(Figura 15).

Las plantulas de la variedad INCA LP-7 no exhibieron cambios en la longitud de las
células cuando fueron expuestas a 30 umol.L™ de AICIs, sin embargo, en la J-104 a ese
mismo valor, se observd una disminucién en la misma (Figura 15). Esto indica que la
concentraciéon de 30 pmol.L™ resulta toxica para esta Ultima variedad, resultados que

apoyan los obtenidos al analizar la longitud de la radicula (Figura 4).

Ademas, cuando las plantulas de la variedad J-104 fueron expuestas a la mayor dosis de
Al (125 pmol.L™Y), la longitud celular se redujo casi un 40 % en relacién con el control,
mientras en que en la INCA LP-7 la reduccion fue de solo un 25.5% (Figura 15), lo que

evidencié que la longitud de sus células, fue menos afectada ante la toxicidad del Al.

El grosor de las células del meristemo fundamental determinado a través del estudio
morfométrico, arrojé un incremento importante ante la presencia del i6n A" (Figura 16).
Para este indicador, las dos variedades estudiadas exhibieron un nivel de tolerancia
similar, ya que ambas mostraron un aumento significativo del grosor celular cuando fueron
expuestas a 30 umol.L™ del metal.

No obstante, los resultado apuntan a que la J-104 fue la mas afectada por el estrés iénico,
pues el grosor celular se incrementd en un 70%, mientras que para la otra variedad el
incremento fue de un 57% (Figura 16), elementos que sustentan los resultados obtenidos
al analizar el grosor de la radicula (Figura 5y 6).

La evaluacion integral del estudio morfométrico, indicé que el Al provoco disminucion en la
longitud de las células corticales e incremento en el grosor de las mismas, de manera que
dichas células se hicieron mas cortas y anchas en la medida en que se incrementaron los
niveles de la exposicion al ibn metalico, sobre todo en la variedad J-104, la que evidencio
éstas modificaciones a menores dosis del metal en relacion con la INCA LP-7.

La inhibicion del crecimiento observada en las radiculas de las plantulas estresadas por el
i6n AI** se debe a la reduccién detectada en la longitud y al engrosamiento de la misma,

indicadores que sin lugar a dudas contribuyen decisivamente en este proceso.

66



60

a
(¢
R CE b c
g = d ] e
5 x f
"go & 30 @ INCA LP7
& - 0 J-104
— 15 |
ESx =0.97
0 T
Control 30 65 125
(umol.L™) AICk

Figura 15: Longitud de las células del meristemo fundamental
correspondientes a la zona de transicién radicular de las variedades de arroz,
INCA LP-7 y J-104, tratadas con 0 (Control), 30, 65 y 125 umol.L™ de AICI,.
Las barras indican las medias de 200 valores y las letras diferentes
representan diferencias significativas entre las medias de los tratamientos
segun Tukey a p<0.05.
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Figura 16: Grosor de las células del meristemo fundamental
correspondientes a la zona de transicién radicular de las variedades de
arroz, INCA LP-7 y J-104, tratadas con 0 (Control), 30, 65 y 125 pmol.L™
de AICl;. Las barras indican las medias de 200 valores y las letras
diferentes representan diferencias significativas entre las medias de los
tratamientos segun Tukey a p<0.05.

La division celular no es por si misma un mecanismo de crecimiento, ya que no conduce
necesariamente a un incremento en el tamafio; no obstante es un proceso que acompana

al crecimiento en los tejidos meristematicos. Por este motivo el estudio del efecto del ion
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AI** en la divisién celular estuvo confinado a la zona de divisién de la radicula, segin la
Figura 5 y se evalu6 mediante la determinacion del indice mitético (IM), como indicador
cuantitativo de este proceso celular.

La caracterizacion de los nucleos celulares, que se observaron de color rojo, permitié
determinar con facilidad en ambas variedades las células que se encontraban en
interfase, asi como en las diferentes fases de la mitosis (profase, metafase, telofase y
anafase) para su posterior evaluacion.

La misma se realizd a través de la figura mitética caracteristica de cada fase, como se
muestra en la Figura 17 y fue posible por las modificaciones realizadas a la técnica de
tincion con orceina, la que permitié un adecuado contraste del material nuclear.

Al evaluar el indice mitético como indicador del proceso de division celular, se pudo
apreciar una disminucion progresiva del mismo, con el aumento en los niveles de Al
(Figura 18), lo que indica las afectaciones que puede provocar este ion en el crecimiento
celular, debido a sus efectos toxicos. Las dos variedades mostraron una reduccion de
este indicador ante la concentracién de 30 pmol.L™ de AICIs, sin embargo para los demés
tratamientos exhibieron un comportamiento diferente (Figura 18). Lo anterior indica que
esta dosis es suficiente para afectar la division de éstas células.

En la variedad INCA LP-7, las dosis de 65 y 125 pmol.L™* de AICI; no afectaron de forma
significativa el indice mitético, lo que indica que después de una reduccion en el mismo,
se alcanza una estabilidad en el proceso de division celular.

El comportamiento de la variedad J-104 fue diferente, ya que no se apreciaron diferencias
significativas entre las plantulas tratadas con 30 y 65 pmol.L™ de AICIs, sin embargo las
expuestas a 125 pmol.L™ si evidenciaron una reduccién de este parametro (Figura 18). De
manera el indice mitético de estas plantulas se redujo un 40.2% en relacion con las del
control, mientras que en la INCA LP-7 lo hizo solo en un 21.7% (Figura 18).

Estos resultados estan en total concordancia con la inhibicion del alargamiento radical

observado en la radicula de las plantas tratadas con Al.
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Figura 17: Imagenes de células en division correspondientes al apice radicular de plantulas de
arroz de las variedades INCA LP-7 y J-104, tratadas con 125 pmol.L™ de AICl;. (Nétese como
el material nuclear se observa de color rojo debido a la tincion con orceina). Las flechas

indican figuras representativas de cada una de las fases de la mitosis. La barra representa
2um. (1000x),
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Figura 18: Comportamiento del indice mitético (IM) en la zona de division de la
radicula de plantulas de arroz de las variedades, INCA LP-7 y J-104, tratadas con
0 (Control), 30, 65 y 125 pmol.L™ de AICl,. Las barras indican las medias de 2000
valores y las letras diferentes representan diferencias significativas entre las
medias de los tratamientos segin Tukey a p<0.05.

69



4.3. Estudio de localizacion del Al en la radicula

Para comprender todos los aspectos relacionados con la toxicidad del Al, es necesario
conocer donde se localiza éste, una vez absorbido por la raiz. Para ello se realizé un
estudio donde se demostré la localizacién de este elemento en el apice radicular de las
plantulas expuestas a diferentes concentraciones del metal, mediante la tincion con
Hematoxilina.

Se constato la ausencia del metal en la radicula de las plantulas del control para las dos
variedades estudiadas. Mientras que en las plantulas tratadas con Al se pudo apreciar la
ubicacién de este elemento en el apice radicular a través de la coloracion violeta oscuro
gue exhibid el complejo Hematoxilina-Al, como se puede apreciar en la Figura 19, donde
ademas se hace evidente una coloracion diferencial entre dosis y entre variedades.

En la variedad INCA LP-7, los &pices radiculares que fueron expuestos a 30 umol.L™ de
AICl3, exhibieron una tenue coloracion en la cofia (segun el esquema de la Figura 5),
mientras que en los expuestos a 65y 125 pmol.L™, la misma se extendi6 al resto del
apice, en mayor medida para la ultima concentracion (Figura 19).

En estas radiculas la coloracion no fue homogénea, sino que se pudieron apreciar
numerosos puntos coloreados en todo el apice, lo que indicd que el Al se ubico de forma
aislada dentro del tejido.

En las plantulas de la J-104 que fueron expuestas a 30 pmol.L™ de Al, se observé un
comportamiento similar, ya que al igual que en la otra variedad, los &pices radiculares
exhibieron solo la cofia coloreada.

Sin embargo, las plantulas expuestas 65 pmol.L™ mostraron una coloracién homogénea
en el primer centimetro del apice, correspondiente a la zona de division y las tratadas con
125 pmol.L™ mostraron sus &pices completamente coloreados, lo que indica una mayor
cantidad de iones dentro del apice radicular (Figura 19).

Para complementar los resultados anteriores se determind la localizacién de i6n AP in
vivo, en las secciones longitudinales y para ello se utilizé la tincion con Morin, lo que
permiti6 detectar su ubicacion en los tejidos y en las células mediante una sefal
fluorescente.

La localizacion in vivo del i6on al emplear esta técnica resultd coincidente con los
resultados obtenidos anteriormente, que se exponen en la Figural9.
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Figura 19: Fotomicrografias de los 4pices radiculares de plantulas de arroz tratadas
con 0 (Control), 30, 65y 125 pumol.L ™™ de AICI; Arriba la variedad INCA LP-7. (Notese
coloracion en forma de puntos). Abajo la variedad J-104. (Notese coloracion
homogénea). La barra representa 1mm. (20x)

En los apices de las plantulas del control de las dos variedades no hay Al acumulado,
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dado que no se observa sefial fluorescente. Sin embargo, a la concentracion de 30
pmol.L™ se puede notar que el i6n se acumula en la cofia y que llega a localizarse en todo
el apice cuando se imponen las mayores concentraciones del mismo (Figura 20).

Por otra parte, se pudo apreciar la misma localizacién en forma de puntos en los apices
de la variedad INCA LP-7 y de forma homogénea en la J-104, sefalizado en la Figura 20

con flecha y estrellas, respectivamente.

Control 65
(pmol.L-1 AICL,)

INCA LP-7

J-104

Figura 20: Fotomicrografias de fluorescencia del complejo Al-Morin, en las secciones
longitudinales de los apices radiculares de plantulas de arroz tratadas con 0 (control), 30, 65y
125 pmol.L™* AICI;. Arriba la variedad INCA LP-7. Abajo la variedad J-104. Las flechas indican
fluorescencia en forma de puntos y las estrellas fluorescencia de forma homogénea. La barra
representa 20 pm

El hecho de que la variedad INCA LP-7 exhibiera una menor cantidad de Al en su radicula
sugiere la posibilidad de que la misma es capaz de incorporar menos Al** o excluirlo mas
que la J-104, lo que pudiera hacerla portadora de una mayor tolerancia a este ion

metalico.
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Ademas la ausencia del ion en el interior de los apices radiculares que fueron expuestos a
30 pmol.L? de AICI;, estd acorde con los resultados obtenidos, ya que a esta
concentracion son pocos los efectos téxicos que ejerce el metal sobre las células y los
tejidos de la radicula.

La localizaciéon de Al en la seccién transversal de las radicula, contribuye sin lugar a
dudas, a una mejor comprensién de la toxicidad provocada por este i6n. Para ello, se
evaluo la misma técnica de fluorescencia, pero en las secciones transversales del apice
radicular.

En las mismas se constaté que en los apices radiculares de la variedad INCA LP-7, el Al
se ubica en las paredes de las células protodérmicas y en las células mas externas del
meristemo fundamental, lo que se evidencio a través de la fluorescencia emitida por el
complejo Al-Morin (Figura 21).

Sin embargo, en la variedad J-104, ademas de esta localizacion en células protodérmicas
y en las mas externas del meristemo fundamental, se encontré también la acumulacion de
este elemento en las paredes y en el citoplasma de las células mas internas del
meristemo fundamental, las cuales se observaron fluorescentes (Figura 21).

Las observaciones anteriores evidencian que la variedad INCA LP-7 desencadena un
mecanismo de exclusién para reducir la incorporacion del ion al interior de la radicula, lo
gue sin dudas, la hace mas tolerante.

Sin embargo, en la J-104 se localiz6 Al en las células meristeméticas mas internas, lo que
indica la ausencia de un mecanismo de exclusion.

No obstante, la presencia del metal en el interior de estas células, puede deberse a la
activacion de un mecanismo de compartimentacion para reducir la toxicidad provocada
por este idn en el citoplasma.

En las secciones ampliadas de los &pices radiculares correspondientes a la variedad J-
104, se observaron pequefios depdsitos de Al a diferencia de la INCA LP-7 (Figura 22).
Estos aparecieron como puntos fluorescentes en las plantulas expuestas a 125 pmol.L™
de AICI; y se observaron dispersos en el interior de algunas células meristeméaticas

+
|3

internas, indicando la presencia del ion AI°" en el citoplasma.
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Figura 21: Fotomicrografias de fluorescencia del complejo Al-Morin en las secciones
transversales a nivel de la zona de transicion en los 4pices radiculares de plantulas de arroz
tratadas con 0 (control), 30, 65 y 125 pmol.L™ AICl;. Arriba la variedad INCA LP-7. Abajo la
variedad J-104. Las flechas indican las células donde se localiza el Al. La barra representa 5 um.

Es importante notar que estas células no mostraron un marcaje fino, sino pequefos
cumulos fluorescentes localizados dentro de la célula, lo que sugiere la presencia de
varios iones AI** concentrados en un mismo lugar (Figura 22).

I** pudiera estar localizado en el interior

Este comportamiento permite sugerir que el iébn A
de las vacuolas, como parte de un mecanismo de secuestro vacuolar que pudiera
mantener los iones agrupados dentro de este organelo y asi reducir la toxicidad que
pueden provocar al resto de los componentes celulares.

Por esta razdon se considerd conveniente investigar el efecto del Al en el nimero y el

tamano de estos organelos.
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INCA LP-7 J-104

Figura 22: Fotomicrografias de fluorescencia del complejo Al-Morin en las secciones
transversales de la radicula de plantulas de arroz tratadas con 125 pmol.L" de AICI,.
Variedades: INCA LP-7 (A y B) y J-104 (C y D). Las flechas indican la localizacion del Al
dentro de las células. cp: células protodérmicas, cme: células meristematicas externas, cmi:
células meristematicas internas. La barra representa 5 um (Ay C) y 2,5 um (B y D).

Las células del meristemo fundamental en las plantulas del control de ambas variedades
mostraron una vacuolizacion discreta, caracterizada por escasa vacuolas de pequefio
tamano dispersas en el citoplasma. No obstante, al evaluar las secciones longitudinales
de la radicula de las plantulas tratadas con el metal se pudieron apreciar cambios tanto en

el nimero como en el tamafio de estos organelos (Figura 23).
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Figura 23: Fotomicrografias del meristemo fundamental de la radicula de plantulas de arroz tratadas
con 0 (Control), 30, 65 y 125 pmol.L™ de AICI,. Variedades: J-104 e INCA LP-7. Las flechas indican las
vacuolas. (Obsérvese un incremento en la vacuolizacién del citoplasma cuando se elevan los niveles de
Al, sobre todo en la variedad J-104). n: nucleo, v: vacuola. La barra representa 2,5 um

Al evaluar el nimero de vacuolas en las células del meristemo fundamental, las dos

variedades se comportaron de forma similar. En ellas, se pudo apreciar un aumento en el
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namero de estos organelos en todos los tratamientos respecto al control. Sin embargo, a
partir de la concentracién de 65 pmol.L™ no se produjeron modificaciones significativas
(Figura 24).
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Figura 24: Numero de vacuolas en las células del meristemo fundamental de la
radicula de las variedades de arroz INCA LP-7 y J-104, tratadas con 0 (Control), 30, 65
y 125 umol.L™ de AICl;. Las barras indican las medias de 200 valores y las letras
diferentes representan diferencias significativas entre las medias de los tratamientos
segun Tukey a p<0.05.

El incremento en el nUmero de vacuolas en las células del meristemo fundamental pudiera
ser una respuesta diferencial de la planta para minimizar el efecto téxico del Al en el
citoplasma.

Al evaluar el tamafio de las vacuolas se pudo apreciar un aumento en el didmetro de las
mismas en todos los tratamientos respecto al control. A la concentracién de 30 pmol.L™
las dos variedades exhibieron un valor estadisticamente semejante, sin embargo a dosis
superiores el comportamiento resultd diferente. La variedad INCA LP-7 no mostro
cambios en los valores del diametro con el incremento de la concentracion.

Sin embargo, la J-104, presentd un incremento del mismo conforme aumentaron los
niveles de Al, de forma tal que las plantulas tratadas con 125 pmol.L™, exhibieron

vacuolas con un diametro tres veces superior al de las células del control (Figura 25).
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Figura 25: Diametro de las vacuolas en las células del meristemo
fundamental de la radicula de las variedades de arroz INCA LP-7 y J-
104, tratadas con 0 (Control), 30, 65 y 125 umol.L™* de AICl,. Las barras
indican las medias de 200 valores y las letras diferentes representan
diferencias significativas entre las medias de los tratamientos segun
Tukey a p<0.05

Los cambios observados en el nimero y en el diametro de las vacuolas refuerzan lo
anteriormente planteado en relacion con la posible tolerancia de la variedad INCA LP-7,
ya que exhibié menos alteraciones en sus vacuolas. Sin embargo, en la J-104 se hizo
evidente una intensa vacuolizacién en las células del meristemo fundamental ante la
presencia del Al. Lo anterior sugiere la posibilidad de una mayor incorporacion del i6n al
interior de las células en esta variedad, hallazgo que se corresponde con los resultados

de la localizacion del i6n AI** en estas mismas células (Figura 22).

4.4. Efecto del Al en la activacion de MAP quinasas

Las proteinas de fosforilacion juegan un papel esencial en la regulacion del estado
fisioloégico y la expresion génica de las plantas en respuesta al estrés. Entre éstas se
encuentran las MAP quinasas, cuya cascada de sefializacion es esencial en los procesos
de transduccién de la sefal, ante la toxicidad por algunos metales pesados en plantas de

arroz.
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No obstante, no se conoce si la via de transduccion de la sefal de las MAP quinasas
opera durante la respuesta citotéxica inducida por el ién AI®*.

Por esta razén se determind inmunohistoquimicamente la activacion de MAP quinasas
totales y fosforiladas, en la zona de divisién de la radicula (segun la Figura 5), en las
plantulas del control y en las expuestas a dosis de 125 pmol.L™ de Al, de las dos
variedades.

Al analizar la expresion de las MAP quinasas totales (ERK) en las plantulas del control
positivo (control con anticuerpo) se observé que las mismas se localizaron dispersas en
toda la célula. Este hallazgo se observé en las dos variedades y se evidenci6 a traves de
una sefial en forma de punteadura fina y dispersa, emitida en rojo por el fluorocromo
Alexa 38 que esta asociado al anticuerpo anti-ERK, el cual se une a todas las MAP
quinasas, fosforiladas o no (Figura 26).

Las plantulas expuestas al i6n AI**, exhibieron una localizacién de las MAP quinasas
similar a la observada en las plantulas del control, donde ésta se aprecido de forma
dispersa en el citoplasma y en el nacleo de las células (Figura 26). Sin embargo, en este
caso se localizé una mayor cantidad de MAP quinasas totales, ya que la intensidad en la
fluorescencia fue superior a la observada en las plantulas del control, lo que sugiri6 la
presencia de una mayor cantidad de estas proteinas ante la presencia del Al.

En algunos nucleos celulares de las dos variedades se evidenciaron mas proteinas que
en el citoplasma, de forma que éstos, se distinguen ligeramente dentro de las células por
su elevada sefal fluorescente en comparacion con los nuacleos correspondientes al
tratamiento control (Figura 26).

Los indicios anteriores evidencian que el Al incrementé la cantidad de MAP quinasas en el
citoplasma y en el nucleo. La localizacion citoplasmética se debe probablemente a la
funcion que desempeiian en la fosforilacion de proteinas en el citoesqueleto. Por otra
parte, la intensa localizacion nuclear de las proteinas quinasas ante la presencia del Al,
indica que ademas de cumplir sus funciones en la regulacion del ciclo celular, otras
quinasas pueden haber sido activadas en el nucleo probablemente para catalizar la
fosforilacion de factores de transcripcibn como parte del mecanismo genético de

tolerancia al Al.
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Figura 26: Fotomicrografias de células meristematicas de la zona de divisién la radicula
de plantulas de arroz, obtenidas en el microscopio confocal. En azul los nucleos
celulares contrastados con DAPI y en rojo las MAP quinasas totales marcadas por el
anticuerpo anti.ERK. Arriba, la variedad J-104 y abajo la variedad INCA LP-7, ambas con
imagenes del control negativo (Control sin anticuerpo), control positivo (Control con
anticuerpo) y de plantulas tratadas con 125 pmol.L™ de AICl;. La barra representa 5 um.

Ant-ERK

Se pudo apreciar una mayor localizacion de MAP quinasas totales, no solo en los ndcleos
de las plantulas tratadas con Al, sino también en algunos nudcleos celulares del control

positivo, como se muestra en la figura 27. Se comprobé ademas, que éstos se
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encontraban en alguna fase de la division celular, ya que se observaron las figuras
mitGticas representativas de alguna de ellas (Figura 27). Lo anterior se evidencio a traves
de la tincion con DAPI, compuesto que presenta una elevada afinidad por el material

nuclear.

J-104 INCA LP-7
DAPI anti-ERK DAPI anti-ERK

R R
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Figura 27: Fotomicrografias de células meristematicas de la zona de divisién la radicula de plantulas
de arroz, obtenidas en el microscopio confocal. . En azul los nlcleos celulares contrastados con
DAPI y en rojo las MAP quinasas totales marcadas por el anticuerpo anti.ERK. A la izquierda la
variedad J-104 y a la derecha la INCA LP-7, ambas con imagenes del control positivo (Control con

anticuerpo) y de plantulas tratadas con 125 pmol.L™ de AICl;. La barra representa 5 pm.

Este resultado indica la presencia de MAP quinasas en los nucleos en division, aun
cuando las plantulas crecieron en condiciones normales, lo que puede deberse al papel
gue se le ha asignado a estas proteinas, como reguladoras de la division celular.

El estudio de la activacion de MAP quinasas fosforiladas o activas (pMAPK) permitié
conocer dentro de todas las proteinas localizadas anteriormente, las que estaban activas
y su localizacion. Al igual que en el estudio de las MAP quinasas totales, la localizacion de
las MAP quinasas fosforiladas se evidenci6 por la sefial en rojo emitida por el fluorocromo
Alexa 38, pero conjugado en este caso al anticuerpo anti-pMAPK, que se une sélo a las

proteinas activas o fosforiladas.
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Se pudo apreciar que en las células meristematicas de las plantulas del control de las dos
variedades, se observaron escasas MAP quinasas fosforiladas en el citoplasma, en
relacion con la cantidad de MAP quinasas totales observadas anteriormente en estas
mismas células.

Lo que indica que la mayoria de las MAP quinasas detectadas en el citoplasma se
encontraban inactivas, no asi en el nucleo, ya que se observé una mayor concentracion
de las MAP quinasas en este organelo.

Este resultado no contradice lo observado en el estudio de las MAP quinasas totales,
donde se observé una mayor concentracion de estas proteinas en los nucleos de las
células en division (Figura 28).

En las plantulas de ambas variedades tratadas con el metal se observé que las MAP
quinasas fosforiladas o activas se localizaron mayoritariamente en el nucleo, por lo que es
posible que su funcion principal, ante estas condiciones de estrés, este relacionada con
su actividad en este organelo.

Los resultados indican que las MAP quinasas totales fueron localizadas tanto en el nacleo
como en el citoplasma de las células meristematicas de las plantulas del control y
tratadas, ya que la activacion de éstas en condiciones normales, puede conducir a otras
respuestas celulares, que no estan precisamente relacionadas con la toxicidad del Al,
como son la diferenciacion y la division celular.

Los resultados obtenidos demostraron que el Al es capaz de activar la fosforilacion de las
MAP quinasas en las células de la zona de divisidn, en la radicula de las plantulas de
arroz, lo que induce la activacion de cascadas de sefializacion dirigidas al nucleo, el que

esta directamente relacionado con el mecanismo molecular de tolerancia al Al.
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Figura 28: Fotomicrografias de células meristematicas de la zona de division la radicula de
plantulas de arroz, obtenidas en el microscopio confocal. En azul los nlcleos celulares
contrastados con DAPI y en rojo las MAP quinasas totales marcadas por el anticuerpo anti-
pPMAPK. Arriba, la variedad J-104 y abajo la variedad INCA LP-7, ambas con imagenes del
control negativo (Control sin anticuerpo), control positivo (Control con anticuerpo) y de
plantulas tratadas con 125 umol.L™" de AICI;. La barra representa 5 pm.

83



5. DISCUSION

Hace algunos afios se pensaba que todos los sistemas radicales eran grandes y muy
ramificados, sin embargo, recientemente se ha visto que el desarrollo de los mismos esta
determinado por patrones caracteristicos para cada especie, que a su vez dependen de la
interaccion con los factores bidticos y abioticos del suelo.

Dentro de los factores abitticos que mas influyen, se pueden mencionar, la temperatura,
el contenido de agua y de oxigeno, asi como una elevada concentracion de elementos
quimicos, entre los que se encuentran el aluminio y el hierro (Cox y Muday, 1994 y
Vazquez, 1999).

El nimero de raices que puede desarrollar una planta esta determinado desde la
formacion del embridén, no obstante, en esta investigacion se observé una tendencia al
incremento de esta variable, cuando las plantas fueron expuestas a diferentes
concentraciones de Al, aun cuando se ha hecho referencia a que los efectos toxicos de
este ion afectan el desarrollo de un sistema radical ramificado en algunas especies
vegetales (Kochian., 1995).

La variedad INCA LP-7 exhibié un mejor comportamiento ante la presencia del Al, ya que
sus plantulas emitieron un mayor nimero de raices que las de la J-104. El incremento de
este indicador se debe entre otras razones, a una respuesta de la planta en funcién de
mantener la capacidad de absorcion de agua y sales minerales que se ve afectada con la
reduccién en longitud, lo que se evidencia a través de la relacion inversa que se establece
entre el nimero de raices emitidas por las plantulas y el crecimiento en longitud de sus
radiculas. Por otro lado, un mayor nimero de raices adventicias garantiza la fijacion de la
planta al suelo y ambos elementos son indispensables para un exitoso desarrollo de la
misma, sobre todo en condiciones de toxicidad por Al.

La respuesta diferencial entre las variedades sugiere que la emision de raices adventicias
en respuesta a la toxicidad del Al, depende de la capacidad de la planta para responder
ante el mismo, ya que éstas proliferan generalmente en respuesta a determinadas
condiciones ambientales (Malamy y Berfeg, 1997), lo que le brinda una mayor fortaleza

para enfrentar situaciones adversas.

84



En este contexto, se ha comprobado que el nimero de raices por planta también puede
cambiar en dependencia de las condiciones de crecimiento, asi como de las condiciones
fisiologicas de la semilla, la composicion del suelo y los factores abidticos del medio
Kawata et al., 1980).

Estos resultados permiten sugerir por primera vez, que el incremento en el nimero de
raices puede ser una respuesta adaptativa de la planta para su adaptacion al medio,
teniendo en cuenta que el desarrollo del sistema radical en el arroz es de vital
importancia, ya que la planta adulta no desarrolla una raiz principal sino un sistema
radical ramificado del cual depende su funcionamiento.

La radicula fue el centro de atencion de esta investigacion dentro del sistema radical, en
primer lugar por la importancia que reviste en la fase de plantula y ademas porque
garantiza una adecuada absorcién de agua e iones en esta fase del desarrollo de la
planta.

La primera evidencia de toxicidad fue la inhibicion del crecimiento en la radicula de las
plantulas expuestas al Al, alteracion que se considera el sintoma mas frecuente ante la
presencia de este ion, ya que una reduccion similar del crecimiento ha sido observada en
diferentes especies de plantas (Matsumoto, 2000; Ciamporova, 2000; Tahara et al., 2008).
Esta inhibicién del crecimiento puede variar con la concentracion de Al en cada uno de los
tratamientos y el tiempo de exposicion al metal, similar a lo observado en plantulas de
maiz (Zea mays) (Ciamporova, 2002). No obstante, estos parametros no variaron durante
el estudio, por lo que el comportamiento diferente que exhibio la longitud de la radicula en
cada una de las variedades de arroz, sugiere que el crecimiento en longitud esta
determinado, para este cultivo, por el grado de tolerancia al metal. Aln mas, cuando se ha
visto que la intensidad de la inhibicibn puede diferir entre especies y entre variedades
(Matsumoto, 2000).

El crecimiento radical es el resultado de la division y el alargamiento de las células
radicales, razon por la que se evaluaron las afectaciones provocadas por el ion AP en
ambos procesos celulares.

Para la evaluacion de los dafios causados por el Al en la division celular se determiné el
indice mitético, como indicador de crecimiento, evidenciandose que el Al provoca una

afectacion importante en este proceso celular, ya que el porciento de células en la fase
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mitGtica disminuyd ante la presencia del ion. Sobre todo, en la variedad J-104, donde la
reduccion fue de un 40.2% mientras que en la INCA LP-7 fue de un 21.7 %, en relacion
con las plantulas del control.

La disminucion de las células en mitosis sugiere la posibilidad de que el Al puede afectar
algun elemento en la interfase que impida la entrada de la célula a la fase mitética,
hipétesis se basa en que el Al puede inhibir la division celular interfiriendo
especificamente en la replicacion del ADN.

Una vez que el i6n AI** se encuentra dentro del nicleo tiene preferencia de unién por el
ADN vy su interaccion con el mismo puede inducir cambios en la estructura de la cromatina
e inhibir su actividad. Esto puede generar la sintesis de un ADN inestable, debido a una
composicion inusual de bases o impedir completamente la sintesis de una nueva cadena
de ADN y por tanto la entrada en mitosis, similar a lo informado por algunos autores (Silva
et al., 2000; Matsumoto, 2000)

Por otro lado, el hecho de que el ciclo celular necesita varias horas para ser completado y
el efecto del Al en la sintesis de ADN aparece después de varias horas de exposicion con
el metal (Kochian, 1995; Horst, 1995; Horst et al., 1997), ha permitido a algunos autores
afirmar que el papel primario en el estado inicial de inhibicién del crecimiento radical, es el
efecto sobre el alargamiento y no sobre la division celular.

Sin embargo, en una gran numero de investigaciones se han apreciado algunas
modificaciones en elementos relacionados con la division celular después de 24 horas de
tratamiento con AI**, mientras que la inhibicién de la elongacién radical se ha hecho
evidente en tiempos menores de 1 hora (Silva et al., 2000). Por lo que en los estudios a
corto plazo, los autores atribuyen la reduccion del crecimiento radical a la inhibicion del
alargamiento, mas que, a la inhibicion de la division celular (Matsumoto, 2000).

Estudios que sustentan esta afrimacion han sido realizados en Allium sativum (Clarkson,
1965), Vigna unguiculata (Roy et al., 1989), Avena sativa (Horst et al., 1983), Hordeum
vulgare (Mariendfeld et al., 1995), Zea mays (Nichol y Oliveira, 1995; Budikova, 1999) y
Allium cepa (Ciamporova, 2002).

En el contexto de esta investigacion, la inhibiciébn de la divisidn celular adquiere otra

connotacion en el mecanismo de toxicidad por Al, ya que el material nuclear puede
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haberse afectado severamente como consecuencia del largo tiempo en que las plantulas
estuvieron expuesta al metal.

El engrosamiento en la zona de transicion del apice radicular en las plantulas tratadas
sugiri6 que el i6n APF* podia estar provocando alteraciones en la orientacién del
crecimiento y por tanto en el alargamiento celular. Para demostrar la veracidad de la
afirmacion anterior se determinaron morfométricamente algunos parametros celulares de
crecimiento.

El analisis diferenciado de este indicador, demostré6 que las células se redujeron en
longitud y crecieron en grosor, provocando una expansion radial de las mismas. Este
desorden morfolégico pudiera ser una caracteristica comuan, al menos para las gramineas
gue son expuestas a la toxicidad del Al, ya que resultados similares se obtuvieron en
cebada (Nichol y Oliveira, 1995), trigo (Avena sativa) (Sasaki et al., 1999) y maiz (Zea
mays) (Sivaguru et al., 1999; Blancaflor et al., 1998).

Independientemente de las afectaciones que se constataron en el largo y en el ancho de
las células del meristemo fundamental ante la presencia del Al, se pudo apreciar que el
incremento del ancho se produjo en una magnitud superior que la reduccion de la longitud
celular. Esto indica que el Al afecta el alargamiento celular y que su efecto en la
orientacion del crecimiento, pudiera expresarse con mayor intensidad en el engrosamiento
de la radicula y no en la reduccién de su longitud

Por otro lado, la respuesta significativa observada tanto en el largo como en el grosor
celular de las plantulas expuestas a la menor dosis de Al respecto a las del control,
sugiere que 30 pmol.L™ de Al pueden ser suficientes para romper la sensible dinamica de
ensamble y desensamble de la red de microtdbulos y microfilamentos. Ademas, se
evidencia la posibilidad de que el citoesqueleto pueda ser un blanco de accion importante
ante la toxicidad provocada por el Al, como ha sido informado para otras especies (Baskin
y Wilson, 1997; Horst et al., 1999; Sivaguru et al., 1999; Baluska et al., 2000). AGn mas, si
se tiene en cuenta que el citoesqueleto es la red tridimensional de proteinas que
conforman el citosol, la cual cumple un papel esencial en el mantenimiento de la forma
celular entre otras funciones (Taiz y Zeiger, 2006).

A partir de estos elementos, la expansion celular que arrojé el estudio morfométrico

pudiera ser explicada mediante la interaccién del i6n AI** con factores que influyen en la
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organizacion del citoesqueleto, similar a como sucede en Arabidopsis thalianna (Baskin y
Wilson, 1997), como los niveles de Mg** y Ca?* en el citosol.

El Al puede unirse fuertemente a los microtibulos y microfilamentos y sustituir los iones
Mg®* en los complejos con nucledsidos di y trifosfatos, lo que daria lugar a la formacién de
complejos con una razon de hidrdélisis menor y por tanto no hidrolizables, Esto pudiera
provocar rigidez y cambios en la orientacion de los componentes del citoesqueleto, como
ha sido informado por diferentes autores (Horst et al., 1997; Grabsky y Schindler, 1998;
Jones et al., 1998). (Grabsky y Schindler, 1998).

Por otra parte, los cationes Ca** pueden ser reemplazados de la pared celular por el i6n
APP*, ya que aungque ambos compiten por el sitio cargado negativamente de las pectinas,
éste pudiera tener una mayor preferencia sobre el catién bivalente Ca?*. El reemplazo del
Ca®" puede acarrear alteraciones en la regulacién y la orientacién del crecimiento celular,
a partir de que el Ca’®" esta asociado a una gran cantidad de sefiales de transduccion y
procesos reguladores en las células vegetales, como ha sido afirmado por Jones et al.
(1998).

Las alteraciones en la homeostasis del Ca®* pueden ser responsables de las afectaciones
del transporte de las auxinas a través de la raiz y esto pudo provocar, en este caso, el
engrosamiento de la radicula, ya que esta hormona ademas de determinar la respuesta
gravitropica de la misma a través de un trasporte coordinado (Taiz y Zeiger, 2006), esta
relacionada con la regulacion del crecimiento y la morfologia de la raiz.

Como elemento novedoso se describidé por primera vez un método para cuantificar el
grado de curvatura de la radicula, ya que esta modificacion se observd por otros
investigadores en las raices de maiz (Ciamporov4, 2002), pero no se determinaron los
valores, ni la variacion del angulo ante diferentes concentraciones de Al.
Independientemente de la curvatura observada en los &pices del control, como
consecuencia de la respuesta gravitropica de una raiz en posicion horizontal, se pudo
comprobar que este indicador cuantitativo, se incrementd ante los niveles de Al y desde
las menores concentraciones. Ademas, la variedad mas afectada fue la J-104, al exhibir
una curvatura mayor que la INCA LP-7, elementos que indican que la curvatura radicular

puede ser utilizada como un indicador visual de toxicidad.
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Los cambios observados en el angulo de curvatura de los apices radiculares en las
plantulas expuestas al Al, pudieran ser una consecuencia de las alteraciones provocadas
por el metal en el transporte de auxinas, ya que desordenes similares se observaron al
emplear inhibidores del transporte de esta hormona en plantas de maiz (Zea mays)
(Sivaguru, 1999b) y trigo (Avena sativa) (Kollmeier et al., 2000).

La posible inhibicién del transporte de auxinas en los apices radiculares puede deberse al
reemplazo de los iones Ca** por los iones AI** de los sitios de intercambio de la pared
celular y la membrana plasmatica (Wissemeier y Horst, 1995).

Este reemplazo puede generar un influjo inicial de Ca?* y por tanto un incremento del Ca?*
citoplasmatico, requisito que segun algunos autores (Hossain et al., 2005; Sivaguru et al.,
2000a), es indispensable para la activaciéon de la enzima glucano sintasa en la membrana
plasmética. De esta forma se activaria la sintesis de calosa inducida por Al, la cual que
puede actuar como una barrera fisica que inhibe el transporte de auxina.

Aun cuando, Kolmeier et al. (2000) afirma que este mecanismo no esta completamente
esclarecido, el estudio de la calosa in vivo, aportd varios elementos que sustentan la
hipétesis anterior.

La localizacién de las moléculas de calosa, a través de la fluorescencia del complejo
calosa-azul de anilina, no resulté ser en forma de punteadura fina, como es caracteristico
de moléculas individuales, sino como pequefios cumulos dispersos alrededor de las
células. Este hallazgo indica que las mismas son inducidas por el Al y que pudieran
depositarse con cierta preferencia en zonas especificas de la pared celular, las que
pueden coincidir con las zonas de punteaduras, en las cuales se agrupan los
plasmodesmos.

La deposicién preferencial de calosa a nivel de estas estructuras puede causar un
blogqueo efectivo del transporte de iones, péptidos, hormonas y acidos nucleicos y por
tanto de la comunicacion intercelular, al igual que ha sido evaluado por algunos autores
en otras gramineas (Kauss et al., 1990; Lee et al., 2000; Sivaguru et al., 2000a; Capaldi y
Stefanuto, 2005; Hossain et al., 2005).

El comportamiento diferente de las variedades estudiadas sustenta la hipotesis anterior,
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