato carboxilasa), MDH
(malato deshidrogenasa) y citrato sintasa (CS), solubilizan el Pi unido a metales (p. €j., Al). Fosfatasa
acidas purpuras secretadas (PAP S) hidrolizan el Pi unido a moléculas organicas, como RNA y
ésteres de fosfato. Fosfatasas acidas purpuras vacuolares reciclan el Pi unido a monoéstres
intracelulares no esenciales. En el tonoplasto la bomba de fosfato inorganico dependiente de
protones (PPiasa) hidroliza pirofosfato (PPi) para producir Pi e introducir H+ a la vacuola; la bomba de
protones dependiente de ATP (H*-ATPasa) realiza un proceso similar, pero hidroliza ATP en ADP y Pi
(Modificado de Plaxton y Tran, 2011).
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4.7.2. Transportadores de Pi

La captacion, transporte y translocacién de Pi en las plantas se lleva cabo por
transportadores de Pi (Pht). Hay cuatro familias de transportadores de Pi, llamadas
Pht1, Pht2, Pht3 y Pht4 (Raush y Bucher, 2002). La familia de genes de
transportadores de fosfato 1 (Pht1) codifica co-transportadores de H'/Pi de alta
afinidad que modulan la captacion de Pi a través de la membrana celular. En el
genoma de Arabidopsis se han identificado nueve miembros de la familia Pht1
(Pht1;1 a 9) (Muchhal et al., 1996; Mitsukawa et al., 1997 a, b; Lu et al., 1997; Smith
et al., 1997; Okumura et al., 1998). La expresion de los promotores de cuatro
miembros de la familia Pht1 (Pht1;1, Pht1;2, Pht1;3 y Pht1,;4) se inducen durante la
deficiencia de Pi de manera especifica en la raiz, lo que sugiere su participacion en
la captacion de Pi del suelo bajo condiciones limitantes de Pi (Muchhal et al., 1996;
Mitsukawa et al., 1997 a b; Lu et al., 1997; Smith et al., 1997; Okumura et al., 1998).
Los miembros de la familia de genes Pht1 también pueden tener una funcion
importante en la translocacion del Pi dentro de la planta, debido a que se ha
detectado su expresion en flores, hojas, polen, vasculatura y brotes de plantulas
(Karthikeyan et al., 2002; Mudge et al., 2002). Las familias de transportadores Pht2 y
Pht3 codifican transportadores de Pi asociados a organelos (Daram et al., 1999).
Pht2;1, el unico miembro de la familia Pht2 es un transportador de baja afinidad
localizado en la membrana del cloroplasto (Daram et al., 1999; Versaw y Harrison,
2002). La familia Pht3, la cual tiene tres miembros, codifica proteinas localizadas en
la mitocondria (Daram et al.,, 1999). La familia de genes Pht4 comprende seis
miembros que comparten similitudes con los transportadores de Pi de animales
SLCA17/tipo1 (Guo et al., 2008). Los genes Pht4 se expresan tanto en raiz como en
hojas, cinco se localizan en los plastidios y uno en el aparato de Golgi y
probablemente estan involucrados en el transporte de Pi entre el citosol y los
plastidios y el aparato de Golgi (Guo et al., 2008). Aunque se ha demostrado
funcionalmente que el sistema de transporte de baja afinidad de Pi esta presente en
las raices de las plantas, los genes que codifican estos transportadores todavia no

se han identificado.
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4.8. Respuestas de las plantas a la deficiencia de fosfato

Las plantas han desarrollado mecanismos elaborados para adaptarse a largos
periodos de deficiencia de Pi. Dichos mecanismos incluyen una compleja serie de
cambios bioquimicos, fisiolégicos y morfolégicos que en conjunto se conocen como
respuestas a la deficiencia de Pi, las cuales permiten a las plantas enfrentar mejor

las condiciones limitantes de Pi (Kochian et al., 2004).

4.8.1. Adaptaciones bioquimicas

En plantas de Arabidopsis thaliana crecidas en condiciones de deficiencia de Pi
la mayor cantidad de este nutrimento se almacena como ortofosfato, mientras que
solo una pequefia cantidad esta presente como lipidos, ésteres y acidos nucleicos.
Durante las condiciones de limitacion de fosfato, éste se moviliza desde el reservorio
de fosfato inorganico y de los fosfolipidos, mientras que los acidos nucleicos no se
ven afectados (Poirier et al., 1991). Para adquirir Pi adicional y mantener su
metabolismo, las plantas activan dos respuestas bioquimicas principales que les
permiten mejorar la captacion de Pi: a) incrementan la disponibilidad de Pi enddégeno
y del suelo y b) incrementan la movilizacion y reciclaje de Pi dentro de la planta
(Raghotama, 1999; Vance et al., 2003). Los procesos que conducen a incrementar la
captacion de Pi del suelo incluyen modificaciones en la quimica de la rizésfera
inducidas por la raiz y la movilizaciéon de varias formas organicas e inorganicas de P
para ser captado por las plantas. La respuesta bioquimica general de las plantas a la
limitacion de Pi incluye un incremento en la produccién de enzimas para liberar Pi
como fosfatasas, el reemplazamiento de fosfolipidos por lipidos que no contienen Pi
(p. €j. galactolipidos), la expresion de genes involucrados en el transporte de Pi de
alta afinidad y el incremento en la liberacion de H® y la exudacion de &acidos
organicos.

Para redistribuir el Pi interno y maximizar la captacion del Pi externo, las
plantas producen y exudan fosfatasas acidas (APasas). La funcion de las APasas

intracelulares (vacuolares) o extracelulares (secretadas) es proporcionar Pi a la
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planta a partir de los reservorios internos y externos de fosfato organico disponibles
(Ticconi y Abel, 2004). Estas APasas catalizan la hidrélisis de un amplio espectro de
monoeésteres de ortofosfatos y anhidros. El estudio de diversos genes que codifican
APasas ha revelado la expresion diferencial en tiempo y en tejido de dichos genes
(Wu et al.,, 2003; Zimmermann et al., 2004, Amtmann et al., 2006; Bozzo et al.,
2006).

Los acidos nucleicos presentes en la materia organica en descomposicion
representan una fuente importante de Pi extracelular y pueden ser utilizados por las
plantas bajo condiciones de deficiencia de Pi. La induccion de genes por la
deficiencia de Pi que codifican ribonucleasas es un proceso rapido y reversible, el
cual es sensible a los cambios en la concentracion del nutriente (Bariola et al., 1994;
Kock et al., 1995; Kock et al., 1998; Chen et al., 2008). Asi, la removilizacion de Pi a
partir de acidos nucleicos extra- e intracelulares contribuye a mantener una
concentracion citoplasmica constante de Pi (Abel et al., 2002). En las membranas
celulares, el Pi esta presente como un componente de los fosfolipidos, los cuales
constituyen uno de los principales reservorios de Pi en las plantas. Cuando las
plantas crecen bajo condiciones de deficiencia de Pi la abundancia relativa de los
fosfolipidos disminuye y la de los lipidos no fosfolipidos (por ejemplo
sulfoquinovosildiacilglicerol (SQDG), digalactosildiacilglicerol (DGDG) y
monogalactosildiacilglicerol (MGDG)), sintetizados por las DGDG y MGDG sintasas,
asi como por sulfolipidos sintetizados por las enzimas SQD1 y SQD2, aumenta
(Essingmann et al., 1998; Hartel et al., 2000; Sanda et al., 2001; Yu et al., 2002;
Dormann y Benning, 2002; Andersson et al., 2003; Jouhet et al., 2004; Andersson e/
al., 2005; Benning y Otha, 2005; Kobayashi et al., 2006; Li et al., 2006; Kobayashi et
al., 2009). Las fosfolipasas DZ1 y DZ2 (PLDZ1 y PLDZ2) y la fosfolipasa del
fosfoinositido C5 (PLCS5) participan en la hidrélisis de fosfolipidos de membrana
(Cruz-Ramirez et al., 2006; Li et al., 2006; Gaude et al., 2008). Durante este proceso
altamente controlado, la expresion de genes que codifican las enzimas que

hidrolizan los fosfolipidos esta regulada por la disponibilidad de Pi.
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4.8.1.1. Solubilizacién del fésforo inorganico

Durante la limitacion de Pi diversas especies de plantas exudan acidos
organicos para movilizar varios tipos de compuestos asociados al Pi, como el
FePO4, AIPO4 0 Ca3(POy4), (Zhang et al., 1997). Los principales acidos liberados por
la raiz son el malato y el citrato, facilitando asi la quelacion de cationes comunmente
asociados con el Pi en el suelo (Bar-Yosef, 1991; Jones y Darrah, 1994; Lan et al.,
1995; Jones 1998). Altas tasas de exudacidén de acidos organicos estan asociadas
con una mayor capacidad para movilizar P en una gran variedad de plantas, entre
las que se incluye el frijol (Cajanus cajan), el rabano (Rhaphanus sativa), el nabo
(Brassica napus), la cebada (Hordeum vulgare) y el arroz (Oryza sativa) (Otani et al.,
1996; Zhang et al., 1997; Kirk et al., 1999; Gahoonia et al., 2000). En plantas
transgénicas de tabaco (Nicotiana tabacum) que sobreexpresan el gen que codifica
una citrato sintasa bacteriana, el incremento en la expulsién de citrato por las raices
permite a las lineas transgénicas hacer un uso mas eficiente del P quelado en forma
de Ca-P (Lopez-Bucio et al., 2000).

4.8.1.2. Velocidad de translocacion de fosfato

El transporte de Pi entre los compartimentos subcelulares es importante en la
regulacion metabdlica. Los transportadores de Pi son proteinas integrales de
membrana responsables de la adquisicion y movilizacién del Pi a diferentes tejidos y
organos. Los trasportadores de alta afinidad de Pi (familia Pht7) funcionan a bajas
concentraciones de Pi y la expresion de sus genes esta modulada por la
disponibilidad de Pi (Karthikeyan et al., 2002; Raghothama y Karthikeyan, 2005). Los
genes Pht1 se han encontrado en una gran cantidad de especies diferentes de
plantas que incluyen arroz, cebada, maiz (Zea mays), papa (Solanum tuberosum),
tomate (Lycopersicon esculentum) y tabaco (Kai et al., 2002; Paszkowski et al.,
2002; Schunmann et al., 2004; Nagy et al., 2006). Los patrones de expresion de los
diversos miembros de la familia Pht1 son diferenciales, lo cual indica que los genes

Pht1 estan regulados por distintos mecanismos que les confieren una expresion
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tejido-especifica que promueve la translocacién del Pi en respuesta a la deficiencia

de Pi o senales internas (Chen et al., 2008).

4.8.2. Adaptaciones fisiolégicas

Las plantas responden a la concentracion de Pi en los tejidos, permitiendo con
ello un uso eficiente de los recursos internos de C, N, S y P (White et al., 2005;
Amtmann et al., 2006; Hammond y White, 2008). En condiciones de deficiencia de P,
cuando las reservas vacuolares de Pi se agotan, las respuestas parecen ser
activadas o moduladas por una disminucion en la entrega de Pi a los brotes
(Jeschke et al., 1997) con una consecuente reduccidon en el metabolismo,
impactando directamente la fotosintesis, glicdlisis y respiracién (Jeschke et al., 1997,
Hammond et al., 2003; Plaxton, 2004; Hammond y White, 2008). La reduccion en la
fotosintesis es evidente por la regulacion corriente abajo de genes que codifican
para proteinas involucradas en este proceso, incluyendo las subunidades de los
fotosistemas, la subunidades pequefias de la Rubisco y enzimas necesarias para la
sintesis de clorofila (Wu et al., 2003; Morcunde et al., 2007; Muller et al., 2007). Bajo
limitacion de Pi se han reportado cambios en la sintesis, translocacion y degradacion
de sacarosa, asi como la transcripcién diferencial de genes que codifican invertasas,
la sacarosa sintasa, las sintasas de sacarosa fosfato y fosfatasas de sacarosa
fosfato. Ademas, los patrones de expresion de diversos transportadores de fosfato
estan modificados en brotes y raices (Hammond et al., 2003; Wu et al., 2003;
Hammond et al., 2005; Misson et al., 2005; Mduller et al., 2007). Asi mismo, en
plantas deficientes en Pi, la disminucion en el ADP y el Pi celular resulta en una
disminucién en la eficiencia de la respiraciéon al inhibirse la ruta del citocromo c en el

transporte de electrones (Vance, 2003).
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4.8.3. Adaptaciones morfoldgicas

Para hacer frente a la deficiencia de Pi, las plantas pueden modificar el
programa de desarrollo post-embrionario a través de mecanismos por los cuales se

incrementan la capacidad exploratoria de la raiz y su superficie de absorcion.

4.8.3.1. Regulacién de la arquitectura de la raiz

La modificacion del programa de desarrollo de la raiz se refleja en cambios en
la arquitectura radicular como consecuencia de las alteraciones en el crecimiento y
expansion celular, la actividad del meristemo apical de la raiz, la formacion de pelos
radiculares, asi como por la formacion y desarrollo de raices laterales. El incremento
en la longitud y numero de pelos radiculares es una adaptacion en respuesta a la
deficiencia de Pi (Bates y Lynch, 2001). Las especies que desarrollan mas pelos
radiculares son mas eficientes en la captura de Pi del suelo, favoreciendo su
adaptacion al estrés (Gahoonia et al., 2000).

Algunos estudios sugieren que la formacion de pelos radiculares ectépicos es
causada por alteraciones en el arreglo posicional de las células de la epidermis. La
carencia de Pi afecta el patron radial de la raiz, haciendo a las células corticales mas
cortas y numerosas. El resultado de lo anterior es un desorden en la posicion de las
células epidérmicas adyacentes a las células corticales generando mas células que
finalmente se convertiran en pelos radiculares (Ma et al., 2001; Zhang et al., 2003).

En Arabidopsis los cambios en la arquitectura de la raiz por deficiencia de Pi,
incluyen el arresto del meristemo apical de la raiz y un incremento en el numero y
tamano de las raices laterales (Williamson et al., 2001; Linkohr et al., 2002; Lopez-
Bucio et al., 2002; Al-Ghazi et al., 2003; Nacry et al., 2005; Jain et al., 2007; Pérez-
Torres et al., 2008). Las modificaciones en la arquitectura de la raiz que se observan
en el frijol comun (Phaseolus vulgaris) consisten en un aumento en las raices
adventicias y una mayor dispersion de las raices laterales (Lynch y van Beem,
1993); respuestas similares en el desarrollo de raices laterales se han observado en

maiz (Zhu y Lynch, 2004) y trigo (Manske et al., 2000; Liao et al., 2006).
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En Arabidopsis la deficiencia de Pi induce un programa de crecimiento
determinado, que comienza con alteraciones en la division y elongacién celular que
posteriormente conducen a un cambio irreversible a partir de un programa de
crecimiento indeterminado a uno determinado. En este proceso, el centro quiescente
del meristemo radicular desempefa una funcion primordial, exhibiendo una inhibicién
de la elongacion celular seguida de una pérdida progresiva de las células
meristematicas, procesos modulados por genes de oxidasas multicobre codificadas
por los genes LPR (Sanchez-Calderdn et al., 2005, 2006; Svistoonoff et al., 2007).

El analisis de varias mutantes afectadas en la respuesta a la falta de Pi, tales
como pdr2 (phosphate deficiency response 2), Ipi (low phosphorus insensitive) y Ipr
(low phosphate root), sugieren que el meristemo es el sitio donde se percibe la
concentracion externa de Pi (Fig. 2a) (Abel et al., 2002; Ticcioni et al., 2004,
Sanchez-Calderon et al., 2006; Svintonooff et al., 2007). En experimentos realizados
por Svintoonoff y col. (2007) se observd que la raiz primaria detiene su crecimiento
cuando la punta de la raiz esta en contacto con un medio carente de Pi, aun cuando

el resto del sistema radicular esta en contacto con un medio rico en Pi.

4.8.3.2. Genes implicados en la respuesta a deficiencia de P

A través de tecnologia de microarreglos se han identificado un gran niumero de
genes con expresion diferencial en respuesta a la deficiencia de Pi en Arabidopsis,
Lupinus albus, Oryza sativa 'y Zea mays (Hammond et al., 2003; Wu et al., 2003;
Misson et al., 2005; Morcunde et al., 2007; Muller et al., 2007). Wu y col. (2003)
mostraron que de los 6,172 genes analizados, 1,800 mostraron cambios de dos
ordenes de magnitud bajo condiciones de deficiencia de Pi. Misson et al. (2005)
realizaron un analisis espacio-temporal de la expresion de 22,810 genes,
representando casi todo el genoma de Arabidopsis, en donde se indujeron 612
genes y reprimieron 254 genes en condiciones de deficiencia de Pi. A pesar del gran
numero de genes de respuesta a Pi que se han identificado solo se conoce la

funcion de unos cuantos.
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Figura 2. Modelo de una posible ruta de sefalizacion a la deficiencia de Pi en Arabidopsis thaliana.
(a) El Pi es percibido por el meristemo de la raiz a través de un sensor aun no identificado, el cual
desencadena rutas que involucran cambios en la arquitectura de la raiz y en un subconjunto de genes
inducidos por deficiencia de fosfato (phosphate starvation genes, PSI). (b) De manera similar, a través
de una ruta todavia no identificada, factores de transcripcion de respuesta a la deficiencia de Pi, como
PHR1, se activan. (c) PHO2 participa en la translocacién de Pi de los brotes a la raiz a través del
xilema, PHO2 actiua como un inhibidor de algunos genes PSI y es regulado de manera negativa por
un microRNA (miRNA3999) (modificado de Bari et al., 2006; Chiou et al., 2006).

El gen PHR1 codifica un factor transcripcional tipo MYB que es homdlogo a
PSR1 (PHOSPHATE STARVATION RESPONSE 1), el cual a su vez es un factor
transcripcional involucrado en la respuesta a Pi en Chlamydomonas reinhardtii. Lo
anterior, sugiere un mecanismo muy antiguo para sensar la seial de Pi en ancestros
unicelulares fotosintéticos, presente en plantas vasculares (Grossman et al., 2010).

La expresion de varios genes inducidos por la limitacion de Pi, se encuentra
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reducida en la mutante phr1 (Rubio et al., 2001; Bari et al., 2006), sugiriendo que
PHR1 regula un conjunto de genes de respuesta a P en Arabidopsis (Fig. 2b). El
dominio tipo MYB de PHR1 se une a un motivo GNATATNC en el DNA denominado
P1BS (Rubio et al., 2001). Esta secuencia palindromica imperfecta esta presente en
una region promotora de genes de respuesta a la deficiencia de Pi (Franco-Zorrilla et
al., 2004; Misson et al., 2005; Muller et al., 2007). Como la transcripcién de PHR1 no
se altera por el estatus de Pi en la planta, se ha sugerido que la regulacion de PHR1
ocurre a nivel traduccional. Subsecuentemente, se encontré que PHR1 es blanco de
S1Z1 [SAP (SCAFFOLD ATACHMENT FACTOR, proteina inhibidora de senales de
transcripcion activadas y activador de la transcripcion), MIZ1 (Msx2-INTERACTIN
ZINC FINGER)], una ligasa SUMO E3 (Miura et al., 2005), siendo la sumoilacién uno
de los mecanismos de control activados en respuesta a la privaciéon de Pi. La
mutante siz7 muestra hipersensibilidad y patrones de expresién alterados de genes
inducibles por la deficiencia de Pi, incluyendo AtIPS1 (A. thaliana induced by
phosphate starvation 1) y AtRNS1 (A. thaliana ribonuclease 1), los cuales son genes
regulados por PHR1. SIZ1 es considerado también un regulador positivo de PHR1
(Miura et al., 2005).

El estudio de la mutante pho2 ha proporcionado conocimientos importantes
relacionados con la homeostasis de Pi en plantas. PHO2 es una enzima conjugasa
de ubiquitina (UBC24) y la mutante pho2 exhibe una hiperacumulacién de Pi en
brotes, tanto en condiciones de deficiencia como de suficiencia de Pi (Delhaize y
Randall, 1995; Aung et al., 2006; Bari et al., 2006). PHO2 esta conservado en
angiospermas y se han reportado ortélogos de arroz, Medicago truncatula 'y Populus
trichocarpa (Bari et al., 2006). PHO2 se regula por el microRNA 399 (miR399). La
expresion de miR399 se incrementa rapidamente durante la deficiencia de Pi y esta
parcialmente inhibida en la mutante phr1, lo que sugiere que PHR1 se requiere para
la expresion de miR399 y por lo tanto se localiza corriente arriba en la sefalizacion
Pi por PHO2. Los resultados de diversas investigaciones indican que la ruta de
sefializacion se activa en deficiencia de Pi, conectando PHR1 con PHO2 a través de
la abundancia de miR399 (Fig. 2c) (Bari et al., 2006; Chiou et al., 2006). El sitio de

unién del miR399 esta localizado en la region 5no traducida de su blanco,
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conduciendo a la degradacién del transcrito de PHOZ2. Analisis promotor-reportero
demostraron que UBC24/PHO2 y miR399 co-localizan en el cilindro vascular (Aung
et al., 2006). La regulacion coordinada de estos genes respalda la funcién de
UBC24/PHO2 y miR399 en la regulacion de la translocacion y removilizacién de Pi
(Aung et al., 2006; Bari et al., 2006; Chiou et al., 2006; Chiou, 2007). Ademas de la
expresion en el cilindro vascular, miR399 también se encuentra en el apice de la raiz
y en las células del mesdfilo, lo que sugiere la posibilidad de blancos adicionales de
miR399 desconocidos en estos tejidos. En otra serie de experimentos con plantas
sobeexpresoras de miR399, se encontré que miR399 es capaz de moverse de los
brotes a las raices a través del floema y actuar como una sefal sistémica (Lin et al.,
2008; Pant et al., 2008).

La familia de genes IPS1/At4 contiene multiples marcos de lectura abiertos
cortos que se inducen por deficiencia de Pi (Shin et al., 2006). At4 esta implicado en
la localizacion interna de Pi entre brotes y raiz durante el estrés por falta de Pi y se
ha sugerido que los niveles transcripcionales se pueden ajustar
postranscripcionalmente por miR399 (Shin et al., 2006). En un trabajo publicado por
Franco-Zorrilla y col. (2007), los autores demostraron que estos transcritos no-
codificantes disminuyen las respuestas a la deficiencia de P a través de un proceso
denominado “mimetismo del blanco”. En este proceso, cuando /IPS71 se expresa,
secuestra a miR399 a través de una interaccion complementaria, lo que resulta en la
acumulacién del blanco de miR399 el mRNA de PHO2, debido a que reduce su
degradacion. Estos resultados sugieren que las respuestas a la limitacion de P estan
estrechamente reguladas y que la homedstasis sistémica de Pi esta fuertemente
regulada por el control de la estabilidad de proteinas mediada por PHOZ2. Diversos
componentes homologos del proceso sistémico de homeodstasis de Pi se han
identificado en frijol y arroz (Doerner, 2008; Valdéz-Lopez y Hernandez, 2008; Zhou
et al., 2008), lo que muestra que la homedstasis sistémica de Pi esta conservada en

plantas vasculares.
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4.9. Funcion de las auxinas en la regulacion de las respuestas a la deficiencia

de fosfato

Para sobrevivir, las plantas necesitan ajustes fisioldgicos durante su desarrollo
que garanticen la adquisicion de los recursos edaficos. Por lo tanto, las fitohormonas
probablemente funcionan como integradoras de los procesos del desarrollo con las
sefales ambientales. Las fitohormonas mas estudiadas con relacion a la
sefalizacion de Pi son las auxinas (Lépez-Bucio et al., 2002; Al-Ghazi et al., 2003;
Nacry et al., 2005; Jain et al., 2007), las citocininas (Martin et al., 2000; Franco-
Zorrilla et al., 2002; Franco-Zorrilla et al., 2005; Kobayashi et al., 2006), el etileno
(Borch et al., 1999; Dolan, 2001; Ma et al., 2001; Ma et al., 2003; Ruzicka et al.,
2007; Stepanova et al., 2007; Swarup et al., 2007) y recientemente el acido
jasmonico (Chacén-Lopez et al., 2010).

En las plantas, las auxinas desempefian una funcion reguladora clave en
diversos procesos del crecimiento y desarrollo, que incluyen la division celular,
elongacion y diferenciacion celular, asi como la germinacioén, la floracion y la
senescencia (Paciorek y Friml, 2006). En condiciones de deficiencia de Pi la
arquitectura de la raiz se modifica para mejorar la captacion de este nutriente. Las
plantas que crecen en condiciones de deficiencia de Pi tienen un mayor numero y
longitud de raices laterales, raices adventicias y pelos radiculares.

En Arabidopsis, las auxinas desempefan una funcién importante en la
modulacién de los efectos de la deficiencia de Pi sobre la arquitectura radicular
(L6pez-Bucio et al., 2002; Al-Ghazi et al., 2003; Nacry et al., 2005; Jain et al., 2007),
debido a su papel central en la formacion y elongacién de raices laterales y pelos
radiculares (Stals e Inzé, 2001). En el lupino blanco y en Arabidopsis, las plantas
tratadas con el inhibidor de transporte de auxinas acido 2,3,5-triiodobenzdico y el
acido N-1-naftilftalamico (NPA, inhibidor del transporte de auxinas), presentaron una
disminucién en la formacion de raices proteoides y laterales inducida por la carencia
de Pi (Gilbert et al., 2000; Lépez-Bucio et al., 2003, 2005). Pérez-Torres y col. (2008)
mostraron que en condiciones de deficiencia de Pi la sensibilidad a auxinas se

incrementa. En experimentos realizados con Arabidopsis estos autores observaron
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que plantulas crecidas con el inhibidor de transporte de auxinas NPA bajo un
régimen de carencia de Pi fueron capaces de formar primordios de raices laterales,
en comparacion con plantulas crecidas con NPA y suficiencia de Pi que no los
forman. En el mismo sentido, plantulas crecidas en deficiencia de Pi y transferidas a
medio con NPA y auxinas exdégenas presentaban una mayor formacién de
primordios de raices laterales comparadas con plantulas crecidas con exceso de Piy
transferidas a medio con la misma concentracion de NPA y auxinas (Pérez-Torres et
al., 2008). Con base en estas observaciones, qued6 de manifiesto que las células
del periciclo son mas sensibles a la proliferacién de raices laterales provocada por
las auxinas en plantas crecidas en deficiencia de Pi. Los mismos autores mostraron
que el incremento en la sensibilidad a auxinas en condiciones de deficiencia de Pi se
debe a la induccién de la familia de receptores a auxinas TIR1/AFB1-5
(TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1-5).
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V. JUSTIFICACION

El fésforo es un nutriente limitante para el desarrollo y crecimiento de las
plantas cuya disponibilidad en el suelo puede estar afectada por la abundancia de
cationes trivalentes. Debido en parte a que los ortofosfatos forman sales insolubles
con el lantano (La) y el gadolinio (Gd), asi como con el aluminio (Al) en suelos
acidos.

El entendimiento de las rutas de senalizacion que modulan las respuestas en la
arquitectura de la raiz por cationes trivalentes (La**, Gd** y AI**) en ambientes con
escasa disponibilidad de fosfato, proporcionara herramientas utiles para mejorar la

productividad de los cultivos a través de una captacion de fosfato mas eficiente.

VI. HIPOTESIS

Los cationes trivalentes (La®**, Gd*" y A**) modulan la arquitectura de la raiz e
inducen la expresion de genes que participan en la captacion de P en Arabidopsis

thaliana.
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VII. OBJETIVOS

7.1. Objetivo general

Caracterizar los efectos de diferentes cationes trivalentes sobre la arquitectura
de la raiz y sobre la expresion de genes regulados por la deficiencia de fésforo en

Arabidopsis thaliana.

7.2. Objetivos especificos

1. Estudiar el efecto de los cationes trivalentes La*, Gd*" y APP* sobre la
arquitectura de la raiz en plantas silvestres de Arabidopsis thaliana y en

mutantes resistentes a la deficiencia de fosfato.

2. Determinar la especiacion de los cationes trivalentes en el medio de cultivo y la
formacion de precipitados de fosfato en el medio de cultivo para Arabidopsis

thaliana.

3. Evaluar el efecto de los cationes trivalentes sobre genes inducibles por la

deficiencia de fosfato.

4. Caracterizar el efecto de los cationes trivalentes sobre la arquitectura de la raiz

de plantas mutantes afectadas la ruta de sefalizacién a auxinas.
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VIIl. RESULTADOS

Los principales resultados generados durante la realizacion del presente
proyecto se presentan en los capitulos I, Il y Ill. El capitulo | corresponde al capitulo
de un libro publicado por nuestro grupo de trabajo, el capitulo Il a un articulo
publicado en una revista internacional de arbitraje estricto (Plant and Soil, Springer;
Factor de Impacto de 2.7) y el capitulo Il a un articulo enviado a la revista Plant Cell

and Environment (Blackwell; Factor de Impacto de 5.2).
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Capitulo I

FRONTERAS EN LA BIOLOGIA
DEL DESARROLLO DE LLAS PLANTAS

Editado por:
Elda Beltran Pena

José Lopez Bucio
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10.1 Introdurcion

Lew qucls drides o caraceerizan por tenar un pH
menar 4 5.5 ¢ limimo b producocin agrimla a2 novel
mundid Apcoximadumence ol 50 Az Lo mnelos
potencidbmenie cubnaibes nenen pobbemas de sodez.
Eircs 52 Iecalizan 'pr'm:i.]1l|rrbu1|= on e uCpeood v
rubirigicns, 4 comar en Lo regiones de L hosques
bareales A hemizkrio naoe ﬂ_ﬂu‘mm:r}' Muohla, 2087,

En loa coelo dcidee Ly buabcadad poic aluninicn (AL) e
1] farmu onds impuTrant: que derermina L finirahiecicn
de L veppruciin ¥ bmita ba productidad de les cubfivos,
inchoendo e ceraler coma & muw v & g E1
alonioiv puede estar presente & ondwido eo el suek
oo forman manonuckesres ¥ polinucleares. Aungue
la funcicin =pecifics del pollmece lodrael AL en L
taxicidad pac eleminia oo e del 1oda clury, diberentes
audores coincicen = que Lo ecpevies munoouclearss
de A, particuburente AIY, mis gue Jue bidedaidos
camo el AAOHP ¢ el ANOH]),', san bx espeoes e
aluminic mdx duhimar pars Les plamtus. Lua complejor
unginicar ¢ worganocos de Al w cansidera que sun
menai Bbordxives (Swmomer v MNable, X103, Raminez-
Hondrigue exuf, HEIS; Haret 2r ol 2007).

Adermic de 1o sodvidad por Al exdiben varca Gactaces
jque bnitan 1a prodwccion dpeoals e los sueles
dides, Ertr “sinclrmme” del suefa peede catar twmbicn
relacunad con weles wimioe de mangamesa (Blnd ¢
hiere [Fe}, asi come deficiencian an diversas e lemenim
ninerules sxmcile, siendo &l fdare [F] & priocpal
puttiemie o escazer oo swedor dcidos  [Faminez-
Hondrigues of ot HKIS1. AL, el precente trabajo presends
Ios prodpades avances cealizudos dumnts Lo dfBmu
dvady en 2l mveodimie neo de 1.H.I-I.'HFII.I.E5rJl- acluqtativas
e Tas phunezn s Lon suclar deidac. R pare imporcane
" d.i.r.lg: A andlien de ki mecanicmos hinql.u.rrun:-u:.,
mrleculures v cefuburs implicaba en |3 balerancia o
Al Tambasn ez dibouten reculbados rerieob=s wabne 120
respuestan de Lis planwin &l ecrfc poc deficencia de
Ensdabu, unl cermn Lo posible fancin del cadens (Ca) en
la sefalizucidn de ambar proceeca.

[ crfpm = o= | Faleramess ol mFmimnka v neberanecia al ks

10.2 Acidez del suelo

En sentide wmyiln e consibera que un susla e acida
sl tieoe w1 pH memor 3 6.6, sunque  cxiweo diversos
prudus de ucdder. Dag cferwon pesfudiviabes de |a acider
nui 5= manitiectin hosta valoes de pH infericmes & 3.3
v wn delidos a |n comicidad del alwminic v a lu pu=ca
hiodpoaibilided & putnmesmoe camo el Fasiora
| Swmareer y Mohbe 04T,

Lo efecron negatives 4z i acider sobee Lis plantas

plur.-d.eﬂ et debidon 4 L comienbad e jones A1 :,"Mn",

prsentes en Ja wede i infecambic ¥ o L 3
Tiquidz del susls. En salusiones nutricivae Scidas, que no
wontienen Jdumisic ol manganes, los efectos oepRdTos
auhre € crecimient de L plunta pueden cer eatado
1in necesidad e elevar el pH, simplemece wrcigienda
In cacenvia de cileio, apacrada eo formu de Cald, La
antecinr evidencia yue las wnes HOY oo owen Lo cous
d= la mhibicikio del aramiensa de lu plantan en auclos
&oadens, Laz plaatas sin ceocibles ul eececn de Al ¢ Mo
vaque i amaeotar elcantenido de estac iones dismiouye
g uevimienty, el Lees inlivr v el contenuda de Ca, B g
v I eo ki bejidos, sumencaodo consecuentements ef ds
AL Mln y Fe (Rannces- Riodrlpuez & 2F, 2005).

10.3 Formas del aluminio en el
snelo

El smmian en wlucin  aouwnss w  hidroliza

gpibamene  donda  Jugar o foonar guinicxs
monaméricas [lmmees, 7305, H cn'rn'pummiﬂlm el

duminio e 2] prede condicinoa Las caracteriscicas de Las

ke aculeiy Exiseen locmae iotecarnhiabie:, =1 &l
junra con lan yue msulion de eu bideiGen, AAIGH],

AJI.L"lH.:I‘.'. M[GH:I.I [g;'l]::lh:l y forman anidoicas, blec
came AKOHI, y AIOH) . La exurencia en doroma
mluble de lan distinea furmas ded sluminic depends
del intervale de pH v de L fuerza idoss. Doda que el
doninin ok achcs cno un dnice epadd de valenca, la
preseacia de Lic disfintas formua quimicars co el sueks

dependery exclssivumente del pH [Mrnzies, 2003}

- liemas ok Dir=tiigs i e linkige ds -
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10.4 Mecanismos de inhibicion
del crecimiento de la raiz
inducidos por aluminio

L raiz e L pane de 12 planra que purbeips 2ol
LuJHOCMH e iFua ¥ Dutnennes ¥ =0 el onclaje al suela

Bl wecisuento de la calx & an process campleje gue
imyplica oo ralo & manterumiento de Lo wohilidud de las
hulas, L praduceidn de noevas cell + w ekaopacicn,
1ina mmhide L mieyracian de patrumes e ecimienta
[yrocorflnogitud), peoaesar de difernciacidn ¢ o
vaprdinueicn de sedales ambicntder ¥ hommaoale
[Barlow, HKI21. Invenigacooes mdenm sugieren gue
ol adwmnic pusde #er perabida come wna sedal par
La cnadubaridn de difmener procesca de marfegenesis
[Doneksova e uf , 20805F

10.4.1 Inhibicidn de ia expnsiGn
celulur

1.3 expansicn el ffublun de i iz acune en L
euna Jde elunpavicn, locabizets m L oono subanicd o
unes pocos Toilimetis del dpice. La sxpanaidn dicigida
ror b hupencis equeere de paedes celulzrs Bevibles
v de i sdsndn suminisra de agua para meneencr
& pradiente de ol wemadce {BEechion o af.,
200y, La inteygridad celulur ox o preoeguisiie pura
la =xpancicn. Ly anterior trae conmge b weguno Je
1l b muere celular indwida par alominia (cama un
dementa isicol 21 el prinopd determimante en s
inhibicidn dil ecimicnbe de b caie.

Trverzac inesHE somines bin :':!'rnu't.t.-irr que ]|
alemioio indsice exeris avidatnea en Las mices. La mueoe
uliar induods par dbuminn s ha absecrad ﬂu‘puu
de haras de epcsicidn g concenbraciaces oo de AL
Sin emharyn, diclun traramienime de e1xen sumunisTan
4w infoemackin wibre 3 dinonica de o awhibicda
Jef cremlenty o Loruir Lus cincusnes vitales Jun
revefuda que ln apuecse celular masira aecizda o
aampartimentalizungn cehubar no ec Locua principal
de 1a inhibiciio de Ly choogeodn de b iz ndoculs pac
alumioin. Eibwlias demlbudin tempurlmenis timbién
demantraren que L mueoe celuler v Lo axidacién Je
Moteina e planes de maz eguestia 4 Al soune

1 ED B TR YN PR LY P PP S T TR TN N | PR P

derqueis de o mlobicidio de L efangedcn de b our
|Carrales «f uf., MHIR1.

EN Al ce acumuly en lar parcdes celulares ¥ en Lo
apuun mterofularer 36l bpice de Loz EL Al
wpoplitee comprende enoe of BF v el F0HR de L
Fracouwio tatal en las mioes (Hirts 2w, HKITE Ademids
= s precipimvidn del chumivia en o mpm‘ﬁd: de
lue rakes v en lo espacins lntercelulares, una foree
incercambizble de 2luminia se une a ks Largas negativa
de lav pectoan (Blumey & of, 1931, aurupue tmbidn
1 pum:]e comnmar e una larma no inbercambiable
|Eticha et uf , 3005}

El A1 couea el enclurecimieneo e G passdes
wbubires o diveoioe stemus erpecimentubes (Rl
A7), La rxpuncion de Ja pared celular coquiem
tany de wna matmz de pared Heaihle 20 coona d2 L
stnrenis de nuevan cempanentes de Lo pared. 10 wmwio
del sumicio 2 paredes celulaes =n Epansicn puede
candwucic of dsteriace de L propiedades mecdnican de
los panedes, ubshaoulmands Lo auoyacicn de Lic células
[(hls, 2W7). Se ha demnostrada que 1i acumuledicn de
willucs, indvndy pnr el precursor de eblene ALC (aodn
l-amincoclepropano-§-carbaiBica) es un mecaniteo
imqror e 2 1a imhihicinio de la evpaniio de L pased
b La praducoin acelecads del precursar del
etilenn iodcids par el dununio darsmente precde o
|l inhibiciarn del coecimicnoo de Ja raiz en plintubo ds
Frjol. Lo mmideciur sugieee que el Al alecty la elungacdn
b mediante wn mecunisine dicoe onendoe o
lne paredes celulares w2 trases de L activadien de uny
cascada de sendizaicn mediada por etilene,

10.4.2 Efectus del aAluminio sobre el
protoplasto

Aungue Lae Fl.rtd.:s celulares enamo &0 confacm
inicidl Lun 1o mmumes cuncormacianes de Al e L
achucidn del v, la mavor puree det Al e of dpice de
la zaiz w2 Eweddizy em el spoplascts, mdicands gque poe
metal puede ingresar o Lar celulan (Horst o al, 2007, B
dute mududda por el Al eo b caoductividad hideaslica
en lu membrang plasmdtica v 2o L membranes de
lus unganelas tambaen dects Lo expansin celulae 1o
imqovtancia del efedln Exico del Afen B conduwcdvulad
lGdriubica s rebeia mn ks cumbios en la ransoipodn
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d= RO de :n:l.l..]rulri.m id iy nar aliymiss, ranka
en cilufw wepetales como en aniinales {Kuman of wf.
200%). La membruna plunmadrica revpoade oune chpala
a B teabculad par Al medlante ues decpolurmrscdo
(Kienioriené v Sakalaskar, 2003). Lur ememhraom
peupaccivnan citias de onicn putenoades d A1, cima par
ciempht ki grupca Fushuto v carbowila. La afnidad del
alumioio par las wperdicies de vesloubs que comtenen
busfabidibealing e SU0 veves mavor qies 1z abmidad del
[y 1 AYecn o 2F, T959). Ly umido del aumiolo 2 L
membrana FJ.::-m:.lim plmdt comilhuir o loc caobiue en
propiedadec clave de dichs srmwtues, coma b Buodes,
la cousductvided hidriullen, £ potenciab de membrana,
|a artnddad de 1o canakes 3imican, Lo bomeoctasls del Ca
v Li inhibicido de Lo FE-ATRusa (Ahn & of, 2001; Ma,
2007 ; Preechenmesder ar 21, 10A].

lowialmenee = peoscha que & dwmnio zeka
peoetrabd 41 umplasie despuds de wn largo penod
de expoeicicn. Dehide 3 goe b inhibxkio 4 L
elenpuidn de o mir & un proveso ripide, W mayoel
d= bos inveacigadans se cancented en ef apopliso ¥ oo
lav swiperfuie dr wnivo de 2 memhaoe Fic lecchn,
ertudica con La™ ¢ Gu" jurados come andbapes
de A1) hao muosoadn que L wbocidad de Bupn de
oapus cathioes toivolencss ef lente Se ban repaooda
velovidades del cirden de 30-250 proed m <7 (Biechie
v E.:g}mpl.tl. DEH). A pesar de eomy 2= Lo medide 1a
zorruda de cantidades patencizbmente tdxice de AL u
simpiama o cuestido de minuros [Siba o wl, 3HA.
Lus mesmes que parnaten el pusa ded A7 2 ravés de
la membrana plasmita soo wdevia desccaacidos En
bace 3 s recsltadios oo plameas uperacionubudors de
alemsinia caira Frgapyr s ¥ A sfucromer (Wrtanabe eruf,
20D01), = [rapune que el A" Idoiva e :q:r.a.rtn [ar um
mecxiume pudug iacilitade poc un caspartuhie ado va
tdeimibiudn ¢ daigida por un gradvene elaomeguimic,
Evorahbe. El gradicoce es munrenida gracdias 2 e umiin
|omediata el Al potrants oon Jowdos m;g;.uim: carmu al
otrice v el oedlice.

8¢ Lo propuests que el franspecte del Al 2 eravis
de 1 vembrana podria oqaris via eodocitede. La
intemalizaccn del aluminio &novecicole endosimalec
vacooburs eo Ton wélubis Jde L zona dicral de transicin
[dased Prensitisy 2ame, “DTZ7T = ha abwepala
uwrilivands miaccopia de Bworescenciy {blant e uf,
2007). Se deercid b presenoa de Alenda T2 de muiz

A ey

¥ Arabudopres dhefiene |4 thufinr) oprosimadamente 3
L despues del suminlstng de Alen +f bl de Ly caiz (Liled
fuf, 20060 En 2 thatiurs £] manports del AT 2 wavés
def tmaplacts pamece i mediane wn casparcadar
el ripu ARC (ALSL) e, T

1043 Efectos del afuminic en s
livizién celuinr

£ I:r.:l:a_ln- piﬂr.u:m de T larkion 11MI} {cimdo en
Pomheadeder 2f &), XMW demasieo que el slsmbnks
decab el desorruble de W raiz v acfialaba a bt inhibhicido
de L dricdin cebubar coma la oo pomaqal de ene
elecen. Huce mis de d0 zhas se demasecs que L imio
del Al z b dawdew nucléives wiunentiba ef dade celolar
cawatlo [of Exposioie @ concenrracionss altis a
prolongad e del meal Fo s ralves de matz v cebnala 12
hun desuries oomuesemas deformes, o v disclycvio
muclear

f"or biverius azanes en tfor mcientes ha habkdo
un mvadn iokenés en las shemacinee del cicls celulac
inducidas por alurmdnic. Une de elbis e que hu quedods
hien oxtublecidn que conewdades pequeas de Al poeden
pengtrar al tinoplasm :.il:i.dmncnm Tor oo Lida, L
demreances del cudo celuler pur Al podras oosene 3
través dv wne cascuds de setabracién, <in neeceridad de
que el Al penstre daovfamente £ fne naicleas de las céluda
meristemiticas. Lor cambuos rhpidaor en 2] desarmalic
e resruena i Al parmcen implicur e camplega
caprdinucién de les eventos celularen que iocuyen
inbibusiin de la ebanpuciin de La celalac, de L dhvisde de
lue wdlulus & inchuse B emimulacicn de 1a diferescicciin
|Donehma & o, DS E1 Iu:n.np".lﬂ.inn. wn «olsrmee
Bucoescenty expenitea fara dumioio, revedi L presancis
d.d..ﬂm]mﬂ:lnm.lﬂ.'lpudl: |.'.|.:|1t'l:d.ﬂp|.|.'u. de= zoky
30 nuin de cxposkcin a bujas cooentracdoae: del oetd
[Ei.lr.a.dru'.[..!'ﬂll:l-ﬂ']. G 1 ohsenadis e 1k ighilsicicn del
acly celubar induwcide por aluminia aourre en meaws de
30 mianstus e eposicidn. Lo mimascepls condocal de
mieristemo apicales Tmatudus ono Al revelonsn vy gean
mimers de celuis eo difermicmes B del cick celudar
en planras ceecienda sin Al v el ceee com par campleta
de |2 acvivadud del viclo celalur en lis plantas copuertas
E Labe mecel.

El decta megative sobre el delo olufar eo o

= e b Dipmlims e A e Nebigra e -

! | Tubenaneia af Mumimey rhoenela del Falsdir
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meristema de 1a iz en pluotas de mus on puda ser
atmbulde 4 un efect wurictdrics generloade del Al
[Domubsnes o 28, 0851, Por el contranw, el tratamienka
van Al cipadumenre esbmalt 1 ectvidad del cicks
webubur en 2 pure cubepacal de o rai en b zono de
traawicikn Diecpues de 30 mimubns de tratamieoty con Al
1e nbssTvaan nne gran cantidad de célulss en divisicn
en rumbia en qedadue de expricidn praloegados (3 h)
1e bonuron nuevas reices laterales & 1w cora distancia
Lef dpive A L ralz poecipal Fso wonrmts de evento
mrstrd que Lis plantas son cupaces de detectar al Aly
rescciomar £ £, von ue creamientn de L cis wdaptatng
o0 cwermidn e noouos. Ly estimalducidn de s dndisidn
~xuliar coin bujus soncenosaunes de Al a2 L obcerruba
on expeciments can ruloeae celulares. En lineas
fulares del catrbr [Cnfea wrafice! @lerntes ol Af e
eationulé ka actividad del ciclo celulacy de lae S tipa
A, mueocras que =0 L ness celulares sensiblies al A s
abservt una inhibician de las mismas, La resraests del
arle e dosin depeodimine ¥ L expasicsio a miveles de
Al midi albas cauam |a mhibicivin de Lo mibozn y mueoe

ubar [Pun-hentieder = of, 2007},

I 4.4 Zonn de transicion distad de
la roiz: sitic para ln percepcion y
tansduccidn de Lo sefal del alominio

Lus wwesdpaones wbne L sencibilidad espacial
al afumninw &n difersnics gonas del dpice de b rafz
revelaran que 12 cone de transicidn, localizada de 1 -
2 oum del dpice de L raiz en el maiz, es el principa
hiinen de L waricidad p-||r.|’|.|. 1.2 zuna de tranocinn eia
Iecubizada entre €] meristemu ¥ L vona de sflogacicn
Lav chlulac de b zoma de tamicidn tieoen una
arquicectuca cnprdl':u. yue ee ha relicionede can 6 al=
-..'L]1]-|;II.I.|I.d ja= detectar Bctres amhienimles: {Horst o
o, KT,

El viwsesqueletn tienw una fianciuin cucial en divigic
s wembin on |3 srquitecturs de b oofhls Se bha
domumentadc en deralle of clpidi bmpuctn que oene
ol duminia o el cilcepwleta de ating [Ahad ¥
ticle, 2007). UbBizanda abtus concentraciones de Al i
repactd ef eticen daf Al cabre £] viccesqueleta en celulas
de L epidenmuc 7 del cortex erreniur de i DTS en

1 EE | LLITEE U P I P PRRPTTI YRR TIRY PN L ] LA P

lpicre de raix dr mair Baju condiocner menor severa
&z imndad sk b repnarado b diercivnes induodas
pat el slwninic en la swcbna-F en L parte cenmal escclar
de b OTZ v en ipemar edeosicio, =1 L4 punie cental
de la 1ocna menstematice Lon Blumencea de acring
tanbin wo o blunca mopreno del Al eo lus célala
meristerninicac de Eia ralees de Trisivumer Inrgidam
| nacheorie dec o a2, 20094,

10.5 Mecanigmos moelecnlares de
tolerancia al aluminio

Lus planmus adagradic o orecer mnocosles con altas

concencreopnen de 41" han degrecllide mecansmon
shectioe 74 ses para b ewcfuswin del aleminio o pars
talerar sMur comwenoaouons del metal en ke agjidos
itnacheaneder o i, 20090 La Figura 1 recume dbpioios
de estn mecanismos. Bl ewceos 4o alumioio ce pueds
neutralisur inedianme L praducciin de deides cogdnacos,
mek ol que benen stz afinidad pac el mecd, a
mediante su Joteraccidn o nubwius
para m paeecior acumubicidn eo vacuola fKeclhiin
et al, M) Eu A shefiona 32 ha idennfcaby un gen
e expresidn comsbbuira derimanada A0, =F awul
adifica wna proreina reospuoadory del dpe ABC
(AT biwading aceerze, "ABCH, que podrio participar en

la srunulacsin del Ab en cimpanimenica intraekboes

lentlicus,

10.6 Disponthilidad de fosfero
(P} o el snelo e interaccion con el
aluminio

FL tiaim 119 ey ol apeeurns slemenio eo shonduncia
en li coroeza bewmesoe, e concentraiia en el
xeoeralmente vuna de 100 & 300 mg P 7 kg ', v 200 4
600 ky I par hu '. £ suclos akcibinne, &l dcsbac (14)
iOtEramis aun Cugares purs formac compoestes de
excaza maluhilidad couna e fasfocn de calvic ¥ enoswelon

koudees w combhing com 1 duwmnie y heema para focmnac
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busfatos v oluninko ¢ biero. EL Y Gmlidn e puesde
enconirr cima parte de compuenes argdnices, ko gue
canscinuye del 30— A0 del B en bus capgs oqrecbores del
needis. Extas Hentes diversa de P deben ser solohilizadas
o minerelzides para Bberar Pi soluble pars L rumicon
vegetal |os veloodades o b coales el P e trancfooma
rn lus disrmuwer frRcdoae: varan wmnpliamente.  bmita
e lac canbdades de B en ada umo Je 1 Grucoicoes, and
camu eo L vebacidader A= oo |uhidlided, :Hp-urbd-imdn g
listintin Bcee. 1% eperopdo: Lk eondadas mdicales. el
1:i|_:l-u de sueba, i conceocradgon nun.lj. de F:.:rJ vaneenita
de maredis anganica, el pHL 1o eopecies, wl com
la umiedzd v Bic pobladcnes misachiana sanciada
a o raiz. Lnp e los principales Goetares- que sfecta s
disponibilidad de I'i en ol neka o6 la prasenciv & AL par
ler que= en probiahbe que 2o Jas plandus dbruncs acpectos de
Las rutas de percoponin, setalizoocn y rapuescs 3 ambos
tipsie de extrés sean cumuenes | Kirddr ¥ Fabiourn. HI0R]

10.7 Tolerancia al estrés por
deficiencia de fosforo

En =0 mdes I cuehin ol dedfoe FY mouo
putciemde eccasa la di:Tnni}riJ.id.l.d: dof P oax hujo
dehide 4 o wnide o Letiunes F 4 Ls Bjadca en i
orglnicic. La concemtrarido d= fasEste disponghle on
soduvidn va def ranga de § — 2 @bl La desporabuladad
de [ es particnburmeente limitance en ko zaeles doidos
anegadoc de bas brdploos v subteipices, debude @ w
Bjwdin con dodos J= Al v Fo en L nuparficie de La
aillus enevabem. Por bt da dispowbilidad de
" = ue de low princgules futaces limdmnts de
[uu-d:l.lutll."ida.d: de Ins caltives en suedas doduos. Tlebida
a la o dirpupibibdad dr cobe monenns wiverul
lay plamtzs hao desuncllide nemesor mecanasmos
aduptations para abtener of M del muels. Tlne de e
inecanbsmes el un gumseim an b pmbilzaciae de
Las raicec laterales ¥ de pelos radicnlaren v L asociugon
cais boage muicamioms (D Roowen,  HKDL).
Timbidn echicen wutiaianes inrer- o oancespecificas
yur afnawn b capeadsd de e plaoto para twkerar 2
ratrén pac defoencis de B, una caracteristics cooovide
vano “ehoenay de " (Lynde 193, La eliciencis

A ey

! | Tubenaneia af Mumimey rhoenela del Fan

de [' viene comn Base b capoodad cuperiar de ciercas
Plintus o sedreadacs para ohtener ' del suelo 3 baves
dr dlteracicaes en o mocfobogla o arguitsctura de T
@iz, L cxodacidio de compuestis que mevilesn [
Ipot o genersf idudon atgdnicon) ¥ atberacianes en Lo
tansactadors de Pioen b memboos plamdtics
Adrimas, re ha :up;ﬂ:i.l:'lu 1 guesTan oo la eAcienda en
] wor de I 2 raveds de requedmicotns dismbnuidos de
esoe numriente 3 oivel celvler 0 woa emovik ko mAs
siense dentra de L placta | Lymeh £ Brovan, 2001).

§0.7. 1 Arquitectura de la miz en
dehciencia de fostfain

Lu acquitertury de 1a i se rehece & 3 onbguracein
espacial def sisterou radicula que prodenc de wig
respuests Bxolipica o wmhientl |Lbpez-Boow &
uf., 2003, Lambers & wf, FIDE). La anquicscrura de T
@iz mchuye L madulnds, jopalogia v paoenes de
disccibuwcidn Az enccacniran cebulares. Diehido 2 que W
dtuodo det Bi en el suredn e lent, Laa ectraregan de
sbrencidn de P dicigidac 2 expaodir el drea de suqrechicic
cbumlar eo comticte conel sued son une Firma sieciva
dr ioceeentor la eficiencia de B Eoa estrategin
ncluven un tscrroiecty signifuudve en b reladsn de
Tiomeies ruizbeooe ¥ uoa relecaBitzciio wiheeceenie
de carbahidratne parm maoener un mayer oecmaent
eedical (Tamdy, 1995F La deficiencia de boslaw caur
cumhice ciynifcatnos en b rusfolopu promera y
aquitectury en gereral el gisterow radicnlar (Lendl
1W5; Lopez-Bucia o of, I002). Dichea cambus 12
caracterizan par un swmenis e lu fomacidn de calces
|aberades T umy dismilnuacitn en & Jidmetn de L ol
incoemaenuands de évm menees el Sceg de aiperfice de
dheorcnin en celachin o wolomeo. Eacs aleeracuees
prmacen a b oraiz explorar umas mavar napeciicie de
oombir L pmﬂul.'L'Il.'u'l.. dmp.n:i.dn ¥ pmf.i.i'ua:hdn
de loy pebuc cadiculures mobido srwremenca el drea
de exploracadn rudicelar pa Lo obtesodn de T4
[LepersBuvie 2 oif, 2W03). En apuns ecpecies de
Plnts abipeada o Wnoca Imfertibe, b defitencia
de ' conduce ol desarrolio de arupecianes de e
denaminadas proteosdes con un exudocicn sighiticatbva
de keidon org@nicos que sobubllizan € T Lo smbiosis
de luz placks com mumrmze resiculares - achusaulares
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FOAMTTE,  1raid gk e
e e, matands 3
Alenerign.

e ST, Ir syt ader

de dtelo sn ovhads
ol lln rAATER

T tador dy hrana
Hipo AMCYL A5 oclmcd por Al
WA ek, palambe &n al Meama
ds drobbnpas iofisos.

Frotuined dn mambrana an wl
imoede lorssofl, redes on de
AL w Inthes doe heskde dmigums
el rportapte con Al

AHIA
E@ -
Protepy gy Ionoplpio #|po
ABC], At oned ol i,
il S HE R wdedalar da A
ra uulsdn.
.
e N
I'igina 101, Me de ok r dui ol 2k = el de lusbee. Lo 6 rm e lan p 1 &

et b disa e rebactotnd ot L engmuraiton e AL EDiedinpeanie o nawe Ze] ki tode Lvionedd e thinmd gissa st hie nuiipemanbone de aimim
crpgarune El mcdeen denerar al A wcser de moovens o g dhe [ mla e eads de s, 2000

tunhiin extmula b cptucidn de euidentee inisceales
de excaca dijsidn en &l seby, en pamicular oy Zn
[Loamuint, JHIR).

Thversne Jrupai de imvecngacdn huo wagecida que
la disminuion en la rl'.lugur_ilim dbe Lo radz primarid
rn mapuesta @ | deludencts de fodfae depends de [o
Ter:Epcisin lucal del ' en i chzoder pac €] mensiema
radiculur ¥ Lo coha (Siocher-Calderdn 2 ol HIDS;
Cvincwaof o ﬁI,Iﬂ-Uﬂ.ElruJﬂ-Cﬂhlﬁnruﬂ.l.lﬂDﬁ]
realizoron un escrurioks pura Jde mificar mutuntes de .
Mutiuma wcanaves de decener ef crecimientn de L ralz
rn cotdiioner Jde dehcenau de T2 De este escrutinia
it aislarnm v carcermanon one mstinies iosensibles
a la deficiencia de Eacdata, Lunadze £ (fw pheprbors
fuserrtive) por o cigls enoanglds Lan oustanses Jpr
0a presentan & propzama de recimicnta determinada
warackedstic) en Lok poowi sdocidn por 2

1 Eq B TR YN PR LY P PP S T TR TN N | PR P

et de v deticiemina de ! Svincosalf y ool (2007
dernacrarnn que of costaceu fsion del dpice de L raiz
prowri de 4 Sarfeed con mebe defivieate en foofata
& Joenario ¥ @fudente pary accectar el crecimiento de
la iz Tambien enointramin yue la mutacumes de
perdida de funcidn eo el gro few plhoche rastd (L PAL)
v u araloge ceccany LPAY reducen caisiderablemenie
exts anhabavicn. Ach, el Spice de b rair dessmpeda una
huoscn ]1rimnrd.i.|] en L TEnEicm de L Aehowrncia de
nuccasnees, LA v LARZ codibean oxubasas mukticabas,
mama invuleoadas e b derohowicie ol

[ac wtmn paree, [ mutaoce adrd [parpbais dofriracy
repgonsy Fl muertty wna mespuests [sipenensible del
meristena de |n raiz 2 Ja deficiencia de 5. EE gen
P coditcs par una ATPasy tipe P, Lo cwal es
mquerida para «f mantenimienta Jde Lo proteina SCR
[SCARECHROW ) dumore Lo Aelicwencia de 1% PRV
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v LPARY Ioreracnian gtnnrjn:-mnr:te. L urpnu]m de
amsbras proteinus se oushops eo ef pice de b cikr pambas
peotelozs <2 lacolizan co o cedoula endeplismitica
[Teocoms o 20, 2009). Los arilicic de s respuectas
de orecimienta de o v [t revebin ona deracdon
enme L lwmeestiss def Fi ¢ del Fu, lo que supiene gue
11 cowdmiznoe dererminade de k2 radr en conduaones de
Jdeficimcuia de B o cebe o uo ehecro vwico del Fe {ard
Ml .JIJ-DE;Ti:nm:li st ol , N Em p]:n‘r.:.-:. sibverres
al cedwrir by woneentracidn de Te en i moedio defcwene
rn I e ohierva L2 ﬂumg;i:i-:‘m de L oraiz primaciy el
wumnbio en o opresian de geies S, @ mayur pesd
e Las pluntu, vea e capacidad para capear T p un
Incremrenie 2n d cootenida de B en Bz tejidas CWrd e
4, 20081 La anterios rugierr.' que FPOR2 v LR 1
wainpunente de una nats en ek eedeukn enduplacsmaden,
la oyul molduly ef crecimiento 4= W taiz proosca oo
repuesta a b dispanibilufad de Mir Fe

Th oouerda con Ward & o, [2005), W susencia
de L erpresuin de PR propoociooa redckence 3 L
taicidud por Fe en conudicionss de defioiemwia de [ S
len cepamada alpucie casor de MCHy ea piaas cro
acrividad deerwidaca § gl mencs er Emyduns 1 olgas
¢ ban reprrtade cses de B necmania pars o
T de alts abmidad de Fe 2 s céfuba,

10.7.2 Tonospurtadorers de fosfato v
exuilscidn de fosfarasan

Exisen adoptacicnes hioquimicas ¥ molcalares
tendisctes 2 simentzr i ehoendy e aptacin de P
por Ll caie, ko= ancluyeo un awomento en L exaresidn de
I:r.nlqrnrt:dnru de P de alt afinidad F e eondacido de
Buss Fabacac, envitoun quc Wwran el 1 2 parric de s materia

Loy transportadores de 1% de A, theficun pertenecen
a lo twmilis Ml Esas prxeln o raraEnTan por 1
daminizi casmembranukes lecadizadosen W memlrang
Matmitica § en Loy aganelea. En & penoma de o
thuliara 2 han eovoncrado F tranrpurtadeees ¥ se hun
[dermmificidn kamologua e uoas piontae camo toote y
alfaliy. Almenas geres de Le frmilia Phck con induidos
sxpeciabmenie er la vz en candioenes de defineoda Je
i, Lo que impEia sy Raneiin en o captacian de dosfata
en Liralz (Sane r Ny, J00R). Dous penes sk e

A ey

! | Tubenaneia af Mumimey rhoenela del Fan

pat L2 careoda de P ancluyen fos fuara dcidas, £ Acac,
Favicdipasas ¥ geies reluconudes cou of mesholioon de
Eosiislipides.

10.8 Senalizacidn por calcio en las
plantas en respuesta al estrés

£! manrecimionte de L homeoskis  winica
locrarekiba 21 funduneotd pare b buacicn Bsioligicoa
d= uny céluly viva El €4 es un mensijera celudoc
que repnls uoa pran cantided de picesss Hokions,
tades cummes ef balince idoica, |2 expresian de genes, of
roetzbindisrear de lipidac, proteina v carbobbdrates,
oecimicnta, dirsidn ¥ desamollo celubir ¥ procesas
de wmerecidkn Chous esamubn: eoemos bde ome L
Iz v warkas Fuctoees de eatods, pucden truer oonsiga
curebiac e el owrl celulac de Ux, o que puede afeccac
ol wecimiceita T desamvalle de la plantu {McAinch ¢
Sclvmedey, 200% B L2 ve demwcens en Lis wuwalus,
o reeimle codoplacemdtive, las mitccamlriza ¢ ol
presente en i pared celular Acd, en vish de b ampliz
dreerridad do Furwiones quee reguban bas buies G O
prohable que parte de 1a nefa de sefialicacivin del everis
pe alumimic p deBowenis de Boolaoe en suebac drides z2u
mediata por O (Mo ¢ Sdvaedsr, 2009, Ticiega,
AHF).

10.8.1 Seaalizacicen por caldio en
respucstar ol ahoninio

L4 imserf=cenvia del Al con Lo bomeostssis del Ca®
e hien estahledida [!h.np;r.'i ¥ E-Ilmg, Ma3). El
dummieic cuwess en increrwde sn el calcio cinosslive, ba
ual pueds dehere a 3 enoada e ilcis del l]1|:|pl.|.'lhr|
a a la liburacdn de sus et de almacenamoenea
Inroeekibur, 0 1 rmbac.

Tamhstn zc ha descrita en tallog, bojas v estoman
de Arabidepun thafivay Lo expreian de un protei de
membrau qoe parricipa en U pecepdan del cabvia
extracelolae Este moepmor putstiwve pamece  modialac
Ly nuveles e C2™ inmacelular par medic de 1z ruta
del dfmetstidlmasiinl (Fyurs 2F (Pei ¢ Gilroy, 2005,
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Tiabejs, 2009 e ha reporsuda que #] alimainia mhibe
la lostolipma [, b cud wects b siobsis de deda
Euclabdice (Peschenrieder rroaf, 200% Tickega, 2007,

Al comparar el maocoiptunn de ceatesiodad
por AL MWl Ud v Co, Zhuo & xf, [2009) mpurtin
uo coojumaa de 16 gees que e traslapan pa o
vuatre factoeen de estrés. Eore grupe de peoEt incluye
h proteings Bpa calmadubios (ctewdote, “Calld™ oy
peoteinzy relacianades con cabmodulinas {Cald-Like
pravaue, "CRILY). Lu ovedar supsere que Lo ook Je
scftalizacicn en respueests 4 uminia P-udri.l. e
potelox apa Cabd ¢ CRAL (Titepy 200%, Zhao o wl,
0.

10.8.2 Senalizacion por calcio en
reapuesta a la deficiencia de fostaro

En eranscripitoma Je A Sifioea en condicionc
e defviencu de fodatn aumenb considershbemenie

o expremdn e pemer de o muta de scfuloadio
dependeenies de Ca', por epeenpla Cabde, T0Ms,
probeines paceculis v culaneurings [Cnimeurde O-fife
pretw, "CHESY) v praeioas onxces dependientes de
Cal' (Colcivm-dependear profeim bivares, “COPR)
itnr gjemple, wna CTNK aument pougreovamente s
rﬂvdudtu:p:uidn.}ulrn alcanzar nveles de soducciin
de unan 1f weres dbemnos de 72 leoca en condicwnes
e deficiencia de iocfata I:Ea.ri o od., 2006). Por by ances
menonnada, ec probahle que oiue geoes de cecpuesTa
3 losfuo rambicm e agiven 2 oaes de b de

setulizaricn dependlentes de ™
Li deficicoin de [ oceguls ol irecimienta de Lo
pebie rudivcdzres hucidndofos mas Jaryes v densos
[Lrpez-Buvie o o, 3003). En £ sheffanr el gen RAA01
codifiea pars una rateing bamalogy de ecores radesiv
mspuratoren {ArbohC) esevoal paca el oecimaenca
del dpire de lox pefion radiculures. Lon muemboe de
&b Lrulie son oodaszs de NADPH &= membsang
plismbtua (RADPF svidaes, “NOX" (4l BOX de
plinrs e les vanoce como RECOH par L

Frfizk siglas Aerpurmemry Aornd Cvidier Momsioguert.
ferlen  witraentarey Lu FEOH dc plnts presenman en w
nAFTa —LL ek s e e sl daminin M-rermingd dus metbo 4= midn
dedsrb anblaokad
—_— o
—

e
PIly ———— [, + Dk

A iin dis b ks diy Foukgr|laclon

AchFudidn dd lid gan: o oes por s efal

!

Ampul vchon der b gwcpreckin de punas
Rygmarr;an

A ,

Eygoa [F: Eiccm de lu scrnass wandemindn ¢
Ird borades wlye [e coiceiliieteg de 4" oogenle =
Ui alvemeld mepabeiein e =ikt e Ca o

P pare |a e L oduly |
cehdee worridles precent oeganieha que diiniukie
La', el vusl pacde ser Bheradn o anipleos csuuls
w nqulere. N of reanmine e s ha cmedinde
e unarwrd caarmbt iUl ee la Dienee ke 3" qa
inmmaily b owrckes cm o amal e epooa
il el peme en grieedl o 0l ape ol CoF
Lecraln jmre=x mucpshnnike Ji une @
eurrchibin Iel e apnqiwrasl, debide i
[P T - P [ EREY [T ]| T ST L S
ictenzcleg (R blerpues bea st del cabee
it e lue woimed B CoF Do poading woniean
1 i hwhdjun © conduooule 3 b kel A
Balplilmeyel - bpedialine 8%l aninsa
humpiepiar, TN 3 windiol milanan Sinsa

fagdegdour, 710 7L can b mlosess dhonaen o
Tokaranta InhAsion b hluaris K b algtdl conpetiioeeds el dTuna.
g omba st ralular T
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a Ca*. Lo unterwr jupere que e alcia poeds cor
un reyubider impoctante de la actividad de RHDZ2S
Atbuli” durante &l crecimiznta de b pelos radicalares
[EeTl o ', HICG).

Bell y col [20M9) wugiersn wn meconicma de
retrudlimencurica powiths eo el Jpice de kon qelos
radiculures pars maotener el crecimeeie d= los miemos
KHDY Airbut T produce aspecies crarivas de axigend
[Reantics SERERR rpanier, "ROS" hada el esterior de
la <élule, b que 2 s vez acziva canubes de Ca* o b
membrana placmiticn que inducen ef influpa 4= Co'
leacia el indenenr de la ol Bl C2% e e icecbimenie
a BHDY v wova L producodn de RO RHD2Y
Atrhothi” rumhbiéo peede activacee por feforilucuoes
dependienics de 4%, las cuddes pueden war cancealudas
Tar una LK. Estre mescunismn de reiroalimeotacdn
positiva ie cstrioge o W punta del ek cadicular pac
el comtol de L Iocileaciwio de KHIY ¢ mentiene el
crecimienta lecal de L punts del pelec 1a sxpemiido Je
KHDT ectl ruguhlh Pn’.lrh-d.ﬂﬁl:i.ﬂ'll:ii de iézhare [(Shin
rlof, WI05). Ex proboble encances que Lo careowie de T
regule e manera st 13 mueseripodn o b whndad
de BFA D2 o L homenatacis de Ca™ (Tigurs 3}

i3 + Cracemimnlo

LIRS REHTENN

Tigers HI L Musnoma s ctmilomione
npeardimy an £l spice de L e mam wmanloner o
crenlimkenmt Wy kde ok de Galiee a0 pragdid oL
ey L0 Akch=hC, B p O poicrm
e nrovml I kL 1y uoteitte e piariice B3 oo
apoplum, e cuabe. soican I zmales s caliio an [
| H cinz d mibygu ke G3* o I
vilady Bl &3 pragide mrst directinomt d Dee nieeriine:
El¥ de RHLED 1 axwrs b eulsainolde ROA HFORLY
A rhb rainliects ruemle 1en e ke el st Bokdol anlfe
depomdeeee dn Cn, i e=l raale o umenlols min
1 s coan 1lepouli d: O ICTOFkI
Ewd ws de renealineineion cmi eotingpda ol dpes
Un lvw prame cadenloes dobabi o A1 ac linalin
chclimbdurstie e el dpioe de b ek ein sy
I debesnon de 1" induce b mansrgeva & 140
L "N, el de bea pelire
raahculine, benr I s alernenbe: de |l dbrienra Je |
I3bdemade de Sbun o a'. JICS, Budl ol wl, HHH,

10.% Cooclusiones

En L dbmea Jafes o Jw mealizada oo pragzsa
significativa en ol enieodimienus de los mecansmon

.t | Viderameda af lumlmie+ choenein def inkedn

ko b splemmts de lus adtives J loa cwebne 3o0dus,

al coma en el desaralle de cullvos mic cesistentes
2 tales opas de webn. Abnra coonncemes diverans
wpecois wabre L bwbogia celolor v mudecular de L
tuleruncia al A, que bmplican L espresicn de gees de
mismencie ¥ mecanismcs Je destavificacion inemos 1
tulevuncia a los iuebs Leides ambien depende de ung
mejor capaidad di lus plants para sdqueirir P Resules
intereanie que lus dne aduptawioes mic comuoes de
lns plantac u las cmebos dcidos, b toleranciv al dwninia
Fla efidienaa k= Enstate, pnir.i.m iener mecanemos de
aeftaliziwion comuoes JHerando 1o ninedes inbracelulares
deClat,

Exts ditina rura de sefdlimaciin tiene come blamon
bnd L maduliciGe de progruomas de croomientu ¥
desureilia que sfectan o arquiceri de L i com el
impacta whecaene en L cupaesdad sdapestve de L
Plensuc
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Rare earth elements lanthanum and gadolinium induce
phosphate-deficiency responses in Arabidopsis thaliana
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Abstract

Admee-The aim of this work was to investizate the
eHfects of rare earth elements kanthanum (La® ) and
gadoelinkm ;f‘nﬂ’j on oot system archilectore znd
interactions with low phosphate signaling i Arabe
dapirds Mraliera.

Methels Dt led analysia of soof system architecture
was performed in Arabidopsic WT seedlings and m
Loy plerspderas fpseaaitive mulams (0 -3 and fpef-1
IprZ-din response 1o REEs, Expression studies of P-
deficiency regulated phosphate wansporers APTT,
APT2 s ANG2 were alao conducted. The rale of
auxin as a medistor of root morphogenetic changes by

o 1BA El.‘I.I.H.' B }Eﬂld
i ek ool ecilob el e
Electromic smpplmemtury material The oaline versson of this

ontiche qdaiz 10, 10071110400 110261 ) comning sapplemen:
wry. mmierial, which is svailahle o autorzed wses
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. SRIED Morelin, Mechoscin, Mexicn

emails jhucicdrumich. o
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CINVESTAY Erapuato,
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Gd'' was cvalusted by using the auxin-inducibile
magker pene DTl ond auxin-signaling mtants
pted, wied afBed i3, a7, arfd 8 amd arf7 T8
fendty We found thot indreasing concenirations of
REEs mhibited primary root growth and  increased
pietl hair and Baterzl root development in WT zeed-
livgs. These effects were neduced by Jow phosplons
Jisensitive mutants - fpil-3 and fped-d fpe2-l. Ga
activated the expression of APTE. ArPT2 and
AMGD? muarkers. Lateral oot formation by Gd™
decreazed in fied a2 B3 and a7 a9 mstsins
Contefueiany Dur sesulty suggest that REEs affiect
REA in Arabidopsis by inducing low-F adaptive
responses by creating P deficiency conditions m the
prowih medinm by precipitating phosphate.

Keywords Lanthanum - Cadolinium - Phosphate
deficioncy - Arabidopsty thelinna - Auxin s

Adshev kathims

ABA  Abscisic acid

AR Advenuitions nwd
LA Indoke-3-scetic acid
LR Lateral roots

LRI} Lageral roor density
P Fhosphous

PLD  Phospholipase [
PRL  Primary oot length
Rabl  Rood apical meristem

&} Springer



Flam Sod

RS5A  Root svaeen sechileciue
EEEz FRarr earth clemenls

ROS Reactive oxygen dpacics

Intraduction

Rare ¢anb ciements (REEs) comprise seventeen
chamtical clemensa- 10 e periodw whle, dpeeifically
the fifleen laathafoids pluy acandivm amld vibviom.
Degpine their mune. BEEs, with the exceplion of the
redinactive proaserbinm, e ceiatividy ool i the
Lanb's cruak, wilh ceraum being the 233h moct
abundant elemaont W AR pars per million, which s
gEndbar dor copper. Thero exast mare than [0 siscrale
tha votitnin RER in condgiderabls amownts Whydnen-
Bracle ot al. 1995 Fywlor 2040

The eaemaive spplicadon of AEEsS ia agriculhuel
practices b Chana s bBreugphe semadcable ecommie
benobes {Wintenbach of sl 199%: Pang e al. HXOT
Tl 2W )L The Chinese fertifizes indwery produces
a betal of 5 illion tos of amoenion carbonade
fereilizer comivlwed with REEy that is applicd io .80
milfictt b famidand REEs cowampion tor agricul-
oiral purpoams hes reacled W ong por year. Lo
adifivion. REE: are waste praduers froim indudiny of
vell phoges, hybrad cors and smarc hauba {Bradsher
20017, Thege fects kave lead b an increaging codesrm
ahwid the impacl of REEs ob the eavienansenl. For
insterce, swkinum pamissibde coepcentratoone of
doft REES i gartace waler, dediment 20d sail have
heen celablivhed sh The Maherlanis {Koter ed ol
2007

The repocted dotn of BEE cdfocs on Mebd sl
loboratory wsts in plants ara often contradiciory
nepreiistent. Several sopors abow The Benefcial
cffrtn of Jow doses of FEER 4 2 wide maoge of
vaips when applied as foliar sprayy, soed treatmendd,
o ibdod o sonl of liupeid pouaing moedin {Pung ed wl.
2002, Tyler 2004; El-Famady 2001081 REE:s nxdoce
gernitation of e eeeds (Hosg oo al 2K, the
ramiticn b floweting in Arafibpsls rerifana {He
and Lol 204Me), and groacth ond taeol productvon o
vill ewltmes of Torar vuunadedses (W of al HML)
In conmaer, Lo’ imbibiu rooe grovdh in inansy plant
gprvies including batley |vwon Stevenioek of sl 19761,
whent [Parker et al. 1988 Ho et ol D007 Kathoka et
al 307, nwnyhean (DhiadlofT and Smile 192, by,
doybean |Sun amd i MR 1io o1 al ERET). and e

'ﬂ Sprioger

Arahldupsle fueilan (Kobayaabn v al. T8 Huow-
ever, the mechanisms undelying the pagitive or oedc
etz of REEs on plant growdi and developrwnt ane
Far i chear

Physiclagicnd shuficy bave reveabed thal REE
toxichy har 4 compler nawes with apepladic st
waniplastic cfivets. Trivalent canons L™ ond Gd'”
may reoet o negdine chargéd figamde within the
apirdlast, in e pladrsa ecnbrane o the cell woll
(Heid of al. LH; Yennivahe ol al, D397 Wei sl
Zhom M) Sleemsr ¢t al. 2005 Sha ot al. 20K, Wany
ol ad. 2007, Ritehie and Bayrhupatii 20081 La'™ anl
Gd" Twve been ozed 1o inhilit Cat” channels with
subdgegues] periurbations B ohecizie acid {ABA)
gignaling (Hagenheok 1 21 2k He aad Loh
202, Inblbition of cvelin-depondent Refoses
(CDPKs, Polya ot ab L%#7: Pang of al 2002} et
phoapholipase I |PLO, Gatypala or ol ML) as well
s aumlificanion i reactive oxypen species |ROGE)Y
hewmowsagie (labs of al LM Shi ot ad. 2H5: Wang et
al. 2005, Wang et al. 20T,

The oot systoen orcbitechers [REAL iz Bn
wpstian! il delenmiwing  plant growil and
adapation 1o mineral ancior mete] sreas. IEoowkes
feferenee to the compledity ol the oot epatem,
which iz the redalt of abe growdl regponse b
ghvioomenal conditwns and  dncledey Hee o
pholgy, wpalegry sndl digeibution  patieens of
primary and loleso] posts, adwenlitioes roog end
roob Jwirs (Dinkerliker o al. [9#95: Lynch amb
Erown 2060, Willizmzow o1 al. 20001 Lbpez-Buw-ise at
ul 2003 Lumbess e wd. 20061 BSA 9 opoetisd both
Fow partricr awd waror uphake sad s the puine sic for
inberactivna with microotganiams s the shizesphere
(Liepaz-Bueio 6t al. 20003 Peres et al. 2B Malamy
2ty Ea applicatics vzuies Mare Ane Mo s ek
disturbanee of eell peolifomtion, cyloakeloal orsdni-
Zaticn ood el swelling fLiv &nd Hasendtcin H005:
Weng ¢l sl 211, REEs chow dtrong abtfaiibe for
phospben i vitto. Interacriun of La®amd Go™™ with
phesphate produces ingoluble 9alin thot precigritae i
ihe form of LaP0y or GUPOy (Ding of ai. 2005 ). This
aperd e postlbality that P defickent aoils supplicd
witly BRERS may encounter profdimy b suagin plast
growih, whereas addition of La*™ ar Gd" eould
rediee tha pedcmiial e Poloxdcity 30 ook coieated
nufmient sobetiong, Hoboe, [mdibdve growihb tesponses
mighd be ohtsined whon REEL sme pdded o growth
rondia contaisiey doitially bigh P cosconlrations.
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Planr Soid

Curtently, direer cvidence linking REER applicaion
witly plose P respenaes jo lacking.

Phuosphaw defleiency las o sotoble affect upn the
architveipe of the ool system of Arebidopay
Mradiann. shibilie pEnaey footb geewall and simu-
lginte Taleral root vod oo kosr foematios, which
allows fin an incocager] el biomade i the pper
Lawers of Mhe sl for roio ecicnt aotricht Rrsging
(Willismyon e al MW Lopee-Bucto or al. M2 Al-
fthazi ot vl 200, Pine-Tores of ol MU, The
reduction i primary pebt frowth s due oz
ehvmninete Jow Puinduved rett devobaprental pro-
gramt that oooedle vell division i tes pirimeary woob
eeraRbern aid presntobed differentlation withis te poot
fipy, which iv abaent o the fol gt
Gptl of jew phosmhate resisihd (ipe) matae of
Arutiohiepnin Mhaliang (Sdocher-Caddordn ot al. 200F
Sinchez-Culdenda er al. 2006 Svieonofl oo al HATT).
A eentral wole bas Beco puoposed for the phyie-
homuere  guxen | imdole-3-acctic acid, LTAAY in
B3A reapumaze v Podeffcioney. 11 had  been
shown thal the bcressed lateral rood develapnicn
i Arabidopsis deedlings grown w low Pocon-
ditions iz dependend of Juxin tanspott aod
gignaling rLbpez-Bucie ob al. 22 Liper-Buio
wt gl M%) Morcover Pérez-Terfes of ol (208
repaned wthar LE formution and iealucslion in
mespoist lo phocphate Jeficiency ks swdated by
claftges 0 oexin sensilivity. Low P oalters the
CRPITSA b unin-resenate gemed ol clinaldes
peticpede cells Ao proliferaw. Modplation of awcit
senaitivity by low P owss found wodepend on the
family of awtin receplods TRANSPORT INHERETOR
FESPOMSED ITIRIVAUXIN SIGHALING F-EOX
BINDINI b 5 (AFBL-5), 88 well ue the Domacnip-
niadt Trerors ALTKIN RERPOMSEE FACTORT amnd L4
(ARET avl ARF1Y | Blewrmnasie o o] W5 Kegrineki
amd Levace 2051

Do o abe e ol BERY ned cindy oa Ferdilizors, bl
ax poegh malerials for high techbnaloay prodoct, their
levely in swils are imcrsosine (Tyler THx: Bandahes
2H N Thetefote, it i of fundamental snpormance te
determtine the rhizotoxkcly of REFS of their growth
promating capability in plate amenable 0 gesetic
andlysiz i prder w duisrmibe the mechasisng of
plune afsptation o REEs. Simve La’" and Gd™ show
ameng afGniy Aot omiens, thay might bind and ateract
witl B, This, i in of inbensst toofind out IF L
and Gu'"" alfecis ASA wod investigate s possible

capgstalk wib e Juw P adapraion Awchatiens. In
s repaowt, we Budeed the effecds of REEs on roul
tlevalopanet bAd low P-induved geed oxpredting o
Arabubopsis wovadings and charaderized the bwdve-
moent of auxis vignaling in FSA responecs o O,

Materialy and nvethds
Plant veatorial amf growib congditions

Archidiopeis wealffeter acoaype Coldl. e Daosgeic
fines DrftSweds (Lilmoaow et al 1997, Cpedd, £ andild
Cobn-Camora ok al. 1999y, APT-GUS, AP
GLUE (Harthikeyan et al. 202y, AMGOLGUY
(Eodanyaahi or o, 2060, upel the nowbst linea fpfi-3
(Sinchez-Catdetdn ot ol 2005Y, fpef-f fprd-)
tEvilanll o sl 20T, drf-f cRueguor o ol
[958, vrd-F 2§ abd- 7 | Dharusasivi el af. 2005
arf s FapfTH-F, and tee dowble s aef7sd oefd -F
(Okwshine oo al A, et werd in most cxperi-
ey, Seefs wore swrfoee stenbized with 95% {wiv
cthamasl for § miin amE A% vy Bledel e 7 min.
Alter five washes b discilbed waier, -geeds wene
gurminaed sd growd oi Pofri dishoes conniniig
atecile mundificd M5 modiem (pH T8, 0EW PwN]
B, ufeli [wiw] sguep. The busie WS mediuos
(Higma) G1X conaincd .25 whd KEH D
AEZ3 M MNH NG, 37588 mbt KNGO, f68 mbd
CalCly,, 03 mdd MpgS0, 10 phd KL 2004 pM
H;BO., 1999 ph Mai0-H,0, &0 pM
Tna0,TH-D, 0.2 phd Naghdol 1HAD, DU2 pM
CuR0y-SH:D, D621 pb MaCl-eHa0h (999 phd
Fosth-TH:O, and 310 phd Mo, EDTA - IE-0. Seads
wiere geawn ih Pobri dizhes under z plwoboperiod of
16 b wl light and & b of darkness and 8 wingarauee of
22 waang A pland growth cabinet {Percival AR9SL
Pencival Scientiti]. Flates were placed verically at an
ate e of §5° b sllow roce grosab along the aurfsee of
the agor and bo 2llow tbe wiinpaded growab of the
hypoooiv] dnte e air.

REE wralmaviits ] copLior i Intid

Muwisy medinn was suppletsenced with GiCl, wr
LaCl, at 50 pM istervolil. The congounds wets
diaunlyedt it OASCH (aiock 0.5 bl added o wioded
(30°CY nwshtew modivem and powced inw plabes.

£} Sprmper
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Computer ginulasions were careind ool wing the
GEOCHEM-EX progeam {ShatT e al. 2d 1.

Haybimhimical amalysia

Fit hisocheinical aonalvsis wf {5 activiy, Arabi-
tlopass secdlngs wene incoboled ovomight o 37°C in
a C(US meaciion buffiy (3 og'ml of 5-bpmno-A-
chloru-3-imdisl vl - D-plucursaide in 100 mbd godinm
phospbare, pEl 7), und the slaioeel secdbisgs wone
clearmd by e owthod deseribed by hWalamy amf
Bendey 11997} Fur each mourker liee aod fir cach
iresrinued, &t lent 15 iramgenic plamy wese wnalyzod.
A nepresentative plunt wud chowen Tor each ndbunide
viratment aml imaped wing Nomaski opics ob a
Leiva TME mmcoescope.

Amalyais of soor archilecnure Tais

The Afabidopas moor syebern was oaodyzcd wih an
EZAD stenvanictoscape |Ledeap, Al dnutped sevemni-
ary rooty tha were cleary vidible ueing & 30X obfecive
Wiy b it @vount whes coisdmg e sunber wf
LPs or ARs For all vaperimonis, Bue overall dacs wens
atanistacally anabyzed in the SP5E I0 program as
dederibed by Dipez-Bucio o al. {2002). Ruode of
Arabidogrsis seedings wepe cleared and obzerved by
microzeapy 0 clhssify the dtge of LR developinent

Resulin

REEs nexdulnte ront syston anchijevtune in Arehiagriy
Hratfiana

We claracterizod the effeem of La'" and Gd™ on
RSA by growieg WT drabidipnn thetiioms (Col-)
seedlingz awver the surface of pgar-solidificd Peboi
paley conthining Murssduge aml Skoeop (M5} 0.2XK
mtdiun: supplenunied with varied cobcentrotivns of
eIl wmub 1ol The cvalusidd sool archidecios
puroneetors were prinary eoof begth PRI total
auirbinr of lalerel roots pee pdond | L) and lesersl sent
dunsity (LRDA. Ar L2 cays afer genoivotion rda g}
A dhofiena secdlings had a PRL of 4.3 em, whermas
trealmetta with CobCl, and LoCly; showed a dode-
depsetiduetil inhibition s primary root growih (Fig. 1a).
The pxust acbve conpoubd roproseing priciary oot
rowih wias {idCly dectesasing PR longth by 3% at a
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Fig. 1 Auubidup reul  dewielop I response o KECS
Arabidapes Cullr sesllings wvere prown far 12 dsvs cm spur
lwaes supplied wilh D S0 or with LaCly ibfack Jime] ve GudCl:
e Sk a0 580 pbd coocenimfian inlervols and she primeny
kel [enpth {a sowl Eaternl A muckes | b and lsieml oot
tkmeclby e, dederrmoned. Values dhuwo epnaent the ouss of 45
prediings per imatmenczX¥00 DiGereca bten ore ueed Lo
mdicale meons bar difTer agoificonthe <005, The cepen-
menl wak repeaiod three Hmec wah dionilar teodis

156G pM cupentration Fig- lal LR ond L RD values
ipcresacd w nesponae do GdC1 anf LaCle supply
P, Ll o o) givinw Hee e @ bigldy braselied poob
apatemn with decond amd thied order bBteral roots
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(Fig., 811, GdCh and LaCl; also had an effect wpon
e siricture of the primary oot menstem (RAM),
mducing difterentiatien events such as e fiormution
of rood hairs and the formation of leteral roots dlose o
thie rowt apex (Fig. 515

Low phesphate insensifive mutangs ane resistam
to the cffects of REEs in RSA modulition

The alferations in RSA ohserved in seediings ireated
with GdCly and LaCly were similar o that observed in
Arabidopsis scedlings grown under phosphate defi-
ciency | Lopez-Bucio ef al. 2002 Sancher-Caldenbn of
wl. 2K Péres-Torres et ul. 2008 To deienmine
whether the primary rool growth inhibitben could be
e becmuse the REEs are mducme a low P deficiency
response, we compared the RSA of Arabidopeis WT
(Col) seedlings and low phogphase esiginn fedd -3
(sincher-Calderdn e al. 2085) and Jped-d G-
mutaniz [(Syvitoonofl et al. 2007, When grown in
miedim without REEs, R5A was similr in WT and
in beth omusrang lines {Fig. 2a-c) whersas when teated
with GdCly the daf-3 amd fped-d fpe2-f mutans
showed tesistance w0 primary oot growih ishikition
and LR induction 0 compared 1o WT seedlings
iFig. 2a-c, Fig 525, The mutonts did nor exhibit root
hair or LR formanon ¢lose o the roob tp (Fig. 2a-0,
which is typacally induced by 150 uM GdCl: in WT
aeedlings.

G affects cell division i the primery seo
meristen

Phosphate defickency inhibitz primary oot groaah by
mducing the cnirance of the primary rood info a
determimate devebopmental program, which armesss cell
divizion 31 the meriatent | Sdnchez-Calderon o al, 2005,
To - determmine whethes GdCl: could inhibit primary
rost growih by decreasing  cell profiferation, we
performed a dose—response analysis moniioring cell
division i the primary root meristem o W o Jpdl -3
secdlings expressing the CyelBd foudd reporter
(Colér-Camuona ¢t al [999%, o mediom without
Od" the expression of CpeBloeldd was elealy
revealed as 8 patchy paitern o the primary  root
meristem beth in WT plants and in (pif-3 mutants
{Fig. 4a)y. 150 phd GACl wreatment wially decreasesd
capresiion of the marker in WT plants, sule {pill-3
seedlings sl retained Ceell, Paddd  expression
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Fig, 3 Bffect of G4 an mat develspment in luw phosphate
resistant Ambadupsis mputmis. Ambidopsis WT (Coldd, wiiie
teow} and muztamt {fpud-3, griey barsh, o (et (el hlack
by} seadlings were grown for 12 doys gide by side over the
murfoce of ogar ploies suppled wath the sclvent (DME0] ar
moreasing (A, comoenarations and the mean premaory. oot
kenrth (', totol lakeral rood munsber (b} and laleral ot density
(ch determingd foe 45 seedbings, DNifferent letters e used o
mdicale menns that differ sgnificantly (P<0.051. The oxperi-
men was fepenied three times with similar resuhis

{Fig, 4a). Figure 4bh shows that as the GACh

conceniration i the medivm icreases, the ength of

the root meeristem decresses botl ;e WT and Jpdd-3
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¥ 1 Efea of Gl oo Col-

primany rwed 1ip slnachiee m
Memhidapes W' aredlings
i Ivre phusphale resisiont
. Real tip sirndure
m seellings reeied wit the
xalvenl (cantulp or 15300M
CrdCl - Malice thot qui-4 ic
unil dv und s el e
il ) mukintc aT resamnt
tor fad " imnduced merickem
cxhuuadiva when cnopared
b3 W ru anid by ezedlings
WT and muand sesdlings
WErT o dide hy side on
cindium supplicd with
DRSO wr Gl due

El daya. Mbolagraphs are
represemisive indvidusks af
45 zeedlings. Aumew (b
il the furmer ooy
oot 3ip i3 W seadling,
trested with Ghd™*

ontral

156 it
GACls

aredlimgs. Howeswer, b moar GdCl conconirabons
tested the longib of by mwerisiemy o Jodf-T mytants
was grealer than in WT secdlinga. Thiz was particu-
lurly ovidiend i 150 phd GaCly. These redudts shew
that (-3 iv poctially wegiseant to the cell diviioa
arme imbuced By Gb' 7 on e prinaey foot neTisien.

G induces expreseion of phasphnbe-teguinted gerce

Several geed hanva boeow found e Be ineluced by
phospbwle doficioney. These inclode genes iwolved
it P ouptake, Auctaboliain of plospholipids, phospba-
a3 andk RMAded (Baghoibama 1999, To Unsestigales
whether G5d™ treaaem cuudd intuee Jow Porepulafet
gene cxpregsion, ws motiloted e expresaion divected
by b prosiaters of e APTI anl ALFT P oronguerer
s Ag proviualy reperied | Kaabikean ot al 20010
AP et plana grown io P-quificent oeedinm
withow Gil*' showed GUS Chpereydivt i the cndioe
T Systend excopd in roor tips (P, So40). bn plonce
arews in gncdiuy supphlemcated with 130 0 GdCly
AePT! aniefd octivity was alao detocaed in the primary
mest Wi {Fig SN Coversl ASPTE efdd  plusis
dhowmE e detectable GUS activiny w the root gyrbust

'ﬂ Springer
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(Fig. 5g+4). However, when wesed with 5 phd
G Cly abe prluans shoowed liigh AePT 2 pefuld e prosgion
in the et gvatom exvapt the most digtal part of the
rond lip (Fig. 5§-1k

[h plaua Bl ahe depeived ol phosphens, phogpho-
lipidz are replsced by galmetolipics, wiick are wpnie-
dized by DGEHS il MGG avnthases | Essigmnash of
al. 1945 Hireed ot al 2eHHE: Swada of ol 2L, Yo et
wl. i ¥adbenwrahi ot al. 2008 ). The promoter of the
MUY gypabase in 4. fAuffurea foged 1o the 3
wlucownidase gome LA RS GUL i dnducesd by
P delicioncy (Kobavashi ct al. 2006 Wy foond that
G Ch wizvngly subeerd Qe exprawh of A
GL'S it loaves aml in the prionary rool (Fig. 53 U
rosilg show that GdCl aenivare bow Poanduced gone
erjedsion B Arahidopui seodlings.

Pleosphate apyelication negures PR growth in plants
caposed b el

IF 04" cauges u low Peinelucyd sespungs in the ni,
thon we bypolbesize that by sdding phoaphones w the
i, e prinry root shonlel resimne groasth. To
izt iy Lypothesds, ipereasing concentroine af
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Fig. 4 Eifect ol Gl um CrveBI, i ouldd expression i
transgenic wildaype and doif-¥ hackground {a) 12 h GUS
staming of OBl Luind primury roots m WT md Jpdd-3
seodlings growm for 9 days in medinm with DMSO or 1500
CrdCh. Photopraphs are ropresentative of 20 sained plants. (b)
Menn length of the Cweftd Fraidd expression domain. Vilues
shiwn in B represent the meanS0 of 45 seediings snalyzed
per treatment. Different Sebters are used to indicate messs that
iEffer zigmificantly (P<005). The exposament was ropeated
twice with sumilar resihis

KHLPOy were added to the groath media iwitly -an
mitial P eoncentraton of 025 mM) supplicd or not
with 1530 pM GdCl; and PR growth and LR
formation snalvzed in WT, fwl-3 and fped-0 fpe2-1
seedlings. The primary mool growth o pesponse 1o

Gd' wad pormalized by sdding P o the medium
(Fig. Gad. It just required an extra 0253 mM P
conceniration 1o resome PR growth in W and oustaist
seodlings {(Fur. fa) and to reduce LR mumber and
LRD i WT plants fo e levels observied in seedlings
grown without Gd™* (Fig 6h and ¢) The same
tendeney was docomented in fpid-3 and fpd-0 2
I rstarets (Fig. ba-c b Phosphions also pesumed cell
division m the primary fool merisiem and prevented
the formation of roor ks and Biberal roots cloze w
the apex {Fig. 545

Due @ the similariny between Gd® amd La™
ions with Ca™ ", these REFs have been widely used as
Ca® channel Blockers (for reviews see Fvans |94
amd Sigel and Sige] 2003 Owr MS 02X mediom hasg
& CalCly concenfration of (.1 mM. To determime if
G and La™ may be affecting Ca® availability and
i this way regutate REA, we performed expediments
o evaligate PR, LR and LRD responses in medium
supplemented with 1.5, 20 and 6.0 mM CaCls. Chog
resilis show thar PR growih could be partially (60%)
recstablished in WT seedlings by 6.0 mdM Calls
iFig. Ta). Both fedd-3 wnd Joef-f fpel-J motonts
reacted better o CaCly reamients mesuming PR at
lovwer concentrations (Fig. Ta) In our experiments,
o mM Call; also somuabized LR lformation and
LRD in WT and munant lines (Fig. Th and ch

Gd'' induces tazeeal root development by aftering
anxin signaling

PR growth smd LR formation we regolpted by
auxin zignaling. Since nudin  Rggers  warons
developmental effects through the activotion -of
auxin-responsive genes, we tested the possibility
thar G conld alier suxin-regnboted pene expression
in Arabidopsis roots, To oaddness this guestion, we
prerfurmied - sralysis of the expression of the  suxin-
respensive markes gene ORIl (Ulniasov et al
1997, In control secdlings, the expression of DRS
wlidd was mainly . ehserved in the pomary ool i
(Fig. 8a and bj. In seedlings tredted with 120 and
150 ubd GelCly, we found o decrease in DRSFeddd
expression at the PR tip, but increased expression m
LE=s (Fig. He-f)

A ig perceived by disect binding 10 the franspors
irluifror recporese 1 protein (TIRD), o member of &
armall famiily of F-box proeins (Dhanasin et al
20005; Kepinski and Leyser 20051 This interactn

&} Springer

62



Plant Snil

Fig. 8 Effec of Gl oo
APTIGUS and AT

AFTICEUE

APTEGUE

LS expression. A48T
LS and APT2GUS
eapressmg seadlings were
yrowm for 12 days in meds-
i supplied with DS0
(Controdp e 150 ubd {RlCH.
Phistographs are represent.
tive of 20 smined plints of
cach bine. Arrows |1 omd 1)
imilicate the pramary Tool tip
The experinuent was repeats
el three times wath similar
reulis

accelerates the Skpl, Cde33iCallinl, F-box protein
ubkguitin ligase-catalyzed degradation of AuxlAd
reptessor proteins. allowing de-repression of auxin
regulated  genes by auxin response transeriphion
factors  ARFs {Gray et al 2001, To determine
whether the TIR1 fasuly of awdn receptors and
ARFs are involved in Arahidopses RSA responses to
CGuliCE:, wie analyred PR geowth and LR formation i
responae o 50 pbd GACl dn WT 1Col-0) Arabidop-
aes geedlings and i ded-F and ted afh? afbd, single
and iriple mutands, respectively, and in aff7 arfl®
double mitants. 1o mediom lacking GAcl,. WT and
all three mutant limes fesied showed similar PR
growth of 4.5 eomoat 12 dag (Fig. %ap while
150 pM GACls caused o 75% PR growth reduction
m all limes tested (Fig. . 9a) Interestingly. the
increase an LR formation observed in WT seed-
lings when treated with GdCly was cleaddy reduced
e fed ol gifd triple mutants and 0 an7 oarfl®
double wiants (Fig. Ob). These resulid show  the

'ﬂ Springer
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involvement of auxin signaling in LR developosent
induced by Gd'7

GECCHEM-EZ predicis La™ precipitation as LaP{y

T define REE solubility and predict lanthanum species
i thee M SU2 X sofution ot pH 7.0 and 10 rreannents witls
execess phosphate or calcium in the Arabedopais growth
miedimm, simulations were undertaken vaing fhe com-
putee pregean GEOCHEM-EZ | Shalf et al. 200100, In
the MSOZX mediom lackang LaCly a 214 pM
H.POy concentration was prodicted, which cleardy
inereased with - supply of (L3 mM KH:PO, (Table 1)
In contrast, m media supplemented with 300 M
LaCly the precipitation of LaPOy, was predicted, with
a decrease of over 9% of H.POy in the solution.
Treatment with 6 mbd caleium also predicied a
rediction of soluble P, an accumulation of LaPOy
and & 53 pM L™ in the system (Table 1) These
sumulations show that despite the precipitalion of
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Fig. & The effect af phoesphate m oot development of W amd
fow phosphine. resistant mutants, rested with Gl WT gt
I oo mutaet stedbngs {fptd3 gy bara), md (dored-d fprlaf
Suck hary) were wown side by dide for 12 dovs en medinm
with ifferend P ivcatmenis supplicd ar nor weith Gd™* ool the
meun primary mol lengih jab lsleral oot mamber (b and |siend
meal density determinegd for 45 seedbings per treatmsent
Dsiferent lettens. are used o indscale meaps |+ 85N that &iler
signaflicuntly  (P=<0U05). The experimerd wins repeatod  thaee
times with similar resihs

LaPOy is alveady predicted when calcium is supple-
mented 1o the medim, the aormalization of primary
oot prowih mdicaies that REEs muy also behibat
growth by acting s calcivm chasmel blockers.

DHscussion
REEs affect root system architechune in 4. thaliong

La™ und Gd'" belong mio the REEs group, which
include 17 trivalent elements with similar properties.
Reponms of wxie effects of these elements in plant
prowih have ratsed concem for the uge of REEs @
agvicubee (Diatdoff and Smith  1995a; by L and
Hasenstein 2005). Indeed, REE: eoxist as irivalent
cations over @ wide pH range and most rivalent jons
are toxic 1o plants (Rengel and Zhang I003), Several
REEs were foand to inhibit o™ uptake by plant eclls
wd fo direetly block Ca®" channels | Fl-Ramady
2 Ok

O dota are congistent with o previeus sfeport
showing the oot growth-repressing effects of La®
and Gd'" i Arahdopsis seedlings (Robayasld er al.
2007y Gl eliciied the greatest indifbitory effect on
pritnary rood growidls (Figo la) and therefore was
selected 1o perfem a defailed analysis of REEs on
RSA, low Poregulsted gene expression and interac-
tiens with auxin signaling. Gd* induced e fopma-
ten of a highly branched oot svsieon inchading
secondory, teriary and guoternary latersl roots and
am abindance of bong rood bairs (Feg. lo-c; Fig S1)
Moveover, the primary ool tps of Gd" -treated
acedlings wese 30400 thicker thion eontro] seedlings
ol rood bair differentiotion progressed fowards the
road tip umiil it reached the meristem region (Fig. 51
The modilation of BSA by REEs is unlikely o be
due to cell toxicity, as loteral soot and oot hoeir
formarion was nomsally observed 1w proceed at high

concentrations of Lo™ and Gd™". Morcover, leaves of

WT Arabedopaiz seedlings treated with REEs did not
show chloross or mecrogis sympoms durmg the course
af our experiments, Instead, the oots of Gt -treatesd
plunts progressively fose cells in the meristem ag-a
consequchnce of decreased cell division evenis wnad
premaiure cell - differentiation. The reduciion of cell
proliferation was caused by a neduction s the numbes
of miristensatie cells and a decrease in mitelic activity
s obmerved using the el fooindd reporter gene
{Fig. 4), This responze was highly dependent upon the
G concentration in the medinm, The PR growth
inhibition and stimubatien of LR developmenn ob-
served in response to REEs i3 similar to the
determinate developmental prograni  described n
Arabidopsia seedlings grown under phosphate
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Fig. 7 The effect of caloi.
um in root development of
WT and low phosphate e
sistant mutants treated with
Q™. WT jwhkine hars) or
muiant seedlings ({pii-3,
gray harx), and ({prd-f
fprl-d, Mack tars) were
growm side by sade for

12 day= an nedium with
differend Ca trealmenis sap=
plied ar not with Gd™* and
the mean primary rood
length (a}, lateral root mame
ber (b} and lateml root
density determined for 45
seedlings per treatment.
Dafferent betiers are nsed o
indicate means (+ 5D} that
differ significantly (i<
00053 The experiment was
repeated three times with
similar results
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Fig. R Effec of Gl oo
nuxim=milscile gene oxs
peessaan. Arshidopsis mins-
genc seedlenps cxpressing
the auxin-inilschle muorker
DR -wiadd were grown for
12 d i medsim supples
memed with DMED (con-
trol, ® and b or the
miicted (il cancenima-
tkins (o - f}. Micmscope
proiographs were taken at
10X do o, ) or 40X b, o,
1} magmification. Motice that
Git'” decreases GUS oxe
pression in the primary meol
tip region (d and §), maichs
mig with differentintian
evenis sach us mod har
Srmuizon mnd loieral ot
formateon close o the apex
roni {¢ ~ fi Phosographs
ire representative of
stained plinis, Ao (e}
mdicates the primary oot
tip

deficiency (Lbpez-Bucio er al, 2002, Sinchee-
Calderim et al. 2005; Pérez-Torres of al 20083, Thes
effect can be explained because REEs can react with
phosphate producing insoluble salis that precipitate in
thee form of lanthunam phoszplate (LaPoy, Tuble 1) o
gadolitium phosphate (GdPOs) (Evans 1990
Ciquamipoex et al. 1996 DiathdT and Soith 9954
b; Cotten 2006). Aleenatively, disuption of Ca’
homeostazs could be a primary target of boith REEs
and Pedeficiency. Interestingly, aluminium (A
apother trivalent cation calges an increase in cytosolic
Ca' aetivity, pelentially disrupting oumcrous bio-
chemical and physiobogical processes, neluding those
invalved in root growth. Since La™ snd Ga** ore of
increasing  abundance o oagricultoral soils, i1 s
wmpting to specalate that the oot system may be
modified depending on the REE concentration, which
may be of adapiive wvalee towords mcreasing P
uptnke. In fiet, soveral REEs coubd stimulste malate
efflux. from wheat (Triican: aestiveon L) rools

150 M GdClz

(Rataoka et sl 20602y, which may belp plants acquire
phosploorus from spanngly solubbe sources fom soil
{#hang ctal | %97 Ldpez-Bucio et ol 204650,

G’ induces expression of genes involved
in sdaptation o low Pstres

Recemly, gens cncoding phosphate transporters have
Been iselated from Arsbidopsis and other plant specics.
andd their transeripis were found 1o be highly inducible
by P-deficiency, resulfing in enhanced P uptake when
the nutreent 13 available (Raghathamna 1% The
resubls obtained from the expression analysis of
APT awdd and APT2 utdd by Gd Tave similar to
those clicited by low P, with increased expression of
the promaoters in the enfire roo sysiem jm:lnd.-ing the
rool tips (Fig. 5), Interestingly, Sdnchea-Calderdn et
al. (2005) showed that determinate growth was
reguired for high expression levels of AP sdad m
primary oot fps. We alse found a high level of
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cupresdion of this markeér gene m the apparently
cahamsted prmary ool merstems of seedlings grown
& 150 phM Gd™ (Fig. 50, Treatment witle 250 and
300 b La® mereased expression of APT2dd in
leaves and roois (Fig. 55) These sesulis confiom that
e effiects of REEs inhibiting primary root growth are
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of Fig. % Effect of Gd*' on mest sysiem: architecture in W and
nuxin-reluted Arahidopsis fines. WY and cef-d, dwi=f ol
affidad, aned avfTe0 a9 Arbhidopsis musms were grown for
12l o medim supplemented witls 1500 pb Gd™ o the mesn
peEmnry roast lemgih (81, leternl oot momber (W) anil lmerad mor
density 1€b determined for 43 scedlings per trestment. Motice
the deorensed Brernl mot foemacion in felsd whled afbi-d
triple mummt aned @ a7 4 TR double misants in response
tar Gd " Different letiers are used 1o mdicale means (4 S0 that
differ sigmificantly (P<0.05). The expermeni was repeated
three tlimes wilh similar resulis

unlikely doe to coll damage af fhe rood tp, smce they
could sustain high P transpon expression kvels,
Phosphate 13 a component of phospholipids, which
constitute one of the greatest P opools i plants. In
seedlings grown under Podeficiency, the relative
abundance of phospholipids s reduced, but the
abundance of other lipids such as sulphoquinoyosy]-
dizeylglveerel (30D, digalaciosyldiseylslycerol
(GO pand monogalaciosyldiacylglycerol (MGDGH
increases [Essigmann et al 1998 Hirel ef ol 20007
Dhirmann and Benning M2, Andersson e al, 2003
Jouhet et al. 2004 Andersson et al 2005 Benning
wapd CHhna 20005; Kobayushe ot al. 2006; Liet al. 2005).
The galactolipids: monogalactosyidiacylzlycirel
(MGDGY and  digalactosvidiacylglycerol (DHGDG)
constitute the major glyeolipids of the thylakoid
membranes i chloroplasis. o Arabidopsis, the
fomation of MGG s catalyzed by a family of thoee
MGDG synthascs, which sre encoded by two types of
goengs, mamely type A (AUGDY) and tvpe B
(ALMGO2 and ArMGOT), PromoterGUS fusion anal-
vais revenled that exprossion of ALMGE? and
AtMGDA, but not AMGODT, are stronzly  induced
during phosphate starvation, particelarly in ooos.
Because only DGO secumulates in roots durimg
phosphate deprivation, o was proposed thar type B
MGDG synthases may be acting primarily 1osupply
MGDEG s a precursor for DG aynthieais (Kobayashe
ot all 200:1), To exanuine e spatial expression of a
low Poregulated MGDG synthose under REEs treat-
ment, we investigated the effects of Gd™* i AAGED2:
GUF expression in Arabidopsis ransgenic plants
crpressing this marker (Kobayaghi et al 204H )
AGDGUE seedlings were stained mbensely, es-
pecilly in shooes in response to 120 and 150 pd Gd*
The staining was alse obsaved in roots and was
highes than thar detected under control coaditions.
Our resulis indicaie that REEs are able toinduce
MGG synthases. which may be nececssary for
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suevival wnader P-deficieney by moans of gadarolipid
Mosynthezia in Asobidopsia.

LPl anii LPR genes ase requireel for the foot
archileomral clunges isduced by Gd'”

The roort archidectwre of higher plencs i3 dotermined 1o
a lorper axbont by We woivitied of the voal meiddems,
in which ol posiembryonic ool division wkes
place. The isolutivn of fow plozphorey et felie
piefaatnsd (et ome fen peteesphueRey restorder (lprk
mutants provides gtromg cvidotes that reot meristen
eeleanstion usder low P opvailobilite o nod 8 diveet
cofsequeane of & auornonal defescocy, bor facwr s
upder coftrel of & genatic prodrat Uar coiela Tt
geowdth (Bhnchea-Calderdn oo al HHOE SvHoonoff ot
al 0T, Alibough the owchaniamy by whsch P
dtervation mogulabes teericbern avtivity remaio unelear,
newertheless, by tinding tar v und dge mutuats G
not anter o decenminote toot grewth progeatm onder
luw P ocooditlons fugecas (hat the codmcepordits
geioy are degalive besnlolors of merighn nainde-
Ragbca Ubder Uhis atreaging condition. Coe dols abowed
Ul U aprostod prioary san growal observed in WT
sevdlings hy Gd"' ars roducend in budb ArT-3 gingle
murianks and in Jgel- 1 pe?-F o doulbe madanls (Biges. X,
3 el 4. [PRL amd LPRY encode mullicopper

wxjdaees (MO0 (Sviloenoff of al. 2007 Hws
highlighting the ngpurtmt fole of MO0 e oot
Subnpitation 1o high hevely of BEE: Sinee dpd/-J andl
ford -1 fpe2=) mutams st ad PO byperaccutioleters
awd they are specifically reddtant Lo inhibibon of
provary root growth by dow P oavailability. overold.
ouf reuls gieengly wdecae o crossalk s REEs
redponde atdl the semaing andbor Tedpeddd o Jow
concentralions of P This conclusion is also
supynarted By our Oodings then supplying Fole the
growth mediom norvaglized prinary foob growth
uniber an inhibilaey G’ comeeeation (Fig S)
Inteeeatingly, Ca®" zopply also ponialy cectored
mmowth of 'WT ond ntost seecings {Fig. 71 ths
indlewsing Geat the effieers of REES modulating £54
CuirOcEd. AL least w peart, by acling 03 calcium channel
Mockers:.

Auxin sigholng s ivalved in LR lommben
i Fogpens b G

It Arsbidopais, LBe wee initiated by the owin-
dependom lecul acrivabion of perieyele cells at the
£ylem pobay Aucin i nopuired ot 2overnd slages ol LR
devchopment indtially bt cudblish a population of
rapidtly dfivicling poticyele cellu and Bter for dwe
eiefrencs of LRy {Pérct et al. 200090, Tlweetone, the
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vonbo] of LA Formation by ouzin involves e
comgillex repulstion of Biosynthesia, Denaport, and
e ability of melld by pespistad 1o tiis phiviolwmwee o
an oppropriale nwbner |Chushima o al. 2005% Cur
regilis sleownE Hiot dewdlings treatee with REEs
cihibiied an inerenz: in LA owober and LED
compared with cobtmol scedlings. To evaluae the
coniribution ol duxin responcivewess it the albkeeed
lowewal rent forwation wreaponae 1o REEs, we uaed
irntagenic planls oxpresulng U LS -4 consoul,
which is wseful i shudying asuris-repwdoled gene
weprediion in Arabidopsia |Uleteeay et al. 1997 As
previoisly reporteed | Sabobini oo al 1999) we of-
derwed o-glucwonidaee GUS} webivily it e oblu-
wolla and prolylen of printary roots of [2-0-old
muspenic 8 ehdd semdlings grown i oeediies
witlowl G&™ (Fig. Ra ood bh In reediem supple-
wtenced with 120 o 156 ph Gd'", a reduesion e the
DS aeield nag i i primary eoon ps was clearly
obgervod, which was aceompanicd by differnlisnion
processes in e region. For inspancs, rootb ewelling
oeawrted and root aics were faemod wery clie to the
nonH neraem | Fig. Qa0 Expercusion of e D85 -nfld
aukin-respunsive genc morker incresaml i develop-
ing LRa |Fig Sc}, seggestiong thot auxin redictribonien
coael be savolved it ibe activacion of LR fortmalion
by Cud''.

Auxing regulate diverse azpocts of plant prewth
amd developnenl by promding the degrodation of
iratsctiptional fepreszers caliod Auc'lAA  proleins
wirough the action of the ubkguilin proboih lgaae
SCETRVAFE 1y squed work, te F-bus priduis
aubupil of SCEVEVAEE 5 peeapin called TIRY, was
ahowm bo fancticn 33 an awsin recopier | Oharmaoan ot
al. 2002 Kepinski and Leyser 2005 To dewmstine
whotber dwe TIRL fmily of suaxin recepiors ond
ARFY are dnwolved o Arsbidopeiy redpesiees Lo
REEs, we analyzed PE growth ond LR formation
in pespobke o Gui'" im WT Arabibopeis secdlings
andf in Mrf-d and i off? orbd, zingle and triple
mutams, fespoetively, snd in g oarTY double
rtanes. O analysia of promary soon prowt reyea lod
e Gd™ cimilarky inhibited Rrifeery el growih iz
WT and all three sacdin-reluted wiatabt lires tesiok
tFig %ap lb solveni-eeoted W'T seodlings and wel-of
ittans 150 pbd GA™ clearly mduced LB i
(Fig. %), When a triple ovf o2 off? mutast oo an7
arff U dovhle wuani woere stabyzedl i was oo duak
LR formation wus Lt stimolabsd by Gd® weatment

'ﬂ Springer

tPap. 9] Tlwae reesulte fumlwr cotifirm ihai REEs
indwce 0 pericych cell segponse vory similar o thac
uliserved B planty abjectod fo Podeficioney and i
under Blcein conkael.

Lanthanuin affecrs RSA in Arabddopais by inducing
low-P' adaptive nesponaes: by procipioing phosgplate

To mwde preciqely dorormioe which oosponues of
deadlingd van be dinsctly amriboted o REFs oo
Mocking of Co chattncis} oad whech responses Boe
dud tu 4 manifeslation ol indweed phozpheie
defcicncy, we poffonmed simuolotiens  wsinyg
OEQCHEM-EZ fo prodid bnibenum specied s
the MS0.2X solutivn st pH 7.0 ap8d in Dealmants
with additivn of pbogphore or cleium in e
nuirient meedioms, O dats sbowed that in the
MEL 2 medium supplcd with 30k phd LaCiy
Joubiant waa prediceerl b couse procipitaion of
LaPhy (Toblr 1) Thiy explaing why on exvess of
pheapbate o 03 mbd) felly nestored pritooey eost
growth in plsts exposed i REEz Thres adkbitbonal
Lty al vwademer ambeaty thut REF iy imdoce low-
P oadaprive responses by creating BodeBciency
voqutilions in the grootl medivos (5 te osatance
of e f-3 b foed-F fpwed-1 Arabiclopais mutents io the
vHers of REES in pritsaty toid groanb infdbacien; ik
ihe elewts wf REEs o ALPTF, ALPT2 wnel A0 ?
oo pRgdcdsion amd diip the mbe of ooaie ad a
i wlor f ol adpliee et chanpes by REEs s
supovted By the Bnding that T fongve
dtivgularedl laleral moot formsbon in Huxin recepiir
mutaaks e a2 afbd aul moaeT el

Ow sinnelation of La®", H,P0, ond Labihy,
presepied in Table [indeed supgears thal phosphbsde
precipiuanion & oa nagor ¢Foo of linthanuen usder owr
growth conditicns. Howewer, the greaner activity of
gadulinivey tban lanbanem in root devebopiiechtal
processed (B Th und abe wbeeredion teal eileiun s
able e partially mastode prnwry moot wrowth weber
inhibilory cosstentrution of gadodiniom | Fig. T -
vated that adlditional mndensms ore invobeed e 54
adjustnuent by REER:, pethops acting sd calown
chavme] Bockers.

Ta war koowledge, this w the firar ropes
depwnstronity: Hud REES coidd indwer a low P-
reaproense it plants, which may bave practical
application in agricultoerr g BEEs are ineteasingly
used as fertilizers apnd are oecewoulaling in soild as
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products from  mdusivial practices. We  specalate
that the net offect of REEs application on plant
growth would depend on the amoumt of P
available in the soil and the concentration supplied
to plingy, Owr daty provides usefu] information at
the interface of plant biclogy and soil sciences.
Whether other. trivalont cations snch as AP are
also able to induce ool developoental alterations
mterfering with the low P orescue mechamisms. 8
currently under investigation.
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Control 4 ,\\ 200 yM GdCi3

b Control 100 150 200 uM GdCI3

Supplementary Fig. 1 Effects of Gd®" on Arabidopsis root system architecture. Arabidopsis
WT (Col-0) seedlings were grown for 12 days in medium supplemented with the solvent (left
plate) or with 200 uM GdCl; (right plate). Microscope photographs (b) of root tips from
seedlings supplemented with increasing concentrations of Gd’*. Photographs in (a) are

representative of 9 independent plates analyzed.
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Control

Supplementary Fig. 2 Effects of Gd>" on Arabidopsis root system architecture in WT and
low phosphate resistant mutants. Arabidopsis WT (Col-0) seedlings and Ipil-3 and lprl-1
Ipr2-1 mutants were grown for 12 days in medium supplemented with the solvent (upper
plates) or with 150 uM GdCl; (lower plates). Photographs are representative of 9 independent

plates analyzed. The experiment was repeated three times with similar results.
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Supplementary Fig. 3 Effect of Gd®" on AtMGD2::GUS expression. GUS staining was
performed overnight in WT plants grown for 12 days in medium with solvent (controls) or
with two increasing concentrations of GdCls (120 and 150 uM). Gd** induced expression of
AtMGD2 in leaves (f and k), cotyledons (g and 1), shoot meristem (h and m), lateral roots (i
and n), but not in the root meristem (j and o), despite the clear effect of gadolinium in this

zone. Photographs are representative of 20 stained plants.
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Control 4.0 mM 150 UM 4.0 mM KH2PO4
KH2PO4 GdCl3 + 160 M GdCls

Control

Ipi1-3

Ipr1-1
Ipr2-1

Supplementary Fig. 4 Effect of phosphate in root tip structure of WT and low phosphate
resistant mutants treated with Gd°>". WT and mutant seedlings Ipi1-3 and Ipri-1 Ipr2-1 were
grown side by side for 12 days on medium with different P treatments supplied or not with
Gd’* and the primary root tip photographed. Notice that a 4 mM P treatment completely

reverts the effect of Gd** on differentiation in root tips.
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AtPT2::GUS
Control 250 uM LaClz 300 uM LaCl3

Leaves
Lateral
roots
Root
meristem

Supplementary Fig. 5 Effect of La’" on AtPT2:GUS expression. AtPT2:GUS expressing
seedlings were grown for 12 days in medium supplied with DMSO (Control) or with the
indicated LaCl; concentrations. Photographs are representative of 20 stained plants. Arrow in
300 uM LaCls treatment indicates the primary root. The experiment was repeated three times

with similar results.
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ABSTRACT

Plant productivity in acid soils is limited mainly by aluminum (Al} toxicity and phosphorus
{P} deficiency, both of which are characterized by a rapid inhibition of root growth. In this
work we investigated Al and P interactions in roots of Arabidopsis thaliana seedlings. Al
inhibited primary root growth by affecting cell cycle progression and causing
differentiation of cells in the rool meristem. These effects were reduced in low
phosphorus insensitive [pi1-3 and low phosphate resistant lpri-1 lpr2-1 Arabidopsis
mutants. Al also activated the expression of the low phosphate-induced P transporter
AtPT2 in roots indicating that it activates a low P rescue system. The role of auxin as a
mediator of morphogenetic changes by Al was evaluated by using the auxin-signaling
mutants 8!, tir! afh2 afb3, and arf? arf18. Our results show the requireament of auxin
receptors for Akinduced LR formation and reveal an important role of ARFY and ARF19
transcription factors in both primary and lateral root responses to Al. We conclude that
lateral root formation in response to Al toxicity and P deficiency may involve common
signaling mechanisms, while a pathway involving ART and ARF1Y is important for

primary root growth inhibition by A

Keywords: Aleminum, phosphate deficiency, Arabidopsis thaliana, root architecture,

lateral roots, auxin signaling
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INTRODUCTION

Acid soils comprise up to 50% of the world's potentially arable land, in which aluminium
{Al} toxicity and phosphorus (P) deficiency limit crop production (von Uexkill & Mutert
1995). The greatest areas of acid soils are in the tropic regions of South America, Asia
and Africa, although some regions covered by boreal forests in the north hemisphere
are also affected by acidity. While low pH can restrict plant growth, in most cases it is
the dissolution of toxic metals, particularly Al, which affects growth. It is generally agreed
that A*" is the major phytotoxic Al form that dominates under acidic environments
whereas Al{OH);" and A|{0H]2* species are prevalent under neutral soil conditions
{Kinraide 1997; Ritchie 1995).

The primary symptom of Al toxicity is a rapid reduction in root growth, resulting in roots
with a stunted appearance and limited capacity for water and nutdent acguisition. This
effect has been attributed to a disruption in cell expansion and elongation, prior to
inhibiting cell division {Kollmeier, Felle & Horst 2000; Doncheva ef al 2005). Recent
work demonstrated that Al not only affects root growth but also modulates other aspects
of root system architecture (RSA), which may be of adaptive significance. A fast change
in root cell patterning rather than a general cellular toxic effect was documented in
maize seedlings after exposure to Al for a short time (Doncheva ef al. 2005). Moreover,
Rounds & Larsen (2008) showed that Al-induced inhibition of primary oot growth in
Arabidopsis was caused by an arrest of meristern cells in the G2 phase of the cell cycle,
which coincided with full differentiation of the root tip, producing long root hairs and
lateral roots. By using Evans blue vital staining, the authors demonstrated that in Al-
treated roots the inhibition of root growth was not due to death of root celis, but instead

3
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to a premature differentiation of the root meristem that correlated with loss of the
quiescent center.

Plant hormones, particularly auxin and ethylene play critical roles in modulating primary
root growth, root hair and lateral root formation, which are critical traits for plant
adaptation to soil stress. Sun ef &l (2010) documented the effects of Al on root
elongation in Arabidopsis seedlings and showed that an intact ethylene and auxin
signaling pathways were reguired for Al to inhibit primary root growth. Although this work
did not investigate the particular contribution of cell division, elongation and or
differentiation processes in the hormonal control of root growth in response to Al it
provides important new evidence on the genetic and physiological aspects related to
R3A remodeling by this metal.

Al toxicity and P deficiency often co-exist in acid scils. Low P availability is a major
limiting factor for plant growth. In many soils, Fe and Al oxides bind native and applied
P, forming Fe-P or Al-P precipitates that are unavailable to plants. To deal with P
deficiency, plants modify their RSA to increase exploratory and absorptive capacities.
This strategy enables plant roots to exploit the upper layers of soil, where phosphate
tends to accumulate (Lopez-Bucio ef al 2002). The first visible event in plants
experiencing P deficiency is a strong reduction of primary root growth, which occurs
rapidly after transfer to low P medium, followed by an arrest of cell division. This Is
accompanied by a loss of quiescent center identity (Sanchez-Calderon ef al 2005;
Svistoonof et al. 2007). Interestingly, cell proliferative activity is maintained in the low
phosphorus insensitive (ipf, Sanchez-Calderon et al. 2006} and low phosphate resistant
{lpr; Svistoonof et al. 2007) Arabidopsis mutants. Concomitantly with primary root growth

inhibition, the formation of lateral roots and root hairs that express high levels of P

4
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transporters and phosphatases Is enhanced by P starvation (Lopez-Bucio et al. 2002;
Sanchez-Calderon ef al. 2005; Pérez-Torres et &l 2008). Currently, the link between
primary root growth inhibition and the increase in P absorptive capacity is not clearly
understood.

The role of auxin in RSA remodeling in response to low P has been studied in detail.
The existence of distinct mechanisms modulating primary root growth and enhanced
lateral root or root hair formation has been proposed based on the observation that the
primary root of the ipi3 mutant is only slightly reduced on low P medium but the mutant
still produces more lateral roots and root hairs (Sanchez-Calderon ef al 2005).
Expression studies of auxin-inducible markers DRS:widA and BAZ:widA demonstrated an
increased auxin sensitivity of percycle cells under low P conditions, which was related
to an increased expression of the TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1/TIR1 auxin
receptor and required TIR1 and other members of the AUXIN SIGNALING F-BOX
BINDING 1 to 5 (AFB1-5) auxin receptors, as well as the transcription factors AUXIN
RESPOMNSE FACTOR 7 and 19 (ARFY and ARF19) (Pérez-Tormes ef al. 2008). It is
believed that such increase in auxin sensitivity in pericycle cells is directly responsible of
increased lateral root initiation and emergence, which are impaortant for plant adaptation
to low P availability stress.

Although many studies have been conducted to decipher the mechanisms of RSA
remodeling by Al toxicity and P deficiency, the responses of plants to these
environmental factors have been analyzed separately (i.e. Sanchez-Calderdon et al
2005; Rounds & Larsen 2008). Moreover, it is possible that these factors may strangly
interact through chemical reactions in the rhizosphere and in the signaling pathways

they use to modify growth and developmental processes. Several studies have been
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done to investigate Al and P interactions in plant nutrition. Tan & Keltjiens (1290} found
that increasing P supply might play a role in reducing Al phytotoxicity in sorghum
{Shorghum bicolor), possibly through improved root growth and P uptake. P supply also
enhanced Al resistance in Lespedeza bicofor (Sun ef al. 2008) and in four soybean
{Glycine max) accessions differing in P efficiency (Liao ef al. 2008). To date, little
information is available about Al and P interactions in regulating root system
architecture.

In this report, we investigated the effect of Al in RSA in Arabidopsis thalfana WT
seedlings and in mutants resistant to P deficiency (lpi1-3 and lpri-1 lpr2-1} or defective
in auxin signaling (tird, fir afb2 afbh3, and arf7 arf19) as a means to elucidate possible
mechanisms of Al and P interaction in Arabidopsis in relation to the genetic basis for
REA remodeling under Al toxicity and low P availability. Our results show that the
Arabidopsis fpi1-3 and lpri-1 lpr2-1, single and double mutants, respectively, are
resistant to Al in primary root growth inhibition and cell division arrest. Moreover, we
uncover a novel and unexpected role for ARF7 and ARF19 transcription factors in

mediating both primary root growth and lateral root responses to aluminum.

MATERIALS AND METHODS

Plant material and growth conditions

Arabidopsis thaliana ecotype Col-0, the transgenic lines, CycB1,1:ufdA (Coldn-Carmona
et al. 1999), APT2:GUS (Karthikeyan ef al. 2002), and the mutant lines lpi7-3
{Sanchez-Calderon ef al. 2008), lpri-1 lpr2-1 (Svistoonoff ef al. 2007), tir1-7 (Ruegger et

al. 1998), tirt-1 afb2-1 afb3-1 (Dharmasiri, Dharmasiri & Estelle 2005), and double

G
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mutant arf7-7 arf19-7 {Okushima ef al. 2005), were used In most experiments. Seeds
were surface sterilized with 95% (wv) ethanol for 5 min and 20% (v/v) bleach for 7 min.
After five washes in distilled water, seeds were germinated and grown on Petri dishes
containing sterilized 0.2X Muyrashige and Skoog (MS, Sigma) salts medium
supplemented with 0.6% [w'v] Suc, and 1% [w/v] agar. For acid medium, the pH was
adjusted to (4.0} with HCI 20% (viv) and for neutral (7.0} pH medium with KOH 10%
{w/v). The basic M3 salts medium (Sigma) 0.2X contained 0.25 mM KHPO,4, 4.125 mM
MNHsNOz, 3.758 mM KNOGs, 0.6 mM CaClz, 0.3 mM MgS0.. 1.0 ph KI, 20.04 M H:BO;,
1999 pM MnSO0:.HO0, 60 pM ZnSO.THO. 0.2 pM NaMoOy2H;0, 0.02 uM
Cu8045H:0, 0.021 pM Collr6H:0, 1999 pM FeS04TH:O, and 2000 oM
Na,EDTA-2H,0. Seeds were grown in Petri dishes under a photoperiod of 16 h of light
and & h of darkness and a temperature of 22 *C using a plant growth cabinet (Percival
ARSE5L, Percival Scientific). Plates were placed vertically at an angle of 65" to allow root
growih along the surface of the agar and to allow the unimpeded growth of the hypocotyl

into the air.

Aluminum treatments

The nutrient medium was supplemented with AICI6H0 (25 to 175 pM). Al was

dissolved in water to prepare a stock solution of 1.0 M and added to hot {90 *C) molten

medium and poured into plates.

Histochemical analysis
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For histochemical analysis of GUS activity, Arabidopsis seedlings were incubated
overnight at 37 °C in a GUS reaction buffer (0.5 ma/mL of 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-f-
D-glucuronide in 100 mM sodium phosphate, pH 7), and the stained seedlings were
cleared by the method described by Malamy & Benfey (1997). For each marker line and
for each treatment, at least 15 transgenic plants were analyzed. A representative plant
was chosen for each aluminum treatment and photographs were taken using a Leica

DMR microscope.

Analysis of root architecture traits

The Arabidopsis root system was analyzed with an EZ4D stereomicroscope (Leica). All
emerged lateral roots that were clearly visible using a 30X objective were taken into
account when counting the number of LRs. For all experments, the overall data were
statistically analyzed in the SPSS 10 program as described by Lopez-Bucio el al

{2002).

Hematoxylin staining

Staining with hematoxylin was performed as reported for Spence (2001). Briefly,
Arabidopsis seedlings were stained with Harris' hematoxylin (Meutral black 1) for 10-15

minutes and rinsed with distilled water. Excess of stain was removed with cool 0.5%
acid alcohol for 10 minutes and then washed in 3% ammonia water until the hematoxylin

turns dark blue {10-20 min). Finally, plant material was rinsed in distilled water.
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RESULTS

Al modulates root system architecture in Arabidopsis

To determine the influence of pH and Al on primary root growth, we characterized the
rhizotoxic effect of Al in WT Arabidopsis thallana (Col-0) seedlings grown over the
surface of agar-solidified Petrl plates containing Murashige and Skoog (M3) 0.2X
medium supplementad with AICI:-8H:0 adjusted to pH of 4.0 (acid medium) or 7.0
{neutral medium). The evaluated RSA parameters were primary root length (PRL), total
number of lateral roots per plant (LR} and lateral root density (LRD). When grown in
plates with neutral medium without aluminum, A. thaliana seedlings had a PRL of 4.4
cm, which was 20% greater than that observed in seedlings cultivated on acid medium
{Fig. 1a). However, when Al was supplied in the media, the primary root length
decreased in a dose-dependent way at both pH conditions. In neutral medium, the 175
pid Al treatment inhibited PRL by 58%, while in acid medium, this same Al concentration
decreased PR growth by 7% when compared to seedlings grown in medium without Al
{Fig. 1a). Concomitantly with PR growth inhibition, a nearly four-fold increase in lateral
root density (LRD) was induced by Al at both pH conditions (Fig. 1b, c), indicating that
this metal activates lateral root formation and maturation. The observation that Al can
modulate root morphogenetic processes in Arabidopsis seedlings suggests that plants

can adjust their RSA to adapt to locally high Al concentrations.

Low phosphate-related Arabidopsis mutants are resistant to Al in primary root

growth at neutral pH but not under acidity conditions
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The RSA modifications caused by Al are similar to those described in Arabidopsis
seedlings grown under P deficiency (Ldpez-Bucio ef al. 2002; Sanchez- Calderdn et al.
2005; Pérez-Tormes ef al. 2008). To determine if Al could affect RSA by the same
mechanisms that regulate low P-induced primary root growth inhibition, we compared
the RSA of Arabidopsis WT {Col-0) seedlings with those of fow phosphate insensitive 1
{lpi1-3) (Sanchez-Calderon ef al. 2006) and low phosphate resistant (lpri-1 lpr2-1)
double mutant (Svistoonoff et al 2007) Arabidopsis mutants in medium supplied with
increasing concentrations of AICl; at pH of 4.0 or 7.0. Because acidity prevents agar
polymerization (data not shown), the agar concentration in the medium was increased to
1.2% at pH of 4.0, which is slightly greater than that used at pH 7.0 (1%). This difference
in agar concentration had no apparent effect in RSA parameters in WT or mutant
seedlings (Fig. 2a-c). We found that in medium without Al, the PR growth of Ipi1-3 and
lpr1-1 lpr2-1 mutants was similar to that seen in WT seedlings (Fig. 2a, d). In medium
with pH of 7.0 the jpi1-3 and fprf-7 [pr2-7 mutants were clearly resistant to PR growth
inhibition and lateral root induction by all Al concentrations tested (Fig. 2d; Fig. S1).
Under acidic conditions, the mutants exhibited resistance to PR growth inhibition by Al at
concentrations from 25 to 125 uM, being equally sensitive than WT seedlings at higher
concentrations (Fig. 2a; Fig. 51). The increase in lateral root formation was similar in
WT, [pi1-3 and lpr1-1 lpr2-1 seedlings (Fig. 2b, c). These data indicate that lpi/7-3 and
lpr1-1 lpr2-1 mutants are resistant to PR shortening and LRD increase by Al and that

this response is also influenced by acid pH (Fig. 2a-f; Fig. 51).
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Low phosphate-related Arabidopsis mutants are resistant to the effects of Al

inhibiting cell proliferative activity in the primary root meristem

The rapid reduction in root growth by Al has been attributed to a disruption in cell
elongation, cell division or both (Kollmeier, Felle & Horst 2000; Doncheva el sl 2005;
Rounds & Larsen 2008). Our analysis of WT primary root tips revealed that the root
apical meristem and the root elongation zone decreased in Al-treated seedlings, while
differentiation events evidenced by root hair formation progressed towards the root
meristem region (Fig. 3a-r). These phenotypical alterations, which were clearly observed
at both pH 4.0 and 7.0 in WT seedlings. were reduced in lpi1-3 and lpr1-71 lpr2-1 mutants
{Fig. 3a-r). To more closely investigate whether Al could inhibit root meristem activity, we
compared the expression of the CycB1;1.:GUS reporter in Arabidopsis WT and in [pi1-3
seedlings. For this analysis, the CycB1;1::GUS transgene was transferred into a lpi?-3
plant by out-crossing and propagated to obtain a homozygous [pi1-32 CycB1;1:GUS
population. WT and [pi1-3 CycB1;1::GUS seedlings were subseguently grown with or
without increased concentrations of Al at pH 7.0, after which roots were stained for GUS
activity. As shown in Fig. 4a, in WT and [pi7-3 seedlings grown in medium lacking Al,
there was a very clear patchy pattern of GUS expression indicative of cells entering the
G2 phase of the cell cycle. Supply of Al caused a dose-dependent inhibition in
proliferating cells expressing CycB7.1:GUS in WT seedlings, whereas Ipi1-3
CycB1,1::6GUS seedlings were more resistant to these effects (Fig. 4a, b). Since Al could
affect root growth independently of the acidic conditions and to avoid agar

depolimerization by acidity. in the following experiments we focused on the
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morphogenetic and physiological responses of the root system In plants grown in

mediurm with pH of 7.0.

Al induces expression of P deficiency marker AtPT2::GUS

P deficiency induces the expression of genes for enhanced P uptake. Phosphate
transporters (Phts) are integral membrane proteins responsible for acquirdng and
mobilizing P to different tissues and organs. The expression of AIPT2 [(AtPht1:4) is
induced during P-deprivation in a specific manner, and can be detected in roots,
cotyledons, leaves and shoot buds (Karthikeyan et al. 2002). To evaluate whether Al
could induce AtPT2 expression, we analyzed the effects of Al on APTZ2:GUS
expression in Arabidopsis transgenic seedlings expressing this marker. In seedlings
grown in medium lacking Al AIPT2::GUS expression was absent in the root system and
specifically located in hydathodes and shoot buds (Fig. 5a-c). Al treatment changed the
AtPTZ2:GUS expression pattern in a dose-dependent manner, inducing GUS expression
in the stem, leaves, and primary and lateral roots (Fig. 5d-g). Cur results show that Al

activates low P-induced gene expression in Arabidopsis seedlings.

Phosphate application resumes PR growth in plants exposed to AI™

One of the most toxic chemical species that can be formed from AICk is AP If AP*
causes a low P-induced response in the rool, then we hypothesize that by adding
phosphorus to the medium, the primary rool should resume growth. To test this

hypothesis, increasing concentrations of KHzPO. (P) were added to the growth media
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{with an initial P concentration of 0.25 mM) supplied or not with 150 uM AICI; and PR
growth, LR number and LR density analyzed in WT, [pi?-3 and lprf-1 lpr2-1 seedlings.
The primary root growth in response to AI* was normalized by adding P to the medium
to a final concentration of 0.5 or 4 mM (Fig. 6a; Fig. 52). It just required a 0.5 mM P
concentration to resume PR growth in WT and mutant seedlings (Fig. 8a) and to reduce
LR number and LRD in WT plants to the levels observed in seedlings grown without
AICIz (Fig. 6b, c). The same fendency was documented in lpi?-3 and Ipit-1 lpr2-1
mutants (Fig. 6a-c). Phosphorus also resumed cell division in the primary root meristem

and prevented the formation of root hairs and lateral roots close to the apex (Fig. 53).

GEOCHEM-EZ predicts Al forms are active without precipitation of P

To determine P solubility and predict Al species in the M30.2X solution at pH 7.0 and
4.0 and in treatments with supplied phosphate in the Arabidopsis growth medium,
simulations were undertaken using the computer program GEOCHEM-EZ {Shaff ef al
2010). In the MS 0.2X medium lacking AICl:, 214 and 248 pM H-PO, concentrations
were predicted at pHs of 7.0 and 4.0, respectively (Table 1). In media at pH 4.0
supplemented with 150 pM AICK:;, a decrease in H:PO4 was observed. However, a
concentration of 179 uM HPO. was still present, indicating that supply of Al did not
totally precipitate phosphate. At pH 7.0, in medium supplied with 150 pM AICIs and
excess 0.5 mM H:FO4 a further increase in P concentration was evidenced. These
simulations also show that different Al species are formed depending on pH with mainly

Al{OH); formed at pH 7.0, whereas at pH 4.0 AT (46.2 ul) and AIHPO, (66.5 pM) are
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predominant (Table 1). Taken together, our simulations indicate that precipitation of P is

unlikely responsible of root architectural changes induced by Al, specifically at pH 7.0.

Al induces LR formation through an auxin signaling pathway

The root system architecture of plants is regulated by auxin signaling. Studies focusing
on auxin-inducible genes demonstrated an increased sensitivity to auxin in plants grown
under low P conditions, which was correlated with more lateral root initiation and
emergence (Pérez-Tomes ef al 2008). Several auxin receptors have been identified,
which belong to F-box proteins of the TIR1/AFE1-5 family (Dharmasiri, Dharmasin &
Estelie 2005; Kepinski & Leyser 2005). TIR1 (transporter inhibitor response 1) and their
partners AFB1 to 5§ are essential for auxin-dependent lateral rool formation. To
determing whether TIR1/AFB1-5 and auxin response factors (ARFs) acting downstream
of the receptors could be involved in Arabidopsis RSA changes to Al, we analyzed root
parameters in response to increasing concentrations of Al in firf-1 and tirf-1 afb2-1
afb3-1, single and triple mutants, respectively, and in arf7-1 arf19-7 double mutants,
when compared to the respective WT (Cok0) seedlings. In medium lacking Al, WT and
all three mutant lines tested showed similar PR growth of around 5 cm at 12 d.a.g. (Fig.
Ta: Fig. S4). From 75 pM Al onwards WT and tirf-7 afb2-1 afb3-1 auxin receptor
mutants decreased their PRL progressively, with a 80% growth inhibition under a 175
phd Al treatment. Interestingly, arf?-1 arf19-1 mutants were resistant to the decrease in
PRL by Al {Fig. Ta). The increase in LR number and density observed in WT seedlings
treated with Al was clearly reduced in tirf afb2 afb3 and arf? arf19 mutants (Fig. Tb, c;

Fig. S4). These results indicate that auxin signaling through the auxin receptors TIR1,
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AFBZ and AFB3, as well as the transcription factors ARFY and ARF12 plays an
important role in the induction of lateral root formation by Al, while primary root growth

regulation involves ARFY and ARF19 action.

The primary root growth zone of arf7 arf19 double mutants is resistant to Al

Because PRL depends on an intact growth zone, it was of our interest to evaluate the
effect of Al on the structure of the growth zone in WT, tirf, arf7-1 arf19-1 and in tirf-1
afb2-1 afb3-1 mutants. With this aim, the primary root tips were photographed with a
sterecscopic microscope and the growth zone measured with a micrometer. We
considered the growth zone from the tip to the appearance of the first root hair bulge on
epidermal cells. In medium without Al the phenotype of the root tip was similar in all
lines tested, except in tir!-1 afb2-1 afb3-1, which formed small root hairs (Fig. 8a). As
the aluminum concentration increased, the growth zone decreased in a similar manner
in WT, tir! and tir?-7 afb2-1 afb3-1 seedlings. In contrast, in an7-1 arf19-1 the growth
zone was greater at most Al concentrations tested. including the 175 uM Al
concentration in which the growth zone was two times longer than in WT, tirf-1 and tir?-
1 afb2-1 afb3-1 (Fig. Bb). Another charactenstic effect of AICI: iIn WT seedlings was an
altered root waving, which was completely absent in arf7-1 arf19-1 double mutants (Fig.
55). These findings indicate that ARF7 ARF19 transcription factors play an important
role in primary root growth inhibition by Al likely modulating cell division andfor

elongation in the growth zone.

Al accumulation in WT and arf7-1 arf19-1 root tips
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Hematoxylin staining in root tips provides a valuable semi-guantitative measure of Al
content, which is inversely proportional to both the ability of a plant to exclude Al fram
the root apex, and its Al resistance (Polle, Konzak & Krittrick 1978). Next, we evaluated
the effects of increasing Al concentrations in the media on Al accumulation in primary
root tips of WT and arf/-1 arf19-1 seedlings. Concentrations lower than 100 pM Al
exhibited minimal staining on WT root tips, while increasing Al concentrations from 125
to 175 1M clearly increased the staining (Fig. 9a-f). Similar effects of Al treatments on
hemataxylin staining were observed in arf7-7 arf18-1 seedlings, whose root tips were
clearly stained at 175 pM Al (Fig. 8g-l), indicating an inability to effectively exclude Al at

such high concentrations.

DISCUSSION

Low P availability and Al toxicity are two stressing factors that limit plant growth in acid
soils. Recent studies have shown the similar root morphogenetic responses induced by
F deprivation and Al, indicating that some commonalities in signaling might be present
{Sanchez-Calderdn ef al. 2005; Rounds & Larsen, 2008).

The RSA in plants treated with Al under our growth conditions was characterized by the
formation of a primary root with limited growth and greater numbers of lateral roots and
root hairs developing closer to the root tip when compared to seedlings grown in
mediurm without Al (Fig. 1). Such altered root patterning suggests that signaling between
the root cap, the meristem and the pericycle is important for RSA modulation in

response to Al Previous research has shown this kind of cell-to-cell communication. For
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instance, Tsugeki & Fedoroff documented a decreased cell proliferative activity in the
primary root meristern of plants that express a diphtheria toxin gene in the root cap. In
these plants, the inhibition in primary root growth correlated with an increased lateral
root formation, suggesting that under adverse growth conditions that limit primary root
growth, enhanced lateral root growth might be of adaptive value (Tsugeki & Fedoroff
1999). In contrast to the toxic effects of the diphtheria toxin that kills root cap cells, we
observed that Al-treated WT primary roots were fully viable as root hairs developed
normally at the root apex region (Fig. 3).

Recent studies have shown that P deficiency induces a determinate growth program
that includes early cellular differentiation, gradual reduction of cell elongation, loss of the
root elongation zone, and menstematic activity (Sanchez-Calderan et al. 2005). The low
phosphorus insensitive (lpi} and low phosphate resistant {{pr) Arabidopsis mutant lines
were identified because of their indeterminate primary root growth under fow P
conditions, which leads to a long root phenotype under P limitation {Sanchez-Calderdn
et al. 2006, Svistoonof ef al. 2007). The finding that the genstic lesions affecting loi1-3
and lpr? lpr2 alter the primary root growth response to Al (Figs. 2 and 1), suggests that
F sensing and Al toxicity are mediated by comman signaling pathways.

It is generally believed that the rapid inhibition of root growth in response to Al can be
caused by inhibition of cell elongation or proliferation or both. Our results showed a
decrease in mitotic activity induced by Al in the primary root tip of WT Arabidopsis
seedlings (Fig. 4). The negative impact of Al on cell proliferation can be explained
because Al interacts with nuclear constituents thus affecting DNA replication. Further
detailed cellular analysis of WT, and Ipi7-3 seedlings showed that ipi lines sustained

normal root meristematic activity as revealed by cell counts and CycB81,1:GUS
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expression in the meristematic region (Fig. 4). Taking into account these observations,
we conclude that LP11 modulates and important step in Al sensing by the root tip. The
previous finding that [pi mutants do not hyper-accumulate P (Sanchez-Caldercn et &l
2006) suggests that meristem maintenance under exposure to Al is not regulated by the
shoot P status but rather by local signals derived from Al sensing, perhaps at the root
apex region.

Far a long time, the main thizotoxic species of Al were thought to be A" AIOH)Y" and
Al{OH):", which has been controversial (Kinraide 1997). Our data show that certain Al-
OH species are likely toxic as Al{OH); were predicted to occur in neutral medium (Table
1}, in which primary root growth inhibition was clearly documented in WT seedlings (Fig.
1). In this medium no AP was predicted to occur. In contrast. under acidic conditions,
the primary root growth inhibition was exaggerated and both A" and AI{OH)® were
likely present (Table 1), indicating that both Al and acid pH exert complimentary effects
on growth arrest. Interestingly, supply of soluble P together with Al, clearly decreased
the negative effect of Al on primary root growth (Fig. 6). Several reports have
documented the beneficial effects of P fertilization on crop productivity in acid soils,
which likely oceur both by an improved P nutrition and its impact on plant growth and
metabolic processes or by decreasing Al activity in roots. Further research is needed to
reveal the commonalities and differences between low P and Al signaling in plant
metabolic processes.

Plants have evolved a number of adaptive mechanisms to acquire phosphate from the
soil, including changes in root architecture, association with mycorrhizal fungi, organic
acid exudation, and up-regulation of Pi transporters. In the present study, Arabidopsis

seedlings were exposed to Al stress under conditions of sufficient P availability.
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According to chemical speciation calculations (Table 1) enough P was supplied so that,
upon addition of Al to the medium, the plants would still have a substantial amount of
available P and would not undergo P deficiency. Mevertheless, we observed up-
regulation of APT2::GUS by Al. When P is limiting, the AtPT2:GUS gene fusion is
expressed constitutively in the plant, including primary roots (Karthikeyan et al. 2002).
We found that Al induced AtPTZ::GUS in a dose-dependent pattern in leaves, and in
primary and lateral roots similarly to that reported under P deficiency (Fig. 5). The
uptake of Al, transfer to the central cylinder and transport to the shoots is a typical
feature of plants such as Hydrangea (Ma ef all 1997, Meumann & Horst 2003) and
buckwheat (Ma, Hiradate & Matsumoto 1888). It is possible that Al can be internalized
and further transported to aerial tissues causing P deficiency symptoms. Alternatively, Al
might activate a signaling cascade responsible of the systemic induction of AtPT2:GUS
in leaves.

Previously, transcriptional profiling of aluminum toxicity and tolerance responses in
maize roots revealed an induction of low phosphate-responsive genes by Al including
three genes encoding purple acid phosphatases, which presumably catalyze the
hydrolysis of P fixed in organic compounds in the soil, as well as a high-affinity P
transporter (Maron et al. 2008). The immobilization of Al by phosphate in the root has
been suggested as a potential mechanism of plant Al tolerance. It has been proposed
that the accumulation of Al-P complexes at the root surface or in the vacuole might
serve as an internal mechanism of Al detoxification that may contribute to Al tolerance
{Gaume, Machler & Frossard 2001). Evidence of the role of Al immobilization by P was

also recently reported in the highly Al-tolerant species buckwheat (Fagopyrnim
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esculentum, Zheng et al. 2005). Therefore, it is possible that an additional tolerance
mechanism that involves high P uptake might be part of the Al response in roots.

Plant hormones including auxin and ethylene play critical roles in modulating root
growth. Several studies have previously shown that Al may affect auxin transport,
leading to alterations in auxin distribution and/or accumulation in roots {Kollmeier, Felle
& Horst 2000; Doncheva et al. 2005; Shen et al. 2008; Sun et al. 2010). A recent study
indicated that Al reduces the auxin concentration in the transition zone of Arabidopsis
roots by inhibiting the transport of the PIN2 auxin transporter in vesicles from plasma
membranes to endosomes (Shen ef al 2008). Consistently, Sun ef sl (2010}
documented less inhibition of root elongation in sux?-7 and pin2 mutants defective in
auxin transport when compared to WT seedlings, while naphthylphthalamic acid (NPA)
an auxin transport inhibitor, substantially alleviated the Al-induced inhibition of root
elongation (Sun &t al. 2010). Our data extends these previous observations by showing
that enhanced lateral root formation in response to increasing concentrations of Al is
decreased in lir?-7 and tir1-1 afb2-1 afb3-1, single and triple mutants, respectively, and
in arf7-1 &rf19-1 double mutants, when compared to WT (Col-0) seedlings. An
interesting and unexpected finding is that arf7-1 arf19-7 mutants were resistant to the
primary root growth inhibition by Al (Fig. 7a). These results indicate that auxin signaling
through the auxin receptors TIR1, AFB2 and AFB3, as well as the transcription factors
ARFY and ARF1% plays an important role in the Iinduction of lateral root formation by Al,
while primary root growth regulation by Al invalves ARFT and ARF19.

Our results fit in well with the hypothesis arising from the tight link between auxin and
root branching. that alterations in auxin distribution and signaling are likely to be a

general feature underlying the response of pericycle cells to both Al and P deficiency.
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Hence, the P-deficiency induction of LRs in Arabidopsis is linked to changes in auxin
sensitivity (Lopez-Bucio et al. 2002; Perez-Torres ef al. 2008). It is unclear at present
how these two stresses affect auxin homeostasis, but one possibility is that reactive
oxygen species (ROS). which are produced both under low P availability (Tyburski,
Dunajska & Tretyn 2009) and Al toxicity (Richards et al., 1998), could act as signaling
intermediates leading to changes in auxin homeostasis and thereby affecting RSA.
Since arf7-1 arf19-1 double mutant is resistant to PR growth inhibition by Al, these
seedlings could have different affinity for Al. To address this guestion, we performed
hematoxylin staining in WT and in af7-7 arfT9-7 seedlings exposed to increasing
concentrations of AlCl.. Our data show that the primary root apex of WT and double
mutant seedlings has similar affinity for Al (Fig. 2). Release of mucilage by border cells
of primary root apex plays a role in protecting root tips from Al-induced cellular damage.
As shown in Fig. 9, both normal and mutant plants exuded mucilage in response to Al
These data show that WT and anf7-7 arf19-7 mutants did not differ on Al binding affinity
to the root tip but instead that signaling through ARFT and ARF19 transcriptional factors
is likely important for Al-induced primary root growth inhibition. Interestingly, WT primary
roots showed altered root gravitropism in response to Al with enhanced root waving that
coincided with LR initiation on tops of bends. This response was absent in arf? arf19
seedlings (Fig. 55), suggesting that an altered gravitropic response perhaps modulated
at the level of auxin transport is important for changes in lateral root patteming under Al
treatments.

Together, our results support the hypothesis that the primary root growth inhibition by
low P and Al represents a general mechanism for stress evasion, which leads to a

redirection of growth of the root system away from localized sources of stress (e.g. Al) or
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a means to better exploit the soil environment towards potential novel sources of
nutrients (e.g. P). Under stressing conditions, a stimulation of LR formation would
partially compensate for the reduction in PR growth. It seems that the sensitivity of LRs
to both low P and Al is greater than that of the PR, as these structures are able to grow
under both stresses, although this particular response has not been investigated at
present. Since Al and P deficiency coexist in acid soils, the formation of an extensive
root system would be very important for P acquisition, which is a relatively immobile
nutrient. A better P nutrition may lead in turn to an enhanced resistance to Al, allowing

the plant to survive in acid soils.
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Table 1. Compositions of the MS 0.2X nutrient solution used for Arabidopsis
thallapa seedling cultivation. Activities of major ions and lon complexes were
predicted with GEOCHEM EZ; the pH of alkaline and acid solutions was adjusted

to7.0 and 4.0 adding KOH and HCI, respectively.

150 M AICI3
pHT7 +0.5
lon pHT pH 4
pH 7 pH 4 mhd
KH;P O,
mi

(A - - - 0.0462 -
[AI{OH)," = - 0.0003 0.0030 0.0003
[A{OH)3] - - 0.1497 - 0.1497
[AIHPO,] - - - 0.0665 -
[Hz2PO4] 0.2144 0.2461 0.2144 0.1796 0.4051
[504] 0.3205 0.3174 0.3210 0.3041 0.3223
[ci] 0.5984 0.7585 0.7484 09083 0.7483
[NH4'") 4.0879 41250 4.0873 40873 40879
[Ca®™] 0.5645 0.5781 0.5650 0.5801 0.4992
Mg™] 0.2815 0.2929 0.2817 0.2933 0.2726
K'] 41407 4.0018 4.1612 4.0019 41612
[Na’] 0.0202 0.0202 0.0202 0.0202 0.0202
[NO3] 7.8837 7.8837 7.8837 7.8837 7.8836
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Arabidopsis root response to low pH and AICl:. Col-0 seedlings were grown
for 12 days on agar plates supplied with AICH at 25 uM concentration intervals in
medium acidified with HCl (pH = 4 black line) or neutralized with KOH (pH = 7.0 gray
line), and the primary root length (a), total lateral root number (b) and lateral root density
{c) determined. Values shown represent the mean of 45 seedlings per treatment per line
+ SD. Different letters are used to indicate means that differ significantly (P<0.05). The

experiment was repeated three times with similar results.

Figure 2. Effects of Al on root development in WT and low phosphate resistant
Arabidopsis mutants grown in medium with acid (pH 4.0) and neutral (pH 7.0} pH.
Arabidopsis WT (Col-0, white bars) and mutants {ipf7-3. gray bars) or (fpr1-1 [pr2-1,
black bars) were grown for 12 days side by side over the surface of agar plates supplied
with increasing AICH concentrations and the primary root length (a and d), lateral root
number {b and &)} and l|ateral root density (c and f) determined for 45 seedlings.
Experiments in acid medium were conducted using agar 1.2%, while in neutral medium
were conducted in either 1.2% or 1.0% agar concentrations. Different letters are used to
indicate means that differ significantly (P<0.05). The experiment was repeated three

times with similar results.

Figure 3. Effects of Al on root apex structure in WT and low phosphate resistant
Arabidopsis mutants. WT, lpi1-3 and fpr1-7 [pr2-1 seedlings were grown in medium with

acid {pH 4.0} and neutral (pH 7.0) pH. Root tip structure in seedlings treated with water
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{control), 125 or 150 pM AICE; is shown. Photographs are representative individuals of

45 seedlings.

Figure 4. Expression of CycB1;1::GUS affected by AICI; in transgenic wild-type and /p7-
3 background. (a) 12 h GUS staining of CycB1,1::GUS primary roots in WT and Jpi?-3
seedlings grown for 12 days in medium with varied concentrations of AICl.. Photographs
are representative of 20 stained plants. (b) Mean length of the CycB1;1:GUS
expression domain. Values shown in (b) represent the mean + SD of 45 seedlings
analyzed per treatment. Different letters are used to indicate means that differ

significantly (P<0.05). The experiment was repeated twice with similar results.

Figure 5. Effect of AICH on AIPTZ2::GUS expression. AtPT2::GUS expressing seedlings
were grown for 12 days in medium supplied with different concentrations of AICH.
Photographs are representative of 20 stained plants of each line. The experiment was

repeated three times with similar results.

Figure 6. Effects of phosphate supply on root development of WT and low phosphate
resistant mutants grown in medium with 150 ubM AICI. WT (white bars), Ipi7-3 (gray
bars}, and lor?-1 jpr2-1 (black bars) seedlings were grown side by side for 12 days on
agar plates with different P treatments supplied or not with AICl: and the mean primary
root length (a), lateral root number (b} and lateral root density determined for 45
seedlings per treatment. Different letters are used to indicate means (x SD) that differ

significantly {(P<0.05). The experiment was repeated three times with similar results.
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Figure 7. Root system architecture in WT and auxin-related Arabidopsis lines treated
with AICIs. WT, tir?-1, tirf-1 afb2-1 afb3-1, and arff-1 arf19-1 Arabidopsis seedlings
were grown for 12 days in medium supplemented with increasing concentrations of AICIs
and the mean primary root length (a), lateral root number (b) and lateral root density (c)
determined for 45 seedlings per treatment. Different letters are used to indicate means
{x SD) that differ significantly (P<0.05). The experdment was repeated three times with

similar results.

Figure 8. Root apex structure in WT (Col-0) and auxin-related Arabidopsis mutants as
affected by AICly. (a) Representative photographs of WT, tirf-1, arf7-1 arf15-7 and tir?-1
afb2-1 afb3-1 seedlings grown on medium supplied with or without increasing
concentrations of AICI; for 12 days. {b) Mean length of the primary root growth zone
domain. Values shown represent the mean £ SD of 45 seedlings analyzed per
treatment. Different letters are used to indicate means that differ significantly (P=0.05).

The experiment was repeated twice with similar results.

Figure 9. Hematoxylin staining in Al-treated WT {Col-0) and arf7-1 arf 79-7 roots.
Arabidopsis WT (a-f) and arf7-1 arf 13-1 {g-l} mutant seedling were grown for 12 days in
medium with or without increasing concentrations of AICI; and stained with hematoxylin.
Arrow indicates mucilage formation in tip root. Photographs are representative of 20
stained plants of each line. The experiment was repeated three times with similar

results.
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Figure S1. Arabidopsis root system architecture as affected by AICI; and pH.
Arabidopsis WT (Col-0), Jpi1-3 and pri-7 lpr1-2 seedlings were grown for 12 days in
medium supplemented with 125 or 150 pM AICIs in acid (pH 4.0; a-f) or neutral medium
{pH 7.0; g-l}. Photographs are representative of 9 independent plates analyzed per

treatment.

Figure 52. Root architecture in WT and (pi1-3 and lpr7-7 fpr2-1 mutants in response to
Al and P supply. 150 pM AICI: (d) andfor KH:PO4 (b) were supplied in the growth
medium of plants. Photographs are representative of 3 independent plates analyzed per

treatment

Figure S3. Effect of P and Al supply in root apex structure in WT and [p/1-3 and lpr1-1
lpr2-1 Arabidopsis seedlings. Effect of phosphate (a-f) and aluminum {g-i) in primary root
tip structure. A small increase in the concentration of phosphate normalizes the structure
of the primary root meristem in Al-treated seediings. Photographs are representative

individuals of 45 seedlings.

Figure S4. Root system architecture in WT (Col-0) and auxin related Arabidopsis
mutants. Seedlings were treated with water (a), or 125, 150 and175 oM AICI; (b-d).

Photographs are representative of 9 independent plates analyzed per treatment.

Figure 55. Root waving and lateral root formation in response to aluminum in WT (Col-

) and arf7-1 arf1%-1 double mutants. Note that the arf7-1 arf19-1 double mutant is not
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708 only resistant to lateral rot formation but also to primary root waving induced by Al

710 Photographs ars representative individuals of 45 seedlings.
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Y /4 B 0.5 mM KH2PO4 +
4.0 mM KHzPOs 27 150 M AICI3,

Figure S2

122



Col-0

Ipi1-3

pri-1
pr2-1

Control
(0.25 mM KH2PO4)

(a)

4.0 mM KH2PO4

(C))

Figure S3

150 uM AICI3

0.5 mM KH2PO4 +
150 uM AICI3

)

123



anlé=lntic1-1 afb2-1 (c) Col0"" tir1-1 anfisdutic1-1 afb2-1
arf19-1 Sam3-1 arf19-1 531

(a) Col-0  ftir1-1

Control 125 yM AICI3

(b) arfzete tir1-1 afb2-1 f (d)
Col-0 tirt-1 s . " artd=l lir1-1 atb2-1
B (b3-1 -0 tir1-1
— 87 H ,h" ; <0 arf19-1 afh3-1

.

150 uM AICl3 175 uM AICI3

Figure S4

124



Control

(a)
Col-0
(h)
arf7-1
arf19-1

100 125 150 175 uM AICI3

' |
(i)

Figure S5

125



VII. DISCUSION Y CONCLUSIONES

La disponibilidad de fosforo (P) es uno de los principales factores limitantes de
la productividad vegetal, tanto en sistemas naturales como agricolas. En algunos
suelos, el P puede encontrarse formando minerales insolubles con lantanidos, como
el fosfato de lantano (LaPO,) y el fosfato de gadolinio (GdPO,). Este tipo de
minerales estan ampliamente distribuidos en la naturaleza y en algunas regiones del
mundo son la fuente principal de rocas de fosfato para fabricar fertilizantes. Ejemplo
de ello son los suelos rojos de China, ricos en elementos de tierras raras (REEs),
donde la extraccion de fosfatos de lantanidos como materia prima de fertilizantes y
otros productos representa una industria de 5,000 ton anuales, con un precio de
$40,000 dolares por tonelada (Bradsher, 2011). Aunque el principal uso de los REEs
ocurre en la agricultura, muchas formas reactivas de lantanidos se liberan al
ambiente debido a actividades industriales humanas, como la industria petroquimica,
la fabricacion de teléfonos celulares, la industria armamentista, etc. Asi, la
contaminacion de los suelos con REEs es un problema creciente en algunas
regiones del mundo. Los reportes de efectos de los REEs en las plantas, aunque se
han estudiado durante décadas debido a su uso como fertilizantes, son todavia
contradictorios y controvertidos (EI-Ramady, 2010a,b).

Otro tipo de suelos en los que el Pi es un factor limitante son los suelos acidos,
los cuales estan distribuidos principalmente en las regiones tropicales vy
subtropicales de paises en vias de desarrollo, o que representa un reto para la
agronomia y la sustentabilidad alimentaria de dichos paises. En climas tropicales, la
meteorizacion fisica y las altas temperaturas liberan el aluminio de las arcillas, lo que
acidifica el suelo y promueve la formacion de iones AI** (von Uexkill y Mutert, 1995).
El aluminio trivalente facilmente precipita el Pi, insolubilizandolo y limitando su
captacion por las plantas. En dichos suelos se presenta el llamado “sindrome del
aluminio”, que se caracteriza por una rapida inhibicién del crecimiento de la raiz y del
follaje (Ma, 2007).
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Es importante destacar que la escasez de ortofosfatos solubles (H,PO4"' vy
HPO,?) esta asociada con la presencia de cationes trivalentes, ya sean lantanidos
(La** o Gd**) o aluminio (AI**). Las plantas han desarrollado una serie de
adaptaciones bioquimicas, fisiolégicas y morfolégicas para hacer frente a la
deficiencia de Pi (Lopez-Bucio et al., 2003). Entre las estrategias bioquimicas
podemos destacar la exudacion de acidos organicos por la raiz, respuesta que
también se ha caracterizado como una adaptacion a la presencia de lantanidos (La3+
y Gd**) y AP* (Kataoka et al., 2002).

La modificacion de la arquitectura de la raiz en respuesta a la deficiencia de Pi
ha sido estudiada ampliamente en Arabidopsis thaliana. Debido a que en la
naturaleza la deficiencia de Pi en el suelo suele estar asociada con la presencia de
cationes trivalentes (La®*", Gd>* o AI**), nuestra hipétesis de trabajo fue que la raiz de
Arabidopsis thaliana, al estar expuesta a cationes ftrivalentes, presentaria
adaptaciones similares en su sistema radicular a lo observado bajo condiciones de
limitacién de P y efectivamente, el efecto de los lantanidos sobre la arquitectura de la
raiz de plantas silvestres (Col-0) de A. thaliana, mimetiza los cambios en plantas
observados por deficiencia de Pi especificamente (Fig. 3a). La raiz cambia de un
sistema radicular con crecimiento continuo o indeterminado a uno determinado
exploratorio con la concomitante pérdida de estructura del meristemo de la raiz
primaria (Lépez-Bucio et al., 2005). Efectos similares se observaron con el Al en pH
acido, el cual por si mismo tiene un efecto deletéreo sobre el crecimiento de la raiz
primaria, el cambio en la arquitectura de la raiz en presencia de Al fue similar al de la
deficiencia de Pi (Fig. 3a). Por otro lado, en plantas crecidas en medio con pH
neutro, el efecto del Al fue menos acentuado; aunque también acorta la raiz primaria
e induce la formaciéon de raices laterales y pelos radiculares. Asi, la conclusion de
esta serie de experimentos es que los diferentes cationes trivalentes, ya sean
lantanidos (La** o Gd*) o Al en condiciones de pH &cido o neutro, modifica la

arquitectura de la raiz de manera similar a lo observado en la deficiencia de Pi.
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Figura 3. Modelo de sefalizacién propuesto para la toxicidad de lantanidos como cationes trivalentes
(La3+ y Gd3+) y de hidroxidos de aluminio [AI(OH)," y Al(OH)s]. En los tres paneles se propone que el
efecto de los lantanidos ocurre a través de la precipitacién del Pi y del bloqueo de canales de ca®.
Las lineas continuas representan rutas estudiadas en el presente trabajo, las punteadas denotan
rutas que todavia necesitan ser comprobadas. (a) Los lantanidos precipitan el Pi, cuya deficiencia
ocasiona la expresion de genes de respuesta a deficiencia de Pi, AtPT2 y MGD2, tanto en el follaje
como en el sistema radicular; los hidroxidos de aluminio solo activan la expresién de AfPT2. (b) De
manera similar, los lantanidos al precipitar el Pi, o los hidroxidos de aluminio de manera directa,
activan las células de periciclo promoviendo la formacion de raices laterales a través de una ruta
auxinica. (c) El Gd* y el La*" activan una ruta de sefializacion mediada por los genes LPI1, LPR1y
LPR2, que promueve el crecimiento determinado de la raiz. ARF7 y ARF19 regulan de manera
negativa el crecimiento de la raiz primaria en respuesta al aluminio.
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El siguiente aspecto que se analiz6 fue establecer si los efectos de los cationes
ocurren a su vez por precipitar al fosfato o porque activan cascadas de senalizacion
que activan respuestas comunes a las observadas bajo deficiencia de P. Entre los
genes identificados que participan en las respuestas a la deficiencia de Pi se
encuentran los genes LPl'y LPR, por lo tanto evaluamos el efecto de los cationes en
la mutante sencilla Ipi1-3 y en la doble mutante Ipr1-1 Ipr2-1. (Sanchez-Calderoén et
al., 2006; Svitoonoff et al., 2008). Ambas mutantes mostraron resistencia parcial a
los tratamientos con los cationes trivalentes, lo que indica que tanto la deficiencia de
Pi como la resistencia a Gd**, La*' y a las diversos iones poliatbmicos del Al
comparten mecanismos de sefalizacion en comun mediados en parte por los genes
LPl'y LPR (Fig. 3a).También se realizaron simulaciones de la especiacién de La y
del Al con el P en el medio de cultivo (medio MS 0.2X), ademas de competencia
entre los cationes y diferentes concentraciones de P. Es importante destacar que
pequenas cantidades de KH,PO, restauran por completo la arquitectura de la raiz en
plantas crecidas en medio suplementado con cada uno de los tres cationes
analizados, lo que sugiere que aunque pueden estar actuando a través de otras vias
independientes a la de la senalizacion de Pi, la abundancia de fosfato tiene un efecto
jerarquico sobre cualquier otro efecto de los cationes trivalentes.

Utilizando el programa de computadora GEOCHEM-EZ (Shaff et al., 2010) se
determiné que el La precipita equimolarmente al Pi, o que explica en parte los
efectos toéxicos de los lantanidos. Sin embargo, el Gd resulté mas activo que el La,
es decir, bastan 180 yM de GdCl; en el medio de cultivo para inhibir casi por
completo el crecimiento de la raiz, lo que deja disponibles mas de 100 yM KH,;PO4
(cantidad suficiente para ver un crecimiento normal de A. thaliana), tanto en plantas
normales como en las mutantes Ipi1-3 y Ipr1-1 Ipr2-1. Por lo tanto los lantanidos, y
en particular el Gd, parecen interferir con algun otro proceso ademas de precipitar el
Pi. El efecto de los lantanidos como bloqueadores de canales de calcio esta
ampliamente estudiado y reportado en la literatura (Evans, 1990), no solo para
Arabidopsis sino para otras plantas (Tyler, 2004; EI-Ramady 2010a,b). Para
comprobar la hipoétesis de que los lantanidos (Ln) pudieran estar interfiriendo con la

homeostasis de Ca?* se realizaron estudios de competencia entre GdCls (150 uM) y
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LaCl; (250 uM) con concentraciones crecientes de CaCl,. Aunque el calcio no
restablece el crecimiento de la raiz a los niveles en que lo hace el Pi, si aminora los
efectos de los lantanidos, lo que sugiere que el Ca?* participa en la sefializacion en
respuesta a la deficiencia de Pi. Lo anterior también explica porque es mas activo el
Gd que el La. Los lantanidos son bloqueadores de canales de calcio debido que su
radio idnico efectivo es similar al del calcio, por lo que pueden ocupar su lugar en los
dominio de union de los canales. Las caracteristicas de los Ln son similares; asi el
radio iénico del Gd** es flexible (Evans, 1990), sustituyendo al Ca®* en sus dominios
de union de manera mas eficiente de lo que lo hace el La®". Por lo tanto, el efecto del
Gd** en la arquitectura de la raiz, probablemente se debe tanto a la precipitacion del
Pi como al bloqueo de canales de Ca®*, interfiriendo con la funcién de este segundo
mensajero sobre sus blancos celulares.

En el medio MS 0.2X el Al se presenta como Al** solo en condiciones de pH
acido (4.0), mientras que en neutras (pH 7.0) forma principalmente hidroxidos
(Kinraide, 1997). Independientemente de que analizamos tanto condiciones de pH
acido o basico, la concentracion de Pi soluble en el medio es aparentemente
suficiente para mantener un crecimiento normal de la raiz, por lo que el efecto
inhibitorio del Al sobre el crecimiento de la raiz primaria parece depender de eventos
de sefalizacidn en los que participan los genes LPly LPR.

Los tres cationes evaluados indujeron la expresion de genes reporteros de
respuesta a deficiencia de fosfato de manera dosis dependiente, incluyendo los
transportadores de P AfPT1.GUS y AtPT2:GUS (Karthikeyan et al., 2006) y la
sintasa de galactolipidos AtMGD2:GUS (Kobayashi et al., 2006) (Fig. 3c). La
expresion de estos genes puede ser el resultado tanto de una carencia de Pi soluble
dentro de la planta, asi como de la posible participacion del Ca** en la ruta que
modula la expresion de dichos genes. Por otro lado el Al promovié la expresion
ectopica de AtPT2:GUS, pero con un patron de expresion diferente al observado en
condiciones de deficiencia de Pi. Asi, probablemente el Al disminuye la captacion y/o
translocacion de Pi, al margen de su concentracion en el medio.

La deficiencia de Pi promueve la formacion de raices laterales a través de una

ruta auxinica modulada por la familia de receptores TIR1/ AFB1-5, asi como por los
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factores transcripcionales ARF7 ARF19 (Pérez-Torres et al., 2008). Los lantanidos,
al precipitar el Pi dejandolo inaccesible para la nutricion vegetal, promueven la
formacion de raices laterales a través de la misma via. Asi, la triple mutante tir7-1
arfb2-1 afb3-1 y la doble mutante arf7-1 arf19-1 son resistentes a la formacioén de
raices laterales tanto con La** como con Gd*'. Dichas mutantes también son
insensibles a la formacion de raices laterales en presencia de Al, pero la doble
mutante arf7-1 arf19-1 también es resistente a la reduccion en la longitud de su raiz
primaria y a la desestructuracion del meristemo (Fig. 3b). Es importante recordar que
los datos de especiacion con el programa GEOCHEM.EZ mostraron que el Al a pH
7.0 no precipita al Pi, lo que confirma que la respuesta a Al y la deficiencia de Pi solo
comparten mecanismos de sefalizacion, aunque no son exactamente los mismos.
Esta ultima conclusiéon se refuerza con las tinciones con hematoxilina (Spence,
2001), debido a que la doble mutante arf7 arf19 une el Al y secreta mucilago de
manera similar a lo observado en plantas silvestres, lo que indica que dicha mutante
une con la misma afinidad el Al que la planta silvestre. Por lo tanto, los factores
transcripcionales ARF7 y ARF19 son reguladores negativos de la elongaciéon de la
raiz primaria en respuesta al aluminio (Fig. 3a).

Los resultados del presente estudio muestran que los mecanismos de
respuesta a deficiencia de fosfato y ciertos cationes trivalentes como los lantanidos y
el aluminio comparten vias de sefalizacion mediadas por los genes LPly LPR. En el
caso de los lantanidos, se evidencido que éstos precipitan el Pi, aunque también
parecen actuar como bloqueadores de canales de calcio. En el caso del Al, se
propone la existencia de mecanismos de sefializaciéon compartidos con la deficiencia

de P, que se traducen en un cambio en la respuesta a auxinas.
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