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. Resumen

La toxicidad por aluminio (Al) en suelos acidos provoca una severa inhibicion y
deformacion radicular, produciendo alteraciones en los procesos fisioldégicos en la
mayoria de las plantas. Existen especies tolerantes al Al, tal es el caso de Fagopyrum
esculentum (Polygonaceae), una planta tolerante y acumuladora, en la que aun no se
han dilucidado los efectos téxicos y los mecanismos de tolerancia en la etapa inicial de
su desarrollo. El objetivo del presente estudio fue evaluar los efectos en la fisiologia de
las raices de Fagopyrum esculentum expuestas a diferentes concentraciones de AlP*
durante la primera etapa de su desarrollo, y se evalué el umbral de tolerancia de la
especie. Para ello, se realizaron bioensayos con plantulas de F. esculentum expuestas
a APR* en hidroponia, evaluando la tasa de crecimiento radicular (RRG) con 0, 25, 50,
100, 250 6 500 uM de Al**a las 0, 24 y 48 h de tratamiento respectivamente, con la
finalidad de comparar el efecto de concentraciones crecientes con la concentracién que
se conoce induce los mecanismos de tolerancia, se evalué el RRG a 50 uM de Al** a las
0, 3, 6, 12, 24 y 48 h de tratamiento. Asi mismo, se evalud la absorcién y acumulacion
de AIP* en los apices radiculares por medio de una tincién con hematoxilina. Ademas, se
observo la produccion de calosa inducida por este metal, con microscopia de
fluorescencia mediante la tincion con azul de anilina. Los resultados obtenidos muestran
gue el crecimiento radicular relativo de plantulas F. esculentum expuestas a
concentraciones crecientes de AIP*, durante las primeras 48 h se vio afectado conforme
aumentaba la concentracion, siendo la exposicion a 25 uM la Unica no dafina. Mientras
que, comparando el efecto de concentraciones, fue a partir de la exposicién a 50 uM que

se inhibié la tasa de crecimiento radicular desde las 3 h, aumentando también el dafio



celular. La exposicion a 250 uM fue la concentracion con la cual la radicula deja de crecer
en su totalidad. De igual manera se evidencié que existe penetracion del metal a partir
de la exposicién a 50 uM, siendo la exposicion a 250 uM donde se observo un dafio méas
severo en la raiz, hasta practicamente morir a los 500 pM. Finalmente se evidencio el
aumento de la formacién de calosa en las raices expuestas a crecientes concentraciones
de AI**, observandose durante las primeras 24 h de tratamiento con 50 UM que la
produccién de calosa se ubicd en las areas correspondientes a la zonas de divisién y
transicion. Mientras la exposicion a 100 uM mostré tejido muy deteriorado concordante
al aumento en la produccion del polisacarido. Y a partir del tratamiento a 250 uM la
formacion de calosa aumenté distribuyéndose a lo largo de la raiz. Exhibiendo una mayor
formacion en el apice tanto de la raiz principal como de las raices laterales.

Basado en los resultados de este estudio se evidencié que F. esculentum es sensible
a nivel de plantula, y se propone que la concentracién umbral en la tolerancia al Al para

F. esculentum es de 250 pM.



Il. Introduccion.

Las actividades humanas han contribuido a la acidificacion del suelo mediante el uso
excesivo de fertilizantes, lluvia acida y altas tasas de extraccion de nutrientes. Para el
crecimiento de los cultivos en suelos acidos (pH <5.0) la toxicidad por aluminio (Al) es la
principal limitante, puesto que, en estas condiciones el Al se solubiliza a cation trivalente
(AIP*) ocupando mas de la mitad de los sitios de intercambio i6nico en el suelo (Casierra
y Aguilar, 2007) y al ser absorbido por las plantas causa una severa inhibicion y
deformacion radicular, lo que genera una disminucién en la absorcion de nutrientes y
agua, al igual que alteraciones en procesos fisioldgicos (Singh et al., 2017).

La mayoria de las especies vegetales son sensibles al Al**, que a nivel celular genera
disfuncién mitocondrial, alteraciéon de la homeostasis del Ca?* y produccién de especies
reactivas de oxigeno (ERO) (Singh et al., 2017). La acumulacién de ERO resulta en la
peroxidacién de lipidos y la degradacion de proteinas (Gonzalez et al., 2008). Asi mismo,
el incremento de la peroxidacion y/o la alteracion de los lipidos de la membrana tienen
una notoria modificacion en su permeabilidad (Singh et al., 2017).

La activacion de vias de sefializacién explicitas sugiere que el Al no provoca una
interrupcion completa del metabolismo celular, sino que actla en sitios especificos. Uno
de los efectos mejor documentados del Al en el apoplasto es un rapido aumento en la
sintesis y deposicion de calosa (Wissemeier y Horst; 1995, Sivaguru et al., 2000).
Demostrando que esta produccion de calosa bloquea los plasmodesmos, inhibiendo la
transferencia simplastica de solutos (Sivaguru et al., 2000). En plantas como el maiz (Zea
mays), la produccién de calosa inducida por Al es un indicador temprano de la

sensibilidad a este metal (Llugany et al., 1994; Zhang y Rengel, 1999).



La mayoria de las especies vegetales son sensibles al efecto toxico del Al, no
obstante, existen plantas que presentan mecanismos de tolerancia. Fagopyrum
esculentum es una de las especies que ha desarrollado estrategias para tolerar altas
concentraciones de Al (Yokosho et al., 2014; Xu et al., 2017). En esta especie se ha
documentado la exudacion de acido oxalico en las puntas de sus raices para excluir al
metal, ademas de su acumulacion en las células de las hojas formando un complejo no
toxico, Al-oxalato (1:3) (Ma et al., 1998; Yokosho et al., 2014; Wang et al., 2015). A pesar
de gue esta especie es tolerante y acumuladora de Al**, se han observado sintomas de
sensibilidad a este metal en etapas tempranas de su desarrollo (Reyna-Llorens et al.,
2015; Salazar-Chavarria et al., 2020). Siendo relevante conocer si la especie tiene un
umbral de tolerancia al Al**, y cudles son sus respuestas fisioldgicas cuando es expuesta

a concentraciones crecientes.



I11. Marco Teorico

3.1 Aluminio en el suelo

El aluminio (Al) es el tercer elemento metalico mas abundante y distribuido de forma
ubicua en la corteza terrestre (Foy, 1988). En soluciones alcalinas (pH > 8) comunmente
adopta la forma anionica AI(OH)4 o aluminato. En soluciones con un pH de 7.0, se
encuentra en la forma de AI(OH)s mineral comunmente llamado gibsita. En este rango
de pH mayores a 5.5 la concentracion del Al en la solucion del suelo suele ser menor a
37 uM. Pero en soluciones con pH debajo de 5.5, adopta las formas cationicas Al(OH) 2*
y Al(OH)?*, mientras que cerca del 90% del Al total en solucién se encuentra en forma
de Al(H20)6** (Kinraide, 1991), o soluble e intercambiable como Al trivalente (AI**)
(Kochian et al., 2004) el cual es fitotoxico para la mayoria de las plantas.

En el mundo, aproximadamente el 30% de la superficie agricola y el 50% de la
superficie potencialmente arable esta formada por suelos acidos, de esta cifra el 41% se
encuentra en América (Figura 1). La acidez de los suelos limita el crecimiento de las
plantas debido a una combinacién de factores que incluyen la baja disponibilidad de
nutrientes esenciales especialmente calcio (Ca?*), magnesio (Mg?*) y potasio (K*) y/o la
toxicidad por AI®*. Esta Ultima es una de las principales limitaciones para la produccion
de cultivos en todo el mundo. Teniendo un rango de toxicidad para las especies de 5-

100 pM en la solucion del suelo (Kopittke et al., 2016).
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Figura 1. Suelos acidos. Relacion entre la distribucion de suelos acidos en América (a)
tomado de Kochian, 2014. Y la forma o especie del Al de acuerdo con el pH (b) tomado de
Porta et al. 2003.

3.2 Adquisicion y transporte del aluminio en la planta

En condiciones de pH acido, el AI** esta disponible y es absorbido por las plantas, el
cual no tiene una funcién biolégica especifica (Bojorquez-Quintal et al., 2017). Por medio
de inhibidores metabdlicos se demostrdo que su permeabilidad es un proceso que no
requiere energia (Feixa, 2001). Este metal tiene una alta afinidad por la pared celular,
debido principalmente a la gran densidad de cargas negativas en los componentes de la
misma. Esta propiedad de la pared celular se denomina capacidad de intercambio
cationico (CEC). Una gran parte de la CEC es aportada por las pectinas de la pared
celular, asi como por la membrana plasmatica (Horst, 1995). La absorcién del Al se

produce a través de los canales de Ca?*, debido a su diametro similar es capaz de
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desplazar al Ca?* de la pared celular y de la membrana plasmatica, rigidizando la pared
y alterando las funciones de elongacion en la célula. Cerca del 95 % del Al asociado a
las raices de las plantas se encuentra en la pared celular y es el responsable del rapido
e irreversible desplazamiento y sustitucion del Ca?* en el apoplasto (Macédo et al., 2001).
Una gran proporcion del Al que entra a las raices se localiza en el apoplasto (Horst, 1995;
Sivaguru y Horst, 1998), aunque una pequefia cantidad también logra entrar al simplasto.
Y una vez en el citoplasma, el Al afecta la homeostasis de los iones H*, Ca?*, Mg?* y K*

(Bose et al., 2010).

3.3 Toxicidad por aluminio

Debido a las fuertes y rapidas interacciones del Al** con mdltiples sitios en el apoplasto
y simplasto, éste induce efectos perjudiciales como: una severa inhibicién del crecimiento
de la raiz, reduccion en la biomasa de los brotes y reduccién en el rendimiento del cultivo
a través de la alteracidon de procesos fisioldgicos (Figura 2) (Kochian et al., 2004). Se ha
demostrado también que el AIP* induce la produccién de calosa, un polisacérido lineal
conocido como 1,3-B-D-glucano (Guichang et al., 1994), el cual representa uno de los
pocos polisacaridos de la pared celular capaz de ser localizado citoquimicamente,
formando complejos con colorantes (i.e. anilinas) (Kauss, 1985).

En general, el AI** impide la divisiéon y elongacién celular; modifica la estructura y el
funcionamiento de las membranas plasmaticas: uniéndose a los grupos fosfato de los
fosfolipidos o a las proteinas de membrana; aumenta la rigidez de la pared celular
mediante el entrecruzamiento de las pectinas, alterando su estructura. Se ha demostrado

gue el APR* induce una disminucién de la permeabilidad de la membrana y del flujo de
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electrones en la cadena respiratoria mitocondrial, lo cual tiene como consecuencia la
disminucién de las reservas de ATP, y de la tasa de consumo (Yamamoto et al., 2002).
Lo anterior sugiere que la disfuncién mitocondrial inducida por el AP** podria estar
directamente relacionada con la pérdida de la capacidad de crecimiento; reduce la toma
de agua; y disminuye el metabolismo de varios nutrientes (Casierra y Aguilar, 2007)
dificultando el de cationes, facilitando el de aniones, ademéas del decremento en la

actividad enzimética de proteinas membranales (Marin et al., 2010).

Siieln Acidn

(pH<S)

de nutrientes.

Figura 2. Respuestas integradas de la planta respecto a los efectos toxicos del aluminio.
(1) Acumulaciéon de calosa en los plasmodesmos de células de la raiz, obstruyendo la
comunicacion célula a célula. (2) Disminucion de la adquisicion de nutrientes de la rizosfera,
causando deficiencia de nutrientes tanto en raiz como en el brote. (3) Estrés oxidativo
desencadenado por ERO. (4) Efectos perjudiciales en la composicion y replicacién del ADN e
incremento en la rigidez de la estructura de la doble hélice y la cromatina (tomada y modificada
de Singh et al., 2017).
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3.4 Efectos del aluminio en raices

El primer sitio de afectacion son las raices, especificamente los apices (Zheng et al.,
2005), siendo la cofia y las zonas meristematica y de elongacion las que acumulan mas
y registran la mayor sensibilidad al dafio fisico en comparacion con los tejidos maduros
(Doncheva et al., 2005). La toxicidad temprana en las raices tiene como resultado un
sistema radicular atrofiado con abundantes raices laterales, las cuales son cortas,
gruesas y quebradizas (Poschenrieder et al., 2008).

El AI®* provoca modificaciones en la estructura de la membrana, desplaza al Ca?* e
inhibe la expansion de las paredes celulares, altera el transporte de iones y causa un
desequilibrio de nutrientes; se ha observado que en las raices el AP* altera la
organizacion de los microtubulos y los filamentos de actina del citoesqueleto, siendo este
efecto mas pronunciado en células de la zona de transicion distal (ZTD), la cual se
localiza entre el meristemo y la zona de elongacion (ZE) (Horst et al., 1999; Sivaguru et
al., 1999). Ademas de afectar a los constituyentes del simplasto como las calmodulinas,
causa rupturas en el aparato de Golgi, interfiere con la organizacién del citoesqueleto,
altera las funciones de la mitocondria, y causa alteraciones en el entrecruzamiento de
las pectinas del apoplasto, 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 (Bojérquez-

Quintal et al., 2017; Daspute et al., 2017).

3.5 Induccioén de calosa

Como se menciond anteriormente, la calosa (1,3- B -d-glucano) es un polisacarido

producido mediante el aumento del Ca? citosélico ([Ca? +] cit) y la modificacion de la
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membrana plasmatica (MP) como factores cruciales para la activacion de la 1,3-B-
glucano sintasa (Kauss et al.,, 1990; Kauss 1996), y es degradado por las B-1,3-
glucanasas. La formacion de calosa en raices inducida por Al se ha documentado en
diferentes especies de plantas entre ellas la planta del t¢ Camellia sinensis (Lian et
al.,1998).

La calosa juega un papel importante en diversos procesos durante el desarrollo de la
planta y / 0 en respuesta a estrés bidtico y abidtico, incluido el estrés por Al (Stass y
Horst 2009). En el maiz se ha observado que la mayor formacién de calosa se encuentra
en las células de la corteza externa de la zona distal de transicion que podria estar
relacionada con una mayor despolarizacion de la membrana plasmética (Sivaguru et al.,
1999).

Se ha reportado esta deposicién de calosa especialmente en la epidermis y la corteza
exterior de los apices radiculares (Schreiner et al., 1994). Donde se observa que se
acumula en la pared celular alrededor de los plasmodesmos, inhibiendo la transferencia
simpléastica de solutos. El hecho de que la producciéon de calosa inducida por AIF* se
origine progresivamente, a través de las capas de las células corticales, sugiere que la
comunicacion de célula a célula esta siendo inhibida (Sivaguru et al., 2000).

Debido a la alta afinidad del Al con la matriz péptica y la hemicelulosa, se ven
afectadas sustancialmente propiedades quimicas y mecanicas de la pared celular (Horst
et al., 2010). Por ello se ha sugerido que una fuerte union del Al a la matriz péptica puede
inhibir la extension fisica de la pared celular y disminuir la eficacia de las enzimas que

participan en la extensibilidad de esta (Wehr et al., 2004).
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3.6 Mecanismos de tolerancia al aluminio

Principalmente, en la mayoria de los cultivos, la tolerancia al Al** se basa en dos
estrategias la exclusion de este metal mediante la formacion de complejos, y por el
secuestro del mismo en bajas concentraciones dentro de las vacuolas de las hojas (Klug
y Horst, 2010). De manera general entre los mecanismos que evitan la entrada del AlP*
en las plantas se destacan: la permeabilidad selectiva de la membrana plasmatica frente
al flujo de AI**, la formacién de una barrera de pH en la rizésfera o en el apoplasto de la
raiz, la produccion de mucilago y la exudacion de &cidos organicos u otros ligandos
(compuestos fendlicos, mucopolisacaridos, sideréforos, fosfatos y pectatos) (Barcelo y
Poschenrieder, 2002; Carrefio y Chaparro, 2013).

Como ejemplo de plantas que aumentan el pH de la solucién del suelo a nivel de la
rizosfera, y con ello se precipita el Al estan: Triticum aestivum, Cucurbita pepo, Hordeum
vulgare, Oryza sativa, un hibrido de Zea mays y la mutante de Arabidopsis thaliana alr-
104 resistente a aluminio (Bojérquez-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 (Xu
et al., 2017). La naturaleza de los acidos organicos presentes en la rizésfera difiere con
el tipo de planta expuesta a Al**; en Phleum pratense se ha reportado la exudacion de
acido oxalico, férmico, acético y lactico, pero no se ha detectado &cido malico y citrico,
al igual que en la rizésfera de otras plantas (T. aestivum, Phaseolus vulgaris, Z. mays,
Lupinus sp. entre otras) (Pefaloza et al., 2004).

El citrato y el malato tienen un papel muy importante en la tolerancia al AI**; por tanto,

la activacion de genes que codifican para proteinas implicadas en el transporte de estos
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acidos, por ejemplo, los que se encuentran en las familias MATE y ALMT, son vitales en
la exudacién inducida por este metal y su consiguiente tolerancia (Bojorquez-Quintal et
al., 2017). Otro acido organico (AO) de gran relevancia es el 4cido oxdlico y entre las
especies que lo exudan se encuentran Rumex acetosella, Camellia sinensis, Colocasia
esculenta y Fagopyrum esculentum (Barcel6 y Poschenrieder, 2002). En general se han
planteado dos posibles modelos en la induccién de AO:
1.-Modelo o patréon de tipo I: El AP* activa los canales iénicos localizados en la
membrana plasmatica, resultando en una liberacién especifica de acidos organicos de
las raices en la planta. Esta estimulacion de acidos organicos ocurre por tres posibles
rutas: 1) el APP* actla directamente con el canal de proteinas localizado en la
membrana plasmatica. 2) entra al citoplasma y activa el canal i6nico, directa o
indirectamente a lo largo de la cascada de segundos mensajeros. 3) interactda con un
receptor especifico (R) en la membrana plasmatica, interviniendo como cascada de
segundos mensajeros activando los canales (Figura 3) (Singh et al., 2017).
2.-En la respuesta del Modelo o patrén de tipo I, la demora por varias horas de la
liberacion de &cidos organicos puede ocurrir entre la percepcion del Al* y el flujo de
salida del acido orgéanico: Interactuando el Al con la célula, por via de un receptor de
proteina (R) localizado en la membrana plasmatica, que ordene la transcripcion de
genes que codifiquen para proteinas especificas involucradas en el metabolismo de
acidos organicos, o de su transporte hacia la membrana plasmatica. Liberando asi
acidos organicos que formen un complejo no toxico con el Al. De modo que se

detoxifique el AI** en la rizosfera (Figura 3) (Singh et al., 2017).
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Figura 3. Induccién de acidos organicos. Dos posibles modelos o patrones del flujo de
acidos organicos en las raices, inducido por AI** (tomado de Singh et al., 2017).
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Conjuntamente, la detoxificacion interna del Al** sucede cuando éste ya ha penetrado
al simplasto de las células, entonces es gquelado por aniones de carboxilatos que son
secuestrados en la vacuola. La capacidad de detoxificacion difiere en relacion con el tipo
de acido orgéanico 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 (Kochian,
1995). Ademas de los acidos organicos se ha reportado que el APR* también puede
formar complejos en el citoplasma con otro tipo de ligandos como son los compuestos
fendlicos, ATP, ARN o azucares fosfato (Singh et al., 2017).

Hay plantas que pueden aprovechar este mecanismo y acumular en varias partes el
AIR* acomplejado, se denominan acumuladoras, y existen alrededor de 100 especies con
estas caracteristicas dentro de 30 familias botanicas entre las que se encuentran:
Asteraceae, Caesalpinaceae, Euphorbiaceae, Melastomataceae, Myrtaceae,

Rubiaceae, Theaceae y Polygonaceae (Barcelé y Poschenrieder, 2002).
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3.7 Fagopyrum esculentum como planta modelo en la tolerancia
al APP*

Fagopyrum esculentum es una dicotiledonea perteneciente a la familia de las
Poligonaceas (Campbell, 1997), se conoce por “trigo sarraceno” o “alforfén” (Figura 4).
Las semillas (en sentido estricto aquenios) suelen clasificarse entre los granos de cereal
debido a su uso similar. El grano es utilizado en la elaboracién de alimento: para aves de
corral y harina en la preparacién de galletas, fideos, cereales y cerveza. La proteina de

trigo sarraceno es de excelente calidad y es alta en el aminoacido esencial lisina (que no

se encuentra en los cereales comunes).

Figura 4. Fagopyrum esculentum Moench. Fotografias de flor y hoja. llustracion de la planta
tomada de Campbell, 1997.
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Se distingue por ser una especie acumuladora y tolerante al APF*, ya que ha
desarrollado algunas estrategias: por ejemplo, la exudacion de &acido oxalico de los
apices radiculares para excluir al AI**, ademas de su acumulacion en las células de las
hojas formando un complejo no fitotoxico (Ma et al., 1998; Yokosho et al., 2014; Wang et
al., 2015) de la siguiente manera:

El Al entra en la raiz en su forma i6nica (AI**), una vez que cruza la membrana
plasmatica, el AI** es quelado para formar un complejo Al-oxalato en una relacién 1:3 de
Al**y acido oxalico. Que, al ser trasladado desde las raices a la parte aérea, se produce
en el xilema una reaccion de intercambio de ligando para formar Al-citrato en una relacion
1:1 (Ma et al., 2001; Yokosho et al., 2014; Chen et al., 2017). Una vez transportado por
el xilema el Al-citrato 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, dénde
permanece inmovil (Figura 5) (Ma et al., 2001; Yokosho et al., 2014).

Se hareportado que la concentracion de Al en los cotiledones es de aproximadamente
12.2 mg g* de peso seco, y de hasta 15 g Kg* de peso seco en las hojas maduras de
esta especie cultivada en suelo acido (Wang et al.,, 2015; Chen et al., 2017).
Sorprendentemente, no acumula Al en el aquenio, lo que resulta importante debido al
potencial de F. esculentum para cultivo alterno en suelos acidos (Horbowiccz et al.,

2011).
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Figura 5. Captacion y distribuciéon del Al en la planta acumuladora: Fagopyrum
esculentum. Abreviaturas: Cit, citrato; Ox, oxalato; AO, acido organico; PM, membrana
plasmatica (tomada de Grevenstuk y Romano, 2013).
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IV. Antecedentes

Como antecedentes inmediatos, en el laboratorio de Alelopatia del Instituto de
Ecologia, UNAM, se han realizado estudios a nivel fisioldgico y molecular para conocer
los mecanismos de tolerancia de esta especie en el desarrollo temprano (plantulas). A
nivel fisiolégico se realizé un andlisis de crecimiento durante todo el ciclo de vida de F.
esculentum donde no se encontraron diferencias en el desarrollo de las plantas control y
las expuestas a 25, 50 y 100 uM de Al (Martinez-Rendon, 2013).

A nivel molecular se caracterizé6 un transportador tipo ABC que podria estar
involucrado en el transporte de AI3* y se determiné su relacién con los niveles de acido
abscisico (ABA), ademas de cuantificar la exudacion de acidos organicos en la etapa de
plantula (Reyna-Llorens et al., 2015). Asimismo, se realizé un analisis de microarreglos
para identificar los genes involucrados en la tolerancia a este metal. Dentro de los genes
inducidos, destacan dos que participan en los procesos de sintesis del ABA; ZEP
(ZEAXANTHIN EPOXIDASE) y HVA22G (HVA22-LIKE PROTEIN H) y otro relacionado
con la sefalizacion del estrés y la sintesis de hormonas: auxinas (ASA2) (Gonzélez-Trillo,
2018).

A nivel bioguimico, se ha mostrado que la exposicion a Al** aumenta la actividad de
las enzimas antioxidantes CAT (catalasa), GR (glutation reductasa) y APX (ascorbato
peroxidasa). En las primeras 12 h de exposicién a 50 uM Al**, las raices de F. esculentum
presentan dafio y mayor produccién de ERO causada por la penetraciéon del cation, sin
embargo, el aumento en la actividad del sistema antioxidante, entre otros mecanismos,

permiten la posterior recuperacion del crecimiento radicular (Salazar et al., 2020).
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V. Justificacion

Teniendo en cuenta que la acidificacion del suelo implica una amenaza para las tierras
potencialmente cultivables, a través de la alteracion de procesos fisiolégicos en las
plantas como los descritos en los antecedentes ya mencionados, en este trabajo se
tomara por objeto de estudio a Fagopyrum esculentum cv. Mancan, que a pesar de ser
tolerante y acumuladora de Al**, se han observado sintomas de sensibilidad a este metal
en etapas tempranas de su desarrollo. Siendo el objetivo principal evaluar si la especie
tiene un umbral de tolerancia al AI®*, y cudles son sus respuestas fisioldgicas a

concentraciones crecientes.

VI. Pregunta de investigacion

Siendo Fagopyrum esculentum sensible a AIR* a nivel de plantula, al ser expuesta a
concentraciones crecientes de este metal ¢incrementara la actividad de los mecanismos
de defensa para contrarrestar los efectos toxicos en la raiz?, o bien, ¢tendra un umbral

de tolerancia y no soportara concentraciones mayores?

VII. Hipotesis

Si Fagopyrum esculentum es sensible a AI** a nivel de plantula, al ser expuesta a
concentraciones crecientes de este metal se inducira el incremento de la sintesis de
calosa, y la inhibicion del crecimiento radicular, hasta llegar al umbral de tolerancia donde
se colapsara el sistema y no podra contrarrestar los efectos toxicos en la fisiologia de la

raiz a concentraciones mayores.

24



VIII. Objetivos
Objetivo general

Evaluar los efectos en la fisiologia de las raices de Fagopyrum esculentum expuestas
a diferentes concentraciones de APR* durante la primera etapa de su desarrollo, y asi

determinar el umbral de tolerancia de la especie.

Objetivos particulares

o Evaluar el crecimiento radicular relativo de F. esculentum expuesta a
concentraciones crecientes (0, 25, 50, 100, 250 o 500 yM) de AIR* durante las
primeras 48 h.

o Comparar el efecto de concentraciones crecientes con la concentracion de 50 uM,
gue se conoce induce los mecanismos de tolerancia y se recupera el crecimiento
de la raiz.

o Evaluar la penetracion y acumulacion de Al en las raices expuestas a 0, 25, 50,
100, 250 0 500 uM de AIP* durante las primeras 48 h.

o Demostrar la formacion de calosa en las raices expuestas a 0, 25, 50, 100, 250 o

500 uM de AIR* durante las primeras 48 h.
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IX. Metodologia.
9.1 Material vegetal

Todos los experimentos se realizaron con semillas de F. esculentum cv. Mancan, que

se adquirieron en Wildlife Management Solutions, Inc. Alberta, Canada.

9.2 Bioensayos con plantulas de F. esculentum expuestas a Al

Las semillas se germinaron sobre agar al 1 % en cajas Petri por 48 h en la oscuridad
dentro de una estufa (Binder) a 27° C, posterior a este periodo, las plantulas se
aclimataron en medio acido sumergiéndolas en solucion de cloruro de calcio (CaClz)
(Sigma-Aldrich) 0.5 mM, pH 4.5 durante 1 h, inmediatamente después se colocaron en
hidroponia en una solucién de CaCl2 0.5 mM pH 4.5, con un rango de concentraciones
crecientes, contemplando 0, 25, 50, 100, 250 y 500 uM de AICIs (Sigma- Aldrich) con una
n=10, segun el tratamiento. Estas concentraciones se propusieron con base en trabajos
previos del laboratorio (Reyna-Llorens et al. 2015; Salazar-Chavarria 2015). Todos los
tratamientos permanecieron con aireacion continua en una camara de ambiente
controlado (CONVIRON PGR15, Canada) con un fotoperiodo de 12/12 h, 25/20 °C
(dia/noche), intensidad luminosa de 200-250 umol ms! y una concentraciéon de CO:2

atmosférico de aproximadamente 390 ppm.

9.3 Evaluacion de la tasa de crecimiento radicular relativo

Para determinar si el AlI** afecta el crecimiento de las raices, se realizé un andlisis de
crecimiento radicular relativo, para ello, se midié la longitud total (en mm) de las raices

de F. esculentum a las 0, 24 y 48 h de tratamiento con 0, 25, 50, 100, 250 y 500 uM de
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AR* en las condiciones antes mencionadas. De igual manera se midié el crecimiento
radicular alas 0, 3, 6, 12, 24 y 48 h de tratamiento con 50 uM de AI®*, esto con la finalidad
de comparar el efecto de concentraciones crecientes con la concentracion que se conoce
activa los mecanismos de tolerancia, en este caso 50 uM de AlI*. Posteriormente, a partir
de los datos obtenidos de los diferentes experimentos con tres repeticiones cada uno, se
calculo la tasa de crecimiento radicular relativo (RRG) con respecto al control (sin AlCl3)

mediante la siguiente formula:

RRG (%) = AEtw / AEci * 100
En dénde:
AEtin = Etin — Etin-1y AECtn = ECtn —ECtn-1
Siendo Ec y Et el incremento en la elongacion radicular para el control y el tratamiento

respectivamente y tn un tiempo determinado (Chandran et al., 2008).

9.4 Absorcion y acumulacion de aluminio

Para evaluar la absorcién y acumulacion del AIP* en las puntas de las radiculas de F.
esculentum, se utilizé la tincion de hematoxilina (modificada de Choudhury y Sharma,
2014). Después de los diferentes tiempos de exposicién y concentraciones de Al®*, bajo
las condiciones antes mencionadas, las plantulas (n=5) de cada tratamiento y el control
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 se lavaron en

agua destilada por 15 min nuevamente.
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Se seleccionaron y seccionaron (= 1 cm) los apices de al menos tres plantulas méas
representativas de cada tratamiento y del control, para examinarlas con un microscopio
estereoscopico (Leica Z16APOA, camara Leica DFC490, 8 megapixeles acoplada al
microscopio), con moédulos de multicon foco y montaje del programa LAS (Leica
Application Suite 4.3.0), del Instituto de Biologia, UNAM. La absorcién del APF* se

determiné por el incremento de la coloracién violeta y el dafio por el estriado.

9.5 Tincion de azul de anilina para calosa

Para evidenciar la formacion de calosa en las plantulas expuestas a 0, 25, 50, 100,
250 y 500 uM de AI** durante las primeras 24 h y 48 h de tratamiento las plantulas (n=5)
se lavaron con agua destilada por 15 min y se seccionaron los apices para ser tratados
con una solucién de azul de anilina. La solucion del colorante se prepard en
metilcelosolve, aceite de clavo y alcohol absoluto (6.5 mL, 125 mL, 0.5 gy 31 mL
respectivamente) (gr/L). Se incubaron los apices de las radiculas con la solucion de
anilina fluorocromo (50 pL/seccion) durante 45 min a 20 °C. Se lavaron las muestras con
agua destilada y se examinaron por microscopia de fluorescencia con un microscopio
Nikon Eclipse® Ti-E, lampara de halogeno y epifluorescencia de 100W (X- lite, serie
120PC) del Laboratorio de microdiseccion laser (LabMicroLas) del Instituto de Ecologia,

UNAM.
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9.6 Intensidad de fluorescencia

La intensidad se midi6 mediante el programa Image J el cual separa por canales de
color la imagen y analiza la densidad en la fluorescencia del azul de anilina,

proporcionando en pixeles la intensidad y el area que ocupa dicha fluorescencia.

9.7 Andlisis estadistico de los resultados

Los datos se analizaron mediante la prueba de normalidad Shapiro-Wilk,
posteriormente, se realizdé un analisis de varianza (ANOVA) mediante un modelo lineal
general y la comparacion de medias se analizd mediante la prueba de Tukey (p < 0.05),

con el software Minitab19 (2020).

X. Resultados

10.1 Efecto en el crecimiento radicular relativo de F. esculentum a
concentraciones crecientes de APP* durante las primeras 48 h.

Para evidenciar el efecto de la exposicion a diferentes concentraciones de Al** en F.
esculentum, se llevaron a cabo una serie de experimentos donde mediante el analisis de
crecimiento radicular se observé que la exposicion durante 24 y 48 h a concentraciones
crecientes de AI**, aumenté significativamente la inhibicion en la longitud radicular
conforme la concentracion se incremento (Figura 6y 7).

A las 24 h de tratamiento se puede observar que no existen diferencias significativas
entre la longitud media de las raices control (42.1 mm) y las expuestas a 25 y 50 uM de
AIP* (41.4 y 40.9 mm, respectivamente). A diferencia de las expuestas a 100, 250 y 500

MM que si presentaron diferencias significativas en la longitud radicular respecto al
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control. Siendo las expuestas a 100 y 250 pM (25.6 y 26.3 mm, respectivamente)
similares en longitud media, mientras que las expuestas a 500 pM difirieron
significativamente respecto a las anteriores con 20.6 mm de longitud media. Esta
inhibicion en la longitud radicular conforme se aumenta la concentracion puede ser
observada incluso a simple vista (Figura 7).

En cuanto al tratamiento a las 48 h se muestra un comportamiento similar, pues no
hubo diferencias significativas de crecimiento entre la longitud media de las raices control
(56.5 mm) y las expuestas a 25 y 50 uM de AI** (53.5 y 49.0 mm, respectivamente).
Mientras que las expuestas a 100, 250 y 500 uM si presentaron diferencias significativas
en la longitud radicular (29.8, 25.9 y 20.8 mm, respectivamente) con relacién al control y
entre ellas. Siendo las expuestas a 250 y 500 uM las Unicas que no tuvieron diferencias
significativas a través del tiempo (24 y 48 h) en la longitud media (Figura 6).

Para evidenciar el efecto en la tasa de crecimiento radicular relativo (RRG) se
muestran las siguientes graficas (Figura 8 y 9). Donde se observd que las raices
expuestas a 25 uM de APP* tuvieron una RRG de 72.68% durante las 24 h, mientras que
alcanzaron el 119% a las 48 h, lo cual sugiere que a esta concentracion a las 24 h
comienza la inhibicion en el crecimiento de la raiz, pero éste logra recuperarse a las 48
h. A partir de la concentracién de 50 pM de AI** se observaron diferencias significativas
en el crecimiento radicular con respecto al control y entre tratamientos, con un RRG de
26.80% alas 24 h'y 66.94% a las 48 h (Figura 8).

A 100 uM de AI¥* mientras mayor es el tiempo de exposicion, la tolerancia que posee
F. esculentum se ve disminuida muy notablemente, pues tuvieron un 18.04% a las 24 h

y 28.92% de RRG a las 48 h. En la exposicién a 250 uM de Al** observamos que, existen
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diferencias significativas entre los tratamientos con 9.79% a las 24 hy 2.47% a las 48 h
de RRG. A 500 uM de AI** (la concentracién mas alta probada) la radicula practicamente
no crecié mostrando un 3.60 % de RRG a las 24 hy un 1.65% de RRG a las 48 h (Figura
8).

Para comparar el efecto de concentraciones crecientes con la concentracion que se
conoce que activa los mecanismos de tolerancia, y la raiz recupera su crecimiento (50
uM), se realizd un experimento en donde se expuso a las plantulas a 50 uM de AIP*
durante 0, 3, 6, 12, 24 y 48 h, en el cual se observa la inhibicién del crecimiento radicular
con un RRG del 60% a partir de las 3 h, teniendo una tasa de crecimiento similar a las 6
y 12 h. Después de este decaimiento en el RRG, se observé una menor inhibicion en el
crecimiento con un RRG del 78% a las 24 h, mientras que la raiz aumenté su

recuperacion, observandose un porcentaje del 88.09% a las 48 h (Figura 9).
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Figura 6. Longitud radicular a diferentes concentraciones. Crecimiento radicular en mm (eje
“y”) con respecto al control de Fagopyrum esculentum, expuestas a diferentes concentraciones
de AP (0, 25, 50, 100, 250 y 500 uM) durante 24 y 48 h. En la grafica se muestra el promedio de
3 repeticiones independientes en cada tiempo (n= 60). Las barras denotan el error estandar. Las
letras muestran diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (p <0.05) siendo A
las de mayor longitud.

Control 25

Figura 7. Fagopyrum esculentum expuesta a diferentes concentraciones de Al**. Se
observa la inhibicién del crecimiento de raices de Fagopyrum esculentum cv. Mancan
expuestas a diferentes concentraciones de A" (uUM) durante 24 h.
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Figura 8. Porcentaje de crecimiento radicular relativo (RRG) de Fagopyrum esculentum
expuestas a diferentes concentraciones de Al con respecto al control. En la gréfica se
muestra el promedio de 3 repeticiones independientes (n= 10). Las barras denotan el error
estandar. Las letras muestran diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (p
<0.05).

100

90

80 B
70
60
50
40
30
20
10

RRG (%)

== Al (50 uM)

3h 6h 12h 24h 48h
Tiempo de exposicion

Figura 9. Porcentaje de crecimiento radicular relativo a 50 uM de Al** con respecto al control.
En la grafica se muestra el promedio de 3 repeticiones independientes (n= 10). Las barras
denotan el error estandar. Las letras muestran diferencias significativas de acuerdo con la prueba
de Tukey (p <0.05).
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10.2 Evaluacion de la penetraciéon y acumulacion de APP* en las raices
expuestas durante las primeras 48 h.

Para evaluar la absorcién del AI** en la plantula, las raices se tifieron con hematoxilina,
la tincion también permitié observar un dafio celular en la raiz (de la punta hacia la zona
meristematica).

Las raices expuestas a 50 uM de Al** desde las 3 h exhibieron células de la rizodermis
desprendidas y un notable color violeta (absorcion de Al®*), abarcando aproximadamente
2 mm, al igual que a las 6 h, donde se observé un ligero curvamiento justo a 1 mm de
distancia del apice, el cual también presenté mayor absorcion de Al** (indicada por mayor
coloracion violeta) sobrepasando los 2 mm (Figura 10).

En la exposicion al Al** por 12 h se observé el desprendimiento de las células y en
general el desprendimiento de la caliptra, asi como una coloracion violeta hacia la zona
de elongacioén, interrumpida en la zona de transicion (Figura 11), mientras que a las 24
h el APP* ya ha penetrado mas alla de la zona de elongacién sin observarse ninguna
interrupcion en la coloracion, lo que se va acentuando conforme pasa el tiempo, haciendo
evidente el dafio a las 24 h (Figura 11). Estos resultados confirman que dentro de las
primeras 24 h la absorcion del Al** aumenta con el tiempo de exposicién, causando un
dafio celular ademas de inhibir la elongacion.

Durante las 48 h se evidenci6 el crecimiento precoz de raices laterales a partir de los
2.5 mm, en las cuales solo se observé absorcion de AI** en sus respectivos apices; la
distancia entre el apice de la raiz y la raiz lateral proximal (es decir, la mas cercana a la

punta de la raiz) disminuyo con el aumento de la concentracion. Y dentro de esta misma
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distancia (2.5 mm) se hizo evidente la ruptura del tejido de la rizodermis, e incluso se

observa que a las 72 h este tejido se estd desprendiendo y, deformandose (Figura 11).

12.5x

Control

Al 50 uM 3h

Al 50 uM 6h

Figura 10. Tincién con hematoxilina en apices de la raiz de Fagopyrum esculentum

expuestas a 50 uM de Al** durante 3y 6 h y el control. La parte superior indica el aumento
respectivo de las columnas.
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Figura 11. Apice de las raices de F. esculentum expuestas a 50 uM de AI3* durante 12, 24,
48 y 72 h tefiidas con hematoxilina. Los paneles a-h muestran las raices a 12.5x, en donde
se observa el crecimiento temprano de raices laterales en los tratamientos. En los paneles i-p
con un objetivo de 100x, se puede observar mejor el dafio a la raiz que es tiempo-dependiente.
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Control

24 h

Figura 12. Tincion con hematoxilina en apices de laraiz de F. esculentum en condiciones
control y de exposicién a 50 uM de Al®**a las 24 h de tratamiento.

Para los tratamientos a concentraciones crecientes, se observé que en las raices del
tratamiento de 25 uM la absorcién de AI** alin permanece solo en la zona meristematica,
de igual manera se puede distinguir como se desprenden células de la epidermis en las
gue se ha absorbido el AlI**, a 50 uM se observé como ha penetrado dentro de la zona
de elongacion y existe el desprendimiento de la cofia (Figura 12 y 13); a 100 uM se pudo
diferenciar una coloracion violeta mas intensa acompafada de curvamiento en la raiz, y
desprendimiento en forma de desgarros de la epidermis dentro de la zona meristemética.
El AIP* se acumulé principalmente en el apice de la raiz poco tiempo después del
comienzo de los tratamientos, siendo las raices expuestas a las concentraciones mas
altas (250 y 500 uM Al) las més tefidas y, por ende, las que mostraron dafios severos
como la formacién y grietas acentuadas. Los sitios de acumulacién de AlI** coincidieron

con aquellos que presentaban mayor dafo celular (Figura 14).
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Control 25 um 50 pm 100 pm 250 pm 500 pm

Figura 13. Raices de plantulas de F. esculentum expuestas a diferentes concentraciones
(25, 50,100, 250 y 500 uM) de AI** por 24 h. Tincién de hematoxilina que pone de evidencia la
acumulacion del Al3+.

24 h

1 mm

500 pm

500 ym
500 ym

Figura 14. Raices de F. esculentum expuestas a 50 y 500 uM de Al** por 24 h y con tincién
de hematoxilina. Se observa un creciente curvamiento y dafio en la raiz, y que el AP** se va
acumulado totalmente en el apice.

Control

24 h
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10.3 Formacion de calosa en las raices expuestas a AP** durante las
primeras 48 h.

Con el fin de evidenciar la formacion de calosa en la region del apice radicular de F.
esculentum, se llevo a cabo una tincion de azul de anilina en cada uno de los
tratamientos, que muestra una coloracion verde. Dicha coloracion se sometié a un
analisis de fluorescencia, analizando la densidad y el area.

En el control, se detectd el color verde opaco lo que significa que pueden presentar
bajos niveles de calosa en el apice debido al crecimiento constante propio de la etapa de
plantula. Mientras que los tratamientos con APR* a las 24 h mostraron mas intensidad en
la fluorescencia (color verde brillante) indicando mayor formacién de calosa, como se
puede apreciar en la figura 17.

En el tratamiento con 25 uM de AI®* se observaron algunos puntos de color verde
brillante hacia la zona de transicion, indicando puntos de deposicién de calosa. En dicha
concentracion el andlisis de densidad de fluorescencia mostré6 un aumento en la
intensidad con respecto al control a las 24 h (Figura 16) pero sin ser significativo, mientras
gue a las 48 h se pudo notar una disminucion significativa respecto al control. El area de
fluorescencia para esta concentracion aumento significativamente en ambos tiempos con
respecto a sus controles.

A 50 uM de AIR* durante las primeras 24 h se observé una intensidad de fluorescencia
muy similar a la concentracion anterior (Figura 16), pero ubicada dentro de una menor
area (teniendo una disminucion significativa) (Figura 15), sobre todo en la punta de los
apices (Figura 17). No asi a las 48 h donde se evidencié que tanto el area como la

intensidad de fluorescencia disminuyé significativamente. En tanto que a 100 uM de AI**
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la fluorescencia se ubico dentro de una mayor area muy similar en ambos tiempos (Figura
15), y su intensidad disminuy06 significativamente a las 24 h, mientras que se mantuvo a
las 48 h. En este tratamiento comenz6 a notarse pequefias zonas sombreadas que
indican el dafio inducido (tejido muy deteriorado) por la penetracion del AI** (Figura 17).

A 250 uM de AI** la intensidad de fluorescencia aumenté significativamente a las 24 h
al igual que increment6 el &rea que ocupa, en tanto que a las 48 h la intensidad se
mantuvo, pero al igual que a las 24 h el area aumentd significativamente. Para el
tratamiento con 500 uM de AI** hubo un aumento tanto en la intensidad como en el area
de fluorescencia a las 24 h de exposicion (Figura 15 y 16), exhibiendo una mayor
intensidad en los 4pices, y en las puntas de las raices laterales (Figura 17). Mientras que,

a las 48 h la intensidad se mantuvo, pero se redujo el area que ocupaba.

m24h m48h
800000 *x
700000 ok
600000 _— ok

£ 500000 —

— *

5

= 400000 * *
300000
200000 i
100000

Control 25uM 50uM 100uM 250uM 500uM
TRATAMIENTOS

Figura 15. Area de fluorescencia. Area en pixeles ocupada por fluorescencia dada con la tincion
de azul de anilina para detectar calosa, en la radicula de F. esculentum, expuestas a diferentes
concentraciones de APR* (0, 25, 50, 100, 250 y 500 uM) durante 24 y 48 h. En la gréafica se muestra
el promedio de 3 repeticiones independientes (n= 18). Las barras denotan el error estandar. Los
asteriscos muestran diferencias significativas * p <0.05 y ** p <0.01 de acuerdo con la prueba de
Tukey.
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Figura 16. Intensidad de fluorescencia. Intensidad en la fluorescencia dada por la tincion con
azul de anilina para detectar calosa, en la radicula de F. esculentum, expuestas a diferentes
concentraciones de AI** (0, 25, 50, 100, 250 y 500 uM) durante 24 y 48 h. En la gréfica se muestra
el promedio de 3 repeticiones independientes (n= 18). Las barras denotan el error estandar. Los
asteriscos muestran diferencias significativas con respecto al control, * p <0.05 y ** p <0.01 de
acuerdo con la prueba de Tukey.
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Control 100 pm 250 pm

24 h

Control 25 pm 50 um 100 pm 250 pum 500 pm

48 h

Figura 17. Tincién con azul de anilina, tratamiento a 25, 50, 100, 250 y 500 uM de Al** (24 y
48 h). Apices de raices de F. esculentum tefiidas con azul de anilina, expuestas a diferentes
concentraciones durante 24 (a) y 48 h (b). Las flechas indican lo siguiente, verdes: mayor
formacion de calosa; rojas: los puntos de deposicidén de calosa; y azules: las partes no brillantes
debido al dafio inducido por el AP en la raiz.
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XI. Discusioén

El rendimiento de los cultivos en suelos acidos (pH <5.0) tiene de principal limitante a
la toxicidad por aluminio (Al), puesto que, en estas condiciones se solubiliza como cation
trivalente (AI**) ocupando mas de la mitad de los sitios de intercambio iénico en el suelo
(Casierray Aguilar, 2007). Los resultados de este estudio mostraron que existe un umbral

de tolerancia al AI** en F. esculentum y este depende de la concentracion del AlF*.

11.1 Efecto en el crecimiento radicular relativo de F. esculentum a
concentraciones crecientes de AI** durante las primeras 48 h.

Los efectos de la exposicidon afectaron principalmente al crecimiento de la raiz principal
como consecuencia de las fuertes y rapidas interacciones del Al** con mdltiples sitios en
el apoplasto y simplasto de la célula (Kochian et al., 2004). A través de la alteracion de
procesos fisiolégicos que inducen efectos perjudiciales, p. ej: el desarrollo temprano de
raices laterales, el dafio celular y la formacion de calosa, observados en la presente tesis.

Para evidenciar la inhibicion del crecimiento radicular se llevaron a cabo una serie de
experimentos que, involucraban en primer lugar, la medicion de la longitud en mm y
posteriormente la tasa de crecimiento radicular relativo (RRG), donde se muestra que a
25 yM AI** ni la concentracion ni el tiempo de exposicion (primeras 48 h) afectan el
crecimiento de la raiz, puesto que no se inhibe su longitud ni su RRG significativamente
respecto al control. Por lo tanto, esta concentracién no es dafiina para F. esculentum ya
gue el mecanismo de exudacion de acido oxalico no permite la penetracion del APt
(Reyna-Llorens et.al., 2015).

Por otro lado, el tratamiento a 50 uM AI**, donde no existe una inhibicién en la longitud

respecto al control, pero presenta una disminucién en el RRG. Mostrando que la raiz

43



sigue en crecimiento, pero no de manera Optima. Lo que podria indicar que los
mecanismos de tolerancia apenas comienzan a encenderse y el AI** aldn provoca
sintomas de toxicidad en la planta. Siendo consistente a lo observado por Salazar et al.,
(2020), donde se propone que F. esculentum c.v Mancan sigue el modelo o patrén de
tolerancia tipo Il descrito por Singh et. al. (2017), que requiere de una fase lag para la
expresion completa de la tolerancia al Al lo cual se ha documentado previamente en Zea
mays y Brachiaria decumbens (Amends et al., 2009, Arroyave et al., 2011). Ya que se
necesita de la transcripcion de diversos genes que codifiquen proteinas implicadas en el
metabolismo y transporte de &cidos organicos, para disminuir los efectos del Al** en la
planta (Singh et al., 2017).

Con el fin de comparar el efecto de concentraciones crecientes de Al respecto la
concentracion de 50 uM AI** que activa los mecanismos de tolerancia y la raiz recupera
su crecimiento, se realiz6 un tratamiento a diferentes tiempos (0, 3, 6, 12, 24 y 48 h). En
el cual se observé que los efectos de toxicidad para esta concentracion existen a partir
de las 3 h de tratamiento, puesto que se registra un RRG del 60%. Comparable a lo
reportado en raices de soja (Glycine max) expuestas a 75 uM AI**, donde se redujo el
crecimiento de la raiz después de solo 5 min (o 30 min a 30 pM AI¥*) como parte de una
lesion primaria en el apoplasto causada por el Al, generando toxicidad en las paredes
celulares (Kopittke et. al., 2008). Esto demuestra de manera concluyente que el tiempo
para que se genere la inhibicion de la elongacion radicular, depende de la concentracion
del Al. Después de este decaimiento en la tasa de crecimiento radicular, a las 24 h se
registré una menor inhibicion con un RRG del 78%, lo cual refuerza lo determinado en el

experimento inicial a diferentes concentraciones, puesto que a las 48 h la raiz aumento
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Su recuperacion, observandose un porcentaje del 88.09% (Figura 9). El hecho de que las
tasas de crecimiento comiencen a restablecerse sugiere que se han activado los
mecanismos que hacen de F. esculentum una planta resistente a Al.

En contraste, los tratamientos a partir de 100 uM Al®* sobrepasaron la tolerancia de F.
esculentum en la fase de crecimiento temprano, ya que no hay recuperacion significativa
en la longitud, ni en la tasa de crecimiento radicular relativo a través del tiempo (Figura
6 y 8). Esto confirma lo observado por Reyna-Llorens (2015) cuando F. esculentum fue
expuesta a 100 yuM AI®*, donde evidencié la inhibicién significativa en el crecimiento
radicular. Sin embargo, existen datos que muestran que las plantas pueden recuperar
completamente sus tasas de crecimiento una vez expuestas a 100 uM AP, y
mantenerlas igual a los niveles del control durante todo el ciclo de vida de la planta
(Martinez-Rendon, 2013).

Esto demuestra que, a pesar de ser tolerante al Al, F. esculentum se comporta como
una especie sensible en la etapa de plantula por lo que sus mecanismos de tolerancia
se ven afectados teniendo como respuesta primaria de sensibilidad la inhibicién radicular
a 100 uM AI** desde las 24 h. Lo cual segin Mossor- Pietraszewska (2001), es comun
en la mayoria de las plantas en etapas tempranas de desarrollo, pues presentan menos
tolerancia y mayores sintomas de toxicidad por Al**, interfiriendo con la divisién celular
en las puntas de las raices e incrementando la rigidez de la pared celular con el
entrecruzamiento de las pectinas.

En este estudio, los datos de crecimiento sugieren que el umbral de tolerancia a la
toxicidad por AP* en F. esculentum es de 250 uM APF*, ya que a partir de esta

concentracion se registré una longitud de menos del 50% respecto al control en ambos
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tiempos y un decaimiento casi total en la tasa de crecimiento (Figura 8). Observandose
gue al sobrepasar este umbral se colapsa el sistema y no puede contrarrestar los efectos

toxicos en el crecimiento radicular a concentraciones mayores (p.ej. 500 uM Al3*).

11.2 Evaluacion de la penetracion y acumulacion de Al** en las raices
expuestas durante las primeras 48 h.

Para evaluar la absorcién del Al** en la plantula, las raices se tifieron con hematoxilina,
dado que, la hematoxilina revela un color violeta ante la presencia de Al. Esta tincion
también permitié observar un dafio celular en la zona meristematica de la raiz. Los dafios
en las raices expuestas a 50 uM de AI** (desprendimiento de las células de la rizodermis,
y absorcion de AI** abarcando aproximadamente 2 mm) tanto a las 3 como a las 6 h de
tratamiento (Figura 10). Esta evidencias son comparables con la presentada por
Sivaguru y Horst (1998), en 'Lixis' un cultivar de maiz sensible a Al** donde la parte distal
de la zona de transicion (DTZ, por sus siglas en inglés; 1-2 mm) es la zona mas sensible
a APt en laraiz.

También se evidencié que la inhibicién del alargamiento de la raiz es acompafada de
cambios morfoldgicos en el apice. A las 12 h de exposicion, se pudo observar en general
el desprendimiento de la caliptra y células del borde, asi como la penetracion de Al** en
la zona meristematica; mientras que, a las 24 h, el Al ya ha penetrado mas alla de la
zona de elongacion (Figura 11), donde termina la division celular y las células comienzan
a alargarse. Esto sugiere que la inhibicion del alargamiento radicular esta relacionada
con el contenido de Al en el apice, pues la mayor parte de la acumulacion de Al se
observa en dichas regiones, mismas que ya se han reportado como regiones sensibles

en la toxicidad por Al (Matsumoto y Motoda, 2013) y otros factores de estrés ambientales.
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A las 48 h de tratamiento, se evidencié el crecimiento precoz de raices laterales a
partir de los 2.5 mm, en él se observé la absorciéon de AI** en sus respectivos apices. En
plantas acumuladoras de Al, como Melastoma malabatricum, Camelia sinensis y
Conostegia xalapensis, el aumento de la formacion de raices laterales es una
caracteristica importante, ya que facilita el mantenimiento de la biomasa en las raices.
Este ajuste en las raices laterales y la biomasa parece necesario en los primeros
momentos de estrés por Al debido al dafio que este le ha inducido (Watanabe et al.,
2005, Ghanati et al., 2005, Gonzéalez-Santana et al., 2012).

Tal como se ha reportado, la toxicidad temprana en las raices tiene como resultado
un sistema radicular atrofiado con abundantes raices laterales, las cuales son cortas,
gruesas Yy quebradizas (Poschenrieder et al., 2008). Concordando con lo observado en
los bioensayos, pues dentro de los primeros 2.5 mm, se hizo evidente la ruptura del tejido
de la rizodermis, e incluso se observa que a las 72 h este tejido esta desprendiéndose y
deformandose (Figura 11).

En las condiciones experimentales de este estudio, la concentracion donde se observo
un aumento en la entrada del AI**, que provoca un dafio fue a 50 uM de Al®*, a partir de
las 3 h y hasta las 24h, que es el tiempo necesario para que se enciendan los
mecanismos de tolerancia (Figura 10 y 11). Estos datos son confirmados por Reyna-
Llorens et al., (2015) y Salazar et al., (2020), donde sugieren que después de las
primeras 12 h de tratamiento con Al, el crecimiento de la raiz disminuye mientras que los
niveles de ERO aumentan debido a la entrada de Al en la raiz.

Para los tratamientos a concentraciones crecientes, se observo que en las raices

expuestas a 25 yM AIP*, su absorcién aln permanece solo en la cofia y zona
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meristematica, de igual manera se puede distinguir como se desprenden las células del
borde en las que ha absorbido el AI**. El trabajo realizado por otros grupos con Triticum
aestivum ha demostrado que estas células adheridas a las puntas de las raices pueden
desempefiar un papel en la proteccion a la lesién por Al (Zhu et al., 2003).

En el tratamiento a 50 yM AI®*, el metal ya ha penetrado dentro de la zona de
elongacion, evidenciando también el desprendimiento de la cofia. Ma et al., (2004),
encontraron que la adicion de Al resulta en una reduccion de la extensibilidad de las
paredes celulares, provocando la inhibicién radicular en la zona de transicion en los
apices de las raices del trigo sensible a Al. Cabe sefialar que esta region de la raiz es
Unica, ya que es la union entre la zona de elongacién de la raiz y el meristemo de la raiz,
y es la region donde las células estan pasando por una fase preparatoria para el
alargamiento celular (BaluSka et al., 2010).

Por otra parte, a 100 uM AI** la penetracion de Al es mas evidente, acompariada de
un curvamiento en la raiz y el desprendimiento del tejido en forma de desgarros, de la
epidermis dentro de la zona meristeméatica. Este tipo de rupturas ligadas a la toxicidad
por Al, se deben a la alteracién en la division de las células de la rizodermis y la corteza
externa en la zona de elongacion, tal como se ha observado en guisantes (Pisum sativum
cv. Harunoka), alcanfor (Cinnamomum camphora), soja, caupi (Vigna unguiculata)
(Kopittke et al., 2016; Motoda et al., 2010; Osawa et al., 2011).

El AP* se acumulé principalmente en el apice de la raiz poco tiempo después del
comienzo de los tratamientos, como lo muestran investigaciones anteriores que indican
gue la captacion de AI®* esta restringida principalmente al sistema radicular, en donde,

el Al se acumula predominantemente en la rizodermis y las células mas externas del
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cortex, causando la formacién de rupturas o 'grietas' las cuales se producen debido al
desgarro y separacion de las capas celulares externas (Ryan y Kochian, 1993; Kochian,
1995). En otras palabras, los tejidos externos se alargan a un ritmo mas lento que los de
las células subyacentes y aun en expansion de la corteza interna y la estela (Kopittke et.
al., 2016).

Siendo las raices expuestas a las concentraciones mas altas (250 y 500 yM) en las
que el Al ha penetrado en mayor proporcion, por ende, son las raices que mostraron
dafios severos como la formacién de grietas acentuadas que coinciden con los sitios de
acumulacion de AI** (Figura 13). Esto coincide con lo reportado por Jones et al., (2006),
cuyos resultados también sugieren que la rigidez de la pared celular representa un efecto
toxico importante del Al, causando rupturas, incluso a concentraciones que provocan una

inhibicion casi completa de la elongacion de las raices.

11.3 Formacién de calosa en las raices expuestas a AI** durante las
primeras 48 h.

En la exposiciéon a Al, la pared celular es el primer compartimento con el que interactia
el metal y juega un papel importante en la manifestacion y percepcion de la toxicidad por
AIR* (Horst et al., 2010). La unién de este metal cambia su estructura, la vuelve mas
rigida y reduce su extensibilidad mecanica y expansion celular (Ma et al., 2004);
posteriormente al llegar a la membrana plasmatica, induciendo la produccién de calosa,
(Guichang et al., 1994), por lo que se conoce a este polisacarido como un indicador de
sensibilidad a la toxicidad por AI** (Sinhg et al., 2017).

En este estudio la distribucion espacial de la calosa dentro de las raices fue evidente

como un aumento de color verde brillante (mayor formacion de calosa). Dicha coloracion
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se sometio a un andlisis de fluorescencia, tomando en cuenta la intensidad de la sefial y
el area de distribucion, conforme al incremento en la concentraciéon de Al* que va de 0
a 500 uM. En el control, se detecté una sefial en la fluorescencia poco intensa lo que
significa que pueden presentar bajos niveles de calosa en el 4pice, debido al crecimiento
constante propio de la etapa de plantula (Kaneko et al., 1999).

Los puntos de deposicion de calosa observados hacia la zona de transicion en 25 uM
AlIP* indican sitios de produccién de este polisacarido sin llegar a tener un aumento
significativo (Figura 16), lo que sugiere que las paredes aun no se rigidizan lo suficiente
para impedir que se lleve a cabo la elongacién de la raiz; esto es consistente con los
andlisis de crecimiento anteriormente mencionados para 25 uM Al®*. Por otra parte, a las
48 h se pudo notar una disminucién de calosa significativa respecto al control, lo que
podria significar que las raices adquieren cierta resistencia conforme pasa el tiempo.

Durante las primeras 24 h de tratamiento con 50 uM de AI?*, se observd un patrén
diferente en la formacion de calosa, que si bien la produccion fue similar a la de la
concentracion de 25 uM (Figura 15), su ubicacion se concentr6 en una menor area
(Figura 16); correspondiente a la zonas de division y transicion (Figura 17) donde se sabe
el AI** dafia mas a la raiz (Sivaguru y Horst, 1998). Jones et al., (2006), al estudiar las
raices de maiz expuestas a Al, encontraron que la calosa solo se produjo en
concentraciones discretas, por lo tanto, esto refleja la capacidad especifica de una célula
para producir calosa donde percibe mayor dafio debido a la toxicidad por AI**, en lugar
de una activacion a nivel sistémico de la calosa sintasa (CalS) a lo largo de las diferentes

regiones de la raiz que no se encuentran mayormente comprometidas. Esto esta

50



respaldado por evidencia que muestra que la comunicacion de célula a célula es inhibida
por el Al (Sivaguru, et. al. 2000).

Ma et al., (2004) compararon cultivares (cv) de trigo tolerante (cv. Atlas 66) y sensible
(cv. Scout 66) encontrando que la produccion de calosa era menos evidente en los
cultivares denominados como tolerantes. Esto apoya los resultados que se obtuvieron a
las 48 h, con F. esculentum en donde se observo una disminucion en la formacion de
calosa, en donde la produccién se concentrd en el apice y la zona de division, esto podria
tomarse como una sefial mas de que la concentracion inicial de toxicidad por Al para F.
esculentum es de 50 uM de AI**, puesto que existe una inhibicién en el crecimiento, pero
no hay suficiente formacion de calosa para que la raiz no se recupere.

En tanto que, a 100 uM de AI** la formacién de calosa disminuye y se mantiene
constante conforme pasa el tiempo, pero se distribuye dentro de una mayor area, lo que
reflejaria que la raiz evita la entrada del AI** mediante la rigidez de una mayor porcién
de sus paredes (Figura 15); pues bloquea los plasmodesmos, inhibiendo la transferencia
simplastica de solutos. El hecho de que su producciéon inducida por AI** se origine
progresivamente a un ritmo lento, a través de las capas de las células corticales, sugiere
gue la comunicacion de célula a célula esta siendo inhibida (Sivaguru et al., 2000), puesto
gue ya no concentra la produccion solo en los sitios donde es mas vulnerable.

En este tratamiento (a 100 pM de AI®*) comenzaron a notarse pequefias zonas
sombreadas que indican el dafio inducido (tejido muy deteriorado) por la penetracion del
APR* (Figura 17). Las rupturas se formaron debido a la presencia de células externas
rigidas (de expansion lenta) superpuestas a las células del cilindro vascular y las células

internas del cértex que se expanden a un ritmo mas rapido. Esto apoya los hallazgos de
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Jones et al., (2006), quienes concluyeron que el Al redujo el crecimiento de las raices del
maiz al aumentar la rigidez de la pared celular en la rizodermis.

El incremento del Ca?* citosélico ([Ca?*] op. cit.) y la modificaciéon de la membrana
plasméatica son factores cruciales en la induccion de sintesis de calosa mediante la
activacion de 1,3-B-glucano sintetasa (Kauss et al. 1990). Y debido a la alta afinidad del
Al con la matriz péptica y la hemicelulosa se ven afectadas sustancialmente las
propiedades quimicas y mecéanicas de la pared celular (Horst et al., 2010). Lo cual se
pudo observar en el tratamiento a 250 pM de AI**, donde la formacién de calosa aumentd
al igual que su distribucion a lo largo de la raiz hacia las 24 h, en tanto que, a las 48 h
tuvo significativamente una mayor distribucion de este polisacarido. Por ello, se ha
sugerido que una fuerte unién de Al a la matriz péptica de la pared celular puede prevenir
su extension fisica y/o fisiologicamente al disminuir la eficacia de las enzimas que aflojan
la pared celular (Wehr et al., 2004).

Para el tratamiento de 500 uM de AI** hubo un aumento tanto en la formacién de
calosa como en su distribucion a las 24 h de exposicion (Figura 15 y 16). Exhibiendo una
mayor formacion en el apice de la raiz principal y los &pices de las raices laterales (Figura
17). La deposicion de calosa inducida por Al en las puntas de las raices se correlaciona
positivamente con una acumulacion e induccion en la inhibicion del crecimiento por Al
(Larsen et al., 1996; Horst et al., 1997; Yang et al., 2013). Singh et al., (2016) en su
estudio con Lens culinaris Medikus reportan una tasa de crecimiento radicular baja en
conjunto con una alta formacion de calosa como simbolo de una mayor sensibilidad al
AlIR*. Puesto que la raiz deja de alargarse y se rigidizan sus paredes evitando la entrada

de solutos.
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Finalmente, con los resultados obtenidos en el presente estudio, se propone que la
concentracion umbral en la tolerancia al Al es de 250 uM de AI**, sugiriendo que a partir
de 50 uM de AI** la raiz trata de inhibir la transferencia simplastica de solutos para evitar
la entrada del AI**, mediante la rigidez de una mayor porciéon de sus paredes afectando
severamente el crecimiento, hasta llegar a la concentracion umbral de 250 uM de AI**.
Asimismo, debido a la severa modificacion de la membrana plasmatica, se inhibe casi
totalmente la extension fisica de la pared celular permitiendo una mayor penetracion
mediante las rupturas llegando al cilindro vascular, en donde el metal logra colapsar la

eficacia fisiologica lo cual impide el desarrollo radicular y una posible recuperacion.
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XII. Conclusiones

o La exposiciéon a 25 uM de AIP* no es dafina para Fagopyrum esculentum. Al
aumentar las concentraciones de Al, a partir de la exposicién a 50 uM de A**, la
tasa de crecimiento radicular si disminuye y el dafio celular aumenta.

o El crecimiento radicular comienza a inhibirse desde las 3 h de exposicién a 50 uM
de APR*. Siendo la exposicién a 250 uM de AI®* la concentracion con la cual la
radicula deja de crecer y se ve severamente deformada durante 48 h.

o Se evidencio que existe penetracion de Al a partir de la exposicion a 50 uM de
AIR*, Penetrando en mayor proporcion las raices expuestas a las concentraciones
mas altas (250 y 500 uM), mostrando dafos severos como la formacion de grietas
acentuadas que coinciden con los sitios de acumulacién de Al3*.

o Se probé que el aumento de la formacion de calosa a partir de 50 uM de Al**
donde la produccion se ubicé en las zonas de division y transicién. Mientras que
a 250 uM de AIF* aumenté la formacion de calosa a lo largo de la raiz. Exhibiendo
produccion de calosa en el apice tanto de la raiz principal como de las raices
laterales. Por lo que se propone a esta concentracion como la concentracion

umbral en la tolerancia al AI** en F. esculentum.
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XIIl. Perspectivas

©)

(@]

Es necesario realizar estudios para evaluar la actividad enzimatica de las enzimas
antioxidantes a crecientes concentraciones de AI**, contra el estrés oxidativo que
provoca en F. esculentum, y asi tener un panorama mas amplio del mecanismo

de defensa ante la toxicidad por A3+,

Asi como evaluar la expresion de genes que codifiquen para estas enzimas que
se conoce participan en la remocion de ERO en F. esculentum, para conocer si

su regulacion es a nivel transcripcional.

Debido al umbral de tolerancia propuesto es necesario el estudio de la respuesta

de F. esculentum expuesta a 250 uM de AI** durante todo su ciclo de vida para

corroborar que la planta no puede recuperarse.
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