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1. Resumen

La toxicidad por aluminio (Al) es la principal limitante para los cultivos en suelos acidos
(pH <5.0). En estas condiciones de acidez la especie Al*" es soluble y toxica para la
mayoria de las plantas, ya que causa estrés oxidativo entre otros efectos que provocan la
inhibiciéon del crecimiento radicular. Algunas especies de plantas han desarrollado
mecanismos de tolerancia para sobrevivir a estas condiciones, como la exudacion de acidos
orgédnicos, la acumulacion del metal en la parte aérea, y el aumento del sistema
antioxidante, el cual podria estar regulado por ABA, una de las hormonas que confieren
tolerancia bajo condiciones de estrés. Entre las especies tolerantes reportadas esta
Fagopyrum esculentum Moench. (Polygonaceae), la cual es una planta acumuladora de Al.
Teniendo como modelo a plantulas de F. esculentum, el objetivo de este trabajo fue evaluar
el papel del sistema antioxidante en la tolerancia a este metal y si éste a su vez era regulado
por ABA en la etapa de plantula. Para ello se evalu6 la respuesta de F. esculentum a 50 uM
de AICI; durante 3, 6, 12, 24 y 48 h de tratamiento. Inicialmente se determiné la tasa de
crecimiento radicular (RRG) la cual reflejo que durante las primeras 12 h de exposicion hay
una reduccion en la tasa de crecimiento de las raices, pero que ésta se recupera a partir de
las 24 h. Al evaluar la entrada y acumulacion del aluminio, se observo que el Al penetra a
la raiz desde las 3 h de exposicion, sin embargo, a partir de las 12 h no se observa un
aumento en la entrada del metal. Por otro lado, para conocer si el sistema antioxidante
formaba parte de los mecanismos iniciales de tolerancia, se midio la actividad de varias
enzimas como catalasa (CAT), superoxido dismutasa (SOD), ascorbato peroxidasa (APX) y
glutatién reductasa (GR). Los resultados mostraron que la exposicion a Al aumentd la
actividad de CAT, GR y APX. Asi mismo, se evalud la acumulaciéon de ROS mediante una
tincion fluorescente con la cual se demostrd6 un aumento de ROS desde las 6 h de
tratamiento. Igualmente, se evalu6 la viabilidad celular, con la que se comprobd que a pesar
de la mayor producciéon de ROS, no hay dafio celular en las puntas de las raices. Para
evaluar si el 4cido abscisico (ABA) estaba mediando la respuesta antioxidante, se midieron
los niveles endogenos de esta hormona con lo que se confirmé que el Al induce un aumento
en los mismos. Finalmente, para relacionar los niveles de ABA con la actividad de las

enzimas antioxidantes antes mencionadas y la produccion de ROS en las puntas de las



raices, éstas fueron expuestas a ABA exdgeno y se encontrd que la exposicion a esta
hormona aument6é las actividades enzimdticas de CAT, APX y GR, ademas de la
produccion de ROS desde las 12 h de tratamiento. Estos resultados sugieren que en las
primeras 12 h de exposicion a Al, las raices de F. esculentum presentan un dafio y una
mayor produccion de ROS producida por la penetracion del metal, sin embargo el aumento
en la actividad del sistema antioxidante junto con el aumento en los niveles de ABA, entre

otros mecanismos, permiten la posterior recuperacion del crecimiento radicular.



II. Abstract

Aluminum toxicity (Al) is one of the major constraints for plant growth on acid soils (pH
<5.0). The trivalent species of aluminum (AI’") becomes soluble and it does cause
phytotoxicity to most plants, generating oxidative stress and other toxic effects, and thus
inhibiting radicle growth. Some plant species have developed tolerance mechanisms that
allow them to cope Al toxicity. These mechanisms include releasing organic acids into the
rhizosfere, translocation and accumulation of the metal in both roots and leaves, and
increasing the activity of the antioxidant system. This latter mechanism might be regulated
by ABA, a plant hormone involved in stress tolerance. Among the plant species reported as
Al tolerant, Fagopyrum esculentum (Polygonaceae) is considered an Al-accumulator. The
aim of this study was to evaluate in root seedlings of F. esculentum the role of the
antioxidant system in Al-tolerance, and if this is regulated by levels of ABA. For this, F.
esculentum seedlings were exposed to 50 uM Al for 3, 6, 12, 24 and 48-h. The relative root
growth (RRG) was measured, showing that radicle growth is inhibited during the first 12-h
of Al-treatment, but at 24-h and 48-h the RRG started to be recovered. Al entrance was
evaluated, and results showed that Al enters and accumulated into roots since 3-h up to 24-
h, and then the level of Al remained unchanged. To evaluate the role of the antioxidant
system during Al-treatment, we measured the activity of cytosolic catalase (CAT),
superoxide dismutase (SOD), glutathione reductase (GR) and ascorbate peroxidase (APX).
Results showed that activity of CAT, GR and APX activity increased from 6 to 48-h of Al-
treatment. Reactive Oxygen Species (ROS) production was evaluated by a fluorescent
method and showed an increase in levels of ROS from 6h of Al-treatment. Although that
ROS increased, there was not cell damage at root tip. On the other hand, to evaluate if ABA
might be regulating the activity of the antioxidant system, the endogenous ABA levels were
measured. Results showed a significantly ABA level increased in Al treated roots.
Moreover, root seedlings treated with exogenous ABA increased the CAT and GR activity
and elevated ROS production since 12-h of treatment. All together, these results suggest
that during the first 12-h of Al treatment, there is a decline in root growth and an increase in
ROS levels due to Al entrance to the root. However, the increase in antioxidant activity, as

well as the increase in ABA levels allows the recovery of root growth.
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III. Introduccion

La toxicidad por aluminio (Al) es el primer factor que limita la produccioén de cultivos en
suelos acidos, los cuales representan el 40% del suelo arable mundial (Revisado en:
Lenoble et al., 1996; Matsumoto, 2000; Ma et al., 2001; Singh et al., 2017). El Al causa
inhibicién del crecimiento radical (Xu et al., 2017), lo que ocasiona una disminucion del
desarrollo y crecimiento de las plantas, sumado a deficiencias nutricionales provocadas por
la baja solubilidad y toma de elementos como el calcio, magnesio, fésforo y molibdeno
(Toneatti y Rivera, 2005). Ademas el AI*" causa disfunciéon mitocondrial, altera la
homeostasis del Ca®>" e induce la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
(Revisado en: Carrefio y Chaparro, 2013; Singh et al., 2017). La acumulacion de ROS da
como resultado la inactivacion de enzimas, peroxidacion de lipidos y degradacion de
proteinas (Gonzalez et al., 2008). Asi mismo, el incremento de la peroxidacioén y/o la
alteracion de los lipidos de la membrana tiene como consecuencia, una notoria
modificacién en la permeabilidad de la misma y una disminucidn de la actividad de un gran
nimero de enzimas asociadas a las funciones de la membrana, especialmente la H+-
ATPasa (Casierra, 2001; Revisado en: Singh et al., 2017).

Para controlar los efectos toxicos de las ROS, las plantas han desarrollado mecanismos
antioxidantes que contribuyen a la disminucion del estrés oxidativo mediante la sintesis de
enzimas tales como la SOD, CAT, APX, guaiacol peroxidasa (GPOX), GR (Tabaldi ef al.,
2009; Singh et al., 2017), entre otras, asi como otros mecanismos antioxidantes no
enzimdticos como los tocoferoles, el acido ascorbico, el glutation (GSH), taninos,
flavonoides y carotenoides (Matsumoto y Motoda, 2012; Peralta y Volke, 2012; Singh et
al., 2017) que intervienen en la proteccion contra las ROS y, en consecuencia, en el
mantenimiento del balance oxidante/antioxidante (Gonzélez et al., 2008). Asi mismo, se ha
encontrado que una de las hormonas que puede inducir la actividad de este grupo de
enzimas es el acido abscisico (ABA) (Agarwal et al., 2005), el cual puede aumentar la

expresion de genes que codifican para enzimas del sistema antioxidante como: CAT, SOD
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y GR, entre otras, ademas de incrementar los niveles de antioxidantes no enzimaticos (Jiang

y Zhang, 2004; Agarwal et al., 2005).

La especie Fagopyrum esculentum Moench. es tolerante al aluminio (Ma y Hiradate, 2000;
Yokosho et al., 2014; Xu et al., 2017), ya se ha descrito como mecanismo de tolerancia a
este metal la exudacion de acido oxalico a partir de sus raices y la capacidad de acumularlo
en las células de las hojas en un complejo no toxico Al-oxalato (Ma et al., 1997; Ma et al.,
2001; Chen et al., 2017). Como antecedentes inmediatos, en el laboratorio ya se han
realizado estudios para conocer a través de andlisis de microarreglos, los genes
involucrados en la tolerancia a este metal ademas de la caracterizacion de un transportador
tipo ABC que podria estar involucrado en el transporte de AI** (Reyna-Llorens et al.,
2015). Sin embargo, aun se desconocen los mecanismos de tolerancia en etapas tempranas
de su desarrollo, en las cuales se ha observado que la planta presenta sintomas de
sensibilidad al aluminio. Ya que se conoce que este metal genera estrés oxidativo, es
relevante conocer la participacion del sistema antioxidante y su relacion con los niveles
endogenos de ABA, para poder tolerar el Al cuando este ha penetrado en las raices y alin no

se han activado los mecanismos de exclusion del metal.
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IV. Marco teorico

4.1 Toxicidad por aluminio

El Al es un metal ligero que constituye el 7 % de la corteza terrestre (Dong et al., 2002;
Matsumoto, 2000; Singh et al., 2017) y es el tercer elemento mas abundante después del
oxigeno y el silicio. La mayoria de este elemento se encuentra en forma de 6xidos y
aluminosilicatos, hasta que el pH desciende como resultado de los procesos naturales o de
las actividades humanas (Ma et al., 2001; Singh et al., 2017) como: el uso excesivo de
fertilizantes acidificantes, la lluvia 4cida, la lixiviacion de cationes basicos como; Na*, K,
Ca?", Mg?', y las altas tasas de extraccion de nutrientes, producto del aumento en la
intensidad del uso de suelos (Jungjohann et al., 1997; Tabaldi et al., 2009; Singh et al.,

2017). Cuando el Al se solubiliza lo hace como catién trivalente (AI**

), el cual es
sumamente toxico para las plantas (Ma et al., 2001). Este aumenta 1000 veces su actividad
por cada unidad de pH reducido en el suelo (Kopittke ef al., 2016). Al incrementar su
solubilidad, el AI** puede llegar a ocupar mas de la mitad de los sitios de intercambio

16nico en el suelo (Casierra y Aguilar, 2007) (Fig. 1).

Fig. 1 Efecto del pH sobre las diferentes formas iénicas del Al soluble. En pH acido se
encuentra en mayor concentracion el cation AI**, el cual es considerado el mas fitotoxico. Tomado
de: Miyasaka et al., 2007.
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La disminucion en el pH del suelo provoca niveles elevados de AI*" y Mn?*, la reduccion
de la concentraciéon de macronutrientes en forma cationica (Ca®*, Mg?* y K*), asi como la
disminuciéon de la solubilidad del fésforo y del molibdeno. Una consecuencia del
incremento de Al’" soluble es la inhibicion del crecimiento radical, la cual tiene como
consecuencia una reduccién en la absorcion de agua y de nutrimentos para las plantas
(Casierra y Aguilar, 2007; Kopittke et al., 2016). La toxicidad por aluminio se ha
considerado como la principal limitante para la productividad de los suelos &cidos
(Revisado en: Inostroza et al., 2011; Dai et al., 2014), los cuales comprenden 3.95 billones
de hectareas de la superficie terrestre libre de hielo (Kopittke et al., 2016) y representan
aproximadamente el 40 % de la superficie arable de la tierra (Lenoble et al., 1996;

Matsumoto, 2000; Ma et al., 2001).

El Al es generalmente toxico para las especies de importancia agronémica en un rango de
5-100 uM en la solucion del suelo (Kopittke et al., 2016), el sitio critico donde este metal
se percibe y se produce la toxicidad, es la punta de la raiz (zona meristematica y de
elongacion) (Zhou et al., 2014). Inicialmente se informd que el sitio donde se presentaba un
mayor dafio por el metal eran las células periféricas de la caliptra, sin embargo
posteriormente se demostré que la zona meristematica de la raiz es la mas sensible al

aluminio (Kopittke et al., 2016).

Cuando el aluminio (el cual no tiene una funcién bioldgica especifica en las plantas;
Bojorquez-Quintal et al., 2017) penetra en las raices, se acumula en éstas (Fig. 2) y s6lo
una pequefia cantidad se transloca a la parte aérea, con excepcion de las plantas
acumuladoras, como la planta del té, Camellia sinensis, Hydrangea macrophylla, entre
otras (Kopittke ef al., 2016). En la raiz, el aluminio provoca modificaciones en la estructura
de la membrana, desplaza al calcio e inhibe la expansion de las paredes celulares, altera el
transporte de iones y causa un desequilibrio de nutrientes. Ademas el Al afecta a los
constituyentes del simplasto como las calmodulinas, causa rupturas en la membrana del
aparato de Golgi, interfiere con la organizacion del citoesqueleto, altera las funciones de la
mitocondria, dafia al 4cido desoxirribonucleico (DNA) y causa alteraciones en el apoplasto
(pectinas), por lo que se restringe la elongacion y division de las células de la punta de la

raiz y éstas no pueden tener un crecimiento adecuado (Weil y Brady, 2016; Bojorquez-

14



Quintal et al., 2017; Daspute et al., 2017). La division celular en raices de maiz se detiene
desde los 5 min de exposicion a 50 uM de Al, asimismo, se ha observado la inhibicion de la
elongacion radicular desde la exposicion a = 2 uM de AI** en Vigna radiata (Menzies et

al., 1994; Doncheva et al., 2005).

El Al no soélo afecta el tamafio de la raiz, también causa un profundo cambio en la
arquitectura de la misma. La toxicidad temprana en las puntas de las raices tiene como
resultado un sistema radicular alterado con abundantes raices laterales, cortas, gruesas y

quebradizas (Poschenrieder et al., 2008).

Fig. 2 Esquema del efecto del Al en las puntas de las raices. El Al se acumula
predominantemente en las paredes celulares, y las concentraciones mas elevadas se encuentran en
los tejidos externos (rizodermis y corteza externa) (der.). La acumulacion del Al causa la ruptura de
la rizodermis y la corteza externa en la zona de elongacion (izq.) Tomado de: Kopittke et al., 2016.

Los danos causados por este metal pueden observarse desde los pocos minutos o incluso
algunos segundos después de la exposicion al aluminio (respuesta a corto plazo), como la
interrupcion del flujo de Ca?* por la membrana plasmatica, o pueden necesitar de horas

para que sean visibles (respuesta a largo plazo) (Revisado en: Bojorquez-Quintal et al.,
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2017), los cuales pueden ser el resultado de una alteracion en la homeostasis causada por la

toxicidad por aluminio (Kochian et al., 2005).

4.2 Mecanismos de tolerancia al aluminio

La tolerancia a elementos potencialmente toxicos (metales esenciales y no esenciales) en
los organismos vegetales puede definirse, como el resultado de un proceso evolutivo que
confiere a distintas especies de plantas, la capacidad de crecer y desarrollarse en ambientes
con concentraciones elevadas de elementos potencialmente toxicos (Gonzalez y Zapata,
2008). Particularmente, la tolerancia a Al se ha descrito como el conjunto de caracteristicas
que les permiten a las plantas crecer de forma oOptima en presencia de elevadas
concentraciones de aluminio. En la mayoria de los cultivos, la tolerancia se basa en la
exclusion del metal mediante la formacién de complejos y por el secuestro del Al en bajas

concentraciones en las vacuolas de las hojas (Klug y Horst, 2010a).

Hall (2002) divide los posibles mecanismos de tolerancia en las siguientes formas: (1)
mecanismos externos de tolerancia mediados por hongos micorrizogenos; y (2)
mecanismos internos de tolerancia, los cuales involucran: (a) enlace a la pared celular y
exudados radicales, (b) quelacion de los metales por diversos ligandos en el citosol
(fitoquelatinas, metalotioneinas y aminodcidos), (c) presencia de proteinas de estrés

térmico, y (d) acumulacién en la vacuola (Gonzalez y Zapata, 2008).

Dentro de los mecanismos que evitan la entrada del Al en las plantas se destaca, la
permeabilidad selectiva de la membrana plasmatica frente al flujo de Al, la formacion de
una barrera de pH en la rizosfera o en el apoplasto de la raiz, la produccion de mucilago y
la exudacion de acidos orgdnicos u otros ligandos como los compuestos fenodlicos,
mucopolisacéaridos, sideroforos, fosfatos y pectatos (Barceld y Poschenrieder, 2002;
Carreflo y Chaparro, 2013). Como ejemplo de plantas que aumentan el pH de la solucion
del suelo (Fig. 3) y con ello precipitan el Al estan: Triticum aestivum, Cucurbita pepo,
Hordeum vulgare, Oryza sativa, un hibrido de Zea mays y la mutante de Arabidopsis alr-

104 resistente a Al (mutante del cromosoma 4 que no aumenta la liberacion de acidos
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organicos) (Salas, 1996; Degenhardt et al., 1998; Revisado en: Bojorquez-Quintal et al.,
2017).

Por otra parte, la secrecion de acidos organicos en plantas expuestas a Al** se considera un
mecanismo de vital importancia para desarrollar tolerancia a este metal (Revisado en: Dai
et al., 2014; Xu et al., 2017). La naturaleza de los 4cidos organicos presentes en la
rizosfera, difiere con el tipo de planta expuesta a Al; en Phleum pratense normalmente se
encuentra acido oxalico, formico, acético y lactico, pero no se ha detectado acido malico ni
citrico, muy comunes en la rizosfera de otras plantas como: 7. aestivum, Phaseolus
vulgaris, Z. mays, Lupinus sp. entre otras (Revisado en: Pefaloza et al., 2004). Tanto el
citrato como el malato tienen un papel muy importante en la tolerancia a Al; por tanto, la
activacion de genes que codifican para proteinas implicadas en el transporte de estos
acidos, como los de la familia MATE y ALMT (Fig. 3), son vitales en la exudacion inducida
por este metal y su consiguiente tolerancia, como se da en los genotipos de trigo resistentes
a Al, sorgo y arroz, entre otras (Revisado en: Casierra y Nifio, 2007; Bojorquez-Quintal et
al., 2017). Otro 4cido organico de gran relevancia en la tolerancia a Al es el acido oxalico,
y entre las especies que lo exudan se encuentran Rumex acetosella, Camellia sinensis,
Fagopyrum esculentum y Colocasia esculenta (Revisado en: Barcel6 y Poschenrieder,

2002).

Conjuntamente, la detoxificacion interna del Al sucede cuando éste ya ha penetrado al
simplasto de las células, entonces es quelado por aniones de carboxilatos que son
secuestrados en la vacuola (Fig. 3). La capacidad de detoxificacion difiere en relacion con
el tipo de 4cido organico con el que se esté formando el complejo, debido a las diferencias
en estabilidad de los mismos, siendo los mas comunes citrato, malato y oxalato (Revisado
en: Kochian, 1995). Ademas de los acidos organicos, se ha reportado que el Al también
puede formar complejos en el citoplasma con otro tipo de ligandos como los compuestos
fenolicos, adenosin trifosfato (ATP), acido ribonucleico (RNA) o azucares fosfato
(Revisado en: Singh et al., 2017). Las plantas que poseen este mecanismo se denominan
acumuladoras y almacenan aproximadamente 1000 mg Kg' de aluminio en las hojas.
Existen alrededor de 100 especies con estas caracteristicas dentro de 30 familias botanicas

entre las que se encuentran: Asteraceae, Caesalpinaceae, Euphorbiaceae,
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Melastomataceae, Myrtaceae, Polygonaceae, Rubiaceae y Theaceae (Revisado en: Barceld

y Poschenrieder, 2002).

Fig. 3 Modelos de resistencia al aluminio en las células de las plantas. El aluminio (Al) activa
canales anidnicos en la membrana plasmatica y estimula la secrecion de acidos organicos (OA)
desde las raices. La presencia de OA en la rizosfera previene posiblemente que el Al entre en las
células (mecanismo de exclusion): (1) Liberacién de OA y quelacion de AI** [OA:A**]; (2) Unidn
de AI*" a las pectinas en la pared celular; (3) disminucion del pH de la rizosfera. En contraste si el
Al entra en la célula, se dan los mecanismos internos de tolerancia; (4) El Al*" es quelado en el
citosol por los OA [OA:AI*']; (5) El Al es secuestrado y almacenado en organelos como la vacuola;
(6) Cambia el metabolismo de los acidos organicos por el ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA)
causado por el exceso de Al; (7) Activacion de vias metabdlicas involucradas en la tolerancia a Al,
incluyendo el aumento en la expresion de genes que codifican para transportadores de membrana,
biosintesis de enzimas antioxidantes, y la regulacion del contenido de pectina en la pared celular,
asi como la expresion de pectin-metilesterasa (PME) la cual se encarga de la desmetilacion de
pectina. Al: aluminio, ALMT: aluminum-activated malate transporter, MATE: multidrug and toxic
compound extrusion family, OA: acidos organicos, PME: pectin-metilesterasa, ROS: especies
reactivas de oxigeno, TCA: acidos tricarboxilicos. Modificado de: Nunes-Nesi et al., 2014.
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4.3 Estrés oxidativo y sistema antioxidante asociado a la exposicion a Al

Los metales son una fuente potencial de estrés oxidativo porque inducen la produccion de
especies reactivas de O> (ROS por sus siglas en inglés; Reactive Oxygen Species) (Fig. 4)
que causan inactivacion de enzimas, degradacion de proteinas, oxidacion de carbohidratos,
dafio al DNA, desintegracion de pigmentos y peroxidacion de lipidos (Gonzélez et al.,
2008; Singh et al., 2017). La exposicion a aluminio eleva los niveles celulares de ROS
como el peroxido de hidrogeno (H20.), radical superdxido (O27) y radical hidroxilo (OH)
en diferentes regiones de la raiz (Darké et al., 2004; Daspute et al., 2017). Esta elevada
produccion de ROS, conduce a la lipoperoxidacion de la membrana que tiene como
consecuencia, una notoria modificacion en la permeabilidad de la misma, el incremento del
transporte de iones y también la alteracion de la actividad de un gran nimero de enzimas

asociadas a la membrana plasmatica (Matsumoto, 2000; Casierra, 2001).

Radical lon
superoxido peraxido
-'02 i, EDE i 'DZ- i D:E-
Oxigsno Dioxigano e it Reaceisn
singulets ) de Fenton
‘-} -
HO ;e Halk ,\—T_." «H
Radical Perdxido de Radical
hidroperoxids hidragenao hidroxilo

Fig. 4 Produccion de especies reactivas de oxigeno durante la reduccion del oxigeno molecular
(0»). Tomado de: Peralta-Pérez y Volke-Sepulveda, 2012.

El aluminio no es un metal de transicion, sin embargo, induce la generacion de ROS por la
disfuncion mitocondrial, activaciéon de la NADPH oxidasa, descenso de los niveles de
ascorbato (por la conversion del ascorbato a oxalato), mediante la reaccion de Fenton (por
unidn a otros metales como el cobre) y por lipoperoxidacion como se ha observado en las
raices de Glycine max (Cakmak y Horst, 1991), Pisum sativum tratadas con 10 uM de Al
(Yamamoto ef al., 2001) y plantulas de arroz expuestas a 80 y 160 uM de Al (Sharma y
Dubey, 2007). Esta produccion de ROS puede incrementarse por la acidificacion y el
desbalance del estado redox en el citosol provocado por el aluminio (Revisado en: Daspute

et al., 2017). En células fotosintéticas, los cloroplastos son de los principales organelos en
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los cuales se generan ROS por las alteraciones en el proceso de fotosintesis; mientras que
en células no fotosintéticas como las células de la raiz y en cultivos celulares no
clorofilicos, se ha evidenciado que la cadena transportadora de electrones de la
mitocondria, es el principal sitio donde se generan las ROS (Revisado en: Carrefio y
Chaparro, 2013) como se ha observado en células de Nicotiana tabacum y raices de Pisum

sativum expuestas a 100 uM y 10 uM de Al respectivamente (Yamamoto et al., 2002).

El incremento instantaneo y sostenido de ROS en la raiz, parece ser un factor determinante
en el endurecimiento de la pared celular y en la produccion de lignina, lo que puede inducir
la inhibicion del crecimiento de la raiz por el aluminio (Matsumoto y Motoda, 2012;
Carrefio y Chaparro, 2013). Ademas, en las raices tratadas con este metal, se observa un
incremento del O%*, que es la mayor fuente de ROS, formada principalmente en la
membrana plasmatica por la accion de la NADPH oxidasa (Benavides et al., 2009). Por
esta razon, se planted una asociacion entre el estrés oxidativo, la inhibicion del crecimiento

y los cambios estructurales de la raiz (Matsumoto y Motoda, 2012).

Sin embargo, resultados recientes han concluido que el estrés oxidativo no es la tnica causa
de la inhibicién del crecimiento radicular, ya que la adicion de antioxidantes, evita la
peroxidacion y la produccion de calosa pero no previene la acumulacion de Al ni la

inhibicion de la elongacion de las raices (Revisado en: Kopittke ef al., 2016).

Las ROS ademas de generar estrés oxidativo también pueden actuar como segundos
mensajeros en las vias de sefializacion (Mittler, 2002), éstas pueden ayudar a coordinar
eventos como el desarrollo, la aclimatacion y finalmente la tolerancia a diversos factores de
estrés. Entre todas las ROS, el H>O» es la que tiene mayor relevancia como molécula de
sefializacion, debido a sus caracteristicas, como son: su larga vida media (I ms), mayor
abundancia dentro de la célula (rango pM-mM) y su facil transporte intermembranal
(Cuypers et al., 2016). Se ha encontrado que el H>O; induce la transcripcion de AtALMTI y
AtMATE en Arabidopsis thaliana, los cuales son transportadores de acidos organicos

implicados en la tolerancia al aluminio (Revisado en: Daspute ef al., 2017).

Para controlar la sobreproduccion de ROS y ésta no conduzca a la muerte celular, las
plantas han desarrollado mecanismos antioxidantes que contribuyen a la disminucion del

estrés oxidativo mediante la sintesis de enzimas tales como CAT, SOD, APX,

20



monodehidro-ascorbato reductasa (MDAR), GR, glutatiéon peroxidasa (GPX), peroxidasas
(POD), entre otras (Tabaldi et al., 2009; Revisado en: Peralta-Pérez y Volke-Sepulveda,
2012; Gill y Tuteja, 2010), y otros mecanismos antioxidantes no enzimaticos como los
tocoferoles, el acido ascorbico, el glutation (GSH), taninos, flavonoides, carotenoides y
precursores de lignina (Revisado en: Matsumoto y Motoda, 2012; Peralta-Pérez y Volke-
Sepulveda, 2012) que intervienen en la proteccion y, en consecuencia, en el mantenimiento
del balance oxidante/antioxidante (Gonzalez et al., 2008). Por ejemplo, las SODs actiian
como la primera linea de defensa contra las ROS, dismutando el O>~ a H>O», est4 reaccion
es 10,000 veces mas rapida que la dismutacion espontanea. La sobrerregulacion de esta
enzima tiene un papel fundamental en la sobrevivencia de las plantas expuestas a factores
de estrés biodticos y abiodticos (Revisado en: Gill y Tuteja, 2010). Se ha observado que en
plantas de 4. thaliana tratadas con Cd y en plantas de O. sativa, tratadas con Cd y Al, se
incrementa la actividad de esta enzima (Skorzynska-Polit et al., 2003; Hsu y Kao, 2004;
Meriga et al., 2004). Entre los inhibidores de las SOD’s se encuentran el KCN y el H202
(Gill y Tuteja, 2010).

La CAT, la APX y la GR subsecuentemente contribuyen a la eliminacion del H>O2 (De
Sousa et al., 2016), estas dos ultimas enzimas, entran en un sistema importante de
detoxificacion; el ciclo del ascorbato-glutation. Dicho sistema se encuentra en casi todos
los organelos celulares, juega un papel central en la integracion de la sefializacion redox y
se considera la principal ruta de eliminacion del H>O», asociada a una elevada afinidad de la
APX por esta molécula, este ciclo se compone de una serie de reacciones redox que
incluyen: la oxidacion de glutation (GSH) y del ascorbato (ASC) por H2O> (Revisado en:
Mittler, 2002; Peralta-Pérez y Volke-Sepulveda, 2012) (Fig. 5). De igual forma, la
actividad de APX y GR aumenta durante distintas condiciones de estrés (Revisado en: Gill
y Tuteja, 2010). La actividad de APX aumenta con la exposicion a Cd y Al en plantas de
Triticum aestivum y Avena sativa respectivamente (Khan et al., 2007; Pereira et al., 2013).
Ademas, se ha observado que la exposicion a altas concentraciones de Fe en plantas de A.
thaliana, induce la sobreexpresion del gen (4tAPX1) que codifica para esta enzima en hojas
(Fourcroy et al., 2004). Asimismo, la acumulacion de H»O; durante choque térmico,

aumenta la actividad de APX en plantulas de arroz (Hsu y Kao, 2007). No obstante, se ha
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observado que el tratamiento con Hg reduce la actividad de las isoformas APX-a y APX-b

en plantulas de arroz (Chen ef al., 2012).

La GR tiene una funcion esencial en el sistema de defensa contra las ROS ya que cataliza la
reduccién de GSH (Revisado en: Gill y Tuteja, 2010). Se ha observado un incremento en la
actividad de esta enzima en plantas de 7. aestivum tratadas con Cd (Khan et al., 2007), de
igual forma, se encontré6 mayor tolerancia al tratamiento con Al en plantas transgénicas de
A. thaliana las cuales sobreexpresaban el gen que codifica para esta enzima (AtGRI) (Yin
et al.,2017). Yang et al. (2016) encontraron que el tratamiento con distintas combinaciones

de Zn, Fe y Cu en plantas de trigo aument6 la actividad de GR en raices.

La CAT es indispensable para la eliminacién de ROS en condiciones de estrés y presenta
diversas isoformas dependiendo de la especie, las cuales tienen expresion y regulacion
independiente. (Gill y Tuteja, 2010). En el caso del maiz CAT1 y CAT2 se localizan en
peroxisomas y citosol, mientras CAT3 se encuentra en la mitocondria (Scandalios et al.,
1997). Se ha observado que la exposicion de plantas de 7. aestivum a Cd aumenta la
actividad de CAT (Khan et al., 2007), sin embargo la actividad de esta enzima se inhibe al
exponer raices de Allium cepa a Al (Achary et al., 2008).
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Fig. 5 Mecanismos del sistema antioxidante. El estrés abiotico provoca la produccion del radical
superdxido y este es dismutado por la enzima superdxido dismutasa en perdxido de hidrogeno, este
a su vez es eliminado por enzimas como la catalasa, la glutation peroxidasa y la ascorbato
peroxidasa. Esta ultima requiere de moléculas de ascorbato que son reducidas por Ia
monodehidroascorbato reductasa y la dehidroascorbato reductasa, las cuales necesitan de moléculas
de glutation, que son reducidas finalmente, por la glutatiéon reductasa usando NADPH. Modificado
de: Gill y Tuteja, 2010.

La funcién quimica de los antioxidantes es ceder potencial reductor a los compuestos
oxidantes capaces de dafiar a los componentes celulares. Los productos finales de esta
reaccion de disipacidon energética antioxidante-oxidante son comtinmente el Oz y el HoO,

acompaiiados de liberacion de calor (Benavides ef al., 2009).

Ya se ha documentado que las plantas regulan la actividad del sistema antioxidante durante
la exposicion a aluminio (Revisado en: Singh et al., 2017), y se ha relacionado la
sobreexpresion de genes que codifican para enzimas del sistema antioxidante, asi como el

aumento de la actividad de las mismas en la tolerancia a este metal. Este comportamiento,
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en particular, se ha descrito en plantas de Nicotiana tabacum (tabaco) en las que la
sobreexpresion de un gen que codifica para la dehidroascorbato reductasa, aumenta los
niveles de ascorbato y a su vez la tolerancia a aluminio en esta especie (Yin et al., 2010).
De igual forma, se observd una mayor expresion de los genes relacionados con el
metabolismo del ascorbato en plantas de Triticum aestivum (trigo) tolerantes a aluminio

(Houde y Diallo, 2008).

4.4 Acido abscisico (ABA) y su funcién en el balance REDOX

Las fitohormonas ademads de participar en procesos como el desarrollo y elongacion de las
raices, también ayudan a mediar las respuestas al estrés bidtico y abidtico. En muchos
estudios, se ha demostrado que las fitohormonas (como el etileno y las auxinas) estan
involucradas en la inhibicién del crecimiento radicular inducida por Al, ademas de que
pueden modificar el transcriptoma y activar genes de tolerancia al aluminio (Revisado en:
Kopittke, 2016; Kopittke et al., 2016; Daspute et al., 2017). Una de las fitohormonas que
regula la resistencia al estrés abiotico es el ABA, el cual coordina una serie de funciones
que les permiten a las plantas resistir a los diferentes factores de estrés (Revisado en: Sah et
al., 2016). Esta hormona es un isoprenoide sintetizado a partir de xantofilas (Revisado en:
Liotenberg et al., 1999; Hung y Kao, 2004) el cual, estd involucrado en el cierre
estomatico, en la germinacion, la latencia, la senescencia, entre otros procesos. Ademas,
aumenta sus niveles dentro de las plantas cuando estas estdn sometidas a algin factor de
estrés, induciendo la resistencia en las mismas (Agarwal et al., 2005; Sah et al., 2016;
Kopittke, 2016). Este aumento en los niveles de ABA también ha sido observado en plantas
expuestas a aluminio como en el caso de las raices de Hordeum vulgare tratadas con 20 uM
de Al y de los 4apices de soya expuestos a 30 uM de Al (Revisado en: Kopittke, 2016).
Estos incrementos permiten la union del ABA con su receptor para iniciar la transduccion
de sefiales que conducen a la tolerancia al factor de estrés (Sah et al., 2016).

Asi mismo, se ha encontrado que la aplicacion de ABA exogeno puede activar la liberacion

de acidos orgénicos en algunas especies y ayudar a la recuperacion del crecimiento
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radicular en plantas de soya tratadas con aluminio (Revisado en: Daspute et al., 2017).
Ademés se ha observado que la expresion de genes implicados en la tolerancia a aluminio
como: AtALMTI, ALS3, FeALS3 y STAR I es regulada positivamente por los altos niveles
endogenos de esta hormona (Reyna-Llorens et al., 2015; Roselld et al., 2015; Daspute et
al,, 2017) Asi mismo, se encontr6 que el factor de transcripcion DREB1A y los genes
regulados por DREBIA son regulados por ABA en Arabidopsis thaliana durante la
exposicion a aluminio, estos genes al estar involucrados en las respuestas a estrés abiotico
pueden estar implicados en la tolerancia al metal (Sawaki et al., 2016).

Ademéas de regular la expresion de genes implicados en la secrecion de acidos organicos, el
ABA también regula la expresion de genes que codifican para enzimas antioxidantes como
la Cu/Zn-SOD, Mn-SOD, Fe-SOD, CAT, entre otros (Revisado en: Jiang y Zhang, 2004) lo
que resulta en el aumento de las actividades de SOD, APX, GR, CAT y POD; ademas de
incrementar los niveles de antioxidantes no enzimaticos como ascorbato, glutation
reducido, o-tocoferoles y carotenoides, estos aumentos han sido observados en plantas
como el arroz, el maiz, el tabaco, el trigo, entre otras (Hung y Kao, 2004; Jiang y Zhang,
2004; Agarwal et al., 2005). E1 ABA regula la expresion de estos genes de defensa
antioxidante a través de una cascada de sefalizacion mediada por H>O> como segundo
mensajero, el cual a su vez, es producido por la actividad de la NADPH oxidasa, activada
por altos niveles de calcio, los cuales también pueden ser incrementados por H>O»

formando asi una red de sefalizacion (Fig. 6) (Agarwal ef al., 2005; Yang et al., 2007).

Fig. 6 Red de sefalizacion por ABA para inducir la actividad de las enzimas del sistema
antioxidante. Modificado de: Agarwal et al., 2005.
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El ABA ademas de regular la respuesta al estrés mediante segundos mensajeros como el
H>0,, también regula la expresion de genes mediante la activacion de factores de
transcripcion como AREBs (ABA- responsive element binding proteins) / ABFs (ABRE-
binding factor), ABI5S (ABA insensitive 5), MYB (Myelocytomatosis), NAC (NAM: no
apical meristem; ATAF: Arabidopsis thaliana activation factor; CUC: cup-shaped
cotyledon) y ERF (ethylene response factor) los cuales estan involucrados en la respuesta

de esta hormona al estrés en plantas (Sah et al., 2016).

4.5 Fagopyrum esculentum como planta modelo en el estudio de la tolerancia a
Al3+

Fagopyrum esculentum pertenece a la familia Polygonaceae, es una herbacea anual con un
ciclo de vida corto (2-3 meses), mide aproximadamente 60 cm, es ramificada y glabra.
Tiene hojas pecioladas alternadas que miden de 2.5-7 cm de largo, las hojas superiores son
mas pequefias y sésiles. Tiene inflorescencias terminales y axilares en corimbos densos o
cimas paniculadas. Las flores son de color blanco o rosado, con 6 mm de didmetro y el
fruto es un aquenio, de color marrén o negro-marrén (Fig. 7) (Revisado en: Campbell,

1997; Wang et al., 2017).
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Fig. 7 Fagopyrum esculentum Moench. a) Rama con inflorescencias, b) frutos y c) flores. Tomado
de (Campbell, 1997).

El nombre comln de F. esculentum es trigo sarraceno o alforfon, es originario de Asia y se
ha utilizado como un cultivo de importancia secundaria en muchos paises como Rusia,
China, Ucrania y Kazajistan (Zhao ef al., 2018), sin embargo, es sembrado en casi todas las

regiones donde se cultivan los cereales (Campbell, 1997). Su nombre en inglés
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“buckwheat” proviene de la palabra anglosajona boc (haya) y whoet (trigo) ya que la

semilla se asemeja a una pequena nuez de haya (Ratan y Kothiyal, 2011).

Es utilizada como un cultivo multiproposito, ya que los brotes y las hojas pequefias se
consumen como verdura, las semillas que poseen un alto valor nutritivo, son utilizadas para
hacer harina, se extrae miel con propiedades antioxidantes y de las flores y las hojas se
extrae la rutina (quercetin-3-O-rutinoside) para uso medicinal (Campbell, 1997; Jacquemart
et al.,2012). La rutina es el glucésido flavonoide mas abundante en el alforfon comun, y en
¢l se han encontrado propiedades como antioxidante, antiinflamatorio, antihemorragico y
protector de vasos sanguineos (Baumgertel ef al., 2010; Jacquemart et al., 2012). Ademas
de este flavonoide, F. esculentum, también tiene compuestos fendlicos, terpernoides,
esteroides, D-fagomina y otros flavonoides como la quercetina y el kaempferol, los cuales
tienen propiedades antioxidantes, antimicrobianas, antitumorales o se consideran
antidiabéticos (Zhao et al., 2018). El trigo sarraceno no es un cereal, sin embargo sus
semillas se clasifican entre los granos de cereales debido a la similitud en el uso. El grano
se utiliza generalmente para la ingesta humana y como alimento para los animales y aves de
corral, con la harina obtenida de estas semillas, la cual tiene un alto valor nutricional (ya
que presenta altas concentraciones de proteinas, lipidos, minerales y vitaminas), se
elaboran: galletas, fideos, panes, entre otros productos (Revisado en: Campbell, 1997;

Jacquemart et al., 2012).

Esta planta tiene la capacidad de crecer en suelos pobres en nutrimentos y con altas
concentraciones de Cu, Zn y Pb, acumulando éste ltimo en raices, tallo y hojas (Campbell,
1997; Tani y Barrington, 2005; Tamura et al., 2005). Asi mismo, F. esculentum es una de
las plantas que ha desarrollado estrategias para tolerar altas concentraciones de aluminio, se
ha documentado en esta planta la exudacion de &cido oxdlico de las puntas de sus raices
para excluir al metal, ademés de su acumulacion en las células de las hojas en un complejo
no toxico Al-oxalato (1:3) (Ma et al., 1997; Yokosho et al., 2014; Wang et al., 2015).

El Al entra en la raiz en su forma iénica como Al*". Una vez que cruza la membrana

plasmatica, el AI**

es quelado con oxalato para formar un complejo Al-oxalato en relacion
1:3 de aluminio y 4&cido oxalico. Cuando el aluminio se traslada desde las raices a los

brotes, se produce en el xilema una reaccion de intercambio de ligando para formar Al-
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citrato (1:1) (Ma et al., 2001; Yokosho et al., 2014; Chen et al., 2017). Una vez
transportado del xilema a las células de las hojas, se produce otro intercambio de ligandos
para formar el complejo Al-oxalato, que luego se almacena en la vacuola, donde permanece
inmoévil (Ma et al., 2001; Yokosho et al., 2014) (Fig. 8). Se ha descrito que la
concentracion de Al en las hojas cotiledonares es de aproximadamente 12.2 mg/g"! y de
hasta 15, 000 mg Kg™! en las hojas maduras de esta especie cultivada en suelo acido (Wang

etal.,2015; Chen et al., 2017).

Fig. 8 Captacion y distribucion del Al en la planta acumuladora de aluminio: Fagopyrum
esculentum. Abreviaturas: Cit, citrato; Ox, oxalato; OA, acido organico; PM, membrana plasmatica;
Lig, ligando. Modificado de: Grevenstuk y Romano, 2013.
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4.6 Antecedentes

Se han realizado diversos estudios en F. esculentum sobre el mecanismo interno de
desintoxicacién por Al, los cuales se centran en la captacion del Al por las raices, su
transporte y almacenamiento en las hojas (Ma et al., 1998; Ma y Hiradate, 2000; Shen y
Ma, 2001; Shen et al., 2002; Shen et al., 2004; Shen et al., 2006; Klug et al., 2011). Asi
mismo, se realizaron investigaciones para conocer el mecanismo de exudacion de acidos
organicos y su importancia en la tolerancia al aluminio en esta especie (Zheng et al., 2005;

Yang et al., 2006).

Recientemente, Yokosho et al. (2016) caracterizaron el gen FelREGI, el cual estd
involucrado en la desintoxicacion interna del aluminio, ya que participa en la vacuolizacion

del aluminio en las puntas de las raices del trigo sarraceno.

De igual forma, se identificaron dos transportadores tipo ABC; FeALSI1.1 y FeALS1.2
involucrados en la desintoxicacion interna del aluminio en raiz y hoja, respectivamente (Lei
et al., 2017a) y dos genes MATE involucrados en la secrecion de citrato de las raices
(FeMATEI) y en el transporte de citrato en raices y hojas por la exposicion a aluminio

(FeMATE?) (Lei et al., 2017b).

Ademas se realizaron andlisis transcriptomicos entre los que se encuentran: un analisis del
transcriptoma del 4pice de la raiz expuesto a 20 uM de Al, donde se identificaron 30 genes
de transportadores y 27 de factores de transcripcion (Xu et al., 2017); un andlisis del
transcriptoma de las hojas de Fagopyrum expuesta a 20 uM de Al, en el cual se encontraron
78 genes sobreexpresados de transportadores que incluyen a homologos de AtIMATE, ALS1,
STARI y ALS3 (Chen et al., 2017); y un andlisis del transcriptoma de raices y hojas
utilizando la secuenciacion del RNA (RNA-seq), en la que se observé la sobreexpresion de

genes como: FeSTARI, FeALS3, FeALS1, FeMATE] y FeMATE? (Y okosho et al., 2014).

Finalmente, Franzaring et al. (2018) realizaron un estudio para probar la capacidad de F.
esculentum como fitoestabilizadora en los suelos contaminados por los residuos de la
mineria, encontrando que esta especie puede ser cultivada en este tipo de suelos ya que solo
el litio y el arsénico se encontraron disponibles en la parte aérea en bajas concentraciones y

de igual forma, los niveles de metales dentro de la semilla fueron muy bajos.
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Como antecedentes inmediatos, en el laboratorio se realizd un analisis de crecimiento
durante todo el ciclo de vida de F. esculentum, en este estudio no se encontraron diferencias
en el crecimiento y fotosintesis de plantas control y las expuestas a 25, 50 y 100 uM de Al
(Martinez-Rendon, 2013). Asimismo, se realizé la caracterizacion de un transportador tipo
ABC y se determind su expresion a nivel transcripcional con los niveles de ABA, esto
conjuntamente con la cuantificacion de la exudacion de acidos orgéanicos en la etapa de

plantula (Reyna-Llorens et al., 2015).

Finalmente, se realiz6 un estudio para conocer a través de analisis de microarreglos los
genes involucrados en la tolerancia a este metal, en €ste se encontr6 que el tratamiento con
Al indujo la sobreexpresion de genes que codifican para transportadores de metales como:
ZIP10 (ZINC TRANSPORTER 10 PRECURSOR), ATMRPI (MULTIDRUG RESISTANCE-
ASSOCIATED PROTEIN 1), YSLI (YELLOW STIPE LIKE 1) yMATE (MULTI-
ANTIMICROBIAL EXTRUSION PROTEIN); genes de respuesta antioxidante
como TH2 (THIOREDOXIN F2); genes implicados en la ligacion de metales en el
citoplasma PCS! (PHYTOCHELATIN SYNTASE 1); y genes que codifican para proteinas
implicadas en la sintesis o percepcion de la hormonas como ERF2 (ETHYLENE
RESPONSE FACTOR-2), ASAl (ANTHRANILATE SYNTHASE 1)y ZEP (ZEAXANTHIN
EPOXIDASE) (Gonzalez-Trillo, 2018).

En Fagopyrum esculentum, la mayoria de las investigaciones se han enfocado a estudiar
ampliamente los mecanismos externos e internos de tolerancia al aluminio en la etapa
adulta. Por los antecedentes generados en nuestro grupo de trabajo, se ha observado que en
la etapa de plantula se presentan sintomas de sensibilidad al metal (i.e. inhibicion del
crecimiento radicular, Reyna-Llorens ef al., 2015), sin embargo no se han investigado los
potenciales mecanismos de tolerancia durante esta etapa que le permiten a la planta,
continuar con su crecimiento, ain y cuando el metal ya ha penetrado en las raices. Uno de
los mecanismos que puede ser esencial para la tolerancia al aluminio en esta etapa de
plantula es el sistema antioxidante, el cual puede estar regulado por el incremento de los

niveles de ABA.
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Con base en los antecedentes mencionados, en este trabajo se propone la siguiente

hipotesis:

V. Hipotesis

Si Fagopyrum esculentum es una planta tolerante al aluminio, al ser expuesta a este metal
en la primer etapa de su desarrollo, los niveles de ABA aumentardn en sus raices lo que
inducira la actividad del sistema antioxidante, para asi contrarrestar el estrés oxidativo y

recuperar su tasa de crecimiento radicular.

VI. Objetivos

Objetivo general

Evaluar la respuesta antioxidante en las raices de F. esculentum al estrés por aluminio, y
determinar si esta misma estd mediada por niveles de ABA durante la primer etapa de su

desarrollo.

Objetivos particulares

1) Evaluar la tasa de crecimiento radicular de las plantulas de F. esculentum en estrés

por Al durante las primeras 48 h.

2) Evaluar la penetracion y acumulacion de Al en las puntas de las raices durante las

primeras 48 h.
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3)

4)

5)

6)

7)

8)

Evaluar la capacidad antioxidante a través de la determinacion de la actividad de las
enzimas CAT, SOD, APX y GR en las puntas de las raices durante las primeras 48

h de exposicion a Al.

Determinar la localizacion y acumulacion de ROS en las puntas de las raices en

estrés por Al durante las primeras 48 h.

Evaluar el dafio celular producido por el aluminio dentro de las puntas de las raices

(= 1 cm) durante las primeras 48 h.

Cuantificar los niveles endégenos de ABA en las puntas de las raices en estrés por

Al durante las primeras 48 h.

Confirmar la induccion de la actividad enzimatica del sistema antioxidante mediante

la aplicacion de ABA exo6geno a las plantulas durante las primeras 48 h.

Determinar la localizacion y acumulacion de ROS en las puntas de las raices

expuestas a ABA exogeno durante las primeras 48 h.
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VII. Metodologia

Las semillas de F. esculentum cv. Mancan se compraron en Wildlife Management

Solutions, Inc. Alberta, Canada.

Bioensayos con plantulas de F. esculentum expuestas a Al

Las semillas se germinaron en agar al 1 % en cajas Petri por 48 h en la oscuridad en una
estufa (Binder) a 27 °C, posterior a este periodo, las plantulas se aclimataron en una
solucion de CaCly (Sigma) 0.5 mM pH 4.5 durante 1 h, después de este tiempo se colocaron
en hidroponia en una solucion de CaCl; 0.5 mM pH 4.5 para el control y CaCl; 0.5 mM
mas 50 uM de AICIl; (Sigma) pH 4.5 para el tratamiento, ambos permanecieron con
aireacion continua en una camara de ambiente controlado (CONVIRON PGR15, Canadd)
con un fotoperiodo de 12/12 h, 25/20 °C (dia/noche), intensidad luminosa de 200-250 pmol
m sy una concentracion de CO, atmosférico de aproximadamente 390 ppm durante las

primeras 48 h de tratamiento (3, 6, 12, 24 y 48 h).

7.1 Evaluacion de la tasa de crecimiento radicular relativo

Para determinar si el Al afecta el crecimiento de las raices se realizd un andlisis de
crecimiento radicular relativo, y para ello, se midi6 la longitud total (en mm) de las raices
de F. esculentum a las 0, 3, 6, 12, 24 y 48 h de tratamiento en las condiciones antes
mencionadas, posteriormente a partir de los datos obtenidos, se calculo la tasa de
crecimiento radicular relativo (RRG) con respecto al control (sin AICl3) mediante la

siguiente formula:
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RRG (%) = AEtm / AEct * 100
En donde:

AEtn = Etm — Etun-1 y AEcwm = Ecwm —Ecu-1 (siendo Ec y Et el incremento en la elongacion
radicular para el control y el tratamiento respectivamente y tm un tiempo determinado)

(Chandran et al., 2008).

7.2 Evaluacion de la penetracion y acumulacion de aluminio

Para evaluar la penetracion y acumulacion de aluminio en las puntas de las raices de F.
esculentum, se utiliz6 la técnica con hematoxilina modificada (Choudhury y Sharma, 2014).
Después de los diferentes tiempos de exposicion a Al y bajo las condiciones antes
mencionadas, las plantulas de cada tratamiento se lavaron con agua destilada por 15 min,
posteriormente, se tifieron con una solucién de hematoxilina (MCB) 0.1 % p/v disuelta en
KIO3 0.01 % p/v durante 15 min y finalmente fueron lavadas en agua destilada por 15 min

nuevamente.

Siguiendo la metodologia de tincidn se cortaron 15 puntas de las raices (= 1 cm) por cada
tratamiento y se colocaron en 500 pL de HC1 1 N durante 1 h para destefiirlas, transcurrido
este tiempo se procedidé a medir la absorbancia de cada muestra a una longitud de onda de
490 nm en un espectrofotometro UV-Visible (Varian Cary 50), y como blanco se utilizé
HCI 1 N. La penetracion de aluminio se determind por el incremento de la absorbancia,

calculado como: absorbancia de los tratamientos/ absorbancia del control.

7.3 Actividad de las enzimas del sistema antioxidante durante el estrés por Al

Para evaluar el sistema antioxidante en las puntas de las raices de F. esculentum se midi6 la
actividad de algunas de las enzimas del sistema antioxidante como CAT, SOD, APX y GR.

Se realizaron 3 réplicas biologicas para medir la actividad de cada enzima.
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Después de cada tiempo de tratamiento bajo las condiciones mencionadas, se cortaron 30
puntas de las raices (= 1 cm) de las plantulas de todos los tratamientos, se congelaron y se
molieron con nitrégeno liquido para posteriormente almacenarse en microtubos en un
ultracongelador (REVCO) a -70 °C, para posteriormente medir la actividad de cada una de

las enzimas.

Extraccion y cuantificacion de proteina citoplasmica

Para llevar a cabo la extraccion de proteina se utilizO un amortiguador de
Tris(hidroximetil)aminometano (Sigma) 50 mM para medir CAT y un amortiguador de
fosfatos 50 mM pH 7.0 para medir GR y APX que contenia 0.5 mM de EDTA, 1 % (w/v)
polivinilpirrolidona (PVP) y 0.5 % (v/v) Tritdn. Se afiadieron 800 uL de este amortiguador
al tejido molido previamente con nitrogeno liquido, y se molié con un homogeneizador de
tejido (Tissue Master 125 homogenizer Omni International) por 30 s, posteriormente se
centrifugd a 1000 x g durante 5 min a 4 °C. Se recupero el sobrenadante y se pasd por un
filtro de centrifuga Amicon Ultra-0.5 con un limite de peso molecular nominal (NMWL) de
10,000, Millipore, para concentracion y purificacion de las muestras, ya en estas columnas,
se centrifugd a 16 000 x g durante 10 min a 4 °C, finalmente el extracto obtenido se diluyo

en 300 pL de amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.0.

La concentracion de proteina se cuantificd por el método de Bradford a 595 nm (Bradford,

1976) en un espectrofotometro UV-Visible (Varian Cary 50).

6.3.1 Medicion de la actividad de CAT (EC. 1.11.1.6)

Para medir la reaccion de esta enzima se afiadié el volumen necesario de extracto proteico
para obtener 30 pg de proteina (=30 uL), 200 uL. de H2O> 200 mM y amortiguador de
fosfatos 100 mM pH 7.0 hasta completar 1 mL (=770 pL). El ultimo reactivo que se agrego

fue el H2O», esta reaccidon se prepard en fresco, en una celdilla de cuarzo a temperatura
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ambiente. La lectura de reaccion se tomo cada 30 s hasta completar 3 min (Verma y Dubey,

2003).

La actividad de CAT se determin6 mediante la degradacion del H,O; a 25 °C, medida por
la disminucién de la absorbancia a 240 nm y utilizando el coeficiente de extincion molar

del H20; &= 39.4 mM™ cm™ (Aebi, 1984; Casthilos et al., 2011).

La actividad se calculdo mediante la siguiente féormula (Hernandez-Pérez, 2014):

Actividad= m (abs/min) * Vol. Reaccion (mL) * 60 / ¢ (L/mmol*cm) * 1 cm * proteina
(mg)
En donde:

m= pendiente

g=39.4 mM! cm™ (Coeficiente de extincion molar del H>05)

6.3.2 Medicion de la actividad de SOD (EC. 1.15.1.1)

Para medir la reaccion se afiadio el volumen necesario de extracto proteico para obtener 30
ug de proteina (=30 pL), 200 pL de EDTA 0.5 mM, 50 pL de epinefrina 0.01 M y
amortiguador de carbonatos 50 mM pH 10.2 hasta completar 1 mL (=720 pL). El Gltimo
reactivo que se agregd fue la epinefrina, esta reaccion se prepard en fresco, en una celdilla
de cuarzo a temperatura ambiente. La lectura de reaccion se tomo cada 30 s hasta completar

13 min (Misra y Fridovich, 1972).

La autoxidacion de la epinefrina se determin6 a 480 nm, considerando solo lecturas después

de la fase lag (6-8 min) y con el coeficiente de extincion de 4.02 mM ! cm ™.
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La actividad se calculd mediante la siguiente féormula (Hernandez-Pérez, 2014):

Actividad= [m (abs/min) * Vol. Reaccién (mL) /& (L/mmol*cm) * 1 cm * proteina (mg)]

* 60
En dénde:
m= pendiente

£=4.02 mM™! cm™ (Coeficiente de extincién molar de la epinefrina)

7.3.2.1 Cuantificacion del radical superoxido

Para cuantificar los niveles del radical superdxido, se calculd la pendiente inicial de la
curva de oxidacion de la epinefrina utilizando los valores desde la primera lectura hasta el
valor mas alto de la curva, con este dato, la concentracién de proteina y el coeficiente de
extincion de la epinefrina, se determina la concentraciéon de O~ mediante la siguiente

formula:

C =m/ proteina (mg) * ¢
En donde:
m = pendiente inicial

¢ = coeficiente de extincion molar de la epinefrina

6.3.3 Medicion de la actividad de APX (EC. 1.11.1.11)

Para medir la reaccion de esta enzima se afiadié el volumen necesario de extracto proteico
para obtener 15 pg de proteina (=15 pL), 10 pL de H202 10 mM, 50 pL de acido ascorbico
10 mM y amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.0 hasta completar 1 mL (=925 pL). El

ultimo componente que se agregd fue el extracto proteico, esta reaccidon se prepard en
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fresco, en una celdilla de cuarzo a temperatura ambiente. La lectura de reaccion se tomo a

290 nm cada 20 s hasta completar 1 min (Nakano y Asada, 1981).
La actividad se calculdo mediante la siguiente féormula (Hernandez-Pérez, 2014):

Actividad= m (abs/min) * Vol. Reaccion (mL) * 60 / ¢ (L/mmol*cm) * 1 cm * proteina
(mg)
En donde:

m= pendiente

g=2.8 mM! cm™ (Coeficiente de extincion molar del acido ascorbico)

6.3.4 Medicion de la actividad de GR (EC. 1. 6. 4. 2)

Para medir la reaccion se anadio el volumen necesario de extracto proteico para obtener 30
png de proteina (=30 pL), 20 uL de Na;EDTA 100 mM, 50 pL de GSSG (Glutation
disulfuro) 10 mM, 15 pL de NADPH 10 mM y amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.0
hasta completar 1 mL (=885 puL). El altimo componente que se agreg6 fue el NADPH, esta
reaccion fue preparada en fresco, en una cubeta de cuarzo a temperatura ambiente. La
lectura de reaccion se tomd a 340 nm cada 20 s hasta completar 3 min (Schaedle y

Bassham, 1977).
La actividad se calculdo mediante la siguiente férmula (Hernandez-Pérez, 2014):

Actividad= m (abs/min) * Vol. Reaccion (mL) * 60 / ¢ (L/mmol*cm) * 1 cm * proteina
(mg)
En donde:

m= pendiente

g= 6.2 mM! cm™ (Coeficiente de extincion molar del NADPH)
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7.4 Localizacion de las especies reactivas de oxigeno (ROS)

Para observar la localizacion y produccion de ROS en las puntas de las raices de F.

esculentum, se realizd una tincion con diacetato de 2°, 7° diclorofluoresceina (H2DCFDA).

Después de los diferentes tiempos de exposicion bajo las condiciones antes mencionadas,
las plantulas de cada tratamiento se lavaron con agua destilada, y posteriormente se tifieron
con una solucion de HoDCFDA 25 puM (Sigma) disuelto en dimetilsulfoxido (DMSO)
(Sigma) durante 20 min, después de este tiempo se lavaron en agua destilada y se colocaron
en un amortiguador TRIS-HCI 10 mM pH 7.2 durante 20 min (Behl et al., 1994),
finalmente se cortaron las puntas de las raices (= 1 cm) y se observaron en un microscopio
Confocal Olympus FV1000, excitando un 30% con el laser de 488 nm y con un pico de
emision en 525 nm. Realizado en la Unidad de Microscopia de la Unidad de Servicios de

Apoyo a la investigacion y a la Industria (USAII) de la Facultad de Quimica, UNAM.

7.5 Evaluacion de la viabilidad celular en las puntas de las raices

Con el fin de evaluar la viabilidad celular en las puntas de las raices (= 1 cm) de F.
esculentum se realizd una tincion vital con Diacetato de fluoresceina (FDA) y Yoduro de

propidio (IP) (Jones y Senft, 1985).

Después de los diferentes tiempos de exposicion bajo las condiciones antes mencionadas,
las plantulas de cada tratamiento se lavaron con amortiguador DPBS (el cual contiene NaCl
140 mM, Na,HPO4 6 mM y KH>PO4 4 mM), y posteriormente, se tifieron en una solucion
de FDA (Sigma) (0.2 mg/ 10 mL de PBS) durante 3 min, después de esta tincion, se
lavaron con amortiguador DPBS y posteriormente se tifieron con una solucion de IP (Img/
50 mL PBS) por 10 min, finalmente se lavaron nuevamente con amortiguador DPBS y se
cortaron las puntas de las raices (= 1 cm) para ser observadas en un estereomicroscopio
Nikon SMZ 1000 adaptado a una cédmara Nikon Digital Sight DS-5M utilizando una
longitud de excitacion de 450 nm y un filtro de emisién de 510 nm para la visualizacion de

la fluoresceina.
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7.6 Cuantificacion de los niveles endogenos de ABA

Para realizar la cuantificaciéon de los niveles endogenos de ABA, después de obtener el
tejido bajo las condiciones antes mencionadas, se realizd6 una extracciéon con metanol
absoluto en relacion 1:100 (mL de metanol : mg de tejido), los microtubos con las muestras
se envolvieron en papel aluminio y se mantuvieron en agitacion continia durante 24 h a 4
°C, posterior a la incubacion, las muestras se centrifugaron a 1700 x g durante 10 min a 4
°C, después del tiempo de centrifugacion se recuperd el sobrenadante en un microtubo
nuevo y se mantuvo en hielo hasta su utilizaciéon unos minutos después. Para llevar a cabo
la cuantificacion se utilizo el estudio comercial de deteccion de ABA por inmunoensayo
Phytodetek® Adgia, siguiendo el protocolo del mismo para determinar por
espectrofotometria el porcentaje de union al anticuerpo del ABA presente en cada muestra.
Las lecturas se realizaron a una longitud de onda de 405 nm, en un espectrofotometro para

microplacas ELISA (BioTek ELx808, Estados Unidos).

7.7 Actividad de las enzimas del sistema antioxidante y produccion de ROS con
la aplicacion de ABA exodgeno

Bioensayos con ABA exogeno

Las semillas se germinaron en agar al 1 % en cajas Petri por 48 h en la oscuridad en una
estufa (Binder) a 27 °C, posterior a este periodo, se colocaron en hidroponia en una
solucion de CaCl; (Sigma) 0.5 mM pH 4.5 para el control y CaClz 0.5 mM mas 10 uM de
ABA (Sigma) disuelto en etanol absoluto pH 4.5 para el tratamiento (Reyna-Llorens et al.,
2015), ambos permanecieron con aireacion continua en una camara de ambiente controlado
(CONVIRON PGRI15, Canadd) con un fotoperiodo de 12/12 h, 25/20 °C (dia/noche),
intensidad luminosa de 200-250 umol m? s™' y una concentracién de CO» atmosférico de

aproximadamente 390 ppm durante todos los tiempos de tratamiento (3, 6, 12, 24 y 48 h).

Posterior al tratamiento, se evalu6 la actividad de las enzimas antioxidantes que presentaron
aumentos significativos expuestas a 50 uM de AICI3, por lo que solamente se midio la

actividad de CAT, APX y GR mediante los métodos espectrofotométricos antes
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mencionados (Aebi, 1984; Nakano y Asada, 1981; Schaedle y Bassham, 1977

respectivamente), para ello se utilizaron 30 plantulas por muestra.

De igual forma, posterior al tratamiento, se realizd la tincion fluorescente con H.DCFDA
mediante el método anteriormente descrito (Behl ef al., 1994) para observar la localizacion
y produccion de ROS en las puntas de las raices por la exposicion a ABA exogeno. Se

utilizaron 12 plantulas por tratamiento.

7.8 Analisis estadistico de los resultados

Los resultados se analizaron mediante una prueba ¢ para muestras independientes para los
datos normales y mediante una prueba U de Mann-Whitney para los datos no normales (p <
0.05, p < 0.01), en el caso de los resultados de la acumulacion de Al en las raices se
compararon mediante un analisis de varianza ANOVA de un sélo factor y la comparacion
de medias se realizd mediante la prueba de Tukey HSD (p < 0.01). las pruebas de normalidad

se realizaron mediante la prueba de Shapiro-Wilk con el software SPSS.
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VIII. Resultados

8.1 Crecimiento radicular de F. esculentum expuesta a Al

Debido a que el primer sintoma de toxicidad por Al es la inhibicion del crecimiento
radicular se realizé un analisis del crecimiento de las raices de F. esculentum (Fig. 9 ), con
¢éste se pudo observar que desde las 3 h de exposicion la longitud de las raices de las
plantulas tratadas con Al fue menor que la del control, y es hasta las 6 h de tratamiento que
las raices con Al tienen una inhibicién significativa (55%), comportamiento que se
mantuvo desde este tiempo de estudio (6, 12, 24 y 48 h ). Sin embargo, a partir de las 24 h
se registrd una recuperacion en el crecimiento radicular de las plantulas expuestas a Al, el
cual se mantuvo hasta las 48 h. En los resultados de la tasa de crecimiento radicular relativo
(RRG) (Fig. 10) se observo un comportamiento similar, desde las 3 h de tratamiento se tuvo
una reduccion del 68 % en la tasa de crecimiento de las raices expuestas a aluminio con
respecto al control y a las 12 h se presentd nuevamente una reduccion del RRG del 64 %,
sin embargo desde las 24 h de tratamiento se observd una recuperacion en la tasa de
crecimiento de las raices que llega hasta el 50 % a las 48 h de exposicion al metal.

Estos datos sugieren que durante las primeras horas de exposicion a aluminio se inhibi6 el
crecimiento de las raices de F. esculentum, sin embargo, desde las 24 h se comenzé a

restablecer la tasa del crecimiento de las mismas.
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Fig. 9 Crecimiento radicular de las plantulas de F. esculentum durante 48 h de exposiciéon a 50
uM de AICl;. Los datos muestran el promedio de 3 experimentos independientes de n=30. Las
barras representan la desviacion estandar. Las diferencias significativas se encontraron mediante
una prueba ¢ para muestras independientes * (p < 0.01) ** (p < 0.001) entre el control y el
tratamiento por cada tiempo de estudio.

Fig. 10 Tasa de crecimiento radicular relativo (RRG) de las plantulas de F. esculentum durante
48 h de exposicion a 50 pM de AICl;. Los resultados son el promedio de 3 experimentos
independientes de n=90. Las barras representan el error estandar.
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8.2 Penetracion y acumulacion de Al en las raices

Para evaluar la entrada y acumulacion del aluminio en las puntas de las raices se utilizé un
método espectrofotométrico empleando la tincion con hematoxilina (Fig. 11), la cual, da
una coloracion azul-violeta cuando forma un complejo con el Al, lo que puede utilizarse
como una medida de la toma del metal por las raices (Yan et al., 2012). El resultado se
expresa como: absorbancia de los tratamientos / absorbancia del control, esta relacion
muestra el incremento de absorbancia dado por la concentracion de hematoxilina disuelta.
En este experimento se pudo observar, que desde las 3 h de tratamiento con AICl3 ocurrid
una penetracion y acumulacion de Al en las puntas de las raices (Fig. 12). La acumulacion
aument6 significativamente a las 12 h y 48 h de tratamiento, teniendo niveles similares
estos dos tiempos. Los resultados indican que la absorbancia no aumenté conforme
transcurrid el tiempo de tratamiento, lo que sugiere que la penetracion de aluminio no

aument6 durante los ltimos tres tiempos de estudio (Fig. 12).

Fig. 11 Tincion con hematoxilina de las raices de las plantulas de F. esculentum expuestas a 50
uM de AICl; durante 48h.
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Fig. 12 Penetracion y acumulacion de Al en las puntas de las raices (=1 cm) durante 48 h de
exposicion a 50 pM de AICIs. Los resultados muestran el promedio de dos experimentos
independientes de n= 30. Las barras representan la desviacion estandar. * Representan las
diferencias significativas que se encontraron mediante la prueba de Tukey HSD (p < 0.01).
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8.3 Cuantificacion de la actividad de las enzimas del sistema antioxidante
(CAT, SOD, APX, GR)

Debido a que el sistema antioxidante es uno de los principales mecanismos de tolerancia al
Al, se midi6 la actividad de algunas enzimas antioxidantes como: SOD, la cual no
incremento su actividad en las puntas de las raices expuestas a aluminio en ninguno de los

tiempos analizados (Fig. 13a).

Asi mismo, la actividad enzimatica de CAT en las puntas de las raices de las plantulas
tratadas con 50 uM de AICl; aumentd un 45 % de manera significativa desde las 3 h de
tratamiento con respecto a la actividad de las raices control (Fig. 13b). Esta mayor actividad
de la enzima se presentd durante todos los tiempos de exposicion al aluminio, siendo el
mayor a las 12 h de tratamiento (86 %), mientras que a las 6 y 48 h de tratamiento el
aumento de la actividad no fue significativo, aunque si hubo una tendencia a aumentar

ligeramente.

Aunque la actividad de la enzima GR (Fig. 13c) si aument6 desde las 3 h de exposicion en
las raices tratadas con aluminio, y desde las 6 h hasta las 48 h, se aprecian diferencias
significativas entre las actividades de las raices del tratamiento en comparacion con las del
control, a las 12 h y 48 h de exposicidon se observaron los mayores incrementos en la

actividad de un 57 % y 42 % respectivamente.

Finalmente, la actividad de APX (Fig. 13 d) incrementé de manera significativa en las
puntas de las raices durante las 3 y 6 h de exposicion al aluminio (de 51 % y 25 %
respectivamente con respecto al control), a las 12 y 24 h de tratamiento la actividad de las

raices expuestas al metal es mayor a la del control pero no presentd diferencias estadisticas.

Estos resultados muestran que la produccion del radical superoxido no aumenta por el
tratamiento con aluminio o que éste es protonado rapidamente, ademds demuestran que hay
una mayor produccion de H>O; en las puntas de las raices tratadas con aluminio ya que se

observan aumentos en la actividad de las enzimas CAT y APX.
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Fig. 13 Actividad enzimatica de: a) superdxido dismutasa (SOD); b) catalasa (CAT); c)
glutationreductasa (GR) y d) ascorbato peroxidasa (APX) en las puntas de las raices (= 1 cm) de F.
esculentum durante 48h de exposicion a 50 uM de AICl;. Los datos muestran el promedio de 3
experimentos independientes (n=12). Las barras representan el error estandar. Las diferencias
significativas se encontraron mediante una prueba ¢ para muestras independientes para los datos
normales y mediante una prueba U de Mann Whitney para los no normales * (p < 0.05), ** (p<
0.01). entre el control y el tratamiento por cada tiempo de estudio.
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8.4 Niveles del radical superoxido en las puntas de las raices expuestas a Al

El radical superéxido es usualmente una de las primeras ROS que se generan y su
produccion puede desencadenar la formacion de mas ROS como el (OH) y el H202, los
cuales pueden causar la peroxidacion de lipidos de las membranas y dano celular (Gill y
Tuteja, 2010). Por ello se midieron los niveles de esta especie reactiva de oxigeno en las
puntas de las raices tratadas con aluminio, sin embargo no se encontrd incremento durante
todos los tiempos analizados, inicamente se observd una disminucion significativa a las 48

h de tratamiento con aluminio con respecto al control (Fig. 14).

Fig. 14 Niveles de superoxido en las puntas de las raices (= 1 cm) de F. esculentum durante 48 h de
tratamiento con 50 puM de AICL. Los resultados son el promedio de tres experimentos

independientes (n=10). Las diferencias significativas se encontraron mediante una prueba ¢ para
muestras independientes para los datos normales y mediante una prueba U de Mann Whitney para
los no normales * (p < 0.05). Analisis entre el control y el tratamiento por cada tiempo de estudio.
Las barras representan la desviacion estandar.
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8.5 Localizacion de ROS

Con el fin de detectar la formacion de ROS, se realizé una tincién con HoDCFDA. Esta
sonda fluorescente, detecta diversos peroxidos y otras ROS intracelulares, el colorante 2°,
7'-diacetato de diclorofluoresceina (DCFDA) penetra libremente dentro de las células y una
vez dentro se hidroliza a 2', 7'-diclorofluorescein (DCF) por la accion de esterasas, este
compuesto es capaz de interactuar con las ROS que lo oxidan convirtiéndolo a su forma
fluorescente el 2 ', 7'-diclorofluoresceina, que puede ser detectado facilmente usando un
microscopio de fluorescencia (Behl et al., 1994; Rastogi et al., 2010). Con esta tincion se
observd un aumento en la produccion de ROS en las puntas de las raices tratadas con
aluminio desde las 6 h y hasta las 48 h de exposicion al metal (Fig. 15). A las 6 y 24 h de
tratamiento, se encontrd la mayor produccion de ROS en las puntas, siendo 3 y 2 veces
mayor, respectivamente, con respecto al control (Fig. 16). Los datos de la producciéon de

ROS se obtuvieron utilizando el programa FluoView FV 1000.

Fig. 15 Localizacion de ROS en las puntas de las raices (= 1 cm) de F. esculentum durante 48 h de
tratamiento con 50 pM de AICI, observada con la tincion fluorescente con H,DCFDA. Las

imagenes son representativas de dos experimentos independientes (n=12).
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Fig. 16 Acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en las puntas de las raices (= 1 cm)
de F. esculentum durante 48 h de tratamiento con 50 uM de AICL,. Los resultados son el promedio

de dos experimentos independientes de n=6. Las barras representan la desviacion estandar. **
Indican las diferencias significativas que se encontraron mediante una prueba ¢ para muestras
independientes (p < 0.01) entre el control y el tratamiento por cada tiempo de estudio. Los datos se
obtuvieron mediante el programa FluoView FV 1000.
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8.6 Evaluacion de la viabilidad celular en las puntas de las raices

La tincion vital es utilizada para la determinacion de la viabilidad celular, ya que el FDA
puede penetrar en las células vivas, donde se libera la fluoresceina y produce una tincion
verde fluorescente. El PI solo puede penetrar a las células cuando las membranas estan
dafiadas, al entrar el PI reacciona con éacidos nucleicos y produce una coloracioén rojiza

(Jones y Senft, 1985).

Con este experimento se observd que a pesar de que existe una mayor produccion de ROS
en las puntas de las raices tratadas con aluminio, no se observa muerte celular en las
mismas (Fig. 17), ya que es muy escasa la coloracion rojiza, que sélo se aprecia levemente

en las puntas de las raices expuestas por 24 y 48 h al metal (Fig. 18).

Fig. 17 Tincién vital con yoduro de propidio y FDA en las puntas de las raices de F. esculentum
durante 48 h de tratamiento con 50 pM de AICl; observadas mediante microscopio estereoscopico
Nikon SMZ 1000 (1X). Las imagenes son representativas de dos experimentos independientes
(n=12).
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Fig. 18 Tincioén vital con yoduro de propidio y FDA en las puntas de las raices de F. esculentum a
las 24 h (izq.) y 48 h (der.) de tratamiento con 50 uM de AICl; observadas mediante microscopio
estereoscopico Nikon SMZ 1000 (1X). Las flechas marcan las zonas con mayor dafio.

8.7 Niveles endogenos de ABA

El ABA es una de las fitohormonas mas importantes y estd involucrada en el crecimiento,
desarrollo y adaptacion de las plantas a condiciones de estrés (Danquah et al., 2014).
Ademas, se ha encontrado que niveles elevados de esta hormona pueden inducir la
respuesta antioxidante (Agarwal ef al., 2005), por esta razdn, en este trabajo se midieron los
niveles endogenos de ABA en las puntas de las raices (= 1 cm) de F. esculentum tratadas
con 50 uM de AICls. Los resultados revelaron un aumento en los niveles de esta hormona
en las puntas de las raices expuestas a este metal desde las 3 h de tratamiento, tiempo en el
cual la concentracion de ABA es 4 veces mayor (10.19 pmol/ 100 mg) que la encontrada en
las puntas de las raices de las plantulas control (2.33 pmol/ 100 mg). Ademas, se
encontraron aumentos significativos (p < 0.05) en las puntas de las raices tratadas a las 3,

12, 24 y 48 h de exposicion a Al (Fig. 19).
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Fig. 19 Cuantificacion de los niveles de ABA en las puntas de las raices de F. esculentum durante
48 h de tratamiento con 50 uM de AICl,. Los resultados corresponden al experimento

representativo de 4 bioensayos independientes (n=3). Las barras representan el error estandar. Las
diferencias significativas (*) se encontraron mediante una prueba U de Mann Whitney (p < 0.05)
entre el control y el tratamiento por cada tiempo de estudio.
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8.8 Confirmacion de la induccion del sistema antioxidante por la aplicacion de
ABA exogeno

El ABA también es uno de los reguladores mas importantes de las respuestas de las plantas
al estrés abiotico, esta hormona puede inducir la produccion de niveles bajos de ROS que
actuan como segundos mensajeros en la ruta de sefalizacion para activar la respuesta del

sistema antioxidante y eliminar el exceso de ROS (Jiang y Zhang, 2004; Zhu et al., 2016).

Para estudiar este mecanismo en nuestro modelo, determinamos si el ABA (10 pM) inducia
la actividad de enzimas antioxidantes (Fig. 21). En este experimento se observd que al
aplicar ABA exo6geno aumento la actividad de CAT en las puntas de las raices a las 3, 24 y
48 h de tratamiento, aumentando un 100 % y 127 % su actividad a las 24 y 48 h el valor del
control (Fig. 20 a). Asi mismo, se evalu¢ la actividad de APX en la que s6lo se encontraron
aumentos significativos a las 24 h de tratamiento con ABA, siendo s6lo un 20 % mayor al

control (Fig. 20 b).

Finalmente, se observaron aumentos en la actividad de GR durante todos los tiempos de
tratamiento con 10 uM de ABA, presentando un aumento en la actividad del 100 % desde
las 6 h de tratamiento y que fue incrementando hasta un 336 % con respecto al valor del

control a las 48 h de exposicion (Fig. 20 c).
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Fig. 20 Actividad enzimatica de: a) catalasa (CAT); b) ascorbato peroxidasa (APX); c) glutation
reductasa (GR) en las puntas de las raices (= 1 cm) de F. esculentum durante 48 h de exposicion a
10 uM de ABA. Los datos son el promedio de 3 experimentos independientes (n=12). Las barras
representan el error estandar. Las diferencias significativas se encontraron mediante una prueba ¢
para muestras independientes para los datos normales y mediante una prueba U de Mann Whitney
para los no normales * (p < 0.05), ** (p< 0.01) entre el control y el tratamiento por cada tiempo de
estudio.
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Fig. 21 Grafico comparativo de la actividad del sistema antioxidante en las puntas de las raices
tratadas con Al: a) CAT; ¢) GR; e) APX y en las puntas de las raices expuestas a ABA: b) CAT; d)
GR; f) APX.
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8.9 Localizacion de ROS en las puntas de las raices tratadas con ABA

Se ha comprobado que el ABA puede estimular la produccion de H,O», que actiia como
segundo mensajero e induce la sintesis o activa diversos factores de transcripcion asociados
a la respuesta antioxidante (Agarwal et al., 2005).

En este trabajo, al igual que para el tratamiento con Al, se utiliz6 la tincion con H-DCFDA
con el fin de detectar la produccion de ROS en las puntas de las raices expuestas a ABA
exogeno (Fig. 22). Mediante esta tincion se observo, que existe un aumento significativo
con respecto al control en la produccion de ROS en las puntas de las raices a las 12 y 24 h

de tratamiento con ABA (64 % y 153 %, respectivamente) (Fig. 23).

Fig. 22 Localizacion de la acumulacion de ROS en las puntas de las raices (= 1 cm) de F.
esculentum durante 48 h de tratamiento con 10 uM de ABA observada con la tincion fluorescente
con HDCFDA. Las imagenes son representativas de dos experimentos independientes (n=12).
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Fig. 23 Acumulacion de especies reactivas de oxigeno en las puntas de las raices (= 1 cm) de F.
esculentum durante 48 h de tratamiento con 10 uM de ABA. Los resultados son el promedio de dos
experimentos independientes de n=6. Las barras representan el error estandar. Las diferencias
significativas se encontraron mediante una prueba ¢ para muestras independientes * p < 0.05, ** p<
0.01 entre el control y el tratamiento por cada tiempo de estudio. Los datos se obtuvieron mediante
el programa FluoView FV 1000.
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IX. Discusion

9.1 La inhibicion del crecimiento radicular es el primer sintoma de la toxicidad
por aluminio

El Al es el principal limitante para el crecimiento de los cultivos en los suelos acidos, ya
que concentraciones micromolares de este elemento pueden inhibir el crecimiento de las
raices, lo que provoca una reduccion en la toma de agua y nutrientes (Yang et al., 2013). En
especies sensibles a este metal como Vigna radiata y Gossypium hirsutum la presencia de =
5 uM de AI** en la solucién del suelo reduce hasta un 50 % el desarrollo radicular

(Kopittke et al., 2016).

Los resultados del analisis de crecimiento radicular de F. esculentum expuesta a 50 uM de
AICIl; revelaron que existe una reduccion en el crecimiento de las raices desde las 6 h de
tratamiento, esto se debe a que el tiempo en el que se da la inhibiciéon de la elongacion
radicular depende de la concentracion de aluminio a la que este expuesta la planta, y se
puede llegar a observar una disminucion del crecimiento desde los 10 min de exposicion a
50 uM de Al como en el caso del trigo (cv Scout) (Revisado en: Kopittke et al., 2016). Esta
rapida inhibicion se debe a que el aluminio interfiere con diversos procesos en las células
de las raices, provocando inhibicion de la division celular, dafio a la membrana plasmatica,
alteraciones en el funcionamiento de las mitocondrias, rigidificacion de la pared celular e

inhibicion de sus proteinas (expansinas) (Kopittke ez al., 2015; Kopittke et al., 2016).

La inhibicién del crecimiento radicular por el aluminio, es el rasgo mas evidente e
identificable, por lo que se utiliza para medir el nivel de susceptibilidad o tolerancia en las
plantas (Revisado en: Singh et al., 2017), en el experimento del crecimiento radicular se
pudo observar una reduccion de = 70 % en la tasa de crecimiento radicular relativo a las 3 h
de tratamiento, lo que indicaria una respuesta primaria de sensibilidad al metal, sin
embargo a partir de las 24 h el crecimiento comienza a restablecerse y alcanza un RRG del
50 % a las 48 h, comportamiento que se asemeja al observado en las variedades tropicales
de maiz C 525 M y Sikuani originarias de Brasil y Colombia, respectivamente en las que en

13"

un tiempo corto de exposicion a 50 uM de Al°" presentaron inhibicion de las raices, sin
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embargo a las 24 h de tratamiento las tasas de elongacion comienzan a restablecerse,
presentando valores similares a los del control, esto sucede Unicamente en los genotipos
resistentes al aluminio y puede deberse a que se requiere cierta concentracion de este metal
para que se activen los mecanismos de resistencia (Revisado en: Barceld y Poschenrieder,

2002).

Algunas especies necesitan de cierto tiempo para inducir sus mecanismos de tolerancia
(Revisado en: Barcel6 y Poschenrieder, 2002) lo que se ha descrito como una respuesta de
tipo patrén II, en ésta Gltima, se requieren de algunas horas para su activacion, ya que se
necesita de la transcripcion de diversos genes que codifican para proteinas implicadas en el
metabolismo y transporte de acidos orgénicos, a diferencia de la respuesta de tipo patron I:
en la que el aluminio activa inmediatamente los canales anidnicos para liberar los acidos
organicos (Revisado en: Singh et al., 2017), a Fagopyrum esculentum var. Jiangxi se le ha
incluido entre las especies que presentan este ultimo tipo de patron (Yang et al., 2006), sin
embargo la variedad utilizada en este estudio (var. Mancan), presenta caracteristicas que
pueden incluirla dentro de las especies que presentan repuesta de tipo patron II, ya que se
ha observado que exuda éacido oxalico desde las 12 h de tratamiento y ésta misma, va

incrementando conforme transcurre el tiempo de exposicion (Reyna-Llorens et al., 2015).

El porcentaje de RRG obtenido durante el ultimo tiempo de estudio (48 h) fue de 50 %,
valor que se asemeja a lo observado en plantas sensibles como es el caso de la variedad
sensible de maiz S-1587-17, en la que se obtuvo un porcentaje de inhibicion del
crecimiento radical de = 50 % a las 48 h de exposicion a 36 uM de AICl; (Jorge et al.,
2001), sin embargo, en experimentos en los cuales se ha evaluado el crecimiento radicular
en plantulas de F. esculentum hasta las 96 h de tratamiento con 50 uM de Al, el RRG
aumenta hasta 84 % lo que comprueba la recuperacion del crecimiento de las raices
(Salazar-Chavarria, 2015), ademas de este estudio Martinez-Rendén (2013) realizé un
analisis de crecimiento de esta especie expuesta a 25, 50 y 100 uM de Al durante todo su
ciclo de vida, y no hubo diferencias significativas en el crecimiento de las raices tratadas
con el metal y las plantas control, lo que demuestra la capacidad de esta especie para tolerar

altas concentraciones de Al.
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9.2 Penetracion y acumulaciéon de aluminio en las raices de F. esculentum

La tincidon con hematoxilina es utilizada para la visualizacion del aluminio en la superficie
de las raices y para localizar al metal dentro de los tejidos (Ownby, 1993). Este colorante
tiene la propiedad de tornarse azul-violeta cuando la hemateina (hematoxilina oxidada)

1*%, el cual es facilmente retenido en la raiz (Alvim et al.,

forma un complejo con el ion A
2012; Alvarez et al., 2013). Mediante esta tincion se pudo observar que desde las 3 h'y
hasta las 12 h de tratamiento, las raices de F. esculentum estan completamente tefiidas,
comportamiento que se observa en las plantas cuyos mecanismos de resistencia han sido
rebasados por las altas concentraciones del metal en la solucion del suelo (Trejo-Téllez y
Gomez-Merino, 2007). Sin embargo, después de las 24 h de tratamiento, se comienza a
observar en la punta de la raiz un area sin tefiir que corresponde a la zona subapical (zona
de elongacion), esto puede deberse a la exudacion de acidos orgédnicos como el acido
oxalico que es secretado por las raices y forma un complejo no téxico Al-oxalato en la
rizosfera; éste se ha descrito como uno de los mecanismos de esta especie para tolerar altas
concentraciones de Al (Revisado en: Ma et al., 1998; Klug y Horst, 2010a; Lei et al.,
2017), Ademas, Reyna-Llores et al. (2015), demostraron que existe una secrecion de acido
oxalico desde las 12 h de exposicion a 50 pM de Al y que va aumentando conforme

transcurre el tiempo de tratamiento.

La zona en la que no se presenta la caracteristica coloracion azul-violeta a las 24 y 48 h de
exposicion corresponde a la zona subapical (6-20 mm), en donde ya se ha descrito existe
una mayor exudacion de oxalato (Klug y Horst, 2010b). No obstante, el apice de la raiz
permanece tefiido durante todos los tiempos de tratamiento, la mayor tincidén en esta zona,
se debe a que este es el mayor sitio de adsorcion y acumulacion de aluminio (Trejo-Téllez y
Gomez-Merino, 2007). Este patrébn se presenta tanto en especies exclusoras como
acumuladoras de aluminio y se ha observado en especies como Zea mays, Vicia faba, Pinus

taeda y Triticum aestivum (Klug y Horst, 2010b).

Mediante esta tincion, se obtuvieron valores semicuantitativos de la acumulacion de
aluminio en las puntas de las raices (= 1 cm), estos resultados comprueban que existe una

elevada penetracion del metal desde las 3 h y que aumenta hasta las 12 h de tratamiento, sin
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embargo después de este tiempo la entrada del metal permanece constante, lo que coincide
con la exudacién de acido oxalico informada por Reyna-Llorens et al. (2015) a partir de

este mismo tiempo de tratamiento.

Asi mismo, estos resultados se asemejan a lo descrito por Chandran et al. (2008) los cuales
observaron, que en la variedad tolerante (T32) de Medicago truncatula la penetracion del
metal no aumentaba conforme transcurria el tiempo de exposicion, a diferencia de la
variedad sensible (S70) en la cual la acumulacion del metal si increment6 durante las 72 h

de tratamiento con aluminio.

Estos resultados, confirman la existencia de un mecanismo de exclusion en F. esculentum

que detiene la entrada del metal desde las 12 h de tratamiento.

9.3 El aluminio dentro de las células puede inducir estrés oxidativo

El aluminio aumenta la produccion de ROS, debido a que este metal se une a fosfolipidos y
proteinas de la membrana plasmatica, lo cual altera la permeabilidad, fluidez y potencial
electroquimico de la misma. Ademas el aluminio, interactiia con los canales cationicos que
indirectamente inhiben la actividad de la H" -ATPasa (De Sousa ef al., 2016). Se ha
propuesto que el estrés oxidativo es uno de los factores que provocan la inhibicién del
crecimiento radicular en presencia de este metal, ya que en las raices dafiadas por Al se
observa una acumulacion de Oz7, H2O; y lignina, y por el contrario estos compuestos
reducen su concentracion en el proceso de recuperacion de las raices (Matsumoto y

Motoda, 2012).

Como se observd una reduccion del crecimiento radicular y penetracion del metal desde las
3 h de tratamiento, se evalto la produccion de ROS en las puntas de las raices mediante la
tincion con DCFDA, que se oxida principalmente por H>O; y genera DCF fluorescente
(Trinet et al., 2002). Mediante esta tincidon se observo que desde las 6 h de exposicion a Al
se aument6 la produccion de ROS, esto se debe a que este metal induce una produccion de
ROS en mitocondrias y peroxisomas (Revisado en: Singh et al., 2017), por alteraciones en

la membrana plasmatica, actividad de la NADPH oxidasa, lipoperoxidacion y mediante la
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reaccion de Fenton activada por aluminio acoplado a otros metales como el cobre

(Revisado en: Daspute et al., 2017).

Se ha informado que el O>~ es usualmente la primera ROS que se genera durante el estrés, y
que esta puede promover la formacién de otras especies mas reactivas como el ‘OH que
inducen facilmente la lipoperoxidacion (Revisado en: Gill y Tuteja, 2010), en este trabajo
se midieron los niveles de esta especie reactiva de oxigeno en las puntas de las raices
tratadas con aluminio, sin embargo no se encontraron aumentos significativos en las puntas
expuestas al metal en ninguno de los tiempos analizados, esto puede deberse a la corta vida
media del Oz~ (2-4 ps) (Gill y Tuteja, 2010) y a la facil protonacion de este radical para la
formacion del radical hidroperoxilo HOz, el cual es muy reactivo y oxida directamente a
los 4cidos grasos poliinsaturados, ademas de que la velocidad de esta reacciéon aumenta
mientras mas acido es el medio (Gill y Tuteja, 2010; Exley, 2004; Hansberg, 2002).
Ademas de esta protonacidon espontanea, la menor concentracion de O>” podria deberse
también a la dismutacion catalizada por la SOD que tiene como producto al H>O»

(Revisado en: Gill y Tuteja, 2010).

9.4 Aunque hay acumulacion de ROS no hay dafio a nivel celular

A través de diversas reacciones, el O~ conduce a la formacion de H.O>, OH" y otras ROS
(02, HOz, hidroperoxidos ROOH, peréxidos ROO"), que son altamente reactivas, toxicas y
que pueden causar dafio a proteinas, lipidos, carbohidratos y ADN, lo que finalmente
resulta en la muerte celular (Revisado en: Gill y Tuteja, 2010). Debido a la sobreproduccion
de ROS encontrada en las puntas de las raices tratadas con aluminio y a la toxicidad de
estas especies, se realizd la tincion vital (con FDA e IP), la cual es utilizada para evaluar la
viabilidad celular, mediante esta técnica se pudo observar que en las puntas de las raices
expuestas a aluminio no hay dafio en las membranas ni muerte celular, unicamente se
aprecia una tenue tincion rojiza en el apice de las raices a las 48 h de exposicion, este hecho
puede deberse a que el tratamiento con aluminio en F. esculentum produce una mayor
concentracion de H>O> (corroborado por las altas actividades enziméaticas de CAT y APX

(Fig. 13) y ésta especie reactiva de oxigeno no reacciona facilmente con lipidos (Peralta-
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Pérez y Volke-Sepulveda, 2012), por lo que no se produjo un dafio a las membranas

plasmaticas (Fig. 17).

Asi mismo, ya se ha descrito que la exposicion a aluminio promueve la produccion de
H>0., como en el caso de los genotipos sensibles (Shang 70-119) y tolerantes (Gebeina) de
cebada en los cuales, el tratamiento con 100 uM de AICI3 aumentd la produccion de
peroxido en las raices de ambos genotipos y se incrementd hasta un 200 % en el genotipo

sensible (Ali et al., 2011).

9.5 El sistema antioxidante como mecanismo para la tolerancia al aluminio

Las plantas han desarrollado un sistema de defensa para protegerse de las ROS en los
diferentes organelos dentro de las células, este sistema se compone de antioxidantes
enzimaticos y no enzimaticos (Sharma y Dubey, 2007; Gill y Tuteja, 2010). Entre los
antioxidantes enzimaticos estd la SOD que dismuta al O, para formar moléculas de H>02,
es una de las principales enzimas antioxidantes y se encuentra en casi todos los
compartimentos celulares (Matsumoto y Motoda, 2012; Gill y Tuteja, 2010; Sharma y
Dubey, 2007; Mittler, 2002). Debido a su importancia dentro del sistema antioxidante se
midi6 la actividad de esta enzima, en las puntas de las raices tratadas con aluminio, sin
embargo, en ninguno de los tiempos analizados se encontraron aumentos significativos en
la actividad de SOD, estos resultados se comparan con los obtenidos por Sharma y Dubey
(2007) en los cuales no se observaron aumentos significativos en la actividad de SOD en
las raices de plantulas de Oryza sativa expuestas a 80 pM de Al, sin embargo, cuando se
incremento la concentracion a 160 uM de Al en la solucidn, se encontraron aumentos en la
actividad de esta enzima durante todos los tiempos de tratamiento. Este comportamiento se
observa también en F. esculentum, ya que igualmente se encontrd un incremento en la
actividad enzimatica de SOD en las puntas de las raices al aumentar la concentracion de Al
hasta 100 uM en la solucion durante 72 h de tratamiento (Salazar-Chavarria y Cruz-Ortega,

2015).

Asi mismo, los altos niveles de H2O2 en las puntas de las raices, también podrian haber

mantenido sin cambios la actividad de SOD, ya que se ha encontrado que la Cu/Zn-SOD
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localizada en el citosol es sensible a elevadas concentraciones de H2O2 (Gill y Tuteja,

2010).

Otra de las principales enzimas que sirven para controlar la sobreproduccion de ROS, es la
CAT, esta enzima cataliza la descomposicion del H>O2 en H2O y Oz y es indispensable para
la remociéon de ROS en condiciones de estrés (Willekens et al., 1997; Gill y Tuteja, 2010)
por esta razon se midi6 su actividad en las puntas de las raices tratadas con aluminio. En los
resultados se observaron aumentos de la actividad de esta enzima desde las 3 h y hasta las
24 h de tratamiento con este metal; esto se debe a que la catalasa tiene la funcion de
eliminar la sobreproduccion de H202, ya que tiene una alta Vmax (velocidad maxima) y
puede descomponer = 6 millones de moléculas de H>O> en H2O y Oz por minuto
(Willekens et al., 1997; Gill y Tuteja, 2010). Asi mismo, se ha observado que en especies y
variedades tolerantes a aluminio se aumenta la actividad de esta enzima, como en el caso
del genotipo tolerante a aluminio de Avena sativa (UFRGS 17) en el que se observaron

aumentos en la actividad de esta enzima en las raices expuestas a 370 uM de Al (Pereira et

al., 2013).

Se ha encontrado una mayor actividad de CAT en las hojas y raices del genotipo tolerante a
aluminio (Brigitta), en comparacion con el genotipo sensible (Bluegold) de Vaccinium

corymbosum tratado con 100 pM de AICl; (Inostroza-Blancheteau ef al., 2011).

Ademas de estas enzimas, una de las principales vias de remocion de ROS es el ciclo del
ascorbato-glutation, el cual se localiza en cloroplastos, citosol, mitocondrias, apoplasto y
peroxisomas, debido a que se encuentra en casi todos los compartimentos celulares y que la
APX tiene una alta afinidad por el H»O», se sugiere que este ciclo juega un papel
fundamental en el control de las ROS (Mittler, 2002), es por esto que se evalu6 la actividad
de APX en las puntas de las raices tratadas con aluminio, con este experimento se pudo
observar que durante las primeras 3 y 6 h de exposicion al metal se presentan aumentos en
la actividad de esta enzima, lo que confirma la mayor produccion de H>O» por el aluminio
desde las 3 h de tratamiento. Ya se ha descrito que en diversas condiciones de estrés como
son: el estrés por metales, sequia o salinidad, se aumenta la expresion de APX en plantas, lo
cual les confiere tolerancia a los respectivos factores de estrés (Revisado en: Gill y Tuteja,

2010). Tabaldi et al. (2009) demostraron que el clon tolerante de Solanum tuberosum
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subsp. tuberosum aumento la actividad de APX hasta 184 % en raices de plantulas tratadas
con 200 mg L! de AICIs. De igual forma, se observo una mayor actividad de esta enzima
en las raices de plantulas de cebada del genotipo tolerante a aluminio (Gebeina), que en las
raices del genotipo sensible (Shang 70-119) expuestas a 100 uM de Al durante todos los
tiempos de tratamiento (20 y 40 d) (Ali et al., 2011).

Otro componente esencial, es el glutation, el cual es una pequeiia molécula que se considera
un eficiente antioxidante no enzimatico, ademas de ser esencial en diversas funciones
bioquimicas en todos los organismos debido a la reactividad de su grupo tiol y por
encontrarse en todos los compartimentos celulares (Hong-Bo ef al., 2008; Hasanuzzaman et
al., 2017). La enzima que se encarga de mantener un nivel 6ptimo de GSH reducido es la
GR, por lo que ésta enzima tiene un papel fundamental en la proteccion contra las ROS

(Gill y Tuteja, 2010; Hasanuzzaman et al., 2017).

De igual forma, se evalu6 la actividad de esta enzima en las raices de F. esculentum,
encontrando también aumentos en la actividad de GR en las puntas de las raices tratadas
con aluminio desde las 6 h y hasta las 48 h de exposicion al metal (Fig. 13). Estos
resultados se comparan con lo obtenido por Castilhos et al. (2011), quienes observaron
aumentos en la actividad de GR en las puntas de las raices del genotipo de avena tolerante a
aluminio (UFRGS 17) expuestas a 740 uM de Al. Esto se debe a que tanto GR como su
producto de reaccion (GSH) son fundamentales para determinar la tolerancia de una planta
bajo diversas condiciones de estrés (Gill y Tuteja, 2010), ya que éstos forman parte del
ciclo ascorbato-glutation que protege de las ROS en casi todos los compartimentos
celulares (Mittler, 2002). Ademas, el GSH controla los niveles de H>O. y actlia como
antioxidante reduciendo directamente a los radicales de oxigeno generados por el estrés
(Hong-Bo et al., 2008), de igual forma, el GSH puede proteger a la célula mediante la
conjugacion del metal por la glutation-S-transferasa (GST) y por su accidon como precursor
de fitoquelatinas (Hasanuzzaman et al., 2017), éstas tltimas tienen un papel fundamental en

la tolerancia a metales ya que son quelantes de iones metalicos (Zagorchev et al., 2013).
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9.6 Los niveles endogenos de ABA contribuyen a la regulacion del sistema
antioxidante

El ABA tiene un papel importante en la induccidn de tolerancia a diversas condiciones de
estrés, uno de los mecanismos de accion de esta hormona esta relacionado con el estrés
oxidativo (Jiang y Zhang, 2004; Agarwal et al., 2005; Arasimowicz-Jelonek et al., 2014).
Se ha documentado que el ABA aumenta la actividad de SOD, CAT, APX, GR y POD
(Jiang y Zhang, 2004; Hung y Kao, 2004; Agarwal et al., 2005).

Para evaluar esta relacion en F. esculentum, se cuantificaron los niveles de ABA enddgenos
en las puntas de las raices tratadas con aluminio. Los niveles de esta hormona aumentan
desde las 3 h de exposicion al metal, estos incrementos se mantienen hasta las 48 h de
tratamiento. Este aumento también se observd en las variedades de arroz Nipponbare
(tolerante a Al) y Modan (sensible a Al), en las que se observo una mayor concentracion de
esta hormona en las raices expuestas a 500 uM de AICl3, sin embargo los niveles mas altos
de ABA se encontraron en las raices de la variedad tolerante a aluminio a las 24 y 48 h de
tratamiento (Roselld et al., 2015). Lo que sugiere que esta hormona induce tolerancia a este
metal, como se ha reportado para el estrés por sequia, salinidad y baja temperatura

(Agarwal et al., 2005).

El ABA induce tolerancia a distintos tipos de estrés promoviendo la expresion de genes
involucrados en la resistencia (Jiang y Zhang, 2004), asi como una mayor actividad de las
enzimas del sistema antioxidante y el aumento de moléculas antioxidantes como el

ascorbato, el GSH, los a-tocoferoles y carotenoides (Agarwal et al., 2005).

En las puntas de las raices de F. esculentum también se observd esta relacion, ya que
aumento la actividad de APX, CAT y GR con exposicion a 10 uM de ABA, en esta tltima
se observaron aumentos hasta de 400% a las 48 h de tratamiento, esto también se ha
observado en hojas de Vigna unguiculata en las cuales el tratamiento con ABA exogeno
aumenta la expresion de los genes que codifican para la enzima GR (cGR y dtGR) y de
igual forma, aumenta su actividad a las 24 h de tratamiento (Contour-Ansel et al., 2006). El
mayor incremento de la actividad de esta enzima, puede deberse al gran numero de

funciones metabolicas en las que esta involucrado el GSH como por ejemplo: la proteccion
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de las membranas por mantener al o-tocoferol y a la zeaxantina reducidas, evitar la
desnaturalizacion de proteinas bajo condiciones de estrés mediante la proteccion de sus
grupos tiol, por ser sustrato de la GPX y de la GST ademas de ser precursor de

fitoquelatinas y ayudar a la quelacion de metales toxicos (Hasanuzzaman et al., 2017).

De igual forma también se ha descrito el aumento de la actividad de la CAT y la APX en
plantulas de trigo expuestas a 0.5 y 1 mM de ABA (Agarwal et al., 2005), en las hojas de
plantulas de Ulmus minor tratadas con 50 y 100 uM de ABA (Dias et al., 2014), asi como
en plantulas de maiz expuestas a 0.3 mM de esta hormona (Gong et al., 1998), lo que
comprueba el papel del ABA como inductor del sistema antioxidante, lo que contribuye al

incremento de la tolerancia en las plantas ante diversos factores de estrés.

Este aumento de actividad del sistema antioxidante en respuesta a ABA, puede deberse a
que esta hormona induce la expresion de algunos factores de transcripcion como los de las
familias NAC (Zhu et al., 2016) y FtbHLH3 (Yao ef al., 2017), los cuales a su vez
aumentan la actividad de enzimas del sistema antioxidante como: SOD, CAT, APX y POD

(Zhu et al., 2016; Yao et al., 2017).

Asi mismo, uno de los segundos mensajeros que también estd involucrado en el aumento de
la actividad del sistema antioxidante por ABA es el H2O», el cual aumenta en presencia de
esta hormona y se ha descrito como inductor de la expresion de genes que codifican para
enzimas antioxidantes como Cat!/ (Jiang y Zhang, 2004). En este trabajo se evalud la
produccion de ROS en las puntas de las raices de F. esculentum expuestas a ABA, con este
experimento se comprobd que a las 12 y 24 h de tratamiento hay un aumento en la
produccion de ROS, estos resultados se asemejan a lo aseverado por Agarwal et al. (2005),
quienes encontraron aumentos en los niveles de H2O: en plantulas de trigo expuestas a 0.5
y 1 mM de ABA. De igual forma, Hung y Kao (2004) observaron una mayor produccion de
H>0: en las hojas de arroz tratadas con 45 uM de ABA.

El H>0; citosolico desencadena los eventos de transduccion de senales (como el aumento
de Ca*" citosdlico) y finalmente induce la expresion génica (Jiang y Zhang, 2004; Yang et

al., 2007), lo cual también media la respuesta de tolerancia al estrés en plantas.
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Ademés de mediar la respuesta antioxidante, los altos niveles de ROS también estan
involucrados en la produccion de raices laterales (Silva-Navas ef al., 2015), mecanismo que
puede contribuir a la tolerancia al aluminio como se ha descrito en otras especies como el
arroz (Alvarez et al., 2013), y que también se ha observado en F. esculentum expuesta hasta

100 uM de Al durante la etapa de plantula (Reyna-Llorens ef al., 2015).

Asi mismo, las ROS también pueden inducir la sintesis de otras hormonas vegetales; se ha
informado que el H>O» puede promover la acumulacion de otras hormonas de respuesta al
estrés como el acido salicilico (SA) y el etileno (Revisado en: Shao et al., 2008), y este
ultimo esta implicado en algunos mecanismos de tolerancia al aluminio como la regulacion

de la exudacion de malato (Revisado en: Kopittke, 2016).

Finalmente, el siguiente diagrama (Fig. 24) describe el mecanismo de tolerancia propuesto
en las raices de plantulas de 3 dias de edad de F. esculentum expuestas a aluminio. Desde
las 3 h de tratamiento se observd penetracion del metal a las raices lo que provoca una
mayor producciéon de ROS, lo cual entre otros dafios (como la inhibicion de la division
celular, dafio a la membrana plasmatica, rigidificacion de la pared celular, entre otros)
causa la inhibicion del crecimiento radicular a las 6 h de exposicion. A partir, de las 3 h de
tratamiento se encontraron aumentos en los niveles enddégenos de ABA, lo que contribuye a
la produccion de ROS, las cuales pueden ser usadas como segundos mensajeros para
desencadenar el aumento en la actividad del sistema antioxidante, lo cual a su vez,

contribuye a la recuperacion del crecimiento radicular desde las 24 h de tratamiento.
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Fig. 24 Diagrama propuesto del mecanismo de tolerancia en las raices de F. esculentum
durante las primeras 48 h de tratamiento con Al.
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X. Conclusiones

+ El aluminio causa inhibicion de la elongacion radicular en F. esculentum durante las
primeras 12 h de tratamiento, sin embargo los resultados del RRG demuestran que

desde las 24 h la tasa de crecimiento de las raices comienza a restablecerse.

+ El aluminio penetra desde las 3 h de exposicion y aumenta su acumulacion en las
puntas de las raices hasta las 12 h de tratamiento, pero, después de este tiempo la

penetracion del metal se detiene.

+ Durante las primeras 12 h de exposicion al aluminio, la planta presenta sintomas de
sensibilidad al metal, lo que sugiere que algunos de los mecanismos de tolerancia

aun no estén activados.

+ El incremento en los niveles de ROS en las puntas de las raices, confirma la

induccion de estrés oxidativo por el tratamiento con Al.

+ La actividad de la catalasa, ascorbato peroxidasa y glutation reductasa aumentan
desde las 3 h de exposicion al aluminio, confirmando la induccion del sistema
antioxidante como uno de los mecanismos iniciales para tolerar concentraciones

toxicas del metal.

+ FEl aumento de la actividad enzimatica del sistema antioxidante, entre otros
mecanismos de tolerancia, evitan que haya muerte celular pese a que el metal

penetra a las raices desde las 3 h de tratamiento.
+ El aumento en los niveles endogenos de ABA inducidos por el tratamiento con Al

puede contribuir en la induccion de algunos de los mecanismos de tolerancia en esta

etapa del desarrollo.
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+ El acido abscisico podria ser uno de los reguladores de la actividad de CAT, APX y
GR en las puntas de las raices de F. esculentum, lo que contribuye a la tolerancia de

esta especie durante la primera etapa de su desarrollo.

El Al penetra en las raices desde las 3 h de tratamiento, lo que induce la inhibicion del
crecimiento radicular durante las primeras 12 h de exposicion. En este tiempo, la planta ain
no ha activado todos sus mecanismos de tolerancia al metal. Después de las 12 h de
tratamiento, ya no hay penetracion del metal y la tasa de crecimiento se restablece, lo que
podria deberse a la exudacion de oxalato y a la alta actividad del sistema antioxidante, entre
otros mecanismos. Estos mecanismos de tolerancia podrian estar mediados por el aumento

de los niveles de ABA observados desde las 3 h de tratamiento.
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XI. Perspectivas

*

Debido a la importancia de los antioxidantes no enzimaticos para la eliminacion de
ROS, es necesario medir los niveles de los mismos (GSH, ASC, entre otros) en las

raices al exponerlas a Al.

Ademas de la cuantificacion de los niveles de antioxidantes no enzimaticos, también
es imprescindible medir la actividad de otras enzimas antioxidantes que podrian ser
fundamentales en el control de ROS producido por Al, tales como MDHAR, GPX,

entre otras.
Debido a la importancia de la NADPH oxidasa en la produccion de ROS, las cuales
pueden ser usadas como segundos mensajeros, es necesario medir la actividad de

esta enzima en las raices tratadas con Al.

Asimismo, es necesario medir los niveles intracelulares de Ca®", ya que éste

también es un segundo mensajero en la via de sefializacion por ABA.

Finalmente, seria imprescindible evaluar el papel de otras hormonas como los

brasinosteroides en la regulacion del sistema antioxidante.
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