MECANISMO DE ACCION DEL ALUMINIO EN LA RAIZ
DEL ARROZ (ORYZA SATIVAL.)

Autoria principal: Idioleidys Alvarez Bello*

Otros autores: Inés Reynaldo Escobar, Ricardo Acevedo Rojas y Marlene
Brito Riverén

Colaboradores: Maria del Carmen Risueio Almeida, Pilar Sanchez Testillano
y Marta Arias

Departamento de Fisiologia y Bioquimica Vegetal, Instituto Nacional de Ciencias
Agricolas (INCA), Carretera a Tapaste, Km 3 y %, San José de las Lajas, La
Habana. Fax: 53 47 863867

! Dr.C. Autor de correspondencia. Correo electrénico ialvarez@inca.edu.cu

Dr.C. Idioleidys Alvarez Bello (60 %). Fue la responsable de la investigacion y
concibio parte del plan experimental. Desarrollo los experimentos y el
procesamiento de las muestras para microscopia optica de luz y fluorescencia, asi
como para microscopia confocal. Realiz6 las observaciones al microscopio, el
analisis estadistico de los resultados y la confeccion del documento de tesis.

Dra. Inés Reynaldo Escobar (15 %). Asesoro parte del disefio experimental de la
investigaciéon y el andlisis de los resultados. Contribuyé con la confeccion y
revision del documento de tesis.

Dr.C. Ricardo Acevedo Rojas (5%). Asesor6 la estructuracion y revision del
documento de tesis.

Tec. Marlene Brito Riverdon (5%). Abordo el montaje de algunos experimentos en
el laboratorio y parte del procesamiento de las muestras.

Revista Anales de la Academia de Ciencias de Cuba. Vol.4, No.2, Aiio 2014 1


mailto:ialvarez@inca.edu.cu

RESUMEN

La toxicidad por Al es el efecto mas importante en los suelos acidos y constituye el
mayor factor limitante del crecimiento y la produccion vegetal. Teniendo en cuenta
que el estudio de este fenomeno en el arroz (Oryza sativa L.), posee un valor
tedrico practico importante se condujeron varios experimentos para estudiar el
mecanismo de accién del aluminio (A**) en la célula radical empleando para ello
cultivares comerciales cubanos. Los experimentos realizados en condiciones
controladas con diferentes concentraciones de aluminio, posibilitaron el estudio de
indicadores de crecimiento y procesos celulares asi como la determinacion
inmunohistoquimica de proteinas sefalizadoras mediante el empleo de Técnicas
de Microscopia o6ptica confocal y de fluorescencia. A través del estudio se
demostré que el Al provocd modificaciones en la anatomofisiologia del sistema
radical y que el angulo de curvatura radicular constituye un indicador visual de
toxicidad por Al en la planta de arroz. Se evidencio el efecto toxico del Al en los
procesos de division y alargamiento celular y se examinaron diversos
mecanismos, demostrandose que la via de transduccion de la sefal de las MAP
quinasas opera durante la respuesta citotoxica inducida por el Al en la especie
Oryza sativa L. La integracion de todos los resultados permitié establecer un
modelo que explica el mecanismo de accién del i6n AI**, en la célula radical de la
planta de arroz. La presente investigacion es el primer estudio en Cuba que
aborda de forma integrada los efectos morfoldgicos y fisiologicos de la toxicidad
provocados por el Al y brinda indicadores morfolégicos de crecimiento como
herramienta para identificar manifestaciones de toxicidad.

COMUNICACION CORTA
Descripcion del resultado

La acidificacion de los suelos se ha intensificado en los dltimos afios, estimandose
gue aproximadamente el 30% de la superficie terrestre y el 50% de las tierras
cultivadas estan afectadas por este fenOmeno y de estas ultimas cerca de un 60%
se localiza en las zonas tropicales y subtropicales, con grandes extensiones en
Ameérica del Sur, Africa y Asia (R'bia et al., 2012). Aln cuando los suelos de
Cuba no han sido de los mas afectados por la acidez, diversos factores naturales y
antropicos han generado alrededor de 557 400 hectareas de suelos aliticos con el
transcurso de los afios, los que se encuentran distribuidos en casi toda la isla, con
una mayor incidencia en las provincias de Pinar del Rio, Camagiey y Granma
(Hernandez et al., 2006).

El efecto mas importante en los suelos acidos es la toxicidad por Al y constituye el
mayor factor limitante del crecimiento y la produccion vegetal (Liu et al., 2008).
Para la mayoria de las plantas, la raiz es el 6rgano mas afectado por este ion, por
lo que ha sido el material de estudio para la identificacion de los diferentes
mecanismos de tolerancia al Al.
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Si bien en algunos cereales se ha abordado intensamente el papel de los acidos
organicos en la quelatacion del Al intra y extracelular, poco se conoce acerca de
otros mecanismos de tolerancia, como la unién del Al a la pared celular y a
proteinas citoplasmaticas, asi como la compartimentacion del Al dentro de la
célula. Por otro lado, se conoce que diferentes procesos y componentes celulares
pueden ser alterados por este ion (Barceld y Postrieder, 2002) aspecto que ha
limitado el estudio integrado de todos los posibles mecanismos celulares que se
desencadena ante la presencia del Al, asi como los involucrados en la
transduccion de la sefial intracelular.

Teniendo en cuenta que el arroz (Oryza sativa L.) es un alimento basico para mas
de la mitad de la poblacion mundial y uno de los cereales mas importantes por la
amplia extension de superficie en la que se cultiva; y en el ambito cientifico es
considerado como planta modelo en monocotiledoneas (Zhang et al., 2006), el
estudio de la toxicidad por Al en esta especie posee un valor teérico practico
importante, a partir de que la investigaciones en el mundo han estado
encaminadas a la busqueda de genes que le confieren a esta especie, una mayor
tolerancia al Al.

Por las razones anteriores se propuso realizar por primera vez un conjunto de
investigaciones dirigidas a estudiar de forma integrada los efectos morfolégicos y
fisiologicos de la toxicidad provocada por el Al y demostrar que este i6n activa la
via de las MAP quinasas como parte del mecanismo de sefializacion en la especie
Oryza sativa L para proponer un modelo del mecanismo de accion del Al en la
célula radical.

Para el desarrollo de las investigaciones se emplearon dos cultivares comerciales,
el cultivar Jucarito-104 (J-104), que es empleado como patrén comercial por sus
potencialidades en el rendimiento (Diaz y Morejon, 2002) y el cultivar INCA LP- 7,
el cual exhibe cierto grado de tolerancia al estrés idnico (Gonzélez et al., 2002) y
constituye actualmente el 10% de la produccion de arroz del sector no
especializado y el 30% del sector especializado (Cuba. MINAGRI, 2009).

Entre las metodologia que se emplearon para las diferentes investigaciones se
realizaron las técnicas convencionales para microscopia Optica de luz y campo
oscuro, asi como microscopia de fluorescencia e inmunohistoquimica para la
microscopia confocal. Novedosamente, se utilizé por primera vez para el cultivo
del arroz, una técnica con disminucion progresiva de la temperatura que permitio
una elevada resolucion al microscopio y se describié un método para determinar
morfométricamente la curvatura radical, aspectos que influyeron positivamente en
la excelencia de los resultados.

El nimero de raices que puede desarrollar una planta estd determinado desde la
formacion del embridn, no obstante, los resultados demostraron una tendencia al
incremento de esta variable cuando las plantulas fueron expuestas a diferentes
concentraciones de Al, lo que permitié afirmar que la emision de raices adventicias
constituye una respuesta adaptativa de la planta de arroz ante la toxicidad del Al.
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A su vez, los cambios que se observaron en la longitud radicular del cultivar INCA
LP-7, demostraron que el sistema radical de estas plantas esta mas preparado
para garantizar la fijacion de la planta al suelo e incrementar el area para la
absorcion de agua y nutrientes, por lo que responden mejor ante las condiciones
de toxicidad por Al. Los resultados de esta investigacion estan publicados en
Botanical Studies (2012, vol.53, no.1).

Entre las novedades, se describi6 por primera vez un procedimiento para
determinar el angulo de curvatura, resultado que se publicaran en la Revista
Internacional de Contaminacion Ambienta (2013, Vol.26 No.4) demostrandose
que las plantulas del control en ambos cultivares exhibieron valores superiores a
los 165° en el angulo de curvatura radicular, sin embargo, las tratadas con el metal
no superaron los 160° en ninguno de los casos, lo que permitié evaluar el angulo
de curvatura como un indicador de toxicidad por Al, a partir de este valor. La
asociacion entre el angulo de curvatura radical y la tolerancia de las plantas al
estrés por Al posee una aplicacion practica importante, por cuanto permite
discernir entre variedades en condiciones de laboratorio, resultado que posee una
repercusion economica al poder prescindir con alta confiabilidad del ensayo de
campo.

La evaluacibn microscopica de la radicula permiti6 la observacion de un
engrosamiento entre el segundo y el cuarto milimetro del apice en las plantulas
tratadas con Al, region donde se localiza la zona de transicion celular, 1o que
indicé la necesidad de estudiar la seccion transversal del apice radicular para
conocer los dafios provocados por el i6n AP en esta zona y determinar la
magnitud del engrosamiento observado, como un posible indicador de tolerancia.
Estos resultados indicaron que el cultivar J-104 fue el mas afectado en este
indicador de crecimiento, ya que la radicula de sus plantulas se engrosé de forma
significativa ante concentraciones crecientes del ion, en relacion con el cultivar
INCA LP-7, el cual alcanz6 un valor estable del diametro radicular. La evaluacion
histolégica de las secciones transversales permitio constatar mediante un estudio
morfométrico que el engrosamiento de la seccion transversal de la radicula surgio
como consecuencia de un incremento en el ancho de las células protodérmicas y
del meristemo fundamental.

La correspondencia entre el nimero y el didmetro de los vasos xilematicos, para
los dos cultivares, esta entre los resultados publicados en Cultivos Tropicales
(2005, Vol. 26, no.1, p.21-25.) y sugirid6 que las modificaciones se generaron en
respuesta al aumento de la resistencia hidraulica de la raiz y que las plantulas
desarrollaron un mayor numero de vasos para aumentar la capacidad de
transporte, teniendo en cuenta que la arquitectura del sistema vascular es
compatible con las fuerzas necesarias para el transporte de la columna de agua.
Por otro lado, el hecho de que el didametro de los vasos disminuyera con el
aumento en nimero de los mismos permitié sugerir que este fendbmeno pudiera
estar relacionado con la estabilidad de la columna, la cual es mas estable cuanto
menor es el diametro del vaso.
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Resulta importante notar que se detectaron rudimentos celulares aislados en
medio de un tejido normal, donde las células vecinas mantenian su estructura.
Teniendo en cuenta que la muerte celular selectiva en las plantas, es necesaria
para el crecimiento y la supervivencia, se especuld que la desintegracion de estas
células, pudiera ser consecuencia del desarrollo normal de las plantas. La
ausencia de este fendmeno en las radiculas de las plantulas del control, permitio
afirmar que la muerte celular observada en las radiculas tratadas, no es una
consecuencia del desarrollo de la planta, sino parte de la respuesta al estrés, que
le permite acumular el aluminio en las vacuolas de células individuales.
Probablemente estas células estuvieran destinadas a morir y de esta forma
permitir al tejido circundante, sobrevivir al estrés impuesto.

Las paredes longitudinales de las células corticales mas externas en las plantulas
de los dos cultivares, expuestas a 125 pmol.L'de AICl;, evidenciaron un
engrosamiento, evidenciado a través del color cian que brindo la tincion con el azul
de toluidina, resultados que se encuentran publicados en Cultivos Tropicales
(2005, vol.26, no.4, p.61-64) . Este hallazgo, sugiri6 la presencia de alguna
sustancia inducida por el Al, por lo que se procedié a determinar la deposicion de
calosa a través de la microscopia de fluorescencia. Como resultado se comprobd
que el Al indujo la deposicion de calosa en estas paredes celulares, con una
mayor intensidad en el cultivar J-104, coincidiendo con los resultados obtenidos en
ambos cultivares al analizar las alteraciones estructurales provocadas por el i6n
AI** en las paredes celulares.

Tomando en consideracion que el crecimiento radical es el resultado de la division
y el alargamiento de las células y las evidencias que se obtuvieron del efecto
negativo de este idn en el crecimiento de la radicula se considerdé conveniente
evaluar el comportamiento de estos dos procesos ante la presencia del metal. En
relacion con el alargamiento celular, se demostré6 que el Al provocd una
disminucién en la longitud de las células corticales y un incremento en el grosor de
las mismas, de manera que dichas células se hicieron mas cortas y anchas en la
medida en que se incrementaron los niveles de la exposicion al idn, sobre todo en
el cultivar J-104. Este resultado evidencié que el efecto sobre el alargamiento
celular incidio realmente en la inhibicion del crecimiento radical.

La evaluacion del indice mitético como indicador del proceso de division celular
demostrd que el Al afecta sensiblemente la divisién de las células meristeméticas
en el apice radicular como consecuencia de su efecto toxico, resultados que se
encuentran publicados en Cultivos Tropicales (2012, Vol. 33(1): 35-40). Este
comportamiento evidencio que las afectaciones del metal en este proceso celular
también influyen en la inhibicién del crecimiento radicular constatada.

Indudablemente la localizacién del Al en el interior de la raiz podia relacionar las
evidencias obtenidas en cada cultivar y esclarecer algunas de las incégnitas del
mecanismos de accion del Al. La tincion con Hematoxilina, fue empleada por
primera vez para cultivares de arroz y demostré la ausencia del metal en la
radicula de las plantulas del control, mientras que en las plantulas tratadas con Al
Revista Anales de la Academia de Ciencias de Cuba. Vol.4, No.2, Afio 2014 5



se pudo apreciar la ubicacion de este elemento en el apice radicular a través de la
coloracién violeta oscuro que exhibié el complejo Hematoxilina-Al. Ademas se hizo
evidente una coloracion diferencial entre dosis y entre cultivares que permitid
asignar un mayor nivel de tolerancia al cultivar INCA LP-7, resultados que seran
publicados en la Revista Internacional de Contaminaciéon Ambiental (2013, Vol.26
No.4).

El hecho de que el cultivar INCA LP-7 exhibiera una menor cantidad de Al en su
radicula sugiere la posibilidad de que fuera capaz de incorporar menos AP o
excluirlo mas que el cultivar J-104 evidenciando una mayor tolerancia a este i6n
metélico. No obstante, existia la posibilidad de que se retuviera en el interior de su
radicula una mayor cantidad de Al, como parte de un mecanismo de
compartimentacion celular, lo que se evidencié al localizar el Al con Morin, en
secciones transversales de la radicula. Sin embargo, con estas evaluaciones y las
determinaciones de nimero y tamafio de las vacuolas, se arrib6 a la conclusién de
que el cultivar J-104 compartimenta el Al en el interior de las vacuolas para reducir
la toxicidad del i6n en el citoplasma, pero no funciona, al menos en esta especie
como un mecanismo de tolerancia.

Para la concepcion del mecanismo de accion fue necesario relacionar los efectos
en las paredes celulares con las evidencias morfolégicas encontradas hasta el
momento, eslabon relacionado con la transduccion de la sefial. Tomando en
consideracion que las proteinas de fosforilacién juegan un papel esencial en la
regulacion del estado fisioldgico en respuesta al estrés, se determind la activacion
de MAP quinasas ante la presencia de Al, en la zona meristematica de la radicula
de ambos cultivares, resultados que fueron enviados a publicar a la revista
Functional Plant Biology.

Al analizar la expresion de las proteinas totales (ERK) en las plantulas del control
positivo (control con anticuerpo) se observd que las mismas se localizaron
dispersas en toda la célula. Este hallazgo se corroboré en ambos cultivares y se
evidencio a través de una sefial en forma de punteadura fina y dispersa, emitida
en rojo por el fluorocromo Alexa 38 que esta asociado al anticuerpo anti-ERK.

El estudio de la activacion de MAP quinasas fosforiladas o activas (pMAPK)
permiti6 conocer dentro de todas las proteinas, las que estaban activas y su
localizacion, arrojando resultados novedosos para la especie. En las células
meristematicas de las plantulas de los controles se observaron escasas MAP
quinasas fosforiladas en el citoplasma, en relacién con la cantidad de MAP
quinasas totales observadas en estas mismas células, lo que indicé que la
mayoria de las MAP quinasas detectadas en el citoplasma se encontraban
inactivas, Sin embargo en el nucleo de las plantulas tratadas con Al se evidencio
una acumulacion de proteinas fosforiladas, demostrandose que ciertamente se
activa la cadena de sefalizacion de esta proteinas.
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Este hallazgo constituye un aporte tedrico importante en la especie Oryza sativa
L. pues se demostro por primera vez que el Al, como otros metales, activa la via
de sefalizacion de las MAP quinasas, las que ademas de cumplir sus funciones
en las condiciones normales de la célula, se activan ante la toxicidad de este
elemento para regular la expresién genética en funcidn de la respuesta al estrés.

Las evidencias obtenidas como resultado de las investigaciones realizadas
permitieron proponer un modelo que explica el mecanismo de accién del i6n AP
en la célula radical de la planta de arroz y conocer de forma integrada, como este
ion toxico interactda con diferentes componentes en la célula radical, como parte
de los mecanismos de toxicidad y tolerancia activados por él. Ademas, los
resultados obtenidos constituyen una alerta temprana al conocimiento de la
acumulacion de un metal que puede ser toxico y causante de enfermedades del
sistema nervioso central.
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