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RESUMEN

El arroz (Oryza sativa) es un cultivo altamente tolerante a Al.
Entre otros mecanismos, una mayor expresion de los genes
STAR1 / STAR2 como también de Nrat1 y ALS1 puede al
menos en parte ser responsable de la tolerancia inducible por
Al en esta especie. Se analizaron las distintas respuestas a Al
en dos variedades de arroz Nipponbare y Modan. Todos los
marcadores de toxicidad / tolerancia analizados (crecimiento
de la raiz, azul de Evans, tinciones con hematoxilina y morin)
indicaron una tolerancia a Al superior en la variedad
Nipponbare que en Modan. Nipponbare acumulé mucho
menos Al en las raices que Modan. El suministro de aluminio
provocé la expresiéon mas fuerte de STAR1 en Nipponbare
que en Modan. En las raices de Nipponbare se encontré un
aumento claramente mayor de la acumulaciéon de &acido
abscisico (ABA) inducido por Al que en las raices de Modan.
Se observaron altos niveles de ABA y JA en Nipponbare
después de 48 h de exposicion a Al. Estos picos coincidieron
en el tiempo con el nivel de expresion mas alto de START1. Se
propone que ABA y JA puede ser necesario para la
remodulaciéon de la pared celular facilitado por el mayor
transporte de UDP-glucosa a las paredes a través del
complejo STAR1 / Star2. En contraste, en las raices de
Modan la expresién tanto de NRAT1, que codifica para una
membrana plasmatica transportadora de Al, como de ALST,
que codifica para un transportador de Al localizado el
tonoplasto, mejoraron considerablemente en presencia de Al.
Por otra parte, Modan tenia una mayor expresién de ASR1
inducido por Al, un gen que se ha propuesto para codificar
una proteina que actia como secuestrador de oxigeno
reactivo. En conclusién, la estrategia de exclusion de Al de
Nipponbare, mediada al menos en parte por STAR1 y
probablemente regulada por ABA, produjo una mejor
proteccién contra la toxicidad de Al que la estrategia de



acumulacion y desintoxicacion interna de Modan mediada
por NRAT1, ALS1 y ARS1.
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1 INTRODUCCION

1.1 Caracteristicas de la especie Oryza sativa

El arroz es una planta monocotiledénea de la clase Liliopsida
perteneciente a la familia de las gramineas (Poaceae). Se
integra dentro del género botanico Oryza, que incluye 23
especies clasificadas en dos grandes grupos; Latifolia, con
las especies salvajes, y Sativa, con las dos especies
cultivadas, Oryza sativa y Oryza glaberrima. Esta Ultima, de
origen africano, se cultiva desde el delta central del Niger
hasta Senegal, mientras que Oryza sativa, de origen asiatico y
presente en la mayoria de paises orizicolas, es la especie
mas cultivada, con mas de 100.000 variedades descritas y
65.000 registradas en el banco de germoplasma del IRRI
(International Rice Research Institut, Filipinas).

La mayoria de los cultivares de arroz se incluyen dentro de
dos subespecies o razas de arroz, Oryza sativa japonica y
Oryza sativa indica, basado en una serie de rasgos
fisiologicos y morfoldgicos, tales como tolerancia a la sequia,
resistencia al clorato de potasio, la reaccién de fenol, altura
de la planta y color de la hoja (Oka, 1958; Oka, 1988). Estas
dos subespecies estan asociadas a diferencias en su habitat,
de manera que los arroces indica normalmente se encuentra
en las tierras bajas de Asia y los arroces japonica tropical se
encuentran tipicamente en las colinas de las tierras altas del
sur de China, el sudeste de Asia, y Indonesia, asi como en las
zonas el arrozeras fuera de Asia (Africa, América del Norte y
América del Sur) (Khush, 1997). La subespecie japénica a su
vez se diferencia en las formas tropical (javanica) y
temperadas (japdnica), siendo la forma templada
probablemente un derivado de la japdnica tropical (Garris et
al., 2004).



Los granos de arroz que carecen de latencia germinan
inmediatamente después de la maduracién. En las
variedades latentes, un periodo de dormicidon precede a la
germinacién. La coleorriza envuelve la radicula, que
sobresale en primer lugar si la germinaciéon ocurre en un
ambiente aireado, mientras que si el grano esta sumergido en
agua, el coledptilo emerge por delante de la coleorriza (Fig1).

La raiz seminal primaria (radicula) rompe a través de la
coleorriza poco después de que ésta aparece y es seguida
por dos 0 mas raices seminales secundarias, de las cuales se
desarrollan las raices laterales.

Esta planta anual presenta raices de dos tipos; las raices
seminales, que se originan de la radicula y son de naturaleza
temporal y las raices adventicias secundarias, que tienen una
libre ramificacion y se forman a partir de los nudos inferiores
del tallo joven. Estas ultimas sustituyen las raices seminales.
El tallo se forma a partir de nudos y entrenudos alternados, es
cilindrico, fistuloso de 60 a 120 cm de longitud y las hojas
son alternas, con una lamina plana y unidas al tallo por una
vaina. Las flores son de color verde blanquecino dispuestas
en espiguillas constituyendo una panicula de las que se
obtiene el grano de arroz.

sependa hojn (primers
bega conmpleta)

primers boya (primers
colesptilo hayn de 1a phiceala)

adventicems - mevecttilo

o ——

Fig. 1. Esquema de la plantula de arroz mostrando la
radicula, el mesocdtilo, el coledptilo y la primera hoja.



Se trata de un cultivo tropical y subtropical, puesto que la
mayor produccion a nivel mundial se concentra en los climas
himedos tropicales, pero también se puede cultivar en las
regiones humedas de los subtropicos y en climas templados.

1.2 Importancia del arroz

De acuerdo con el Instituto de Investigacion de Arroz
Internacional, el arroz (Oryza sativa L.) es el alimento basico
de mas de 3,5 mil millones de personas en todo el mundo, lo
que representa alrededor de la mitad de la poblacién mundial
(Xu, 2016).

El arroz es el cultivo alimentario mas importante en el mundo
y una fuente primaria de alimento para mas de un tercio de la
poblacién mundial, proporcionando el 20% del suministro de
energia alimentaria y es el alimento basico predominante
para 17 paises de Asia, 9 paises de Norte y Sur Américay 8
paises de Africa. El arroz se siembra en alrededor de 148
millones de hectareas anuales, siendo el 11% de las tierras
cultivadas del mundo y mas del 90% del arroz mundial es
cultivado y consumido en Asia. Si bien el trigo tiene una
superficie ligeramente mayor el arroz es el cultivo de cereales
mas importante que se consume casi exclusivamente por el
hombre (Khush, 1997). En este sentido el estrés abidtico es la
principal causa de pérdida de la cosecha mundial, reduciendo
los rendimientos medios para la mayoria de los principales
cultivos en mas de un 50% y causando pérdidas por valor de
cientos de millones de ddélares cada afio debido a la
reduccion en la productividad de los cultivos y las malas
cosechas (Mahajan y Tuteja, 2005).

Ademas de ser un cultivo basico en todo el mundo el arroz es
la especie mas resistente a aluminio de entre los cultivos de
cereal de grano pequeiio (Foy, 1988) y en el ambito cientifico



esta considerada como modelo de planta monocotiledénea,
dado el pequefio tamafio de su genoma (Tyagi et al., 1999).
Dichas peculiaridades proporcionan a esta planta un interés
notorio en el estudio tedrico de sus mecanismos de
resistencia a este metal. Si bien poco se sabe acerca de los
estrategias de resistencia a Al en el arroz los estudios
genéticos de los ultimos afios han contribuido a dilucidar
algunos de los mecanismos.

Arroz > Trigo > Cebada > Centeno

Fig. 2. Imagenes del orden de la tolerancia al aluminio
en diferentes especies de cereales.

1.3 Toxicidad del Aluminio

El aluminio (Al) es el metal mas abundante en la corteza
terrestre, lo que constituye aproximadamente el 7% de la
tierra (Wolt, 1994). El aluminio estd presente en el suelo en
diferentes formas, con un rango de solubilidad diferencial que
va desde las formas precipitadas hasta las especies
monoméricas solubles (AI(H20)s*", AI(OH),*, AI(OH) %,
Al(OH)4). Dentro de este Ultimo grupo se ha observado que el
octaedro hexahidrato Al(H,0)¢>*, a menudo llamado
simplemente AI**, parece ser la especie rhizotéxica més



importante (Kinraide, 1991; Kinraide y Parker, 1990). Esta
forma monomérica es solubilizada en la solucién de suelos
con pH < 5.5, obteniendo la mayor actividad a pH =< 4 (Fig. 3).

lative actwvity (%)
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Fig. 3. Actividad relativa de especies monomeéricas de Al y

concentracion total de Al (linea punteada) en funcién del

pH (Kinraide, 1991)
Esta propiedad presente en la forma AI** supone un problema
muy importante en la supervivencia de las especies
vegetales, puesto que una gran parte de las tierras a nivel
mundial presentan suelos acidos. En la Fig. 4 se representa la
distribucion de suelos segun la acidez de la superficie
terrestre del planeta, donde se aprecia que aproximadamente
el 30% y mas del 50% de las tierras potencialmente
cultivables son 4cidas y la mayoria (60%) se encuentran en
los tropicos y subtrépicos (von Uexkiill y Mutert, 1995).

De esta manera, puede ser perjudicial para muchas plantas,
especialmente en algunas que se cultivan ampliamente como
el trigo, el arroz, la soja y el maiz. Por ello, la toxicidad del Al
es una materia muy estudiada en la investigacion agricola en
el mundo. (Jansen et al., 2004, Vitorello et al., 2005)



Fig. 4. Distribucion de suelos dcidos en el mundo. Rojo:
suelos dcidos. Amarillo: suelos neutros. Azul: suelos

alcalinos. Negro: sin datos.

1.4 Mecanismos de fitotoxicidad del Al

El grado de toxicidad del Al es muy variable dependiendo de
la especie de planta, las condiciones de crecimiento, las
concentraciones de Al y la duracion de la exposicion
(Delhaize y Ryan 1995; Kochian et al., 2004).

El aluminio interfiere con una amplia gama de procesos
fisicos y celulares. Como este metal es muy reactivo, existen
muchos puntos potenciales de lesiones debido a las
interacciones del complejo de este metal con el apoplasto
(pared celular), la membrana plasmatica, y las dianas del
simplasto (citosol). El AI** es un ion metalico de la clase Ay,
por lo tanto, con alta afinidad por ligandos tipo donadores de
oxigeno. Asi los sistemas bioldgicos ofrecen multiples dianas
para la toxicidad del AP*. El aluminio puede unirse a los
grupos carboxilo de las sustancias pécticas en la pared
celular, a grupos fosfato y sulfato de las membranas



causando cambios estructurales y afectando las propiedades
fisicas y funcionales de las mismas (Ma et al.,20043;
Poschenrieder et al., 2008). A nivel intracelular, sus dianas
incluyen el citoesqueleto de la raiz (Grabski y Schindler, 1995;
Blancaflor et al., 1998), transportadores de iones (Huang et
al., 1992; Liu y Luan, 2001), constituyentes de los sistemas de
sefalizaciéon (Haug et al., 1994; Jones y Kochian, 1995), el
ADN nuclear (Kochian et al., 2005), y otros componentes
celulares y enzimas (Jones and Kochian, 1997), muchos de
los cuales estan cargados negativamente o coordinan
cofactores cargados positivamente (Kochian, 1995). Su
catién trivalente (AI**) puede formar complejos muy estables
con ligandos organicos donadores de oxigeno, como pueden
ser los acidos organicos, los 4acidos nucleicos y las
sustancias fendlicas (Poschenrieder et al., 2008).

El aluminio dana las células del apice radicular y provoca una
inhibicion en la elongacion de la raiz, lo que da &pices
hinchados en la raiz y un nulo o pobre desarrollo de los pelos
radiculares. El efecto nocivo sobre el crecimiento longitudinal
de las raices ocurre rdpidamente, en minutos (Llugany et al.,
1995 ). Esto da lugar, a mds largo plazo a un sistema
radicular reducido, dafiado y limitado en la absorcion de agua
y nutrientes minerales (Barcel6 y Poschenrieder, 2002; Jones
y Kochian, 1995). Esto limita fuertemente el rendimiento
agronémico (Ma et al,2001; Kochian et al.,2004; Delhaize et
al.,2012).

El efecto téxico primario del Al se produce en la zona de
transicion de la raiz, localizada entre la zona de division
celular activa y la zona de elongacion celular, es la mas
sensible a aluminio (Sivaguru y Horst, 1998), causando la
inhibicion rapida tanto en la expansion de células (Gunsé et
al., 1997; Kopittke, 2015) como en la division celular (Vazquez
et al.,, 1999, Doncheva et al., 2005). Una interaccion directa
del Al con el entrecruzamiento de las cargas negativas de los



pectatos de las paredes celulares puede conducir a la rigidez
de la pared celular y una menor a expansién celular (Kopittke,
2015). De hecho, la exposicién a Al causa una mejora rapida
del modulo elastico, es decir, una disminucion de la
elasticidad en la capa de células mas externa en las raices de
maiz sensibles a Al (Gunsé et al., 1997).

1.5 Especies reactivas de oxigeno (ROS) y estrés oxidativo

En condiciones fisiolégicas normales, las células producen
especies reactivas de oxigeno (ROS) -como los radicales
superéxido (02) e hidroxilo (OH) y el peréxido de hidrégeno
(H20,) - a través de la reduccién de oxigeno molecular
(Hippeli et al, 1999). Las ROS se generan como
subproductos del transporte de electrones que se da a las
membranas de mitocondrias, cloroplasto y peroxisomas.
Para protegerse del dano oxidativo, las células vegetales han
desarrollado una amplia gama de mecanismos de defensa
endogenos, ya sea sistemas antioxidantes enzimaticos como
no enzimdaticos (Howe y Schilmiller, 2002; Mittler, 2002). Los
sistemas antioxidantes enzimaticos incluyen la superdxido
dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), el ascorbato peroxidasa
(APX) y la glutation reductasa (GR), mientras que los
antioxidantes no enzimaticos son compuestos de bajo peso
molecular como el acido ascérbico (ASA) y el glutation
reducido (GSH). La enzima SOD dismuta el (0;) en H,0, y el
oxigeno. Las catalasas se sintetizan los peroxisomas y su
duracion depende del H;0, generado durante la
fotorrespiracion y la B-oxidacion de acidos grasos. Las
peroxidasas, que se encuentran en el citosol, la vacuola, la
pared celular y en el espacio extracelular, utilizan el H,0, de
la oxidacién de diversos sustratos organicos e inorganicos.
Por otra parte, la ASA y el GSH pueden directa o
indirectamente interactuar con las ROS y mantener la



integridad de las estructuras y las funciones propias de las
diversas vias metabdlicas (Noctor y Foyer, 1998; Smirnoff,
2000). Ademds, estos ultimos también tienen un papel en la
fotosintesis, la sefalizacion redox y la regulacion del
crecimiento y por ejemplo, durante la germinacion de algunas
plantas herbaceas, el contenido de ASA aumenta para hacer
frente a un mayor nivel de ROS (Gara et al., 1997, Kranner y
Grill, 1993). Ahora bien, se ha demostrado que el estrés
ambiental (cambios en la temperatura, sequia, salinidad,
temperaturas extremas, deficiencia de nutrientes, exceso de
iones metdlicos, ...) causa dafo molecular a las plantas, ya
sea directa o indirectamente a través de la produccion de
especies reactivas del oxigeno (ROS) (Richards et al. 1998;
Mittler, 2002), pues los sistemas antioxidantes reducen
eficientemente ROS en circunstancias normales, pero en
condiciones de aumento de la produccidn, el resultado puede
ser un estado de estrés oxidativo que conduce a la oxidacion
de biomoléculas (lipidos, proteinas y ADN, por ejemplo)
(Richter y Schweitzer, 1997) o incluso la muerte celular
(Buckner et al., 2000; Jones, 2000). En presencia de iones
metdlicos como el Fe?* o el Cu** se puede producir estrés
oxidativo por la reaccion de Fenton, donde el metal interactia
con el H,0, y produce OH (Schiitzendiibel et al., 2001).

1.6 El aluminio como agente de estrés oxidativo

El aluminio causa disfuncion mitocondrial, inhibe Ia
respiracion celular, reduce el adenosin trifosfato (ATP) y
favorece la produccion de ROS. La acumulacion de aluminio
en la célula, afecta inicialmente la actividad de la membrana
mitocondrial interna lo que impide el flujo de electrones y
disipa el potencial de membrana, esto conlleva a la muerte
celular después una exposicion prolongada a aluminio. En
células fotosintéticas, los cloroplastos son unos de los



principales organelos celulares de formacion de ROS a través
de la fotosintesis; mientras que en células de plantas no
fotosintéticas como las células de la raiz y en cultivos
celulares no clorofilicos, se ha evidenciado que la cadena
transportadora de electrones de la mitocondria es el principal
sitio de produccién (Yamamoto et al., 2003).

El estrés oxidativo provocado por Al**también puede inducir
la muerte celular, como se ha observado en las puntas de las
raices de cebada (Pan et al., 2001), y en trigo (Delisle et al.,
2001) . Los iones AI** aumentan la peroxidacién de los
fosfolipidos y proteinas (Yamamoto et al., 1997, 2001 ;.
Boscolo et al, 2003), y la formacién de ROS (anién
superéxido, presumiblemente) en tabaco (Yamamoto et al.,
2002) y de superdxidos y peréxidos en trigo (Darko et al.,
2004), especialmente en genotipos sensibles a Al (Darké et
al., 2004; Tabaldi et al., 2009; Giannakoula et al., 2010).. Sin
embargo, aun se desconoce si el ién Al induce directamente
ROS incluyendo H;0, pues el ién Al no puede por si mismo
catalizar las reacciones redox. Seha  sugerido que el
aumento por el Al de la peroxidacion de los lipidos mediada
por Fe lleva a la pérdida de la integridad de la membrana
plasmadtica y, finalmente, la muerte celular (Yamamoto et al.,
1997). El Al también activa varios genes que codifican las
enzimas antioxidantes como la peroxidasa, superéxido
dismutasa y glutatiéon S-transferasa (Richards et al.,, 1998;
Ezaki et al., 1996, 2000), lo que indica mecanismos comunes
inducidos por el tratamiento de Al y el estrés oxidativo.
Recientemente, se ha sugerido que la formacién de ROS es
una respuesta secundaria de estrés por Al y el estrés
oxidativo no es la principal causa de la inhibiciéon del
crecimiento de la raiz inducida por el Al (Yamamoto et al.,
2001 ;. Boscolo et al., 2003). Afiadiendo Fe*"la acumulacién
de Al a las células del tabaco modifica la estructura fisica de
la membrana, lo que facilita la propagacion de la
peroxidacién lipidica, iniciada por Fe? y eventualmente
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causando la muerte de la célula (Ono et al., 1995; Yamamoto
et al., 1997; Ikegawa et al., 2000).

Se ha visto que el acido salicilico (SA) tiene un papel
importante en la mediacién de algunos tipos de estrés
bidticos y abidticos inducido por estrés oxidativo en plantas,
aunque se desconoce el papel del SA en la mediacién de
estrés oxidativo inducido por el aluminio (Wang et al., 2004).

1.7 El aluminio y las hormonas vegetales

La rapida inhibicion de la division celular en el meristemo
apical de la raiz no se debe a un efecto citotdxico general de
Al, sino que es debido a un cambio en el patréon celular que
conduce a la estimulacién de la divisién celular en la zona de
transicion distal y al brote de nuevas raices laterales. Este
crecimiento adaptativo de las raices que pueden ayudar a la
planta a crecer en zonas de suelos menos téxicos esta
regulada por fitohormonas. En especies sensibles a Al los
cambios rapidos en los niveles enddgenos de citoquinina y
etileno preceden a la inhibicion de la elongacion de la raiz
inducida por Al, ya sea directamente o indirectamente al
afectar la homeostasis hormonal de la planta (Gunsé et al.,
2000, Massot et al., 2002) y un aumento local de la
concentracion de auxina es provocada tanto por la reduccion
del transporte de auxina (Kollmeier et al., 2000, Amends et
al., 2009) como del aumento de la biosintesis de auxina
(Yang et al., 2014). Estudios con A. thaliana también indican
que la produccién de etileno inducida por Al probable actue
como una sefal para alterar la distribucion de auxina en las
raices mediante la interrupcién del transporte polar de auxina,
lo que lleva a la detencion de la elongacién de la raiz (Sun et
al., 2010). Otros estudios con células en suspension de A.
thaliana han demostrado el papel del aluminio sobre la

11



biosintesis y acumulaciéon de acido salicilico (SA) y la
relacién positiva de esta fitohormona con la produccion de
especies reactivas de oxigeno (Kunihiro et al., 2011), mientras
que en Cassia tora SA inhibio la produccion de ROS inducida
por Al.

Por otra parte, la exposicién a Al reduce las concentraciones
enddgenas de acido abscisico (ABA) en las raices de las
plantas de frijol sensibles a Al, resultando plantas mas
sensibles a la sequia (Yang et al, 2012). Sin embargo la
informacién que se dispone acerca de la sefalizacion del
estrés por Al en especies resistentes a Al es
considerablemente menor.

1.8 Mecanismos de resistencia al aluminio

Exclusion y mecanismos internos de desintoxicacién son las
dos estrategias principales que en diferente proporcion
cooperan en la resistencia a la toxicidad del Al en las plantas.
La importancia relativa de ambas estrategias en diferentes
especies se refleja en el amplio rango de concentraciones de
Al que se puede hallar en las hojas de las plantas que va
desde unas pocas decenas de mg - kg' en plantas
exclusoras hasta decenas de miles en plantas
hiperacumuladoras de Al como la planta de té (Matsumoto
etal., 1976).

Las plantas tienen varios mecanismos celulares que pueden
estar implicados en la detoxificacién de metales y, por tanto,
en la tolerancia o resistencia al estrés provocado por estos
metales. En el caso del Al, algunas especies de plantas o
cultivos dentro de la misma especie han desarrollado
sofisticados mecanismos de desintoxicacion externos, o de
exclusién, e internos para hacer frente a la toxicidad de este
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metal (Kochian, 1995; Matsumoto, 2000; Barceld y
Poschenrieder, 2002 ; Kochian et al., 2004). La principal
diferencia entre estos dos tipos se encuentra en el lugar de
desintoxicacién del aluminio, el simplasto (interno) o el
apoplasto (externo). Los mecanismos propuestos para la
desintoxicacion externa incluyen la inmovilizacion del
aluminio en la pared celular, la permeabilidad selectiva de la
membrana plasmatica, una barrera de pH inducida por la
planta en la rizosfera o en el apoplasma de la raiz e
inmovilizacién del aluminio en la pared celular gracias a la
produccion de calosa (Jones et al., 2006)., la exudacién de
ligandos quelantes, la salida de Al por exudacién de fosfato
(Taylor, 1991; Kochian, 1995). Por el contrario, los
mecanismos de detoxificacion internos incluyen la quelacion
en el citosol por los 4cidos orgdnicos (malato, citrato y
oxalato principalmente), proteinas, u otros ligandos
organicos, la compartimentacion en la vacuola (Hall, 2002), y
la actividad de enzimas tolerantes a Al.

El mecanismo de exclusion mejor documentado es el eflujo
de acidos organicos inducido por el Al en los apices de raices
de una serie de especies vegetales resistentes (Ma et al.,
2001; Kochian et al, 2004). Segun las especies esta
exudacion puede ser inmediatamente (patrén 1 de tipo de
exudacion) o después de un lapso de tiempo de horas o
incluso dias después de la exposicién (patrén de tipo 2) (Ma
et al., 2014). Se ha observado un flujo de salida destacado de
malato y/o citrato en los genotipos resistentes a Al de trigo
(Ryan et al., 1995; Garcia-Oliveira et al, 2014), sorgo
(Magalhaes et al., 2007), y frijol (Rangel et al., 2010), entre
otras especies de cultivos importantes. El oxalato parece ser
el quelante de Al mas importante en exudados de las raices
de algunas especies altamente tolerantes a Al como el trigo
sarraceno (Reyna-Llorens et al., 2015).
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Sin embargo, ahora hay cada vez mas pruebas de que en la
muy alta resistencia a Al observada en algunas Poaceae
como Brachiaria decumbens y arroz, la especie mas
resistente a Al de entre los cultivos de cereales de grano
pequefio (Foy, 1988), la liberacion de acidos orgdnicos por las
puntas de las raices no es el Unico ni el principal factor
responsable del alto nivel de resistencia (Wenzl et al., 2001;
Yamaji et al., 2009). Un rasgo caracteristico de B. decumbens,
una especie de origen africano hiperresistente a Al, es el
desarrollo de pelos de la raiz muy cercano al extremo apical
de la raiz y el desarrollo de un exodermis también muy cerca
de la punta (Arroyave et al., 2013). El aluminio se acumula en
las células de estos pelos radiculares. Esto puede reducir la
union del Al en el apoplasto. Los niveles mas altos de acido
clorogénico un inductor conocido de los pelos radicales
puede contribuir a esto (Arroyave et al., 2013).

1.9 Genes implicados en la resistencia a aluminio

Indudablemente la identificaciéon de genes involucrados en
los mecanismos de tolerancia a Al en plantas, han permitido
avances importantes en la obtencidn acerca de la tolerancia
a aluminio. Entre los genes mas destacados se encuentran
aquellos que codifican transportadores de membrana,
factores de transcripcidon y aquellos que participan en la
mitigacién del estrés oxidativo, los cuales se detallan mas
adelante.

Los estudios moleculares y genéticos han contribuido a la
identificacion de genes asociados con la tolerancia al
aluminio. Estos genes incluyen los implicados en la secrecion
de anion de acido organico ALMT, MATE, las familias de
transportadores ABC vy factores de transcripcion con
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elementos cis que estan altamente implicados en la
expresion de genes de tolerancia a Al (Simdes et al., 2012).

Los genes de la familia ALMT codifican por transportadores
de malato activados por el aluminio. El primer gen aislado fue
TaALM1 en trigo (Sasaki, 2004) pero también se han
encontrado en A. thaliana, AtALM1 (Hoekenga et al., 2006),
colza, BnALMT1 y BnALMT2 (Ligaba et al., 2006), centeno,
SCALMT1 (Collins et al., 2008), cebada, HYALMT1 (Gruber et
al., 2010) y maiz, ZmALMT1 (Pifieros et al., 2008) y ZmALMT2
(Ligaba et al., 2012), aunque en el ultimo caso los dos
miembros de la familia ALMT, no se han podido asociar con
tolerancia al Al.

La familia MATE (extrusién de mlltiples farmacos vy
compuestos toéxicos) incluye genes asociados con diversos
procesos celulares, incluyendo la tolerancia al aluminio,
codificando transportadores de citrato. En sorgo el
transportador codificado por SbMATE se localizd en la
membrana plasmatica de células de la punta de la raiz
(Magalhaes et al., 2007), al igual que HYMATE de cebada
(Furukawa et al., 2007). En Arabidopsis AtMATE opera en
conjuncion con la exudacion de malato mediada por
AtALMT1 (Liu et al., 2009). Se han identificado homélogos
funcionales de este gen en trigo, TaMATET, (Ryan et al.,
2009), centeno, ScFRDL2 (Yokosho et al, 2010) y arroz,
OsFRDL4, (Yokosho et al., 2011).

Dentro de la familia de transportadores ABC (transportador
de unién a ATP) se han encontrado en Arabidopsis los genes
AtAls1 y AtAls3. El primero se localiza en el tonoplasto de las
células del 4pice de laraiz y en los tejidos vasculares (Larsen
et al., 2007 ) mientras que AtAls3 se encuentra en la
membrana plasmatica de las células del floema. Ambos son
responsables del movimiento de aluminio fuera de los tejidos
sensibles para el secuestro en los tejidos mas tolerantes
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(Larsen et al., 2005, 2007). En arroz recientemente se ha
identificado OsAls1 como responsable del secuestro de
aluminio a la vacuola (Huang et al., 2012). En 2009 Huang y
colaboradores identificaron en arroz los genes START y
STAR2 sugiriendo sus funciones en la resistencia a aluminio.
STAR1 codifica un dominio de union a nucleétido y junto a
STAR2, que codifica un dominio de transmembrana de un tipo
transportador ABC, forman un complejo implicado en el
transporte de UDP-glucosa provocando una modificacién en
la pared celular. A través de este mecanismo se impide que el
aluminio entre en las células.

De la familia Nramp (proteina del macréfago asociada a
resistencia natural) se han descrito varios genes en plantas
con funcidn transportadora de metales, como los AtNramp de
Arabidopsis (Thomine et al., 2000). De entre ellos se ha
localizado en arroz el gen Nratl es un transportador
localizado en la membrana plasmatica de las células apicales
de la raiz que se ha asociado a la resistencia especifica a
aluminio (Xia et al., 2010).

Los factores de transcripcién juegan un papel clave en la
detoxificacion del aluminio. En A. thaliana se conoce el factor
de transcripciéon STOP1 que regula la expresion de AtMATET
y AtALT1 (Liu et al., 2009;. Sawaki et al., 2009). En arroz se
han encontrado recientemente factores de transcripcion que
intervienen en esta detoxificacion. ART1 es un homodlogo de
STOP1 localizado en el nucleo de todas las células de la raiz.
ART1 regula la expresion de al menos 31 genes implicados
en la desintoxicacién interna y externa de Al a diferentes
niveles celulares (Yamaji et al., 2009), entre los que se
encuentran OsStar1 y 2, OsNrat, OsFRDL2 (una proteina de la
familia MATE) y OsAls7 (Tsutsui et al., 2012). Por otra parte
ASR (maduracién inducida por estrés de acido abscisico) es
una familia de factores de transcripcion que participan en
muchos procesos de la planta y se ha descubierto que ASRS
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es un factor localizado en cloroplastos (Arenhart et al., 2012),
nucleo y citoplasma (Arenhart et al., 2013) que regula un gran
nimero de genes que responden a aluminio, incluyendo
STAR1 (Arenhart et al., 2014)
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2 OBJETIVOS

Tal como se desprende de la introduccién, la mayoria de las
investigaciones acerca de los mecanismos de seiializacidon del
estrés por Al se han realizado en plantas sensibles o
moderadamente tolerantes a este metal. En ellas se ha observado
que las especies reactivas de oxigeno (ROS), los acidos jasmodnico
(JA), salicilico (SA) y algunas hormonas actian como sefalizadores
ante la presencia de aluminio. Sin embargo, en especies altamente
resistentes, como es el caso del arroz, apenas existe informacion
sobre la sefializacidén y su posible relacién con la activacién de los
mecanismos de resistencia y tolerancia.

Por ello, nuestro objetivo principal es investigar el posible papel de
ROS, SA y JA, junto con el acido abscisico (ABA) y el acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) en la sefalizacion de las
respuestas diferenciales a Al en la variedades de arroz con
diferente grado de resistencia.

Para ello el primer paso es identificar dos variedades de arroz que
claramente difieran en la tolerancia al Al basado en respuestas
fisiolégicas diferenciales una vez expuestas al estrés por Al, seguido
de la caracterizacion de la(s) estrategia(s) de exclusion /
detoxificacion de Al empleada(s) en cada caso.

Existen estudios que demuestran que la resistencia al Al en la
planta de arroz tiene base multigénica, donde intervienen factores
de transcripcidn y genes que codifican para proteinas especificas
qgue intervienen en la exclusién o la compartimentacion subcelular
del Al. En este sentido nuestro siguiente objetivo es estudiar la
expresion diferencial de algunos de estos genes clave para la
resistencia a Al en las dos variedades de diferente respuesta
fenotipica al estrés e investigar si la base mecanistica de los dos
genotipos se fundamenta en la exclusion del Al o bien en la
detoxificacion interna del metal una vez incorporado en los tejidos.

19



Establecida(s) la(s) estrategia(s) de defensa nuestro ultimo
proposito es investigar el papel de ROS, JA, SA y acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) en la activacién de los
mecanismos de defensa frente a la toxicidad Al en dos variedades
de resistencia elevada, pero desigual.
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3 MATERIAL Y METODOS

3.1 Material vegetal

Para realizar este estudio se utiliz6 como material vegetal
una variedad de cada uno de los grupos genéticos de arroz,
var. Nipponbare de la sp. Japonica, y var. Modan de la sp.
Indica. Las semillas de la var. Nipponbare se obtuvieron de
cultivos situados en el Delta del Ebro mientras que las de la
var. Modan se consiguieron a través del Servicio de
Investigacion Agricola de Aberdeen (Idaho, USA). En este
segundo caso se procedié a una produccién de semillas con
el fin de asegurar el material suficiente para todos los
experimentos. Previamente a la germinacion, las semillas se
esterilizaron superficialmente durante 1h en una solucién de
hipoclorito de sodio al 30% (v/v) y posteriormente se lavaron
tres veces con agua Milli-Q.

3.2 Disefio experimental: condiciones de crecimiento y
solucion nutritiva

Para la germinacion, se colocaron las semillas en placas de
Petri en nuimero de 10 semillas por placa situadas
equidistantemente. Las placas fueron trasladadas a una
estufa con una temperatura de 26-27° C bajo condiciones de
oscuridad durante un tiempo entre 3 y 5 dias. Las semillas
germinadas fueron transferidas a una bandeja de poliestireno
expandido (Porexpan) agujereada flotando en recipientes con
6 litros de solucion nutritiva modificada de la descrita por
Magnavaca y colaboradores (1987) para maiz y sorgo. Las
modificaciones en la solucion se hicieron para asegurar un
suministro suficiente de nutrientes esenciales y para reducir
al minimo las interacciones quimicas entre Al y otras
especies minerales en la solucion de nutrientes con las altas
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concentraciones de Al necesarias para causar respuestas
diferenciales en las variedades de arroz. Las principales
diferencias entre esta solucion y la tan utilizada solucién de
Yoshida en arroz (Yoshida et al., 1976) incluyen una
reduccién de las concentraciones de fosforo y azufre, que
son iones que interaccionan fuertemente con el Al, y el
HEDTA como quelante de Fe en sustitucion al citrato, el cual
tiene mas preferencia para unirse a Al que al Fe. Estas
modificaciones aseguran un suministro suficiente de
nutrientes esenciales necesarios para el arroz y una
reduccion al minimo de las interacciones quimicas entre el Al
y otras especies de minerales en la solucion de nutrientes en
las  altas  concentraciones de Al aumentando
sustancialmente la actividad del aluminio (95.7%) respecto la
solucién Yoshida (59.7%) (Famoso et al., 2010).

Compuesto Concentracion
KCI TmM
NH,Cl3 1.5mM
CaC|2 TmM
KH,PO4 45uM
MgSO4 200uM
Mg (NO3) 2 500uM
MgCl, 155uM
MnCl; - 4H,0 11.8uM
H3BO3 33uM
ZnS04 - 7H,0 3.06uM
CuSO04 - 5H,0 0.8uM
NazMOO4 HZO 1.07MM
Fe-HEDTA 77 uM

Fig. 5. Composicidn y concentracion de nutrientes de la
solucién Magnavaca (Magnavaca et al., 1987).

El pH de la solucion se ajustd a 4.2. Este valor de pH se
selecciond basado en los resultados de la simulacién de
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especiacion de los iones en la solucién a diferentes valores
de pH mediante el programa Geochem 2.0 (Parker et al.,
1995), que permite determinar la actividad del Al a diferentes
pH y la relacion entre las especies formadas de los diferentes
compuestos de la solucién nutritiva (ver apartado 3.3). Esta
solucién se fue cambiando en periodos de 2 veces por
semana.

Cada plantula germinada se disponia en uno de los agujeros
de la bandeja y su tallo era sustentado por una espuma. Los
cultivos hidropdnicos se mantuvieron en una camara de
cultivo bajo condiciones de ambiente controlado de las
siguientes caracteristicas: fotoperiodo 12 h de luz, 12 h
oscuridad, radiacién fotosintéticamente activa 310 pE - m™
s', y la temperatura de noche y de dia de 25y 27 ° C,
respectivamente. En la fig. 5 se detalla la composicién de la
solucién nutritiva Magnavaca modificada.

3.3 Tratamientos y actividad del Aluminio

Después de un periodo de creciendo durante 15 dias en la
camara bajo condiciones control se sometié las plantas a
tratamiento con 0 o 500 uM de Al en forma de AICI; durante
24, 48 y 72 h. Los ensayos para las respuestas al Al se
realizaron a pH 4.2, una vez estimada la actividad de este
metal a diferentes pHs. Para ello se utilizé el paquete de
software GEOCHEM 2,0. Este programa ha sido una
herramienta importante en la creacion de soluciones de
prueba para experimentos de tolerancia al aluminio de la
planta (Liao et al., 2006; Shen et al., 2004; Silva et al., 2001,
Taylor et al., 2000), pudiendo asi estimar las actividades de
AI** y crear soluciones sin disminuir significativamente las
actividades de los otros nutrientes, tales como fosfato o
sulfato. Muchas de las soluciones de nutrientes que
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contienen Al que se utilizan actualmente contienen niveles
muy altos de Al porque los cationes AI** interactian
fuertemente con aniones y, por tanto, no esta disponible para
la planta (Shaff et al., 2010).

3.4 Ensayos de tincion

Para la realizacion de los ensayos de tincién se utilizaron 3
individuos de cada variedad para cada uno de los
tratamientos (0, 24, 48 y 72 h con Al).

3.4.1 Tincion con hematoxilina

La tincién de hematoxilina es una técnica no invasiva que
permite visualizar de forma rapida la presencia de Al a nivel
radicular y por tanto ver el grado de exclusién de aluminio en
las plantas. La tincién con hematoxilina de las puntas de las
raices de las plantas se realiz6 de acuerdo a Polle y
colaboradores (1978). La visualizaciéon de dichas puntas se
realiz6 con una lupa Nikon HS550S, intralux 5100 y las
fotografias se tomaron con una camara Nikon Digital Sight
D2-5M con una unidad de control Nikon Digital Sight DS-L1,
con una resolucion de 5 Mp.

3.4.2 Tincion de azul de Evans

Para detectar los posibles dafios a las membranas producido
por el Al se observo la viabilidad celular de las puntas de las
raices realizando una tincién con azul de Evans. El protocolo
que se siguié fue el descrito por PirSelova et al., (2011) con
pequefias modificaciones. Brevemente las raices fueron
sumergidas en Tml de solucion acuosa de azul de Evans
0,25% (p/v) durante 15 min a temperatura ambiente; a
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continuacién se hicieron tres lavados con 3ml de agua
destilada de 10 min cada uno. Las visualizaciones se
realizaron con una lupa Nikon H550S, intralux 5100. Las
fotografias se tomaron con una camara Nikon Digital Sight
D2-5M con una unidad de control Nikon Digital Sight DS-L1 y
una resolucion de 5 Mp.

Para la cuantificacion se cortaron diez puntas de raiz de
10mm de longitud desde el apice y se sumergieron en N, N-
dimetilformamida durante 1 h a temperatura ambiente, para
la desorcion de la tinta (PirSelova et al., 2011). La densidad
Optica de la solucién de desorcién se midiéo a 600 nm en un
espectrofotémetro (Shimadzu UV-2450, Kyoto, Japén).

3.4.3 Tincion con morin

Morin es una tinte histoquimico con una alta especificidad
para el Al. En este caso, tras 24 h de exposicion a Al se
seleccionaron las puntas de las raices de ambas variedades,
a las cuales se les hizo un corte transversal de 10mm desde
el apice que se incluyeron en 6% Bacto Agar (Difco, BD
Empresa, Madrid, Espafia). Posteriormente se seccionaron
(100 micras) con un vibratomo (Vibratome Serie 1000, TPI
Inc., St. Louis, MO, EE.UU.). El complejo Al-Morin presenta
fluorescencia verde, con una longitud de onda de excitacion
de 420 nm y una longitud de onda de emisién de 510 nm. La
tincién con morin se realizd segun el protocolo de Tice y
colaboradores (1992) y posteriormente las secciones se
visualizaron en un microscopio de fluorescencia (Nikon
Optiphot-2, Nikon Instruments, Amsterdam, Paises Bajos).
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3.4.4 Tinciones para visualizar especies reactivas de
oxigeno (ROS)

3.4.4.1 Tincién de peroxidos (H,0,)

Esta tincion es capaz de revelar la presencia de perdxidos en
los apices de las raices. Las raices se tifiieron con 2,7-
diacetato de diclorofluoresceina (DCF-DA) de acuerdo con el
protocolo descrito por Sandalio y colaboradores (2008). Las
visualizaciones se realizaron con una lupa Nikon H550S,
intralux 5100 y por la fluorescencia se dispuso de una fuente
ultravioleta Nikon intensilight C-HGFI, con una excitacion de
495nm y una emision de 515nm. Las fotografias se tomaron
con una camara Nikon Digital Sight D2-5M con una unidad de
control Nikon Digital Sight DS-L1 y una resolucion de 5 Mp.

3.4.4.2 Tincién de superoxidos (0;’)

Para la visualizacidon de aniones superéxido se tifiieron las
raices con dihidroetidio (DHE) de acuerdo con el protocolo
descrito por Sandalio y colaboradores (2008). Las muestras
se observaron con una lupa Nikon H550S, intralux 5100 y por
la fluorescencia se dispuso de una fuente ultravioleta Nikon
intensilight C-HGFI, con una excitacién de 488nm y una
emision de 520nm. Las fotografias se tomaron en una
camara Nikon Digital Sight D2-5M con una unidad de control
Nikon Digital Sight DS-L1 y una resolucion de 5 Mp.
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3.5 Valoraciones analiticas

3.5.1 Valoracion del crecimiento radicular

En este caso se escogieron doce plantulas de cada variedad
que tras la germinacion crecieron durante cinco dias con
CaCl, y posteriormente se les aplico el tratamiento con AICls
500 puM hasta 72h. Utilizando una cinta métrica, se midieron
las raices principales de las plantulas tratadas con Al y sus
controles (sin Al) en intervalos de 24h. Para calcular el
crecimiento radicular segun el tiempo de exposicién a Al se
aplico la férmula de crecimiento absoluto siguiente:

C=Lf'Li

Donde:

C = crecimiento absoluto

Li = Longitud inicial (justo antes de aplicar el tratamiento)
Ls = Longitud final de cada tiempo de exposicion de Al

3.5.2 Concentraciones de Al y nutrientes minerales

Para el analisis de la concentracion de Al y de nutrientes
minerales en las raices y partes aéreas de las plantas se
tomaron 3 plantas de cada variedad y tratamiento. Se
enjuagaron cuidadosamente las raices con agua destilada,
seguido por 10 min de desorpcion de los elementos del
apoplasto mediante un tratamiento con acido citrico T mM
frio y un lavado adicional con agua destilada. Las plantas se
dividieron en raices y parte aérea y el material se sec6 en una
estufa de desecacién (60 °C). La digestion acida (69% HNOs3:
30% H,0,, 5: 2) se hizo en un sistema de bloque caliente
(modelo 154-240, Medio Ambiente Express, Charleston,
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Carolina del Sur, EE.UU.). Las concentraciones de los
nutrientes fueron analizadas por ICP-OES (modelo Elan 6000,
Perkin Elmer, Massachusetts, EE.UU.). Para asegurar la
calidad del proceso se analizaron en paralelo hojas de Olea
europea certificadas (BCR 62). La tasa porcentual de
recuperacion de la concentracién de Al respecto al valor
certificado fue del 104 + 3.

3.5.3 Determinacion de MDA

La peroxidacion de lipidos se midi6 como la cantidad de
metabolitos reactivos producidos por la reacciéon con acido
tiobarbiturico (TBA), tal como se describe por Lin y
colaboradores (2009). Se muestrearon raices de las dos
variedades con los distintos tratamientos. Se pes6é 1 g de
peso fresco de cada una de las muestras y se
homogeneizaron en 10 ml de 0,1% (w/Vv) tricloroacético acido
(TCA). El homogeneizado se centrifugd a 10,0009g durante
10 min. A un mililitro de sobrenadante se le afiadié 4 ml de
20% de TCA que contiene 0,5% (w/v) TBA. La mezcla se
calentd primero a 95°C durante 30 min, a continuacion se
enfrié rapidamente en hielo y se centrifugé a 10,000 g
durante 15 minutos. La absorbancia se midié a 532 nm. Los
datos se tuvieron en cuenta después de restar los valores
inespecificos de absorcién a 600 nm. La concentracién de
TBARM se calculd utilizando un coeficiente de extincion de
155mM” cm™.

3.5.4 Contenidos de acido jasmoénico (JA), acido salicilico
(SA), acido abscisico (ABA) y acido 1-
aminociclopropano-1- carboxilico (ACC)

Las valoraciones de las concentraciones de SA, JA, ABA y
ACC fueron efectuadas utilizando plantas con 15 dias de
edad que posteriormente se trataron con AICl; 500 pM a
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diferentes tiempos (0, 24, 48 y 72 h). Para hacer la valoracién
se tomaron como muestras la raiz y la parte aérea de 3
ejemplares de cada variedad y tratamiento. Las
concentraciones se determinaron mediante ICP-ES, modelo
Jobin Yvon-VHR 38, Stanmore UK. La valoracion se realizd
mediante una inyeccién en cromatografia liquida con
ionizacion electrospray en tandem con la espectrometria de
masas (LC-ESI-MS / MS) como fue descrito anteriormente
por M. Llugany et al, 2013. Se ha dispuesto del sistema MRM
(Multiple Reaction Monitoring) para separar las hormonas de
interés del resto de componentes con la misma masa (Fig.
6).

Para la extraccion se tritur6 con mortero y en bafo de hielo
250 mg de material vegetal fresco previamente congelado a -
20 ° C con 625 ul de solucion de extraccion (MeOH: H,0 mQ:
HOAc ; 90: 9: 1) y 125 ul de Tmg / | de &cido salicilico
deuterado SAd6 y 1- aminociclopropano-1- acido carboxilico
deuterado ACCd4 como patrones internos (ambos 98% de
atomos D -Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania). El
homogeneizado se centrifugd a 10600g durante 10 minutos a
temperatura entre 0 y 4 ° C. El sobrenadante se reservo en el
congelador y se repitié el proceso de extraccién dos veces
mas, afadiendo 750ul de solucion de extraccién al pellet
obtenido en cada centrifugaciéon. Se combinaron los tres
sobrenadantes y se secé el contenido centrifugando al vacio
y proceder a la lectura inmediata o en caso contrario reservar
la muestra en el congelador.

Lectura y cuantificacion de las muestras:

Para hacer la lectura, se resuspendi6é cada muestra en 200 pl
de 0,05% HOAc en H,0: MeCN (85:15 v / v), y finalmente se
filtraron a través de una membrana de acetato de celulosa
con un tamafo de poro de 0,45 micras (Corning Costar Spin-X
- filtro de tubo de centrifuga Sigma).
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Para la cuantificacion se utilizaron plantas control con
adicion de soluciones de SA (99% Fluka, Buchs, Suiza) y ACC
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania), que van desde 50 hasta
1500 ppb, y soluciones de ABA y (1) -JA (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Alemania) que van desde 5 a 150 ppb y
extrayendo como se describe anteriormente para las
muestras. Las hormonas se separaron usando un HPLC
Agilent 1100 (Waldrom, Alemania) en una columna Discovery
C18 2,1 x 150 MMID, de 5 micras (Supelco, Bellefonte,
EE.UU.) a temperatura ambiente y un volumen de inyeccion
de 10ul a un flujo de 600ul / min de 2 solventes (solvente A:
Acido acético en H,0 MQ, solvente B: Acetonidil). Se utilizd
un gradiente lineal con las siguientes proporciones (v / v) de
solvente B (t (min),% B): (0, 10), (3, 15), (5, 100), (6, 100 ), (7,
10), (8, 10), (15, reequilibrio). Los experimentos MS / MS se
realizaron en un espectrometro de masas de triple
cuadrupolo API 3000 (PE Sciex, Concord, Ontario, Canadad).
Todos los anadlisis se realizaron utilizando la fuente Turbo lon
Spray en modo de iones negativos (137/93 para SA, 209/59
para JA, 263/153 para el ABA 'y 141/97 para d6SA) y el modo
positivo (102/56 por el AAC y 106 / 60 para d4ACC) y la
cuantificacién se realiz6 mediante la inyeccion de las
muestras extraidas en el modo de monitorizacién de reaccion
multiple (MRM), debido a que muchos compuestos podrian
presentar la misma masa molecular nominal. La
identificacion se realizd sobre la base del tiempo de retencion
y la presencia de pico en la traza del MRM en comparacion
con las de los estandares. Los valores dados son medias de
3 muestras individuales para cada muestra de tiempo y el
factor de tratamiento.
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Filtracién a través de un filtro de
celulosa acetato de 0.45 pm

[ LC-ES-MS/MS
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Fig. 6. sistema MRM (Multiple Reaction Monitoring)
para separar el JA 'y SA, ABA y ACC del resto de
componentes con la misma masa.

3.5.5 Extraccion de RNA, obtencion de cDNA y PCR
Cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR)

Las raices de arroz se recogieron y se congelaron
inmediatamente en nitrégeno liquido; el RNA total se aislé
utilizando el reactivo Trizol (Invitrogen®) siguiendo las
instrucciones del fabricante, y se obtuvieron los cDNA
usando el kit de sintesis de cDNA iScript ™ (Bio-Rad). Se
utilizé 3 pl de cDNA 5 veces diluido de cada muestra para el
analisis cuantitativo de la expresién génica con SYBR Green
(Bio-Rad). El protocolo de tres pasos para RT-qPCR se
resume como sigue: Una primera etapa de 3 min a 98 °C
seguido de 40 ciclos de 15 s a 95 °Cy 10 s a 58 °C. Las
muestras se mantuvieron durante 10 s a 72 °C. Se utiliz6 una
rampa lenta con incrementos de 2 °C por segundo. Luego se
calentaron las muestras a 95 °C durante 10 s, seguido de la
curva de fusion de 65 °C a 95 °C con incrementos de 0,5 °C
durante 5 s. Se hicieron tres repeticiones técnicas de todas
las reacciones con 10 pl de cDNA diluido, y los calculos de
genes de expresion se realizaron utilizando el método 2-
DDCT (Yang et al.2014). El gen Actina 1 se utiliz6 como
control interno. Las secuencias de los primers utilizados
fueron los siguientes: Actin1l, 5-GACTCTGGTGATGG
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TGTCAGC-3' (forward) and 5-GGCTGGAAGAGGACCTCAGG-3'
(reverse); STAR1, 5-TCGCATTGGCTCGCACC CT-3' (forward)
and 5-TCGTCTTCTTCAGCCGCACGAT-3' (reverse) (Huang et
al., 2009); ARS5, 5-CCAGGACGAGTACGAGAGGT (forward)
and 5-CGATCTCCTCCGTGATCTTG (reverse); ARS1 5-
TGGTGGACTACGACAAGGAGA (forward) and 5-
GCCACCTCCTCCTTCACC (reverse) (Arenhart et al., 2013),
Nrat1, 5-GAGGCCGT CTGCAGGAGAGG-3' (forward) and 5-
GGAAGTATCTGCAAGCAGCTCTGATGC-3' (reverse) (Huang et
al, 2012); ALS1, 5-GGTCGTCAGTCTCTGC CTTGTC-3'
(forward) and 5-CCTCCCCATCATTTTCATTT GT-3' (reverse)
(Huang et al., 2012). La eficiencia de los diferentes pares de
primers se determiné utilizando la version de software CFX
Manager™ 3.1 Bio-Rad (CA, EE.UU.). Para el analisis de datos
de expresion génica relativa se utilizé el método establecido
por Livak y colaboradores (2001).

3.5.6 Estadistica

Los resultados dados son medias + error estandar de al
menos tres muestras independientes de cada variedad,
tratamiento y tiempo de exposicién. A menos que no se
indique lo contrario se analizaron por ANOVA multifactorial
usando el  tratamiento, el tiempo, y la variedad como
factores independientes. Los datos fueron verificados para la
distribucién normal mediante el test de Shapiro-Wilk y si era
necesario se transformaron los datos en log antes del
analisis ANOVA. Las diferencias entre las medias fueron
evaluadas por la prueba LSD de Fisher. Todos los calculos se
realizaron utilizando Statistica v. 7.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK,
EE.UU.).
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4 RESULTADOS

4.1 Actividad del aluminio a diferentes pHs

Se evalud la actividad de la especie AP** en la solucién

Magnavaca a pH 4.0, pH 4.2 y pH 4.5 utilizando el programa

Geochem 2.0 (Tabla 1). Los resultados responden a la

condicién de que el aluminio pueda precipitar en la solucién,

puesto que es la situacion que mas se asemeja al medio

natural. Como se puede observar los valores muestran una

influencia importante del pH sobre la actividad del metal (en

negrita).
Al
pH 4.0 pH 4.2 pH 4.5
% como metal libre 5.47 2.67 0.70
% forma complejo con SO* 0.87 0.44 0.11
% forma complejo con PO* 13.16 10.12 5.69
% forma complejo con
4 68.38 74.71 81.97
B(OH)
% forma complejo con
11.78 11.79 11.37
HEDTA
% forma complejo con OH" 0.35 0.28 0.16
Actividad AI** libre (uM) en
11,71 5,74 1,50
500uM AICI;

Tabla 1. Porcentaje del ién AI** formando complejo
con distintos aniones y actividad libre de AI** de
acuerdo a las condiciones de la solucion nutritiva con

Aluminio 500uM.
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4.2 Crecimiento de la raiz.

En ausencia de aluminio la variedad Modan presenté una
tasa de crecimiento de la raiz principal mayor que la variedad
Nipponbare. Por otro lado, el aluminio inhibi6 la elongacién

de la raiz en la variedad de arroz Modan después de 24 h de

exposiciéon, alcanzando una reduccién de casi el

después de 72 h. Sin embargo, en la variedad Nipponbare la

influencia del Al en el crecimiento de la raiz fue bastante

pequeia (Fig. 7y 8).
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Fig. 7. Porcentaje del crecimiento radicular durante la
exposicién de las soluciones nutritivas control (sin Al)
y con Al 500 puM en las variedades de arroz
Nipponbare y Modan.
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Fig. 8. Crecimiento de la raiz principal por planta (cm)
durante la exposicién de las soluciones nutritivas
control (sin Al) y con Al 500 uM. (A) variedad de arroz
Nipponbare; (B) variedad de arroz Modan. Los datos
son medias + SE de 10 plantas por variedad (V), el
tiempo (T) y tratamiento (TR). ANOVA factorial: V, p <
0,05, T, p< 0,001, TR, p < 0,0001; V x T, p < 0,0005; V x
TR, p < 0,005.
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4.3 Estabilidad de la membrana

La estabilidad de la membrana a nivel de punta de la raiz
evaluada mediante la tincion con azul de Evans fue un
indicador menos sensible para el estrés por toxicidad de
aluminio que la elongacion de las raices. Como muestran las
imagenes de la fig. 8 la mayor intensidad de la tincion se
obtuvo en la variedad sensible Modan respecto la variedad
resistente Nipponbare, como también se observa en el

grafico en el que se cuantificé el azul de Evans (Fig. 9).

Oh 24 h 48 h 72 h

Fig. 9. Estabilidad de la membrana inducida por
aluminio en células de la raiz en dos variedades de
arroz.

NIPPONBARE

MODAN

4 .

Se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre las dos variedades de arroz so6lo después de 48 h de Al
exposicion cuando en las puntas de las raices de la variedad

Modan se observd una tincién de azul de Evans casi dos

36



veces mas alta que en Nipponbare. En Nipponbare se
observé un aumento del 27% de la absorcion azul de Evans

s6lo después de la exposicion de 72 h (Fig. 10y 11).

Azul de Evans

0,40
=O=Nipponbare 'i‘
0,35 T

Modan

0,30 1

0,25

0,20 L "

0,15 /Y

0,10

Abs 600
-4

0,05
0,00

0 24 48 72
Tiempo (h)

Fig. 10. Estabilidad de la membrana inducida por
aluminio en células de la raiz en dos variedades de
arroz segun la evaluacién de la absorbancia de la
tincion azul de Evans desorbido de las raices. Los
datos son medias *+ SE de 4 plantas por variedad (V)
en el tiempo (T). ANOVA factorial: V, p < 0,001, T, p <
0,001.
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Fig. 11. Absorbancia del azul de Evans desorbido de
las raices en dos variedades de arroz tratadas con
aluminio 500 uM a 24, 48y 72 h.

4.4 Peroxidacion de lipidos en la membrana.

Las imagenes con la tincion para detectar perdxidos
demostraron que la fluorescencia del 2,7-diacetato de
diclorofluoresceina (DCF-DA) se localiz6 con mas intensidad
en la variedad resistente Nipponbare que en la sensible
Modan. Ademads, se observé en ambas variedades que el
tratamiento de aluminio en distintos tiempos hasta las 72 h
no supuso un cambio importante en la presencia de
peroxidos respecto las plantas control. Respecto la tincion de
superodxidos en la variedad Modan se observé la aparicion de
dihidroetidio (DHE) a las 48 y 72 h pero al igual que en el caso
de los peréxidos ninguna de las variedades mostré
diferencias entre las raices de ambos tratamientos (Fig. 12).
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24 h

48 h

72h

Fig. 12. Presencia de peréxidos (verde) y superdxidos
(rojo) en puntas de raiz de plantas de arroz
Nipponbare y Modan en ausencia de Al (C) y con
aluminio 500 uM (Al) a 24, 48 y 72 h de exposicién.

El malondialdehido (MDA), un producto final secundario de la
oxidacion de los acidos grasos poliinsaturados, se considera
un indice util de la peroxidacion de lipidos. Los resultados
obtenidos de la cuantificacion de MDA corroboraron el efecto
que se visualizd en las tinciones de 2,7-diacetato de
diclorofluoresceina (DCF-DA) y dihidroetidio (DHE).
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En las raices de Nipponbare se encontraron unas
concentraciones de MDA un poco mas altas que en Modan y
se mantuvieron en todos los tiempos de exposicién en las
dos variedades. Sin embargo no se observé que el
tratamiento de Al causara efectos diferenciales en las
concentraciones de MDA en ninguna de las dos variedades
en ninguna de las exposiciones al metal (Fig. 13).

| ONipponbare @ Modan

MDA (nmol/g PesoFresco)
=Y

0Oh 24 h 48 h 72 h

Fig. 13. Concentraciones de malondialdehido en raiz.
Los datos son medias + SE de 2 muestras
independientes de cada variedad (V), tiempo (T) y
tratamiento (TR). ANOVA factorial, n.s.; unidireccional
ANOVA: V, p < 0,05.

4.5 Acumulacion de Aluminio

Ambas variedades de arroz diferian altamente en la
absorciéon de Al por las raices y la translocacion hacia las
hojas (Fig. 14). Las raices de Modan acumularon mds de
1500 pg de Al g de peso seco en las raices después de sélo
24 h de exposicion y se observo un aumento de hasta casi
2.000 pg Al g de peso seco después de 72 h de tratamiento
con Al. En contraste, en las raices de Nipponbare se encontré
una concentracién de tan sélo 300 pg Al g de peso seco

40



después de 24 h de exposicién con ningun aumento adicional
durante los siguientes dos dias (Fig. 14). Modan fue capaz de
restringir la translocacion de Al hacia la parte aérea soélo
durante las primeras 24 h de exposicién a Al. A continuacion,
las concentraciones de Al en las hojas aumenté alcanzando
concentraciones 2,5 veces mayor que el valor de fondo
correspondiente a las plantas control. En contraste, las
concentraciones de Al, no aumentaron en las hojas de
Nipponbare durante el tiempo de exposicion de hasta 72 h
(Fig. 14).

OCNip ECMod

a
2000 | m Al Nip lAI Mod
1500 -
1000 -
500 - b
cd
0 -5
72 h

Al Raiz (pg - g1 PS)

48 h
Tiempo
B -
180 - D CNip 0cC Mod a
160 | @ AINip B AlMod
@ 140 -
= 0| b
2 80 - be be ¢
A
< 40 -
20
0
48 h 72 h
Tiempo

Fig. 14. Concentraciones de Al en raiz (A) y parte
aérea (B) en las variedades de arroz Nipponbare y
Modan. Para cada dérgano de datos son medias + SE
de 3 muestras independientes de cada variedad (V), el
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tiempo (T) y tratamiento (TR). ANOVA factorial de
raices: V, p < 0,0001; T, n.s.; TR < 0,0001; VxTRp <
0,0007. ANOVA de parte aérea: V, p < 0,001, TR, p <
0,05 T,p >005ns .,V xTR p< 00001, los valores
seguidos por letras diferentes son estadisticamente
diferentes (p < 0,05).

A pesar de que ambas variedades diferian en gran medida en
la acumulacion de Al en la raiz, las diferencias en la tincion de
hematoxilina fueron relativamente pequefias. En Nipponbare
la tincion estaba limitada principalmente en el capuchén de la
raiz y tendio a disminuir durante el tiempo de exposicién de
72 h. En Modan toda la punta de la raiz que contiene las
zonas de division celular, transicidon y elongacion se tifieron
con hematoxilina, con una intensidad que en lugar de
disminuir aumenté con el tiempo de exposicion (Fig. 15).

G
.-\."‘

v Vs

NIP MOD NIP MOD NIP MOD
24 h 48 h 72 h

Fig. 15. Tincion con hematoxilina de puntas de raices
de las variedades de arroz Nipponbare (NIP) y Modan
(MOD) expuestas a 500 uM Al durante un periodo de
24a72h.

Las secciones longitudinales de las puntas de las raices

expuestas durante 24 h a Al y tefiidas con Morin también
revelaron mayores concentraciones de Al en el interior de las
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células de la punta de la raiz de Modan que en los de
Nipponbare. En Nipponbare se evidencié una menor tincién
Morin en las células de la columela y en las células iniciales
de la raiz (Fig. 16).

NIP MOD
24 h

Fig. 16. Imagenes de microscopia de fluorescencia a
las 24 h de secciones longitudinales de raices tefidas
con Morin (epifluorescencia verde).

4.6 Balance de nutrientes

Se analiz6 el balance de nutrientes de las dos variedades en
los diferentes tratamientos para comparar el efecto de la
variedad y del tiempo de exposicion al aluminio sobre la
homeostasis de nutrientes y se mostraron los graficos sobre
el contenido de los nutrientes en raiz y parte aérea de las dos
variedades observados en ausencia y presencia de aluminio a
24,48y 72 h. Los resultados expuestos estan clasificados en
macronutrientes (Fig. 17) y micronutrientes (Fig. 18).
Asimismo, se escogid la exposicion mas tardia al Al para
comparar el efecto de la variedad, tratamiento y la interaccion
entre ambos sobre el contenido de nutrientes en raiz y parte
aérea de las variedades de arroz Nipponbare y Modan (Tabla
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1) con el fin de ver el comportamiento del Al, la variedad y la
interaccion entre ambos sobre la concentracion de
nutrientes.

Como comentario adicional se observd que en general la
mayoria de nutrientes las plantas control de la variedad
Modan contenian unas concentraciones superiores a las
plantas Nipponbare.

Macronutrientes

K: En las raices de Nipponbare no se observaron diferencias
ni en el tiempo ni en el tratamiento entre las plantas
expuestas a Al y las que no, pues los niveles de K fueron
similares. En cambio, en las raices de Modan las plantas
control mantuvieron la cantidad de K en el tiempo pero las
expuestas a Al marcaron una disminucién de K a las 72 h. En
cuanto a la parte aérea ninguna de las variedades presenté
diferencias significativas en las cantidades de K entre las
plantas tratadas con Al y sus controles en ninguna de las
exposiciones.

Ca: La variedad Nipponbare mostré una disminucién de Ca en
la raiz de las plantas expuestas 24y 72 h a Al respecto a sus
plantas control, si bien a las 48 h no se observé diferencias
entre tratamientos. En la variedad Modan parece que la
cantidad de Ca en la raiz se reduce a las 48h, tanto en las
plantas con Al como las control. Sin embargo, a las 72 h se
aprecia una disminucién de Ca en las plantas con Al respecto
las control. Estos valores mas bajos con que sin Al se debe a
que el Al desorbe el Ca presente en el apoplasto de la raiz. Es
interesante ver que en la parte aérea de la variedad
Nipponbare se observé una cantidad mayor de Ca en las
plantas expuestas 24 y 48 h a Al que las plantas sin Al,
aunque las plantas con 72 h de exposicion con Al reducen los
niveles de Ca comparandolos con las control, que los
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mantienen a lo largo del tiempo. En cambio, la variedad
Modan presenté en todos los tiempos de exposicion una
menor cantidad de Ca en las plantas con Al respecto sus
respectivos controles.

P: En raiz, comparando las plantas expuestas a Al con las
respectivas plantas control las dos variedades no
presentaron diferencias significativas, si bien parece
observarse una disminucion a las 72 h en todos los casos. En
la parte aérea el comportamiento cambié entre las
variedades. La variedad Nipponbare presenté un descenso a
las 72 h en las concentraciones de P pero no hubo
diferencias entre las plantas con y sin Al en ninguna de las
exposiciones. No obstante, la variedad Modan mostré en
todos los tiempos de exposicion diferencias significativas
entre las plantas con y sin Al. El motivo que explicaria estos
valores es que el P se acompleja con el Al en raiz
contrariamente a lo que sucede con el Ca se da una
inhibicion de su translocacién hacia la parte aérea.

S: En Nipponbare no se mostraron diferencias entre las
platas sin Al y las expuestas a Al a 24, 48 y 72 h, tanto en raiz
como en parte aérea. Sin embargo, Modan a las 24y 48 h no
se observaron diferencias en la raiz entre los niveles de las
plantas con y sin Al, pero a las 72 h se aprecia una
disminucidén de S en las plantas con Al que no se da en las
plantas control. Respecto a la parte aérea los niveles de S no
variaron ni en el tiempo ni por tratamiento, y fueron
superiores a los presentes en raiz en todos los casos.

Mg: Hubo un comportamiento diferencial entre variedades.
En la variedad Nipponbare no se encontraron diferencias
significativas en las concentraciones de Mg entre las plantas
con y sin Al, ni en raiz ni en hoja. En cambio, en la variedad
Modan, las raices de las plantas control mantuvieron las
concentraciones de Mg a lo largo del tiempo, y en todos los
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casos fue superior a las expuestas con Al, con diferencias
claramente significativas. La disminucién fue ain mayor a las
72 h de exposicion. En la parte aérea, a las 24 h no hubo
diferencias en las cantidades de Mo entre las plantas con Al y
sus controles, pero a las 48 y 72 h el Mo disminuyd, con una
diferencia significativa respecto a las control, donde se
mantuvo la cantidad en el tiempo. Al igual que el S, las
cantidades de Mg fueron superiores en la hoja que en la raiz,
lo cual parece indicar que la planta de arroz es capaz de
translocar estos macronutrientes con facilidad de la raiz a la
parte aérea.

Micronutrientes

Fe: Las plantas control Nipponbare mantuvieron los niveles
de Fe en el tiempo mientras que en las raices de las plantas
con Al a las 24 h de exposicién hubo un pico de Fe, superior
al control, que disminuy6 hasta que a las 72 h es menor que
su control. Es posible que esta conducta se deba a que la
supresion del quelante (HEDTA) que va unido al Fe provoque
que éste no pueda movilizarse y se mantenga a la raiz
temporalmente, hasta que la planta produzca sus propios
quelantes para poder absorber el Fe. En cambio en Modan
presentd un comportamiento muy diferente, pues en las
plantas sin Al se dio una disminucién de este nutriente de 24
a 48 h'y, en cambio, las plantas con Al presentaron un pico de
Fe a las 48 h de exposicion. En cuanto a la parte aérea no
parece que el Al interfiriera en el contenido de Fe en ninguna
de las dos variedades.

Mn: El comportamiento en ambas variedades fue distinto,
tanto en raiz como en parte aérea. En la raiz de Nipponbare
se mantuvieron los niveles de Mn en el tiempo y sdélo
existieron diferencias entre plantas con y sin Al a las 72 h,
con una disminucién de Mn en las plantas con Al. En cambio
en Modan las plantas control si que tuvieron niveles similares
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en el tiempo pero sélo las plantas a las 24 h de exposicion
con Al tuvieron valores semejantes a los control, puesto que
a las 48 y 72 h de exposicion el contenido de Mn fue superior
a sus controles. En la parte aérea Nipponbare no mostré
diferencias significativas ni entre tratamientos ni en el tiempo
y sin embargo en Modan a las 48 y 72 h de exposicion los
niveles de Mn, a diferencia de en raiz, disminuyeron
claramente en las plantas con Al. El rasgo mas relevante fue
la gran proporcion que encontramos en la parte aérea, lo que
podria relacionarse con las condiciones de hipoxia en la que
se encuentra la planta, pues una concentracion baja de
oxigeno provoca que este elemento esté en forma reducida y
consecuentemente su disponibilidad en la planta aumente.

Zn: El contenido de zinc en la raiz no mostré diferencias
significativas entre tratamientos en ningin tiempo de
exposicion, tanto en Nipponbare como en Modan. En cambio,
en la parte aérea las pautas difirieron en las dos variedades,
si bien en Nipponbare presentd claramente unos contenidos
de zinc superiores en las plantas con Al respecto su control
en cualquiera de los tiempos de exposicion, en Modan se
observé una tendencia a disminuir los niveles de zinc en las
plantas expuestas a Al a 24,48y 72 h.

Cu: En Nipponbare no se observaron diferencias entre
tratamientos en ninguno de los tiempos de exposicion, ni en
raiz ni en hoja. Sin embargo, en la raiz de la variedad Modan
las plantas con Al presentaron unos niveles de cobre
superiores a los controles en todos los tiempos de
exposicién. En la parte aérea también hubo una tendencia a
aumentar los niveles de Cu a 48 y 72 h en las plantas con Al
respecto las plantas control.

Mo: La raiz de Nipponbare no mostré diferencias en los

niveles de Mo entre tratamientos en los tiempos ensayados,
si bien en la parte aérea se destaco una disminucion de Mo a
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lo largo del tiempo de exposicién con Al, siendo a las 72 h los
niveles mas bajos. En Modan las raices presentaron una
diferencia significativa entre tratamientos a las 72 h, hecho
que se repite en la parte aérea a las 48 y 72 h. El Mo fluctia
en los diferentes tiempos de exposicién a Al pero si bien en
raiz sélo baja a las 48h, en la parte aérea los valores son
bastante menores respecto al control. Probablemente lo que
sucede es que el Al dificulta la translocacién de este
microelemento hacia la parte aérea.

B: No se evidenciaron diferencias significativas en la raiz de
Nipponbare entre las plantas con y sin Al hasta las 72 h. Sin
embargo la variedad Modan presenta valores de B mucho
menores en las raices de las plantas con Al que las plantas
control. La disminucion mas drastica se vio a las 24 h,
aumentando ligeramente a las 48 y 72 h gradualmente. En la
parte aérea, Nipponbare tampoco presenté diferencias entre
tratamientos, mientras que la tendencia en Modan fue tener
menor contenido de B en las plantas expuestas a Al que en
las control en cualquiera de las exposiciones.
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Fig. 17. Concentraciones de macronutrientes en raiz
(izquierda) y parte aérea (derecha) en las variedades
de arroz Nipponbare y Modan. Para cada drgano los
datos son medias + SE de 3 muestras independientes
de cada variedad (V), tiempo (T) y tratamiento (TR).
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Fig. 18. Concentraciones de micronutrientes en raiz
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4.7 Niveles de ABA, JA, SA,y ACC

El tratamiento Al 48 h aumentd las concentraciones de JA en
las raices en Nipponbare mientras que los niveles tendieron a
disminuir después de 72 h. En Modan se observaron
variaciones dependientes del tiempo en las concentraciones
de JA en raiz tanto en el control en plantas tratadas con Al,
pero no se observaron diferencias debidas a la exposicion con
Al (Fig. 19A). El mismo comportamiento se observé en la
parte aérea salvo un aumento de JA a 72h de exposicion con
Al (Fig. 20A).

Las concentraciones de 4cido abscisico en las raices
aumentaron significativamente por el tratamiento de Al en
ambas variedades. Sin embargo, se observé un pico del nivel
de ABA distintivo en Nipponbare después de 48 h de
exposiciéon con un aumento de 4 veces el nivel de ABA
endégeno comparando con el control (Fig. 19B). Después de
72 h de exposicién con Al las concentraciones de ABA
volvieron a los niveles del control. En Modan el aumento del
ABA inducido por Al después de 48 h fue sélo 1,8 veces la del
control correspondiente. En la parte aérea precisamente las
plantas con esta exposicion de Al a 48 h tuvieron un
comportamiento muy distinto respecto la raiz, pues se mostré
un descenso de ABA en las dos variedades (Fig. 20B).

Los niveles de SA de la raiz fluctuaron en el tiempo en ambas
variedades pero no se vieron interacciones entre tratamiento y
variedad. Sin embargo, en la variedad Modan se noté una
disminucidn de SA a las 24h en las plantas con Al respecto las
control, asi como a las 72h en las dos variedades (Fig. 19C).
En la parte aérea se pudo apreciar en la variedad sensible una
disminucién de SA en las plantas con Al a las 48h de
exposicion en comparacion con las control y en cambio un
aumento a las 72h en la variedad resistente (Fig. 20C). Es
destacable la diferencia en las concentraciones de SA entre
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los 6rganos, siendo en la parte aérea doscientas veces las de

la raiz.

En cuanto a las concentraciones del precursor de etileno ACC
los datos tanto de raiz como de la parte aérea mostraron que
el Al no presentd efecto alguna sobre esta hormona y
tampoco se observaron interacciones entre tratamiento y
variedad (Figuras 19D, 20D).
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Fig. 19. Concentraciones de jasmonato (A), d&cido
abscisico (B)  dcido salicilico (C) y d&cido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (D) en las raices de
las variedades de arroz Nipponbare (tolerante) y
Modan (sensible) expuestas a solucién de nutrientes
con y sin (control) Al. Los datos son medias + SE de 3
muestras independientes de cada variedad (V), tiempo
(T) y tratamiento (TR). ANOVA para datos ABA: V, p =
0,054 n.s.; T, p< 0,001, TR, p< 00001, VxTxTR, p<
0,02; ANOVA para datos JA: V, p < 0,001; T, p < 0,001;
TR, p < 0,001; V x TR, p < 0,005; ANOVA para datos SA:
V,p<003 T,p=022ns,TR p<0,05VxTxTR, p=
0,3 n.s.; ANOVA para datos ACC: V,p=0,13n.s; T, p <
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0,0001; TR, p = 023 n.s; V x TR, p = 0,46 n.s; Los
por
estadisticamente diferentes (p < 0,05).
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Fig. 20. Concentraciones de jasmonato (A), &cido
dcido salicilico (C) y 4acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (D) en la parte aérea
de las variedades de arroz Nipponbare (tolerante) y
Modan (sensible) expuestas a solucién de nutrientes
con y sin (control) Al. Los datos son medias + SE de 3
muestras independientes de cada variedad (V), tiempo
(T) y tratamiento (TR). ANOVA para datos JA: V, p =
093 ns., T,p<00001, TR p=006,VxTxTR p<
0,07, ANOVA para datos ABA: V, p =0,5n.s, T, p <
0,0001; TR, p< 0,001, Vx TR, p = 0,37 n.s.;, ANOVA para
datos SA: V,p =0,15n.s,; T, p < 0,0001; TR, p < 0,05; V
x T x TR, p < 0,05 ANOVA para datos ACC: V, p < 0,07,
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4.8 Expresion de genes relacionados con la tolerancia al
aluminio.

La expresion del factor de transcripcion Art1 no se vio
afectada por la presencia de aluminio en ninguna de las dos
variedades, manteniéndose en todos los tiempos de
exposicidn con niveles de expresion similares a las plantas el
metal (Fig. 21).
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Fig. 21. Expresion relativa de Art1 en las raices de
Nipponbare y Modan tratados con Al, determinado por
RT-PCR cuantitativa. Se muestra la expresion relativa
a los controles sin Al suministro. Los datos son
medias + SE (n = 3); Los valores seguidos por letras
diferentes son estadisticamente diferentes (p < 0,05).

Asimismo el aluminio aumenté ligeramente la expresion del
factor de transcripcidén Asr5 en ambas variedades de arroz.
Sin embargo, no se observaron diferencias varietales (Fig.
22A). En contraste, la exposicién a Al aumenté la expresion de
Asr1 hasta 6 veces en la variedad sensible Al Modan, pero no
en Nipponbare (Fig. 22B). Durante el periodo experimental el
suministro de Al tuvo poca influencia en la expresién de Star1
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en las raices de la variedad de arroz Modan, mientras que en
Nipponbare la expresion de este gen se aumento,
especialmente después de las 48 h de exposicién (Fig. 22C).
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Fig. 22. Niveles de expresion relativa de los genes
Asr5 (A), Asr1 (B), y Star1 (C) en las raices de
Nipponbare y Modan tratados con Al, determinado por



RT-PCR cuantitativa. Se muestra la expresion relativa
a los controles sin suministro de Al. Los datos son
medias + SE (n = 3). Los valores seguidos por letras
diferentes son estadisticamente diferentes (p < 0,05).

En ambas variedades el Al incrementé la expresion del gen
Nrat1. Sin embargo, la sobreexpresion fue mas alta (aumento
de 6 veces) después de las 24 h de exposicién a Al en Modan
(Fig. 23A). Finalmente la expresion de Als7 aumenté
considerablemente por el tratamiento Al en la variedad
Modan, contrariamente Nipponbare no presenté cambio
alguno en la expresion en ninguna de las exposiciones con Al
(Fig. 23B).
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Fig. 23. Expresion relativa de los genes Nrat1 (A) y
Als1 (B) en las raices de Nipponbare y Modan tratados
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con Al, determinado por RT-PCR cuantitativa. Se
muestra la expresién relativa a los controles sin
suministro de Al Los datos son medias + error
estandar (n = 3). Los valores seguidos por letras
diferentes son estadisticamente distintos (p < 0,05).



5 DISCUSION

El arroz es una de las especies de cultivos mas tolerantes al
Al (Ma et al., 2002). Este estudio confirma la alta tolerancia al
Al de este cereal, puesto que la mayoria de las plantas de
cultivo son muy sensibles al AI** y muestran una reduccién
del crecimiento radicular del 50% a actividades de Al
inferiores a 5 uM (Poschenrieder et al., 2009) y sin embargo
los efectos nocivos descritos en este trabajo para la variedad
sensibles se produjeron con una concentracién 100 veces
superior ( 500 pM Al). Dentro de esta extraordinaria
resistencia del arroz se han observado grandes diferencias
entre variedades, siendo las variedades japonica las que
suelen ser mas tolerantes respecto las variedades indica
(Famoso et al, 2011). Esto también se observé en este
trabajo, donde la variedad japdnica Nipponbare claramente
era mas tolerante que Modan, una variedad indica.

La disminucion del crecimiento de la raiz en Modan de hasta
el 50% a las 72h frente a la de la variedad Nipponbare, de
poco mas de un 20%, nos indica un menor efecto del aluminio
en esta Ultima (Fig. 8). Asimismo, la mayor viabilidad de la
membrana celular en los apices de Nipponbare, (Fig.10y 11)
confirman la mayor sensibilidad a Al en la variedad Modan.

Comparando las concentraciones de Al de las raices y partes
aéreas de ambas variedades se demostré que la base de la
estrategia de resistencia al Al en Nipponbare es la de evitar la
absorcién de Al por las raices y restringir eficientemente el
transporte de éste hacia la parte aérea (Fig. 14). Por contra,
en Modan se encontré una absorcién rapida del Al en las
raices. La capacidad de almacenamiento del Al en la raiz de
Modan al parecer consiguié saturarse después de 24 h de
exposicion como se indica el hecho de no haber ningun
aumento adicional de la concentracion de Al en la raiz
después de 48 h de exposicion y el fracaso para evitar la
acumulacién de Al en la parte aérea (Fig. 14). Las imagenes
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de las tinciones con hematoxilina (Fig. 15) y morin (Fig. 16)
demuestran graficamente la diferencia en la absorcién del Al
por las raices.

Un indicador de la alta tolerancia al Al en estas plantas de
arroz es su capacidad de mantener la homeostasis de los
nutrientes esenciales a pesar del alto suministro de Al y el
bajo pH de la solucién nutritiva. En este punto también
encontramos diferencias entre las dos variedades estudiadas
en algunos nutrientes que nos sugieren un efecto diferencial
del Al. Varios estudios han revelado que niveles elevados de
Al pueden perturbar la absorcién de nutrientes, la
acumulacién y la reparticion (traslocacion) en plantas tales
como cacao (Baligar y Fageria, 2005), sorgo y maiz (Akhter et
al., 2009); (Giannakoula et al., 2008), Citrus grandis (Jiang et
al., 2009), cebada (Guo et al., 2007) y arroz (Marin-Garza et al.,
2010) entre otros. Como era de esperar la conocida
resistencia a Al de la variedad Nipponbare se vio reflejada en
el balance de nutrientes que no se vieron afectados por el Al.
Sin embargo, en Modan se observo la perturbacion en los
niveles de sélo algunos de los elementos por el efecto del Al
propios de especies y/o variedades sensibles a este metal
gue a continuacién se detallan.

El calcio es un elemento con funciones tanto estructurales
como no estructurales en la planta. Asi pues, el Ca promueve
el alargamiento y la division celular, forma compuestos de
pectato de Ca de la lamina media que da estabilidad a la
pared celular, participa en la regulacion estomatica, en
procesos hormonales y enzimaticos e incluso puede proteger
a la planta frente hongos y bacterias. Uno de los efectos
toxicos del Al en el crecimiento y el desarrollo de la planta se
ha atribuido a la interrupcion de la homeostasis del Ca por el
Al. El hecho de que el Al inhibe la absorcién del Ca por las
raices, bloquea los canales de Ca voltaje-dependientes y
afecta a la concentracion de Ca en el citosol; apoyan este
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punto de vista (Rincén-Zachary, 2010). Este fuerte impacto
del Al en los niveles citoplasmaticos de Ca altera las vias de
sefializacion dependientes de Ca (Rengel, 1992). En este
sentido Nipponbare, y sorprendentemente también Modan,
mostraron un comportamiento propio de una especie
tolerante al Al, puesto que el tratamiento de AICl; 500 pM no
reportd una disminucion estadisticamente significativa en los
niveles de Ca en las raices de ninguna de las dos variedades.
Debido a que el calcio es un macronutriente no movil éste se
transloca lentamente de la raiz a la hoja, donde se va
acumulando, lo cual explicaria que las cantidades en hojas y
tallos fueran superiores a las de la raiz. En estos 6rganos sin
embargo el aluminio parece tener una influencia en la
variedad sensible Modan, pues en todos los tiempos de
exposicion con Al la tendencia es la de disminuir. Estos
resultados concuerdan con estudios recientes realizados con
arroz (Marin-Garza et al., 2010) y Urtica pilulifera, donde
atribuyen el descenso al transporte de iones calcio a través
de canales en algunas partes especificas de la planta (Dogan
et al.,, 2014). La resistencia a Al en ciertas variedades de trigo,
cebada y soja se ha asociado con su capacidad para hacer
frente a la deficiencia de Al inducida por Ca o con una
translocacién de Ca limitada (Fageria et al.,, 1988). Por el
contrario, Edward y Horton (1977) sefialaron que la toxicidad
del aluminio en melocoton no estaba relacionada con la
inhibicion de la translocacién de Ca. Parece que, en algunas
especies y variedades, el transporte eficiente de Ca
constituye un mecanismo complementario de la resistencia
de aluminio. Por otra parte, las altas concentraciones de Ca
en la solucién a ratios apropiados de Al/Ca podrian aumentar
el contenido de clorofila, una indicacion de efecto alivio de en
frijol mungo (Yang y Chen, 2001).

El magnesio (Mg) es esencial en la fotosintesis y la fijacion de

CO,, puesto que es basico en la estructura de la molécula de
clorofila, y actia como activador en un gran ndmero de
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enzimas. También es fundamental en los procesos de
fosforilacién de la planta, promoviendo la transferencia,
conversion y acumulacion de la energia en procesos como la
fotosintesis, la produccién de hidratos de carbono y
proteinas. Otros mecanismos donde interviene el Mg son la
carga del floema, la separacién y la utilizacion de
fotoasimilados, la generacién de especies reactivas del
oxigeno, y la fotooxidacion en los tejidos de las hojas
(Cakmak y Yazici, 2010). Junto con el calcio, el magnesio es
un elemento alcalinotérreo también importante para el
crecimiento de la raiz y su deficiencia inhibe claramente el
crecimiento de ésta (Cakmak et al., 1994). El aluminio crea un
cambio de potencial en la membrana que afecta la entrada de
estos dos cationes divalentes en las células de la raiz (Kuhn
et al., 1995) y por las caracteristicas quimicas el efecto sobre
el magnesio es mayor que sobre el calcio (van Praag et al.,
1997). En este caso el aluminio presente en la variedad
Modan desplazé el magnesio provocando la disminucién
significativa de este macronutriente en todos sus 6rganos.

El potasio (K) es un nutriente sobre el cual el aluminio tiene
distintos efectos. Diversos estudios han revelado una
afeccion del Al sobre el potasio en varias especies vegetales,
tales como Urtica pilulifera (Dogan et al, 2014); soja
(Kuswantoro, 2014) y arroz (Macedo et al., 2008) entre otros.
Igualmente hay informacion sobre genotipos resistentes a Al
que mostraron mayor absorcion, afluencia, y el transporte de
potasio que los genotipos sensibles (Mariano y Keltjens.,
2005). Ademds, se ha mostrado que en ciertos casos la
absorcién de K a bajas concentraciones de Al puede ser aun
mayor que en las soluciones sin Al (Rengel y Robinson, 1989).
Otros trabajos no hallaron diferencias en los niveles de K
entre variedades que difieren en la tolerancia al Al, tal como
es el caso de la cebada (Ali et al., (2011) o del cacao (Ribeiro
et al., 2013). En este trabajo las dos variedades estudiadas no
muestran diferencias por efecto del Al en ninguno de los
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organos. Posiblemente esto se deba a que la captacion de
este catién monovalente sea menos inhibida por el Al que los
cationes divalentes como el Ca y el Mg (Rengel y Robinson,
1989).

El fésforo (P) forma parte de moléculas energéticas como el
ATP y el NADPH. Es clave en la fotosintesis, respiracién y
todo el metabolismo energético, asi como también interviene
en la sintesis y transporte de hidratos de carbono. Tiene un
papel estructural como enlace fosfodiéster de dcidos
nucleicos y fosfolipidos y se encuentra también en azucares
fosfato, pectatos de la pared celular y fitatos en semillas. Este
macronutriente que normalmente se ve muy afectado por el
Al en plantas sensibles, se mantuvo bastante estable en la
raiz en ambas variedades, aunque se observd una
disminucidn de los niveles de P en la parte aérea en presencia
de Al en la variedad sensible Modan que no se encontr6 en la
tolerante Nipponbare. Marin-Garza et al. (2010) mostraron un
efecto similar con variedades de arroz que diferian en la
tolerancia a Al. Estos resultados podrian explicarse porque el
P, contrariamente a lo que sucede con el Ca, se acompleja
con el Al y produce una precipitacion de fosfatos de aluminio
en los espacios intercelulares de la raiz, provocando una
inhibicion de su translocacién hacia la parte aérea.

In planta el azufre (S) es un macronutriente presente en varias
biomoléculas, como lipidos de membrana,
heteropolisacéridos y proteinas como co-enzimas (Co-A,
biotina, 4cido lipoico). También se encuentra en aminodcidos
azufrados como la cisteina y la metionina. Es esencial en la
formacién de clorofila y tiene un papel muy destacado en la
regulacion de las reacciones de oOxido-reduccion en el
citoplasma y el citosol, sobre todo a través del glutation.
Ademads forma parte de las fitoquelatinas —proteina rica en
cisteina-, con funcion protectora frente a metales pesados y
también es clave en la activacién de acidos organicos. Poco
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se ha reportado acerca de la accion del Al sobre el azufre. El
sulfato facilmente actua de ligando del Al y es sabida la baja
toxicidad del sulfato de aluminio. Los resultados de este
estudio concuerdan con investigaciones recientes que
mostraron un efecto negativo del Al en la absorcion de este
macronutriente en variedades de cebada con distinta
tolerancia a Al (Ali et al, 2011), puesto que el genotipo
sensible Modan sufrié una disminucioén de S en presencia de
Alalas 72 h.

El hierro (Fe) es el micronutriente que generalmente se
encuentra en mayor cantidad. Actua como grupo prostético,
catalizando la biosintesis de clorofila, pues activa los
enzimas de este proceso. Interviene en reacciones de 6xido-
reduccion, tanto en proteinas no-hémicas con enlace Fe-S
(ferredoxina y enzimas reductasa, nitrogenasa y sulfato
nitrato reductasa) como en hemoproteinas, donde se incluyen
citocromos y enzimas antioxidantes (catalasa, peroxidasa,
superéxido-dismutasa,...). Existen investigaciones con arroz
que relacionan la presencia de la placa de hierro en la
superficie de la punta de la raiz con una disminucion de la
adsorcion de Al (Chen et al., 2006). Sin embargo, el hecho de
que en este estudio se realizara una desorpcion del Al con
acido citrico eliminaria esta relacion entre Al y Fe. El aumento
de Fe que se aprecid en presencia de Al en el genotipo Modan
a partir de las 48 h podria contribuir a la aparicién de iones
superoxido en la raiz que no se aprecia en la variedad
Nipponbare.

El zinc (Zn) es un nutriente que pese a sus bajos niveles en la
planta esta presente en mas de ochenta sistemas
enzimaticos, como distintas deshidrogenasas, superoxido
dismutasa, anhidrasa carbodnica,.. estableciendo los
denominados dedos de Zn (Berg y Shi, 1996). Algunas de sus
funciones son la activacién de enzimas, la sintesis y
conservacion de auxinas, la sintesis de proteinas y la defensa
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contra radicales superoxidos. En 1996 Groom 'y
colaboradores describieron en arroz la secuencia del gen
rboA. El producto RbohA es mas similar a gp91 phox, que es
la principal subunidad catalitica del enzima oxidasa presente
en mamiferos, un enzima que desempefia un papel central en
la defensa contra los patdégenos al provocar un estallido
oxidativo al generar iones superoxido extracelulares por la
oxidaciéon de NADPH. En este trabajo se observaron unos
niveles de Zn en raiz mucho mayores en Modan que en
Nipponbare, tanto en control como en presencia de Al y esto
podria reducir el efecto del Al sobre la produccién de aniones
superéxido. En un trabajo muy reciente de Lin vy
colaboradores, (2015) se ha reportado la inhibicion de la
explosion oxidativa dependiente de Zn?** inducida por AI**
tanto en las células de monocotiledéneas (arroz) como de
dicotiledéneas (tabaco), lo cual indica que la presencia de
Zn** a concentraciones fisiolégicas puede proteger las
células mediante la prevencion de la generaciéon de
superéxido inducida por AI** y la muerte celular. El transporte
de Zn de la raiz a la parte aérea se ve reducido en presencia
de Al en Modan, mientras que en Nipponbare no existe
diferencias entre las plantas con y sin Al. Existen estudios en
cacao donde se muestra que el Al reduce la traslocacién de
Zn y otros micronutrientes hacia las hojas (Baligar y Fageria.,
2005).

El boro (B) tiene un papel estructural muy importante, pues el
95% se encuentra en la pared celular. Interviene en la sintesis
de compuestos fendlicos como la lignina y también se
relaciona con el transporte de azucares facilitando su paso a
través de la membrana. Otros procesos donde participa son
la division y el crecimiento celular, la germinacion y la
regulacién hormonal entre otros. Aunque Blevins vy
Lukaszewski (1998) proponen que la toxicidad de Al podria
ejercer su efecto téxico mediante la induccion de una
deficiencia de boro estudios con plantulas de Citrus grandis
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demostraron que la inhibicién del crecimiento inducida por Al
no esta causada por la deficiencia de B inducida por Al, sino
por la alteracion que provoca el B en la especiacion y/o
compartimentacion subcelular del Al (Jiang et al., 2009). Se
ha sabido que la funcién primaria del B esta relacionada con
la formacion de paredes celulares primarias, donde el grado
de reticulacién de un polisacarido péctico (RG-ll) puede
contribuir a una red mas estable de las paredes celulares con
tamafos de poro reducido (O'Neill et al., 2004), evitando asi
que el Al entre en contacto con objetivos sensibles en la
membrana plasmatica y/o el simplasto (Corrales et al., 2007).
Ademads, se ha sugerido que el B reduce los sitios de unién
para el Al en las paredes celulares, atenuando de este modo
la toxicidad por Al (Yu et al., 2008; Stass et al., 2007). En este
sentido la disminucion de B que mostro la variedad Modan a
las 24 h explicaria su ineficacia para la exclusién de Al de la
raiz, hecho que no ocurriia en la variedad resistente
Nipponbare. Corrales y colaboradores (2007) observaron que
el boro atenua el dafio inducido por Al de la integridad celular
en las puntas de raices, posiblemente se daba a través de la
estimulacién de respuestas antioxidantes en las raices
estresadas con Al, pero esta estrategia no parece ser efectiva
en el presente estudio.

El molibdeno (Mo) participa en reacciones redox y estd
presente en las enzimas nitrato-reductasa, que cataliza la
reduccion de nitratos y la nitrogenasa, implicada en la fijacion
del nitrégeno atmosférico. El Mo es esencial como cofactor
en la biosintesis de la fitohormona acido abscisico (Nambara
y Marion-Polle, 2005) y participa también en la conversiéon del
fosforo inorganico a organico. Hay poca informacion sobre el
Mo en plantas estresadas por Al. Se han caracterizado
concentraciones de Mo bajas en raiz y altas en tallo en
variedades de tomate sometidas a Al (Simon et al., 1994). La
concentracion de Mo en la raiz del genotipo Modan sufrié un
descenso en presencia de Al mientras que este
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micronutriente casi no se veia afectado. Por el contrario, las
concentraciones de Mo en la parte aérea si disminuyeronen
las plantas con Al en las dos variedades. Estos datos
sugieren un papel inhibidor del Al en la absorciéon de Mo por la
raiz.

El cobre (Cu) estd presente en proteinas y enzimas
implicadas en reacciones de 6xido-reduccién, enzimas de la
via del acido ascérbico, citocromos. Aun siendo el nutriente
que se encuentra en menor cantidad desarrolla varias
funciones en la planta, como la fotosintesis (formando parte
de la plastocianina) y el metabolismo nitrogenado y glucidico
y es esencial en el balance de bioelementos que regulan la
transcripcion, entre otras. El comportamiento de este
micronutriente fue distinto en ambas variedades en presencia
de Al, tanto en raiz como en tallo y hojas, aumentando en el
genotipo sensible Modan y reduciendo en Nipponbare. Se
mostraria un efecto de sinergia del Al con el cobre como ya
vieron recientemente Merino y colaboradores (2014) con
variedades de arroz que difieren en la tolerancia con el Al.

Como se ha comentado anteriormente las altas
concentraciones de Zn de Modan podrian ser la causa por la
cual no se aprecié un aumento de MDA inducido por el Al
(Fig. 13). Esto indica que la muerte celular inducida por Al en
la variedad de arroz sensible a Al Modan no estaba mediada
por la peroxidacion de lipidos. Se han reportado resultados
similares para el maiz donde el estrés oxidativo inducido por
Al tampoco fue igualada por el aumento de las
concentraciones de MDA (Boscolo et al., 2003). La rigidez de
la pared celular causada por la union del Al en el apoplasto
puede dar cuenta de las grietas en la pared celular y el
aumento de tincién con azul de Evans (Matsumoto y Motoda,
2012). Este mecanismo de interrupcion de la célula se
considera que es responsable de las lesiones primarias en las
raices afectadas por toxicidad del Al (Kopittke., 2015). La
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rigidez de la pared celular puede ser producto de alguno o de
ambos de los siguientes procesos; un entrecruzamiento
directo de los pectatos de la pared celular, de la formacién de
especies reactivas del oxigeno inducida por Al.

La expresion potenciada en Modan del gen ASR1, un
supuesto secuestrador de ROS o chaperona (Kim et al.,
2012), se puede considerar como una respuesta de defensa
contra el aumento de la muerte celular inducida por Al que
contribuye a la desintoxicacién de la elevada carga celular
con Al, junto con los altos niveles de Zn, en la variedad
Modan. Por otra parte, el Al provocé un fuerte aumento de la
expresion NRAT1 y ALST en Modan. NRAT1 es un
transportador de Al situado en la membrana plasmatica,
mientras que ALS1 esta situado en el tonoplasto. Se ha
planteado la hipotesis de que NRAT1 es eficaz en la
recuperacion de Al toxico de la pared celular después de
liberarlo al citoplasma. ElI Al simplastico a su vez es
secuestrado por ALS1 para ser transportado hacia la vacuola
(Huang et al., 2012). La observacion de que la sobreexpresion
de NRAT1 en Arabidopsis confiere tanto una mayor absorcion
de Al como una mayor tolerancia apoya la opinién de que
NRAT1 juega un papel importante en la tolerancia al aluminio
(Li et al., 2014). El hallazgo en nuestro estudio que Ia
expresion de NRAT1 aumentd en la variedad sensible a Al
Modan, pero no en la tolerante Nipponbare no debe ser
considerado un argumento contra el papel de NRAT1 en la
tolerancia al Al. De hecho las raices de Modan son capaces
de mantener una tasa, aunque reducida, de la elongacién de
la raiz (Fig. 8), a pesar de la enorme acumulacién de Al en la
raiz (Fig. 14). Como el Al habia sido desorbido de las raices
con acido citrico antes del andlisis Al es poco probable que la
gran diferencia en la concentracion de Al fuera debida a la
precipitacion del Al en la superficie o por una unién masiva de
Al en el apoplasto de las raices de Modan. Probablemente la
mayoria del Al es transportado dentro de las células de la raiz

68



de Modan. Esta hipotesis es apoyada también por la
relativamente baja tincién de hematoxilina y la intensa tincion
Morin de las puntas de las raices en Modan (Fig. 16). En este
contexto, ha de tenerse en cuenta que la hematoxilina se cree
que tifie principalmente el Al unido a la pared celular, en
contraste con Morin que revela principalmente el Al
citoplasmatico (Ownby, 1993, Eticha et al., 2005). Sin
embargo, la cooperacion en Modan entre NRAT1 de recuperar
parte del Al de las paredes celulares y la canalizacién de Al en
la vacuola por parte de ALS1, junto con la reduccion del
estrés oxidativo inducido por Al de ARS1 no fue tan eficaz
para evitar estrés por toxicidad de Al como la estrategia de
exclusién en Nipponbare mediada por STAR1.

Investigaciones recientes sugieren que la proteina ASR5
puede actuar como un factor de transcripcion que regula
multiples genes implicados en la tolerancia al Al en arroz
(Arenhart et al., 2013). Entre otros ASR5 se une al promotor
STAR1 activando la transcripcion de este gen que codifica
para una proteina transportadora, que junto con Star2 forma
un complejo responsable del transporte de UDP-glucosa a la
pared celular (Arenhart et al,, 2013). Esta exportacion esta
involucrada en el enmascaramiento de los sitios de unién a Al
y la consecuente reduccion de la toxicidad de Al en
variedades resistentes (Huang et al., 2009). El andlisis por RT-
gPCR aqui no revel6 diferencias varietales en el aumento de
expresion de ASR5 inducida por Al, pero si que hubo
claramente una mayor expresion inducida por Al de START en
la variedad tolerante Nipponbare a las 48 h de exposicion a
Al. En la variedad sensible Modan el tratamiento con Al sélo
tuvo una pequefia influencia (1,7 veces después de 72 h de
exposicion) sobre la expresion STAR1 (Fig. 22A).

En relacion al gen art1 se expresa constitutivamente en las

raices y su expresion no es inducida por el tratamiento con Al
(Tsutsui et al., 2012), de ahi que no se haya visto aumentada
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la expresion de este gen en ninguna de las dos variedades
(Fig. 21) en presencia de Al. Sin embargo, ART1 es un factor
de transcripcion que regula hasta 31 genes que codifican
proteinas que intervienen en la desintoxicacién del Al, entre
las que se incluyen STAR1, STAR2 y NRAT1 (Yamaji et al.,
2009).

La activacion génica diferencial debido a la exposicién Al en
Nipponbare y Modan abre la pregunta sobre las diferencias en
las sefiales de transduccién del Al entre ambos cultivares. En
una primera aproximacion aqui consideramos el SA, el
precursor de etileno ACC, el JA, y el ABA. En Arabidopsis
thaliana la produccion de ROS inducida por Al y la muerte
celular parece estar mediada por el SA (Kunihiro et al., 2011),
mientras que el SA bloqued la produccion de ROS inducida
por Al en Cassia tora y alivié la toxicidad del Al en Coffea
arabica (Wang et al., 2004; Mufioz-Sanchez et al., 2013). Se ha
encontrado que un pico rapido transitorio de etileno después
de 15 minutos de exposicidon a Al precede a la inhibicién del
crecimiento de la raiz en el frijol (Massot et al, 2002), mientras
que no se han observado diferencias en la sefializacion de
etileno entre cultivares de trigo con diferentes tolerancias a Al
(Tice et al., 1992). En este caso, la falta de interacciones
significativas variedad-tratamiento para diversas
concentraciones de ACC, un precursor de la biosintesis de
etileno, no apoya un papel para esta fitohormona en la
sefalizacion diferencial de Al en el arroz dentro del marco de
tiempo analizado en nuestro experimento. En el informe de
Kunihiro y colaboradores (2011) describieron un bucle de
sefalizacion de SA y de la expresion del gen AtrbohD
dependiente de SA que conduce a una produccion prolongada
de ROS y el desarrollo de la muerte celular en las células de
Arabidobsis expuestas a Al. En este trabajo la no observacién
de un aumento de la concentracion de SA en presencia de Al
podria explicarse por una doble accion inhibitoria de la
formacién de ROS, ya sea a través del Zn sobre las NADPH
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oxidasas como por la proteina secuestradora de ROS, ASR1.
En la Fig. 24 se muestra un esquema sobre los mecanismos
de las estrategias de los dos genotipos estudiados en
presencia de Al.

Investigaciones anteriores han relacionado el estrés oxidativo
inducido por Al y el aumento de la sintesis de lignina con la
sefalizacion de JA en puntas de raices de C. tora, una especie
de planta que se adapta bien a las condiciones de suelos
acidos (Xue et al, 2008). Aqui, el Al aumentd las
concentraciones de JA en las raices y hojas de Nipponbare,
especialmente después de 48 h de exposicién. De acuerdo
con los resultados de la tincién con Evans blue y del
contenido de MDA este aumento de JA no puede ser atribuido
ni a la peroxidacién lipidica inducida por Al ni a la muerte
celular masiva. Otros estudios estan en curso para ver si este
estallido de JA aqui también esta relacionado con el aumento
de la lignificacién a nivel local, lo que puede contribuir a la
exclusién de Al de la punta de la raiz.

Entre las fitohormonas de sefializacién de estrés que aqui se
analizaron, el ABA exhibié las interacciones mas distintivos
de tratamiento y variedad (Fig. 19B). Los niveles mds bajos de
ABA enddégeno en las puntas de raices expuestas a Al durante
24 h se han relacionado con una mayor susceptibilidad a
sequia en plantas de frijol sensibles a Al (Yang, et al., 2012).
En contraste, en nuestras variedades de arroz se observé un
aumento de las concentraciones de ABA en raices después
de 48 h de exposicion, tanto en la variedad tolerante
Nipponbare como en la sensible Modan. Sin embargo, la
concentracion alcanzada fue dos veces mayor en Nipponbare
que en Modan (Fig. 19B). En Nipponbare el incremento de los
niveles de ABA en raiz coincidié en el tiempo con la fuerte
sobreexpresiéon de STAR1. También en Fagopyrum
esculentum, una dicotiledonea muy resistente a la toxicidad
del Al se ha encontrado que el ABA activa la expresion de
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genes de resistencia a Al (Reyna-Llorens et al., 2015). Asi, en
genotipos resistentes, el ABA podria jugar un papel central en
la sefalizacion del estrés en genotipos resistentes llevando
finalmente a una activacién de mecanismos de resistencia.

Comparando una variedad de un arroz japonica tolerante a Al
y una variedad Indica sensible se ha observado una mayor
expresion de ASR5 en la variedad japonica después de 8 h Al
exposicién, mientras que la expresion STAR1 fue
sobreexpresado en ambas variedades (Arenhart et al., 2013).
En nuestro experimento a largo plazo se observo el
comportamiento opuesto; no hay diferencias entre los
cultivares en la expresion de ASRS, pero si una mayor
expresion STAR1 inducida por el Al en Nipponbare (japénica)
que en Modan (Indica) (Fig. 22A). Se han caracterizado cinco
ASR genes. En el tomate la mayoria de ellos estan regulados
por ABA, pero no ASR3 / ASR5 (Arenhart et al., 2013). En el
arroz se ha encontrado que la expresiéon de ASR5 aumenta
por Al y la sequia y esta infraexpresado por la radiacion UV.
No hay informacion sobre si el gen ASR5 en arroz responde o
no a ABA (Arenhart et al., 2013). Nuestros resultados dan
apoyo circunstancial sobre un papel del ABA en la expresion
de START1. Sin embargo, esto no parece ocurrir a través de
ASR5, puesto que no se observaron diferencias en la
expresion de ASR5 correspondientes a cultivares
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Fig. 24. Esquema de las distintas estrategias en las células de raiz de
las variedades de arroz Modan (A) y Nipponbare (B) ante un estrés
por Al. Modan realiza un mecanismo de detoxificacion a través del
transporte Nratl que transporta el Al de la pared celular (PC) al
citoplasma (gris claro) y Als1 que lo envia a la vacuola (gris oscuro).
En cambio, Nipponbare consigue impedir el paso del Al a la PC
gracias a un cambio conformacional de la pared por el eflujo de UDP-
glucosa activado por el complejo STAR1/STAR2. El ABA y el JA
posiblemente actuen como sefalizadores para activar la expresion
de START1 en el nicleo (blanco).

Existen relativamente pocos estudios donde se relacionen
diferencias varietales en las variaciones de tolerancia al
estrés dependiente del tiempo de exposicion y las
concentraciones endégenas de hormonas de sefnalizacion de
estrés. Dentro de una variedad de citricos se ha demostrado
que se requiere una acumulacion transitoria de JA para la
biosintesis de ABA (de Ollas et al., 2013). Picos transitorios
de JA y ABA enddgenos se han relacionado con la activacion
de la transcripcion de genes de defensa durante la
interaccion entre A. thaliana y un hongo endofitico (Vahabi et
al., 2015). Para nuestro conocimiento, este es el primer
trabajo que relaciona picos transitorios de concentracion de
ABA 'y JA en respuesta a Al en una variedad de arroz tolerante
a Al. La alta concentracion transitoria de las llamadas
hormonas del estrés en la variedad tolerante corresponde a la
fase de alarma que se requiere para la activacién de
mecanismos de defensa inducible. Una vez que las defensas
son efectivas una rdpida rotacion de la sefal restaura las
concentraciones rebajandolas.
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6 CONCLUSIONES

Ante los resultados obtenidos en la presente investigacion se
concluye que:

 Las estrategias de resistencia a aluminio que
presentan los genotipos de arroz estudiados superan
en gran medida a las que se establecen en muchas
otras especies vegetales.

* En presencia de aluminio la estrategia de exclusién de
este metal que posee la variedad resistente
Nipponbare supera a la de detoxificacién interna de la
variedad Modan. Ello se traduce en un menor
descenso en el crecimiento de la raiz y una mejor
homeostasis de los nutrientes en la variedad
Nipponbare.

» Los altos niveles de zinc constitutivos y la
sobreexpresiéon de la proteina ASR1 en presencia de
aluminio, que actua como chaperona, permite que la
variedad sensible Modan no presente un estallido
oxidativo que genere una peroxidacién de lipidos de
membrana en las células de la raiz.

e EI SA no actiia como sefializador del estrés por Al en la
variedad de arroz sensible Modan; esto contrasta con
el comportamiento de especies mas sensibles al Al en
las que se habia descrito un incremento de los niveles
de SA en respuesta al estrés por Al.

» EIABAYy el JA parecen tener un papel importante como
sefalizadores del estrés por aluminio en la variedad
tolerante Nipponbare. El aumento de ABA a las 48h
podria estar ligado al aumento de la sobreexpresion
del gen Star7l, gen implicado en el cambio de
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conformacién de la pared celular que impide la
absorcién del aluminio en las células de la raiz. Esto
abre las puertas a una nueva linea de investigacion
para profundizar en este campo.

Nrat1l y Als1 son los genes implicados en la
detoxificacion del aluminio en el genotipo Modan,
transportando el aluminio de la pared celular al
citoplasma y de éste hacia la vacuola.
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