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INTRODUCCION
Aluminio en el suelo

El aluminio (Al) es el tercer elemento mas abundante en el planeta después del oxigeno
y el silicio, y es el mas abundante en la corteza terrestre. La mayoria de los compuestos
de Al en el suelo existe como Oxidos o como aluminosilicatos. Estas formas no son
fitotoxicas (Ma et al., 2003), sin embargo en los suelos acidos (pH menor a 5.5) el Al se
|3+

solubiliza en un cation trivalente A
(Ma et al., 2001).

, €l cual es toxico para la mayoria de las plantas

En una escala global, existen dos cinturones geograficos de suelos acidos: uno
corresponde a las zonas templadas humedas del hemisferio norte cubiertas
principalmente por bosques de coniferas. El segundo cinturon se encuentra en los
tropicos himedos (Von Uexkull & Mutert, 1995).

Sin embargo, la acidificacion del suelo no se limita sélo a estas zonas. La deforestacion
de las comunidades vegetales asi como la nitrificacion del suelo por el uso intensivo de
fertilizantes nitrogenados han llevado a que la proporcion de suelos acidos aumente
considerablemente (Johnson et al., 1997). Aproximadamente 30-40% de los suelos
cultivables son considerados acidos (Foy et al., 1978; Von Uexkull & Mutert, 1995).

En los suelos acidos con alto contenido mineral, el Al es el principal causante de la
toxicidad en las plantas (Samac & Tesfaye, 2003). El Al se solubiliza de manera
dependiente del pH para formar varios complejos con los grupos hidroxilo (Figura 1).
Las especies trivalentes (AI**) dominan en condiciones acidas (pH < 5), mientras que
las especies AI(OH)** y AI(OH)," se forman conforme el pH aumenta (Delhaize et al.,
1995). Aunque la toxicidad de estas especies solubles varia considerablemente, el Al **
es la forma mas fitotoxica (Ma et al., 2003).



. Al(OH),
M -.1' " 2 &

o, Al(OH); /
- B0t % o~ / 1 100
EL I\"-." Al / j \H"-.
< \ N / \ ."f | :
= 60 Al +\ [ \ / 10 ’
5 A T \ / >
E l... ._.'- 1 L
= 40 | \‘ A xx 1 g
B AIOH fﬂ‘?{:\ X / \ =
= /
- |
=

Figura 1.- Curva de solubilidad del Al. Mientras el pH disminuye, la especies
solubles de Al aumentan . A un pH = 4.5, la concentracion de Al se encuentra
principalmente en la especie iénica AI** (Tomado de Marschner, 1995).

Toxicidad del Al'y sus blancos moleculares

El principal sintoma que refleja la toxicidad del Al es la inhibicion del crecimiento de la
raiz. La region radicular mas sensible al Al se encuentra en el &pice de la raiz dentro de
la zona de transicion, localizada entre el meristemo y la zona de elongacién celular
(Sivaguru & Horst, 1998). El Al inhibe tanto la expansién como la division celular; esta
ultima tanto a largo plazo (Kochian, 1995; Matsumoto, 2000; Kochian et al., 2004)
como en tiempos cortos (Doncheva et al., 2005). La inhibicidn del crecimiento de la
raiz principal es percibida por la planta que responde al estimulo induciendo la
formacion de raices laterales; sin embargo, si estas raices siguen expuestas al Al, el
crecimiento es inhibido rapidamente (Poschenreider et al., 2008). La exposicion a
soluciones micromolares de Al pueden inhibir la elongacion de la raiz en minutos,
resultando en un sistema radicular dafiado y reducido. Esto limita la absorcién de agua y
de nutrimentos por parte de la raiz (Delhaize et al., 1995).



El Al se une preferentemente a los grupos carboxilo, sulfato y fosfato (Poschenreider et
al., 2008) y puede intervenir en el funcionamiento de diversos organelos; incluyendo la
pared celular, la superficie de la membrana celular, el citoesqueleto y el ndcleo de las
celulas (Kochian et al., 2004).

Efectos del Al en la pared celular

Cuando las raices estan expuestas al Al, la pared celular y los espacios intercelulares
son los primeros sitios de contacto (Ma, 2007; Poschenreider et al., 2008). En cultivos
celulares de tabaco, alrededor de 90% del Al total se encuentra asociado a las paredes
celulares (Chang et al., 1999). La elongacién celular esta acompafiada por un
incremento en la extensibilidad de la pared celular que esta regulada por dos parametros
fisicos: el coeficiente de viscosidad y el modulo de elasticidad (Ma, 2007). Se ha
descrito que el Al afecta notablemente estas caracteristicas haciendo mas rigida a la
pared celular. Tabuchi & Matsumoto (2001) observaron en raices de trigo sensibles al
Al, que la extensibilidad de la pared celular disminuy6 claramente después de exponer
estas plantas a 10 uM de AICI; por 6 hr. La exposicién al Al resulta en un cambio en los
polisacaridos de la pared celular el cual afecta las propiedades antes mencionadas. Se ha
observado un aumento en las concentraciones de pectina y hemicelulosa de la pared
durante la exposicion al Al en Triticum aestivum (Tabuchi & Matsumoto, 2001; Eticha,
et al., 2005).

Otra de las modificaciones que puede sufrir la pared celular es la deposicién de callosa.
El Al induce la formacion de callosa después de una hora de exposicion en Zea mays
(Sivaguru, et al., 2006). Esta acumulacion es mas abundante en la zona de elongacion
de la raiz (Ma, 2007; Sivaguru et al., 2006). La formacién de callosa hace a los tejidos
impermeables al agua, ademas bloguea los plasmodesmos, interrumpiendo la

comunicacion y el transporte a lo largo del simplasto (Ma et al., 2004).

Efectos del Al en el citoesqueleto



El Al afecta de manera indirecta a los microtdbulos y a los filamentos de actina en el
citoesqueleto, los cuales estan claramente relacionados con la elongacién de la raiz
(Frantzios et al., 2005). El Al induce la depolimerizacion de los microtabulos en la zona
de elongacion (Sivugaru et al., 2003), y promueve la desorganizacién de los filamentos
de actina en maiz (Amenos et al., 2009). Al estar dafiado el citoesqueleto, procesos
como el tréfico vesicular se ven afectados (lllés et al., 2006; Amenos et al., 2009). El
efecto del Al en el citoesqueleto parece ser una consecuencia de la despolarizacion de la
membrana celular y de la pérdida de homeostasis en las concentraciones de calcio
(Frantzios et al., 2005).

Alteraciones en la membrana plasmatica

La membrana plasmatica, al estar cargada negativamente permite que el Al (cargado
positivamente) se adhiera a los fosfolipidos que la componen, generando cambios en las
propiedades de fluidez y de desplazamiento lateral de la membrana (Rengel & Zhang,
2003).

Estas perturbaciones pueden generar una disminucion en la actividad de los canales de
Ca”" y K* (Pifieros & Tester, 1995; Pifieros & Kochian, 2001) y que la actividad de la
H*-ATPasa se inhiba, impidiendo la formacion y el mantenimiento del gradiente
electroquimico de H* transmembranal (Kochian et al., 2005). Todas estas alteraciones
influyen en la dinamica de los iones en las células de la raiz causando que el potencial
de la superficie membranal se altere y que procesos como la toma de nutrimentos o la

propagacion de sefiales se vean afectados (Ma, 2007).

Efectos del Al en la homeostasis del Ca?*

El Calcio actGa como un segundo mensajero en la transduccién de sefiales provocadas
por estimulos tanto hormonales como ambientales (Gilroy et al., 1993; Trewavas &
Malho, 1997). Estos estimulos pueden promover que se dé un incremento en el calcio
citoplasmatico a través de la activacion de canales membranales y endo-membranales
(Gilroy et al., 1993). Dichos cambios en las concentraciones de Ca’* actlian como
sefiales reguladoras en una serie de procesos bioquimicos y fisiologicos (Poovaiah &
Yang, 2002; Kim et al., 2007). Como ya se menciono anteriormente, el Al interfiere en

el flujo de iones como el Ca®" a través de la membrana plasmatica, lo cual resulta en



una fuerte interferencia para las vias de transduccion de sefiales (Zhang & Rengel,
1999). Se ha observado que en presencia de Al, los niveles de calcio citoplasmatico
aumentan considerablemente en raices de Triticum aestivum. (Zhang & Rengel, 1999:
Ma et al., 2002). Por otro lado, Jones & Kochian (1997) observaron, también en trigo,
que el Al impide la formacion de Ins (1,4,5)P3 al inhibir a la fosfolipasa C alterando la

dindmica de flujo del Ca®" y el crecimiento radicular.

Especies reactivas de oxigeno (ROS) y Al

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) estan involucradas en el estrés biotico y
abiotico (Mittler, 2002). Se ha observado que el Al promueve la generacion de ROS en
raices de Oryza sativa (Kuo & Kao, 2003). Maltais & Houde (2002) observaron en
trigo, utilizando el ensayo de reduccion de nitro azul de tetrazolio (NTB), que el Al
inhibe reacciones redox asociadas a la superéxido dismutasa dentro del apice radicular.
La perturbacion en estas reacciones puede llevar a la acumulacién de diferentes ROS
(Foyer & Noctor, 2005). Todas estas especies reactivas de oxigeno originan la
lipoperoxidacion de las membranas lo cual resulta en un dafio celular (Yamamoto et al.,
2001)

Tolerancia al Al

Algunas plantas pertenecientes a diversas familias (i.e. Poligonaceae, Melastomataceae,
Brasicaceae, Poaceae) han evolucionado mecanismos que les confieren tolerancia al
estrés por Al, permitiendoles crecer en suelos &cidos. Las estrategias de tolerancia se
pueden clasificar en 2 tipos: 1) La exclusion del Al del &pice de la raiz (Mecanismo de
exclusion) y 2) Tolerancia intracelular del Al transportado hacia el simplésto de la
planta (Mecanismo de acumulacion) (Kochian et al., 2005).

1.-Mecanismos de exclusion: Exudacion de acidos organicos

Muchas plantas tolerantes al Al responden a la presencia de este metal liberando &cidos

I** en la interface raiz-

organicos al medio, los cuales pueden formar complejos con el A
suelo (Ma et al., 2001). Existe una fuerte correlacién entre la liberacion de acidos
organicos y la tolerancia al Al (Delhaize et al., 1993; Ryan et al., 1995). Citrato, Malato

y Oxalato son los principales &cidos orgéanicos exudados al medio por las raices de las
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plantas (Ma et al., 2001). En la tabla 1 se muestran las especies en donde se ha

detectado la exudacion de algun acido organico en relacion con la tolerancia al Al.

Tabla 1.- Especies de plantas en las que se ha detectado la exudacion de &cidos organicos en
raices y en relacién con la tolerancia al Al (Tomada de Kochian et al., 2005).

Especie Acido organico Referencias
Cassia tora Citrato Maetal., 1997
Galium saxatile Citrato Schottelndreier et al., 2001
Glycine max Citrato 'Yang et al., 2001
Miscanthus sinensis Citrato Kayama, 2001
Miscanthus sacchariflorus Citrato Kayama, 2001
Nicotiana tabacum Citrato Delhaize et al., 2001
Oryza sativa Citrato Ishikawa et al., 2000; Ma et al.,
2002
Sorghum bicolor Citrato Magalhaes, 2002
Zea mays (Cateto-Colombia) |Citrato Pifieros et al., 2002
\Avena sativa Citrato & Malato Zheng et al., 1998
Brassica napus Citrato & Malato Zheng et al., 1998
Helianthus annus Citrato & Malato Saber et al., 1999
Raphanus sativus Citrato & Malato Zheng et al., 1998
Secale cereale Citrato & Malato Lietal., 2000
Triticale ssp Citrato & Malato Ma et al., 2000
Arabidopsis thaliana Malato Hoekenga et al., 2003
Triticum aestivum (ET3) Malato Ryan et al., 1995
Colocasia esculenta Oxalato Ma & Miyasaka, 1998
Fagopyrum esculentum Oxalato Maetal., 1997

Se han identificado dos patrones de exudacion de acidos organicos basados en el tiempo
de exudacion (Ma & Furukawa, 2003). En el patron |, la respuesta de exudacién de
acidos organicos es inmediata (Ryan et al., 2001), es decir, no se puede hacer una
distincion entre el tiempo que lleva la adicion de Al y la liberacion de acidos organicos.
En Fagopyrum esculentum la secrecion de oxalato se detecta durante los primeros 15
min de haber sido afadido el Al alcanzando su pico en las primeras 3 horas (Ma et al.,
1997). En el patron 11, la exudacion de acidos orgénicos se retrasa algunas horas
después de la exposicion al Al (Ryan et al., 2001). Cassia tora es una planta donde la
exudacion de citrato comienza después de las 4 h de exposicion y sus picos son
alcanzados luego de 12 h (Ma et al., 1997). La velocidad del patrén | sugiere que el Al

11



activa canales de aniones pre-existentes en la membrana plasmatica y que la induccién
de genes no es requerida (Ma, 2000). En este caso el Al podria simplemente activar un
transportador en la membrana plasmatica para iniciar la salida de aniones (Ma et al.,
2001). El retraso observado en el patrén 11 puede obedecer a la necesidad de inducir los
genes necesarios tanto para la formacion de los transportadores de aniones como para la

regulacion del metabolismo de los acidos organicos (Ma & Furukawa, 2003).

Transportadores de &cidos organicos

Para que los acidos organicos puedan detoxificar al Al de la rizosfera, estos deben de
ser transportados del citosol hacia el apoplasto. Este proceso involucra la activacién de
canales de aniones o transportadores de membrana que regulan la liberacién de los
acidos organicos en el apice radicular, sobretodo en la zona de transicion entre el

meristemo y la zona de elongacion (Magalhaes et al., 2007).

Los canales de aniones son proteinas de transporte localizadas en la membrana, las
cuales permiten el flujo pasivo de aniones a través de un gradiente electroquimico. En la
mayoria de las condiciones, mientras mas grandes sean las diferencias en la
concentracion de solutos (mas concentrado en el citoplasma) asi como en el potencial
eléctrico a través de la membrana de las células vegetales (negativas dentro de la
celula), los aniones se desplazan del citoplasma hacia el apoplasto (Ma et al., 2001).

El primer gene relacionado con la tolerancia al Al que fue clonado y caracterizado en
plantas fue el TaALMT1 (AI** activated Malate Transporter) en Triticum aestivum
(Sasaki et al., 2004). La expresion de este gene en sistemas heter6logos (células en
suspension de Nicotiana tabacum o en plantas de Hordeum vulgare) indujo la liberacion
de malato activada por AI** (Sasaki et al., 2004). Estudios posteriores lograron localizar
a la proteina TaAALMT1 en la membrana plasmética de esta planta (Yamaguchi et al.,
2005).

Proteinas similares a TaALMT1 se encuentran implicadas en la resistencia al Al en otras
especies de plantas. En Arabidopsis thaliana, el gene AtALMT1 (At1g08430) codifica
una proteina parecida a TaAALMT1 la cual se ha relacionado con el QTL de resistencia
al Al en esta planta (Hoekenga et al., 2006). En Brassica napus dos genes (BnALMT1 y
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BnALMT2) codifican proteinas con una similitud del 80% en su secuencia de
aminoacidos en comparacion con AtALMT1. La expresion de estos genes confiere
tolerancia al Al en células en suspension de Nicotiana tabaccum debido a la capacidad
de liberar malato al medio (Ligaba et al., 2006). Otra de las proteinas homologas a
TaALMT1 encontradas en otras especies es la proteina codificada por el gene SCALMT1
en Secale cereale. Esta proteina posee un 86% de identidad comparada con TaAALMT1,
ademas de que el gene co-segrega con la resistencia al AI** (Fontecha et al., 2007).

Los genes TaALMT1, AtALMT1, BnALMT1 y BnALMT2 han sido expresados en
ovocitos de Xenopus laevis (Sasaki et al., 2004; Hoeckenga et al., 2006; Ligaba et al.,
2006), lo cual ha permitido comparar las propiedades de estas proteinas. Las corrientes
detectadas para TaAALMT1 y BnALMT sélo se dan cuando los ovocitos son pre-
inyectados con malato; cuando se inyecta agua o citrato no se generan corrientes, lo cual
sugiere cierta especificidad de la proteina por el sustrato (Delhaize et al., 2007). Otra de
las caracteristicas encontradas en estos trabajos fue que la liberacion de malato al medio
no se da con la presencia de cualquier catién trivalente. La adicién al medio de La** no
induce la salida de malato. Esto sugiere que la activacién del canal es especifica para el

A", Sin embargo, en ausencia de AI**

se logro detectar una corriente muy débil en los
ovocitos que expresaban AtALMT1, lo cual puede indicar un nivel de actividad basal
que se estimula por la presencia del Al para activar la liberacion de malato (Hoeckenga

et al., 2006).

No todos los transportadores del tipo ALMT1 regulan la exudacion de acidos organicos
por Al. En Zea mays la expresion del gene ZmALMT1 estd implicada en el transporte
selectivo de aniones involucrados en la nutricion mineral asi como en procesos de
homeostasis de iones méas que en la exudacion de citrato en respuesta al Al (Pifieros et
al., 2007).

Ademas de los transportadores del tipo ALMT1, se ha establecido un papel en los
mecanismos de resistencia al Al para miembros de otras familias de transportadores,
como son los transportadores MATE (Multi-drug and toxin extrusion). Los
transportadores de la familia MATE se han encontrado tanto en procariontes como en
eucariontes (Omote et al., 2006), sin embargo no existe una secuencia consenso
conservada en todas las proteinas de esta familia (Furukawa et al., 2007). En plantas,
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estas proteinas han sido implicadas en la salida de moléculas orgéanicas pequefias
(Omote et al., 2006). Magalhaes y colaboradores (2007) lograron identificar a un gene
miembro de la familia MATE (Altsg) como un gene involucrado en la resistencia al AI**
en Sorghum bicolor. La expresion de este gene en Arabidopsis le confiere la capacidad
de exudar citrato en presencia de AIF*. De manera simultanea, Furukawa y
colaboradores (2007) identificaron en Hordeum vulgare otro gene de la familia MATE
(HVAACT1). Al expresar este gene en ovocitos de Xenopus levis se observd que, en
presencia de Al, se inducia la salida de citrato al medio. Recientemente Liu vy
colaboradores (2009) identificaron otro miembro de esta familia en Arabidopsis
thaliana (AtMATE) el cual funciona de manera independiente a AtALMT1 para conferir

tolerancia al Al en esta planta.

2.-Mecanismos de Acumulacién del Al

El segundo mecanismo de tolerancia al Al involucra la acumulacion de éste en el
simplasto. Existen especies altamente tolerantes las cuales pueden acumular grandes
concentraciones de Al sin mostrar ningln sintoma de toxicidad, a estas plantas se les
conoce como hiperacumuladoras. Se considera que una planta es hiperacumuladora si
puede almacenar por lo menos 1000 mg Al kg™ de tejido seco (Jansen et al., 2004). Se
han reportado plantas acumuladoras de Al en 55 familias de angiospermas, como las
familias Hydrangeaceae, Melastomataceae, Rubiaceae, Theaceae, Symploaceae y
Vochysiaceae (Jansen et al., 2004).

Un caso muy conocido es el de Camellia sinensis la cual puede acumular Al hasta
30,000 mg kg* de peso seco en sus hojas maduras (Matsumoto et al., 1976).
Fagopyrum esculentum puede acumular > 400 mg Al kg™ de peso seco después de 5
dias de exposicién a una solucién de Al (Ma et al., 1997) y mas de 15000 mg Al kg™ de
peso seco cuando es crecida en un suelo &cido. Las plantas de Hydrangea pueden
acumular altas concentraciones de Al (> 3000 mg Al kg™ de peso seco) en sus hojas
después de varios meses de crecimiento (Ma et al., 1997). Existen otras plantas como
Melastoma malabathricum en donde se ha observado que el Al, ademas de ser
acumulado, tiene un efecto estimulatorio en el crecimiento de esta planta (Watanabe et
al., 1998).
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Todas estas plantas poseen mecanismos para detoxificar el AI** internamente. La
manera de detoxificar el Al involucra la formacién de complejos entre el Al y acidos
organicos (Ma et al., 2001). En Melastoma, el Al se encuentra sobretodo formando
complejos del tipo 1:1, 1:2 y 1:3 con oxalato (Watanabe et al., 1998). A excepcion de la
forma 1:3, las demas son formas potencialmente tdxicas para las plantas, por lo que
estos complejos deben de estar contenidos en la vacuola (Ma et al., 2001). En
Fagopyrum, los cambios en las formas quimicas en las que esta acoplado el Al ocurren
durante la absorcion, traslocacion y acumulacién de éste. Una vez que el Al ha sido

absorbido por la raiz, el AI**

es quelado por el oxalato para formar el complejo Al-
oxalato (1:3) en las células de la raiz. Cuando este complejo es cargado al xilema ocurre
una reaccion de cambio de ligando para formar el complejo Al-citrato (Ma & Hiradate,
2000). Finalmente, el Al es descargado del xilema a las células de las hojas, en este
punto otra reaccién de intercambio de ligando ocurre para re-establecer al complejo Al-

oxalato. Este complejo es entonces almacenado en la vacuola (Ma & Hiradate 2000).

Otros mecanismos de tolerancia al Al

La exudacién de acidos organicos ha sido un fenémeno altamente documentado, sin
embargo éste no es el Unico mecanismo relacionado con la exclusién Al (Yang et al.,
2007). Zheng y colaboradores (2005) observaron en Fagopyrum esculentum que tanto
variedades sensibles como tolerantes exudaban las mismas cantidades de oxalato. Por su
parte Pifieros y colaboradores (2005) mostraron en Zea mays que la tolerancia al Al
entre seis genotipos diferentes no se podia explicar solamente por las diferencias en la

exudacion de citrato al medio.

Algunos de los mecanismos de exclusién propuestos incluyen el incremento en el pH de
la superficie de la raiz (Degenhardt et al., 1998), la liberacion de fosfato al medio
(Pellet et al., 1996; Zheng et al., 2005) y modificaciones en los componentes de la
pared celular (Yang et al., 2008). Degenhardt y colaboradores (1998) encontraron en
una mutante de Arabidopsis thaliana resistente al Al (alr-104), que la exposicién a AI**
inducia un incremento en el influjo neto de H* localizado en el apice de la raiz. Este
flujo de H" genera un aumento en el pH de la rizdsfera el cual disminuye los efectos

toxicos del Al. Por su parte Pellet y colaboradores (1996) reportaron que la liberacion
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de fosfato en el apice de la raiz, contribuye a la resistencia al Al en la variedad de
Triticum aestivum Atlas 66. Por Gltimo, en el caso de Fagopyrum esculentum, Zheng y
colaboradores (2005) observaron un aumento de las concentraciones de fésforo dentro
de la raiz en las variedades tolerantes al Al. De acuerdo con estos autores, el fosforo
podria inmovilizar al Al de manera interna.

En la variedad tolerante de arroz Nipponbare se ha observado una mayor proporcién de
pectinas metiladas en comparacion con variedades sensibles. Esto se debe a una menor
actividad de la pectina metilesterasa de la pared celular (YYang et al., 2008). Las pectinas
metiladas causan una reduccion en la capacidad del Al para interactuar con la pared

celular reduciendo los efectos toxicos de este ion.

Transportadores ABC y tolerancia al Al

Los transportadores de tipo ABC son proteinas de membrana que acoplan el transporte
de diversos sustratos a través de las membranas celulares por medio de la hidrolisis de
ATP (Hollenstein et al., 2007). Larsen y colaboradores (2005 y 2007) identificaron dos
genes (ALS1 y ALS3) que codifican proteinas de este tipo en Arabidopsis. ALS3 se
expresa en los hidatodos de las hojas, el floema y en la corteza de la raiz. Por su parte
ALS1 se expresa principalmente en el apice de la raiz y en el haz vascular de la planta.
De acuerdo a los sitios donde se expresan estas proteinas asi como a las constantes de
difusién del Al, los autores, sugieren que estas proteinas podrian estar involucradas en
la redistribucion del Al acumulado en tejidos sensibles para proteger a las raices del
efecto toxico del Al.

Huang y colaboradores (2009) encontraron en Oryza sativa dos proteinas, STAR2 y
STAR1 las cuales forman un complejo que funciona como un transportador ABC.
STAR2 codifica una proteina con siete dominios transmembranales y es homdloga a
ALS3. STAR1 codifica una proteina con un dominio de union a ATP. Ambos genes se
expresan principalmente en raices y son inducidas por la exposicion a Al. Cuando son
expresadas en ovocitos de Xenopus laveis presentan una actividad especifica para el
transporte de UDP-glucosa la cual podria ser utilizada para modificar la composicion de

la pared celular como un mecanismo de tolerancia.

ABA y toxicidad por Al
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El ABA (4cido abscisico) es una hormona involucrada en la respuesta y la adaptacion al
estrés (hidrico/osmético) causado por el ambiente, alterando el metabolismo celular de

las plantas e induciendo varios mecanismos de defensa (Schroeder et al., 2001).

Durante el estrés hidrico, se sabe que el ABA induce el cierre de los estomas mediado
por la reduccion de la presion de turgencia en las células guarda (MacRobbie, 1998).
Por medio de una cascada de sefializacion, el ABA promueve un aumento en los niveles
citosélicos de Ca®". Estas elevaciones a su vez, activan canales de aniones que regulan
la salida de éstos de las células guarda. El flujo de aniones causa una despolarizacion de
la membrana la cual activa canales de K" salientes. La salida de aniones y de potasio
genera una pérdida en la turgencia y por lo tanto el cierre de los estomas (Schroeder et

al., 2001).

La relacion que existe entre el ABA y el estrés por Al se ha estudiado muy poco.
Matsumoto y colaboradores (1996) encontraron que el contenido de ABA en plantas de
Hordeum vulgare aumento al doble cuando se trataron a las raices con 50 uM AICl; por
24 h. Con este resultado se especuld que el ABA podria estar involucrado en la
sefializacion provocada por la presencia de Al en el medio. Un estudio posterior
realizado por Shen y colaboradores (2004) demostré que en Glycine max el Al caus6 un
incremento en las concentraciones de ABA endogeno; ademas, se observo que la
adicion de ABA exdgeno provoco la exudacion de citrato en las raices. Estos resultados
sugieren que las respuestas causadas por el Al podrian estar mediadas por la via de
transduccion de sefiales del ABA. Por otra parte, la aplicacion de ABA exdgeno
también provoco un aumento en la actividad de la citrato sintasa (Shen et al., 2004). A
pesar de estas evidencias, no se sabe exactamente el papel que tiene el ABA durante el
estrés por Al, asi como la via de transduccion de sefiales que participa en la activacion

de los canales de acidos organicos involucrados en la tolerancia a este metal.

Fagopyrum esculentum

Fagopyrum esculentum Moench (Trigo sarraceno 6 alforfon) es una herbacea anual que
pertenece a la familia Poligonaceae. Sus hojas son pecioladas de forma ovalada-
triangular y pueden medir de 2-8 cm de largo. Generalmente alcanza a crecer hasta 1.3

m de alto. Su centro de origen se cree que se encuentra en el sur de China (Ohnishi,
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1993). El cultivo de Fagopyrum se considera como un cultivo secundario de
subsistencia, que se siembra principalmente en zonas poco productivas. Actualmente, el
trigo sarraceno as ampliamente cultivado en paises como China, Japon, Rusia, Ucrania,
Canad4, India, Corea del Sur, Corea del Norte, Brasil, Sudafrica, Nepal y EUA entre
otros. El grano se utiliza principalmente para consumo humano y como forraje para

animales (Campbell, 1997).

Fagopyrum esculentum es considerada como una especie altamente resistente al Al.
Como ya se mencion0, se postula que existen dos mecanismos responsables para esta
caracteristica, en el caso especifico de F.esculentum el primero involucra la secrecion
de oxalato por la raiz. Esta respuesta es muy rapida, comenzando dentro de los primeros
30 min de exposicion al Al (Zheng et al., 1998). Y el segundo mecanismo involucra la
acumulacion de Al en la forma Al.oxalato dentro de las vacuolas en las hojas.
F.esculentum llega a acumular >400 mg Al kg™ de peso seco en sus hojas (Ma et al.,
1998; Shen et al., 2002). La mayoria de los estudios en esta especie se han realizado
con la variedad asiatica Jianxi y no existen estudios reportados sobre variedades

pertenecientes al continente americano como la variedad Mancan.

La importancia que tiene esta planta como un cultivo sustituto, su corto ciclo de vida (4-
5 semanas), asi como su capacidad de crecer en suelos acidos, y por consiguiente de
tolerar los efectos téxicos del Al, hacen de Fagopyrum una planta idonea para estudiar

los mecanismos fisioldgicos implicados en la resistencia a este metal.

Con base en estos antecedentes, y si Fagopyrum esculentum es una planta tolerante al
Al, entonces uno de sus mecanismos de tolerancia seria el expresar proteinas capaces de
regular la exudacién de oxalato y/o la acumulacion del Al en sus hojas. Probablemente,
en esta planta existen transportadores homoélogos a los previamente reportados en otras
especies, relacionados con la tolerancia al Al. Asimismo la regulacién de estos
transportadores podria estar mediada por alguna hormona involucrada en respuestas al

estrés como lo es el Acido Abscisico.

Objetivo General
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Evaluar la respuesta al Al en raices de plantulas de Fagopyrum esculentum var.
Mancan, asi como el papel del acido abscisico (ABA) en relacion con la expresion de

transportadores involucrados en la tolerancia.

Objetivos particulares:

Determinar el efecto del Al en el crecimiento radicular de plantulas de 3-5 dias de edad.

Evaluar la acumulacion de Al asi como el posible dafio celular causado por este.

Determinar las concentraciones de acidos organicos exudados asi como dentro de las

raices.

Determinar los niveles enddgenos de ABA en las raices en relacion con las

concentraciones de Al y el tiempo de exposicion.

Caracterizar a nivel molecular alguno de los posibles transportadores involucrados en la

tolerancia al Al en las raices de Fagopyrum esculentum.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Todos los experimentos se realizaron con semillas de Fagopyrum
esculentum cv. Mancan, obtenidas de Wildlife Management Solutions, Inc. Eutaw,
Alberta, Canada.
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Alberta, Canada.
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Determinacion del crecimiento radicular e incremento en el peso seco

Crecimiento Radicular e Incremento en el Peso Seco

Con la finalidad de evaluar el efecto del Al en el crecimiento de F. esculentum, se
determind el crecimiento radicular asi como el incremento en el peso seco. Para ello,
semillas de F.esculentum se sumergieron en agua destilada para su imbibicién. Después
de 2 h las semillas fueron colocadas sobre Agar al 1% en cajas de Petri. Las cajas se
colocaron en una camara de crecimiento (Labline Instruments, Inc. USA) a 26° C en la
oscuridad. Una vez germinadas (48 h después de imbibidas), las plantulas fueron
transferidas a recipientes de 0.5 L con una solucion de CaCl, 0.5 mM a pH 4.5, con
aireacion continua y por 24 h con el fin de aclimatizar a las plantulas al ambiente acido.
Posteriormente, se eligieron 20 plantulas de tamafio similar y se transfirieron a una
soluciéon de CaCl, 0.5 mM, a pH 4.5 con 0, 25, 50 y 100 uM de AICI;. En estas
soluciones no se afiadid ningln otro nutrimento ya que estos podrian interactuar con el
AICI; disminuyendo su actividad. EIl incremento en la elongacién radicular (expresado
como Ec para el control y Et para los tratamientos) se registré a las 0, 12, 24, 48 'y 72 h.
A partir de los datos obtenidos se calculd la tasa relativa de crecimiento radicular
(RRG) con respecto al control (0 uM de AICI;) con la siguiente férmula:

RRG (%)= AEC/AEt,*100
En donde AEciy = ECn- ECin1 Y AEty= Etyn - Etin-1 (Siendo Ec y Et el incremento en la
elongacion radicular para el control y el tratamiento respectivamente y ti, un tiempo

determinado)

Por otro lado, plantulas de todos los tratamientos fueron cosechadas en los tiempos
mencionados anteriormente para la determinacion del incremento en biomasa. Para este
ensayo, las raices fueron retiradas y guardadas en una bolsa de papel y colocadas en un
horno a 45° C por 24 h. El peso seco de la raiz fue registrado por medio de una balanza
(OHAUS). Los ensayos de crecimiento radicular y de incremento en el peso seco fueron
realizados por triplicado (n = 20). Los datos obtenidos para ambos ensayos fueron
analizados por medio de un Andlisis de Varianza con un nivel de probabilidad de p <
0.05, utilizando el programa estadistico JMP 7 (SAS Institute Inc.). En los casos donde
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se encontraron diferencias significativas se realiz6 un andlisis de comparaciones

multiples utilizando el método de la minima diferencia significativa (LSD).

Localizacion del Al dentro de la raiz y evaluacion de la viabilidad celular.
Con el fin de localizar el Al dentro de las raices se utilizaron las tinciones de Morin,

Hematoxilina y Lumogallion.

Tincion con Morin y Hematoxilina

El Morin (2°,3",4°,5,7-pentahidroxiflavanona) y la Hematoxilina son indicadores
histoquimicos utilizados para detectar la presencia de Al. Para la tincién con Morin,
plantulas de F. esculentum de 24 h de edad fueron tratadas con 0, 25, 50 y 100 uM de
AICl;. Despues de 24, 48 y 72 horas de tratamiento las raices de las plantulas fueron
lavadas en amortiguador MES (pH 5.5) por 10 min y luego tefiidas con 100 uM de
Morin (SIGMA) en el mismo amortiguador por 1 h. La fluorescencia emitida por el
Morin fue observada utilizando un microscopio (Zeiss, Alemania) acoplado a un
sistema de epifluorescencia. Las muestras fueron fotografiadas con una cdmara digital
(Nikon, Japdn) acoplada al microscopio.

Para la tincion con hematoxilina plantulas de F. esculentum fueron sometidas a los
mismos tratamientos antes mencionados y lavadas con agua destilada durante 10 min.
Después del lavado, las raices se colocaron durante 15 min en una solucion de
hematoxilina (0.2 g de hematoxilina 'y 0.2 g de NalOs en 100 ml de agua desionizada).
Posteriormente, las raices fueron lavadas con agua desionizada. Las muestras se
montaron en portaobjetos y fueron observadas en un microscopio estereoscopico (Zeiss,

Alemania) y fotografiadas.

Tincién con Lumogallion

El Lumogallion (&cido sulfonico 3-[2,4 di-hidroxifenilazo]-2-hidroxi-5-clorobenzoico)
es un colorante especifico que sirve para localizar Al en el simplasto y apoplasto. La
tincion fue llevada a cabo basandose en el método previamente descrito por Silva y
colaboradores (2000). Plantulas de F. esculentum de 24 h de edad fueron tratadas con
0, 25,50 y 100 uM de AIClIs. Después de 24, 48 y 72 horas de tratamiento las raices de
cada uno de los tratamientos fueron fijadas en formaldehido al 3.7% disuelto en
amortiguador PBS (0.14M NaCl, 2.7 mM KCI, 6.5mM Na;HPO,, 1.5mM KH,PO,; pH
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7.3). Después de la fijacion, las muestras se lavaron con el amortiguador MTSB (50mM
PIPES, 5mM MgSQO, 7H,0, 5mM EGTA,; pH 6.9) por 30 min y en PBS por 15 min. Las
muestras fueron deshidratadas de forma creciente en una serie de etanol al 30, 50, 70,
90 y 97% disueltos en amortiguador PBS. Luego de ser deshidratadas, las muestras
fueron incluidas en una cera a base de PEG 400 (poli-etilen-glicol) al 90% y 1-
hexadecanol al 10%. Ya con las muestras incluidas se procedié a realizar cortes
transversales y longitudinales a la altura del apice radicular utilizando un microtomo
(Reichert). Las preparaciones fueron rehidratadas con PBS y lavadas en un
amortiguador de acetatos (10mM acetato de sodio; pH 5.2) por 15 min. Las
preparaciones fueron colocadas en una solucién de lumogallion (10uM en 10mM de
acetato de sodio; pH 5.2) por 60 min dentro de un horno a 50° C. Después de dos
lavados con amortiguador de acetatos se afiadio el reactivo de Hoetsch (bis-
benzamidina) (90% en glicerol) con la finalidad de tefiir los nucleos de las células y
contrastar la tincion del lumogallion. Las muestras fueron observadas utilizando

microscopia confocal (Leica, Alemania).

Tincién vital

Para visualizar el posible dafio en las membranas inducido por el Al, se llevo a cabo una
doble tincion utilizando diacetato de fluoresceina (FDA) y Yoduro de propidio (PI)
basandose en el método de Jones & Senft (1985). La fluoresceina puede penetrar al
interior de las células en forma de diacetato. Las enzimas con actividad de esterasa
dentro de la célula rompen el enlace ester del FDA liberandolo en el citosol y
provocando la emision de fluorescencia. Por su parte la membrana plasmatica es
impermeable al Pl. Si las membranas se encuentran dafiadas, el Pl puede penetrar al
citoplasma y reaccionar con los acidos nucleicos originando una coloracién rojiza.
Plantulas de F. esculentum de 24 h de edad fueron tratadas con 0, 25, 50 y 100 uM de
AICl;. Después de 24, 48 y 72 horas de tratamiento las raices de cada uno de los
tratamientos fueron incubadas en FDA (0.04 ml/ 10 ml PBS) durante 3 minutos, lavadas
con amortiguador PBS y colocadas en IP (1 mg /50 ml PBS) por 10 minutos. Las
muestras fueron montadas en un portaobjetos y observadas en un microscopio de
epifluorescencia (Zeiss) utilizando una excitacion de 450 nm y un filtro de emision de

510 nm para la visualizacién de la fluoresceina.
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Concentracién de acidos organicos y niveles de ABA

Cuantificacion de acidos organicos exudados y dentro de la raiz por HPLC

Para evaluar los niveles de exudacion de citrato, malato y oxalato en el medio asi como
las concentraciones de estos acidos dentro de la raiz se utilizo la técnica de HPLC. Para
ello, plantulas de F. esculentum de 24 h de edad fueron tratadas con 0, 25, 50 y 100 uM
de AICI;. Despueés de 0.5, 6, 12, 24, 48 y 72 horas de tratamiento se colectd el medio
(1.5 ml) con el fin de recolectar los exudados de la raiz. Para remover el exceso de Cl,
las muestras fueron pasadas por una columna de cromatografia OnGuard-AG (Dionex,
Sunnyvale, CA, USA.). Posteriormente para eliminar el exceso de AI**, las muestras
fueron colocadas dentro de tubos de 2 ml que contenian 0.5ml de resina de intercambio
cationico (Dowex 50W X8, H'; Fluka, Chemie, Seelze, Alemania). Las muestras fueron
incubadas durante 3 h en un agitador rotatorio a temperatura ambiente para luego ser
filtradas. Finalmente fueron concentradas con un sistema tipo Speed-vac (Labconco,
Corp.) y resuspendidas en 0.5 ml de H,SO4 0.5 mM. Por otro lado, las raices utilizadas
en este ensayo fueron molidas con un homogenizador de tejido (Polytron; Capitol
Scientific Inc, USA.) en agua ultrapura 18 M (Milli-Q Water System; Millipore,
Bedford, MAMillipore). Las muestras fueron centrifugadas a 10,000 g x 10 min a
temperatura ambiente. Después de la centrifugacién se colectd el sobrenadante. Las
muestras de ambos ensayos (medio y raices) fueron analizadas por medio de un equipo
de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC; Waters ME) con una fase mévil de
H,SO,4 (5 mM). Ambos ensayos fueron realizados por triplicado. Los datos obtenidos
para ambos ensayos fueron analizados por medio de un Analisis de Varianza con un
nivel de probabilidad de p < 0.05, utilizando el programa estadistico JMP 7 (SAS
Institute Inc.). En los casos donde se encontraron diferencias significativas se realiz6 un
analisis de comparaciones multiples utilizando el método de la minima diferencia
significativa (LSD).

Cuantificacién de los niveles de ABA

Con el fin de determinar una posible correlacion entre los niveles de ABA y el patron de

exudacion de acidos organicos asi como de la concentracién de estos dentro de las
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raices en respuesta al Al, se cuantificaron los niveles de ABA enddgenos de las raices
en pléntulas de F.esculentum. Plantulas de F. esculentum fueron tratadas con 0, 25, 50 y
100 uM de AICI;. Se realizaron cosechas después de 0.5, 6, 12, 24, 48 y 72 horas de
tratamiento. Las raices fueron separadas de la planta, molidas en nitrgeno liquido e
incubadas en metanol (Baker analyzed) al 100% durante 24 h. Posteriormente, el
contenido de ABA se cuantifico utilizando un kit de deteccion de ABA por
inmunoensayo (SIGMA). Se llevaron a cabo cuatro ensayos independientes y dos
repeticiones por inmunoensayo. Los datos obtenidos fueron analizados por medio de un
Analisis de Varianza con un nivel de probabilidad de p < 0.05, utilizando el programa
estadistico JMP 7 (SAS Institute Inc.). En los casos donde se encontraron diferencias
significativas se realiz6 un analisis de comparaciones multiples utilizando el método de

la minima diferencia significativa (LSD).

Bioensayo con Acido Abscisico exdgeno

Las concentraciones de ABA exdgeno utilizadas en estos bioensayos se eligieron en
base a lo reportado previamente por Shen y colaboradores (2005). Para demostrar que
estas concentraciones tenian algun efecto fisiologico en las raices de Fagopyrum se
evaluo el efecto de esta hormona en el crecimiento radicular. Plantulas de Fagopyrum
esculentum de 48 h de edad fueron colocadas en recipientes de 0.5 L con una solucién
de CaCl, 0.5 mM a pH 4.5, con aereacién continua durante 24 h. Posteriormente, se
eligieron 20 plantulas de tamafio similar y se transfirieron a una solucién de CaCl, 0.5
mM, apH 4.5 con 0, 1y 10 uM de Acido Abscisico (SIGMA) disuelto en Etanol al 100
%. El incremento en la elongacién radicular (expresado como Ec para el control y Et
para los tratamientos) se registrd a las 0, 12, 24, 48 y 72 h. A partir de los datos
obtenidos se calculé la tasa relativa de crecimiento radicular (RRG) con respecto al
control (0 uM de ABA) (utilizando la misma férmula descrita para los ensayos con Al).

Caracterizacion molecular de un transportador del tipo ABC en las raices de
Fagopyrum esculentum var. Mancan

Para obtener la clona del posible transportador inducible por Al las secuencias
reportadas para los transportadores del tipo ABC en Arabidopsis thaliana (NP_181270)
y Oryza sativa (BAA90494), se alinearon por medio de una matriz de tipo BLOSSUM
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80 utilizando el software MacVector 10.5.1 (Symantec Corporation, USA.). Con las
secuencias alineadas, se disefiaron oligonucledtidos degenerados de las regiones
homologas. Después de obtener los oligos degenerados, se aisl6 el RNA total
proveniente de las raices de F.esculentum, tratadas por 72 h con 100 uM de AICl;
utilizando un kit de extraccion (MO-BIO Laboratories Inc, USA). A partir de esta
extraccion, el mMRNA se convirtio a cDNA utilizando la enzima transcriptasa reversa
SuperScript Il (Invitrogen) y el oligo-dt (Invitrogen) de acuerdo a las especificaciones
determinadas por la casa comercial. Después de obtener el cDNA, se llevaron a cabo
reacciones de amplificacion por PCR. Los oligonucleotidos disefiados para el
transportador asi como el tamafio esperado del producto y el programa de PCR se
muestran en la Tabla 2.

Tabla 2.- Secuencias de los oligonucleotidos utilizados asi como el programa de PCR

utilizado para las amplificaciones.

Transcrito | Secuencia Tamafio Programa de PCR
esperado del
producto
FeALS F-5"ATCGGATTT/CGTTCTT/CCAG/A 3 264pb Un ciclo de desnaturalizacion
R-5TTCATG/AGTAACT/GCCG/AGTG 3’ inicial (90° C por 3 min); 30
ciclos de 3 pasos (90° C por 30s
para la desnaturalizacién, 57° C
por 30 s para la hibridacién, y 70°
C por 30 s para la extension); y
de un ciclo final de extension
(70° C por 10 min).
Actina F-5"CTGCCATGTATGTTGCCATC 3’ 400pb Un ciclo de desnaturalizacion
R-5"CAGCTTCCATTCCGATCATT 3’ inicial (90° C por 3 min); 30

ciclos de 3 pasos (90° C por 30s
para la desnaturalizacién, 57° C
por 30 s para la hibridacién, y 70°
C por 30 s para la extension); y
de un ciclo final de extension
(70° C por 10 min).

El producto obtenido por PCR fue cargado en un gel de agarosa al 1% y separado por
medio de un aparato de electroforesis (Horizon 11-14, Life Technologies). Después de
la corrida, la banda del tamafio deseado se cortd y purificé por medio de una columna
(Ultrafree-DA; Millipore). Ya purificado, el producto de PCR se ligé a un vector de
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clonacion por medio del sistema pGEM-T Easy Vector (Promega). Posteriormente se
llevd a cabo la transformacion de células competentes de la linea DH5a por medio de
un choque térmico. Después de la transformacion, las células se sembraron en cajas
Petri con medio LB/ampicilina/X-Gal/IPTG. Las cajas se colocaron en un horno a 37° C
por 24 h. Pasado el tiempo de incubacion se procedid a seleccionar a las colonias
transformadas. Las colonias de color blanco (transformadas) se colectaron y sembraron
en tubos con 3 ml de medio LB con ampicilina. Los tubos se colocaron en un horno
rotatorio en la oscuridad y a una temperatura de 37° C por 16 h. Después de este tiempo
se llevo a cabo la extraccion del plasmido de las células. Para ello se utilizé el kit de
extraccion MiniPrep (Qiagen). Con la finalidad de corroborar que el plasmido contenia
el producto de PCR, se tom0 una alicuota del mismo y se digirié con la enzima de
restriccion EcoRI (SIGMA) por 1 h en un bafio de agua a 37°C. EIl plasmido digerido
con la enzima de restriccidn se cargd en un gel de agarosa al 1% y se separd por medio
de un sistema de electroforesis (Horizon 11-14, LifeTechnologies). Aquellos vectores
donde se observé la banda correspondiente con el inserto fueron mandados a secuenciar
al Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto de Biologia de la UNAM. A partir de
la secuencia se realizé un BLAST para determinar la similitud con transportadores de
otras especies. La secuencia parcial obtenida se nombré FeALS (Fagopyrum esculentum
ALuminum Sensitive) y su nimero de acceso para el GenBank es GU327650.1

RT-PCR

Con la finalidad de evaluar si el Al tiene algin efecto en la expresion del transportador
FeALS asi como si este transportador se expresa al aumentar los niveles exdgenos de
ABA, se llevo a cabo un PCR semicuantitativo. Plantulas de F. esculentum de 24 h de
edad se trataron con 0, 25, 50, 100 uM de AICI3 y con 1y 10 uM de acido abscisico
(SIGMA) por 12, 24, 48 y 72 h. Con cada uno de estos tratamientos se realizé una
extraccion de RNA total y a partir de este, se obtuvo el cDNA correspondiente
utilizando la misma técnica mencionada anteriormente. Se llevaron a cabo
amplificaciones por triplicado para cada uno de los tratamientos utilizando
oligonucleotidos para el transportador FeALS y la Actina (como control interno). Las
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condiciones utilizadas en estas reacciones fueron las mismas que se muestran en la tabla
anterior con excepcion del nimero de ciclos, el cual aument6 a 35. EI nimero de ciclos
se eligi6 de acuerdo a una curva de reacciones de PCR utilizando 30, 33, 36, 39, 42y 45
ciclos. En este caso, 35 ciclos corresponden a la fase exponencial del proceso de
amplificacion. Los productos del PCR se cargaron en un gel de agarosa al 1% y se
separaron por electroforesis. Las intensidades de cada una de las bandas obtenidas se
analizaron por medio de un sistema de deteccion de imagenes (Gel logic 100 (KODAK,
USA)).

RESULTADOS Y DISCUSION

Fagopyrum esculentum presenta un periodo de aclimatacion para contrarrestar los
efectos toxicos del Al

Con el objetivo de determinar la respuesta de F.esculentum al Al, se llevaron a cabo una
serie de experimentos donde se analiz6 el crecimiento de la raiz en plantulas expuestas a
diferentes concentraciones de AICls. Después de exponer las plantulas por 12 h al Al, en
cada uno de los tratamientos se presentd una disminucion en la tasa relativa de
crecimiento de la raiz (RRG) en comparacion con las plantulas control (Figura 2). A
partir de las 24 h de tratamiento, la RRG se recuperd en los tratamientos de 25 y 50 uM
de AICI3; A las 72 h, las plantulas expuestas a 25uM de AICI; presentaron una RRG
igual a las control, mientras que las plantulas expuestas a 50 uM de AICI; se habian

recuperado en casi un 80%. En este tiempo, las plantulas expuestas a 100 uM de AICl;
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no presentaron recuperacion alguna y su RRG se mantuvo inhibida en el mismo rango
durante todo el bioensayo (~40%). La inhibicion en la elongacion radicular es el
principal sintoma de toxicidad por el Al (Barcelé & Poschenreider, 2002). Estos datos
sugieren que 100 uM de AICI; es una concentracidn téxica para F.esculentum. Sin
embargo, de acuerdo con Martinez-Renddn (comunicacion personal, 2010), en tiempos
posteriores a las 72h de exposicion a 100 uM de AICI3, se observa una recuperacion en
la RRG de las raices la cual alcanza su crecimiento normal a los 15 dias de tratamiento.
Estos resultados indican que la tolerancia al AI** en F.esculentum es un proceso que
requiere de un tiempo de aclimatacion para contrarrestar los efectos toxicos de este ion.

Al complementar estos resultados con otras medidas de crecimiento como el incremento
en el peso seco, se observd que en este rubro no existen diferencias significativas entre
ninguno de los tratamientos y el control (Figura 3). Si bien las plantulas expuestas a
100 uM de AICI; hsbian perdido en gran medida su capacidad de elongacién radicular,
la capacidad de acumulacion de biomasa no se vi0 alterada. Probablemente, estas
plantulas estan generando un mayor nimero de raices laterales en comparacion con el
Control (Figura Al). Seria necesario determinar el numero de primordios de raices
laterales con el fin de hacer un anélisis mas profundo y confirmar esta hipotesis.
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Figura 2.-Tasa relativa de crecimiento de la raiz (%) con respecto al control para
En la grifica se muestra el promedio de 3 ensayos
independientes (n= 20), las barras de error denotan el error estandar del ensayo. Las letras
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Figura 3.- Incremento en el peso seco para todos los tratamientos. En la grafica se
muestra el promedio de 3 ensayos independientes (n=15), las barras de error denotan el error
estandar del ensayo. Después de realizar un ANOVA (F=0.5; p = 0.75) se determiné que no
existen diferencias significativas entre tratamientos para cada uno de los tiempos.
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Concentraciones altas de Al provocan un dafio celular en la region del apice
radicular

Los principales efectos toxicos del Al se localizan en la zona distal de transicién dentro
del &pice radicular (Sivaguru & Horst, 1998). Esta es una zona en la que las células
meristematicas terminan la fase de division y se preparan para la elongacion celular
(Baluska et al., 2001). Con la finalidad de evaluar la integridad celular en toda la region
del apice radicular se llevo a cabo una tincién con yoduro de propidio en cada uno de
los tratamientos (Figura 4). El yoduro de propidio es un colorante que penetra a las
células solamente cuando presentan algin dafio a nivel de la membrana, provocando
una coloracion rojiza. Las imagenes muestran que al incrementar la concentracion de Al
en el medio, aumenta el desprendimiento de las células de la periferia de la cofia
(border cells) asi como el dafio celular. Las plantulas expuestas a 25 uM de AICI; no
presentan dafio en la zona meristematica ni en la zona de transicion durante las primeras
24h. A partir de las 48h se observa un dafio ligero en las células de la periferia de la
cofia, el cual es mas evidente a las 72h. Para los tratamientos de 50 y 100 uM de AICl;
el dafio comienza a partir de las 24h en las células de la periferia de la cofia. A las 48h
el desprendimiento de las células de la periferia aumenta. El dafio se intensifica en esta
zona y se extiende hacia la cofia y la regién meristematica, siendo mas intenso en las
raices tratadas con 100 uM de AICls.

Las células periféricas de la cofia se desprenden de manera natural y mantienen su
viabilidad a medida que la raiz crece. En la mayoria de las especies, estas células
pueden producir paredes secundarias lignificadas y excretar diversos compuestos al
medio (Hawes et al., 2003). En Phaseolus vulgaris (Miyasaka & Hawes, 2001) y en
Tiriticum aestivum (Zhu et al., 2003) el Al induce la muerte de las células de la periferia
tanto en variedades tolerantes como sensibles. En las variedades més sensibles de estas
especies, el Al también evita el desprendimiento de estas células. Los datos obtenidos
para F. esculentum concuerdan con lo reportado previamente por estos autores. El Al
induce la muerte de las células periféricas de la cofia en F. esculentum. Miyasaka &
Hawes (2001) plantean que las células de la periferia podrian tener algin papel en la

tolerancia al Al; Estas células podrian secretar mucilago para neutralizar al Al o bien, la
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muerte de estas células podria generar alguna sefial hacia las raices sobre la presencia de
un elemento toxico en la rizosfera.

Ademas del dafio observado en las células periféricas, también se observo,
principalmente en 100 uM de AICIs;, que el Al puede causar un dafio membranal a la
altura de la cofia y el meristemo de las raices de F.esculentum (Figura 4). Bennet &
Breen (1991) han propuesto que la cofia podria retrasar la entrada del Al hacia los
tejidos més sensibles como el meristemo y la zona de transicion. Contrario a esta
hipotesis, Ryan et al., (1993) observaron que en variedades sensibles de maiz, la
remocion de la cofia no alteraba la respuesta de las raices al Al en cuanto al
crecimiento. Sin embargo, en dicho trabajo se observé que al remover la cofia, la region
meristematica acumulaba mas Al y presentaba un dafio celular mayor. La cofia y las
celulas periféricas podrian estar funcionando como una barrera protectora, evitando que

el Al dafie la zona del meristemo en F.esculentum.
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Figura 4.- Tincion con loduro de Propidio (Tincion Vital) en plantulas
de Fagopyrum esculentum expuestas a 0, 25, 50 y 100 pM de AICI;
durante 24, 48 y 72 horas . Las flechas denotan zonas donde se observa
dafio celular ligero. Barra de escala, 1mm



El Al se acumula en los apices radiculares y co-localiza con las zonas mas dafiadas

Con el fin de localizar al Al dentro de las raices, se utilizaron las tinciones con
Hematoxilina y con Morin (Figura 5A y 5B). El color violeta en la tincion con
Hematoxilina y el aumento en la fluorescencia en la tincion con Morin son indicadores
de la presencia de Al en las raices. Estas tinciones muestran que al aumentar las
concentraciones de Al en el medio, la acumulacion de éste también incrementa dentro
de la planta. EI Al se acumula sobretodo en el apice radicular durante las primeras horas
de exposicion, siendo los tratamientos de 50 y 100 uM de AICI; aquellos en donde se
observa una mayor intensidad en ambas tinciones.

Esta zona corresponde a la region donde también se observa el mayor dafio celular de
acuerdo a la tincion con yoduro de propidio (Figura 4). En los tratamientos de 50 y 100
uM de AICI; la acumulacién del Al ocurre antes que comience el dafio celular. Estos
datos sugieren que el dafio celular causado por el Al es un evento posterior a la

inhibicidn en la elongacion celular la cual es inmediata (Figura 2),

Con el proposito de observar la localizacion del Al a nivel subcelular se llevaron a cabo
cortes de raiz a la altura de la zona meristeméatica los cuales fueron tefiidos con
Lumogallion y con reactivo de Hoetsch (como contraste nuclear) (Figura 6 y 7). El
Lumogallion permite detectar el Al con una mayor resolucién y especificidad en
comparacion con las tinciones anteriores (Kataoka et al., 1997; Silva et al., 2000). Las
imagenes muestran como el Al se ubica en todos los tejidos de la raiz. Sin importar la
concentracion en el medio, el Al se localiza en la epidermis, corteza y hasta la region
del cilindro central (Figura 6). Un acercamiento a la zona de la corteza (Figura 7)
muestra que el Al se asocia a las paredes celulares y al citoesqueleto. Al contrastar estas
imagenes con el reactivo de Hoetsch el cual tifie los ntcleos celulares de un color azul

(Figura 7), se observa que el Al co-localiza con los nucleos.
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Figura 5.- Acumulacion de Al en las raices de F. esculentum. Por medio de la tinciones con
Hematoxilina (A) y Morin (B) se identificé la acumulacién de aluminio en raices expuestas a 0,
25,50y 100 uM de AICI; durante 24, 48 y 72 horas. La barra en A corresponde a Immyen B a
0.5 mm.

En estas iméagenes (Figura 6 y 7) se observa que la intensidad de la tincién varia con el
tiempo de exposicion y con la concentracion de AICl;. Esto puede deberse a fallas
experimentales. Las muestras no fueron observadas el mismo dia lo cual provocé que en
algunos casos la intensidad de la fluorescencia disminuyera. A pesar de ello fue posible

localizar al Al a nivel subcelular.
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Control 25 uM Al 50uM Al 100 uM Al

Figura 6.- Localizacion con Lumogallion en cortes de raices expuestas a 0, 25, 50 y 100
uM de AICI; durante 24, 48 y 72. El aluminio se localiza a lo ancho de toda la raiz, desde
la epidermis hasta la region de los haces vasculares. Barra de escala, 100 um.
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Figura 7.- Localizacién intracelular del Al. El color verde representa al aluminio
acumulado en la célula mientras que el color azul corresponde a los nicleos celulares.
El aluminio se encuentra asociado a las paredes celulares (Pc), al citoesqueleto (Ce) y
co-localiza con los ndcleos (N) celulares en todos los tratamientos. Escala de la barra,
10um.



Estudios comparativos entre variedades tolerantes y sensibles en Glycine max (Silva et
al., 2000) y en Zea mays (Amends et al., 2009) han mostrado que en las variedades méas
sensibles, el Al penetra en las células y se localiza en los nucleos. A diferencia de estas
especies, se ha reportado que F. esculentum tiene la capacidad de acumular el Al y
translocarlo hacia las vacuolas de la parte aérea de la planta (Ma et al., 1998; Zheng et
al., 1998). Altas concentraciones de Al en el medio (>50 uM AICI3), podrian estar
saturando los mecanismos de transporte/acumulacion. Esta saturacion podria estar
provocando que el Al se mantenga mas tiempo en esta region y cause un mayor dafio a
nivel celular el cual puede estar contribuyendo a la disminucion en la elongacion

radicular.

Las concentraciones de acidos organicos en las raices no varian entre tratamientos

Otro de los mecanismos propuestos en F. esculentum para tolerar el Al involucra la
exudacion de oxalato al medio (Ma et al., 1998). De acuerdo con Klug & Horst (2010),
el oxalato es exudado principalmente en la region sub-apical de la raiz, es decir, de 6 a
20 mm por arriba del &pice radicular. F.esculentum exuda &cidos organicos de una
manera dosis dependiente la cual comienza durante los primeros minutos de exposicion
al Al (Ma et al., 1997). Si bien la exudacion de &cidos orgénicos contribuye a la
tolerancia al Al en esta especie (Ma et al., 1998), no hay una relacion directa entre el
patrén de exudacion y los grados de tolerancia entre variedades de F.esculentum (Zheng
et al., 2005).

En el presente trabajo se busco cuantificar los niveles de oxalato, citrato y malato; tanto
exudados como dentro de la raiz utilizando la técnica de HPLC. Las concentraciones de
acidos organicos dentro de las raices no difieren entre tratamientos (ANOVA,; Foxalato
=0.4784: p =< 0.97; Fitrao = 0.428: p =< 0.9881; Fraav=0.1539: p < 0.999) (Figura 8).
Estos resultados concuerdan con los reportados previamente en plantas adultas de
F.esculentum por Klug & Horst (2010) En el caso del malato se observa que los niveles
de este aumentan en todos los tratamientos a partir de las 48 h. Sin embargo no hay
diferencias estadisticas causadas por el Al.
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Estos resultados sugieren que el metabolismo de estos acidos organicos no se altera por
el Al. En otras especies con el mismo patrén de exudacion de &cidos organicos, es decir,
con una exudaciéon que comienza minutos después de ser expuestas al Al (Patron I; ver
introduccidn), se ha observado que las actividades de las enzimas relacionadas con el
metabolismo de estos &cidos no se ven afectadas al exponerse al Al (Ryan et al., 1995;
Li et al., 2000). Para poder confirmar esto, seria conveniente evaluar la actividad de

estas enzimas en F. esculentum.

En el caso de los acidos organicos exudados al medio, éstos no se lograron detectar por
medio de la técnica de HPLC. A diferencia de trabajos anteriores, en los que se
utilizaron plantas adultas para este tipo de cuantificaciones (Ma et al., 1998; Zheng et
al., 1998; Klug & Horst, 2010), en el presente trabajo se utilizaron plantulas de 48 horas
de edad con pocas raices laterales de un tamafio pequefio. La falta de un sistema
radicular completamente desarrollado pudo contribuir a que los acidos organicos
exudados no superaran el limite de deteccién del método.
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Figura 8.- Concentracion de acidos organicos (citrato, malato, oxalato) dentro de las
raices de F.esculentum expuestas a 0, 25, 50 y 100 uM de AICI; durante 0.5, 6, 12, 24,48 y
72 h. Las graficas muestran los promedios de 3 repeticiones independientes (n=6). Las barras
de error denotan el error estdndar del ensayo.
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Altas concentraciones de Al promueven un aumento en las concentraciones de
Acido Abscisico (ABA)

El acido abscisico es una de las hormonas mas importantes relacionadas con la
respuesta al estrés abidtico (Kuromori et al., 2010). Shen y colaboradores (2004), han
propuesto que el ABA esta relacionado con la respuesta temprana al Al en Glycine max.
De acuerdo a estos autores el ABA podria estar regulando las vias de sefializacion
involucradas en la exudacién de citrato al medio en raices de soya. En el caso de F.
esculentum las plantulas expuestas a 50 y 100 uM de AICI; presentan un aumento en las
concentraciones de ABA en comparacion con el Control (Figura 9). En estos
tratamientos las concentraciones de ABA tienen un patrén fluctuante. Media hora
después de afadir AICI; en el medio, las plantulas expuestas a 100 uM de AICl;
presentan niveles de ABA significativamente altos en comparacion con las plantulas
Control. Esta respuesta no se mantiene durante todo el tiempo. A partir de las 6 h los
niveles de ABA disminuyen y para las 48 h el ABA vuelve a aumentar, manteniendo
estos niveles hasta las 72 h.

En 50 uM de AIClI; se presenta el mismo aumento a las 48 y 72 horas. A pesar de este
patrén, durante todo el ensayo (con excepcidon de las 24 horas de tratamiento), las
plantulas expuestas a 100 uM de AICI; poseen niveles de ABA significativamente
mayores en comparacion con las Control. Cabe recordar que en 100 uM de AICls, las
raices de F. esculentum presentan la mayor disminucion en la elongacion radicular
(Figura 2), también es el tratamiento en el que el dafio celular es mas severo (Figura 4)
y donde existe una mayor acumulacion de Al (Figura 5). Los altos niveles de ABA
detectados a la media hora de exposicion a 100 uM de AICI; sugieren que esta hormona
podria estar involucrada en la respuesta temprana para contrarrestar los efectos
negativos del Al. Esta respuesta parece no ser suficiente ya que a partir de las 48 horas,
los niveles de ABA vuelven a elevarse considerablemente. Entre estos dos tiempos (30
min y 48 h) los niveles de ABA disminuyen. Esta disminucidn podria ser necesaria para
la formacion de raices laterales capaces de mantener al sistema radicular funcional. La
generacion de raices laterales es una de las respuestas relacionadas con la toxicidad del
Al (Doncheva et al., 2005). Para que estas puedan desarrollarse, es necesario que los

niveles de ABA disminuyan y que la concentracion de Auxinas aumente (Himanen et
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al., 2002; Deak & Malamy, 2005). Por lo tanto, durante este periodo, la disminucion en
los niveles de ABA podria ser una respuesta para la formacién de este tipo de tejido.

El ABA es una hormona que regula la generacion de respuestas biogquimicas y
moleculares capaces de conferir tolerancia a diversos factores de estrés ambientales
como el estrés hidrico y salino permitiendo que las plantas puedan establecerse en
ambientes adversos (Kasai et al., 1993; Zeevart & Creelman, 1998; Wasilewska et al.,
2008). Bajo condiciones estresantes de Al (a partir de 50 uM), las plantas como
F.esculentum deben incrementar la expresion de mecanismos relacionados con la
tolerancia. EI aumento en las concentraciones de ABA podria ser un mecanismo de
respuesta capaz de regular la expresion de elementos involucrados en evitar el dafio
celular.

Como se menciond en la introduccion, el Al tiene el potencial de generar un estrés
oxidativo en las plantas. En F. esculentum, el ABA podria actuar sobre el metabolismo
del sistema antioxidante. En Oryza sativa el ABA regula la expresion de la ascorbato
peroxidasa durante el estrés salino (Hong & Kao, 2008). Esta enzima utiliza al
ascorbato como donador de electrones para reducir el H,O, a agua. Las reacciones
enzimaticas relacionadas con el mantenimiento y regeneracion del ascorbato son
componentes esenciales para mantener el crecimiento radicular y se ha reportado que
estan asociadas con la tolerancia a Al (Houde & Diallo, 2008).

Este es solo uno de los posibles blancos en los que el ABA podria actuar en respuesta al
Al. En la actualidad, existe muy poca informacion en la literatura al respecto por lo que
es necesario llevar a cabo mas experimentos relacionados con el ABA y su relacién con

el estrés por Al.
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Figura 9.- Cuantificacion de los niveles de ABA por Inmunoensayo en raices de Fagopyrum
expuestas a AlCls. La grafica muestra los promedios de 4 repeticiones independientes. Las barras
de error denotan el error estandar del ensayo. Las estrellas muestras aquellos tratamientos donde

existen diferencias significativas en comparacion con el Control correspondiente de acuerdo al
ANOVA (F=3.5868 p < 0.01)

FeALS es un gene homologo a ALS y codifica para una proteina putativa tipo ABC
en Fagopyrum

Aunque los transportadores ABC estan altamente conservados, sobretodo en su dominio
de union a nucleodtido (NBD), el resto de su secuencia es muy variable. Los dominios
transmembranales (TMDs) pueden diferir considerablemente en su secuencia y pueden

exhibir altas diferencias funcionales (Higgins & Linton, 2004).
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Figura 10.- A) Alineamiento del fragmento de PCR obtenido de Fagopyrum (Seg-1) con su
homologo ALS3 de Arabidopsis (Seq-2). B) Prediccién de la estructura de ALS3 de
Arabidopsis por medio del servidor “PHYRE”. En el modelo, la region de color rojo
corresponderia a la secuencia obtenida en Fagopyrum (FeALS). (No. Acceso GU327650).

Utilizando oligonucledtidos degenerados disefiados a partir de las secuencias
previamente reportadas las cuales codifican proteinas de tipo ABC (Arabidopsis
thaliana (NP_181270) y Oryza sativa (BAA90494)), fue posible obtener un producto
parcial de PCR de 302nt, cuya secuencia fue homéloga a un transportador de tipo ABC
(ALS3) previamente descrita en Arabidopsis thaliana (Larsen et al., 2005). El producto
obtenido se nombré FeALS (Fagopyrum esculentum ALuminum Sensitive) (nimero de
acceso GU327650). EI BLAST realizado para FeALS, muestra que esta secuencia
parcial posee un 74.96 % de similitud con ALS3 de Arabidopsis thaliana (Figura 10-
A). Utilizando el servidor PHYRE (Kelley & Sternberg, 2009) se hizo una prediccion
de la estructura de ALS3 (precision estimada 95%; E= 0.03) (Figura 10-B). De acuerdo
a esta estructura y a la curva de hidrofobicidad realizada (Figura A3), la region
correspondiente a la secuencia amplificada para F.esculentum se localizaria cerca del
grupo amino terminal y abarca 3 cruces transmembranales.

En plantas, los transportadores ABC estan relacionados con el transporte de mdaltiples

sustratos como hormonas, lipidos, metales, metabolitos secundarios y xenobi6ticos
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(Verrier et al., 2008). Larsen y colaboradores (2005) plantean, basandose en los
fenotipos mutantes, que ALS3 podria estar involucrada en el transporte del Al a lo largo
de la planta. ALS3 carece del dominio de unién a ATP (NBD) y solo posee el dominio
transmembranal (TMD) por lo que es probable que interactué con otras proteinas para
su funcionamiento. En el caso de FeALS, esta podria estar también involucrada en la
translocacion del Al hacia la parte aérea de la planta. Sin embargo, es necesario obtener
su secuencia completa con el fin de establecer sus propiedades y filogenia.

FeALS aumenta su expresion en la presencia de Al y ABA.

Con la finalidad de evaluar los niveles de expresion de FeALS, se llevaron a cabo RT-
PCRs en raices expuestas a cada uno de los tratamientos de AICIl;. Los resultados
muestran que la expresion de FeALS aumenta significativamente en la presencia de
AICI; (Figura 11B). A partir de 25 uM de AICI; se observa este aumento el cual se
mantiene durante todo el bioensayo. No se observan diferencias entre las
concentraciones de Al utilizadas (25, 50 y 100 uM de AICI3) (Figura 11B). Después de
obtener estos resultados se llevé a cabo un ensayo para determinar si el ABA podria
estar involucrado en la expresion de FeALS. Para ello se realizd un RT-PCR para
FeALS en raices expuestas a 1 y 10 uM de ABA. Estas concentraciones fueron elegidas
de acuerdo a lo previamente reportado por Shen et al. (2004), y en funcién de una curva
de dosis respuesta en donde se evalud la elongacion radicular en plantulas de
F.esculentum expuestas a diferentes concentraciones de ABA (0, 0.1, 1, 10 y 50 uM
ABA) (Figura A2). Los resultados muestran que el ABA también induce la expresion
de FeALS (Figura 11B). A diferencia de los tratamientos con Al, el aumento en la
expresion de FeALS mediado por ABA comienza hasta las 24 h de tratamiento y
presenta un patron ciclico. A las 48 h de tratamiento los niveles de expresion
disminuyen, aumentando de nuevo a las 72 h de tratamiento.

El Al causa un aumento en los niveles enddgenos de ABA en raices F. esculentum
expuestas a 50 y 100 uM de AICI; (Figura 9). Sin embargo, los niveles de expresion de
FeALS aumentan con todas las concentraciones de AlCl; (25, 50 y 100 uM de AIClIs)
sin presentar diferencias estadisticas entre ellos (Figura 11). Por lo tanto, no se puede
establecer una correlacién directa entre los niveles de ABA enddgeno y la expresion de
FeALS.
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CONCLUSIONES

Si bien se considera a Fagopyrum esculentum como una especie tolerante al Al, ésta
requiere de un periodo de aclimatacion para responder y tolerar este tipo de estrés.

Durante las primeras 72 h de exposicion, el Al se localiza en las paredes celulares, el
citoesqueleto y en los nucleos de las células del apice radicular.

Al aumentar las concentraciones de Al en el medio, la tasa relativa de crecimiento
radicular disminuye y el dafio celular aumenta. Estos son sintomas claros de que la
planta se encuentra bajo condiciones de estrés. Como consecuencia se observa un
aumento en los niveles enddgenos de ABA en plantulas expuestas a 50 y 100 uM de
AICls.

No se observaron diferencias significativas en las concentraciones enddgenas de
oxalato, malato y citrato en las raices expuestas a Al, lo que sugiere que el metabolismo

de los acidos organicos parece no verse afectado por el Al.

Se caracterizo parcialmente el gene FeALS, el cual es homologo a ALS3 que codifica
para una proteina tipo ABC en Arabidopsis y otras especies. Los niveles de expresion

de FeALS aumentan en la presencia de Al y de concentraciones exdgenas de ABA.

En resumen, el presente, es el primer trabajo en donde se evalla la relacion entre el
acido abscisico (ABA) y la respuesta al estrés por Al en F.esculentum. Cuando las
concentraciones de Al en el medio son suficientes para causar un dafio a nivel celular,
los niveles de ABA en las raices de F.esculentum aumentan. EI cambio en las
concentraciones de esta hormona es una respuesta que podria ser responsable de regular
o inducir respuestas capaces de tolerar este tipo de estrés. Por otro lado FEALS es una
proteina homologa a un transportador presente en Arabidopsis (ALS3) el cual le
confiere tolerancia al Al. En F.esculentum FeALS aumenta sus niveles de expresion en
presencia de Al y ABA. Por lo tanto, esta proteina es probablemente uno de los

elementos relacionados con la tolerancia al Al en F.esculentum.
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PERSPECTIVAS

Para entender con mayor profundidad el papel de FeALS en la tolerancia al Al de F.
esculentum, es necesario determinar, entre otras caracteristicas, si FEALS es un solo
gene o si pertenece a una familia de varios genes con funciones distintas. Para ello se
podria llevar a cabo la técnica del Southern blot.

Seria importante conocer la interaccion de FeALS con otras proteinas que pudieran
regular su actividad, o que aporten el dominio de union a nucle6tido capaz de formar un
transportador ABC funcional. Al evaluar las propiedades electrofisioldgicas de este
transportador se podria establecer los sustratos sobre los que actua.

Seria importante determinar los sitios donde se expresa FeALS para evaluar los posibles
sitios de accion de esta proteina.

Con el objetivo de determinar si la ausencia de FeALS tiene algun efecto en la tolerancia
al Al en F. esculentum, seria necesario complementar los datos obtenidos en este trabajo
con otros experimentos como el silenciamiento de FeALS.

Por otro lado, seria importante estudiar a mayor profundidad los mecanismos sobre los
cuales actua el ABA durante el estrés por Al. Esto con la finalidad de establecer si el
ABA tiene algun efecto directo o indirecto en la expresion de proteinas como FeALS.
Para ello, se podrian utilizar otros organismos modelo como Arabidopsis y evaluar en

mutantes insensibles al ABA el efecto del Al.
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ANEXOS

Control

Figura Al.- Raices de F. esculentum expuestas a 0 y 100 uM AICI; durante
48 horas. En la imagen se observa que las raices expuestas a aluminio presentan
una disminucion en la elongacion de la raiz central asi como un mayor nimero
de raices laterales.
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Figura A2.- Tasa relativa de crecimiento (RRG %) de las raices de
Fagopyrum expuestas a dos concentraciones de ABA. En la grafica se muestra
el promedio de 3 repeticiones independientes. Las barras de error denotan el
error estandar del ensayo. A las 12 h de tratamiento no se observa efecto del
ABA sobre el crecimiento radicular.
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Figura A3.- Curvas de hidrofobicidad para ALS3 (A) y FeALS (B)
utilizando el software TMHMM (Krogh et al., 2001). De acuerdo a esta
curva, ALS3 posee 7 regiones hidrofobicas mientras que la secuencia parcial
obtenida para F.esculentum (FeALS) abarca 3 cruces transmembranales.
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