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(Figura 15).  

Las plántulas de la variedad INCA LP-7 no exhibieron cambios en la longitud de las 

células cuando fueron expuestas a 30 µmol.L-1 de AlCl3, sin embargo, en la J-104 a ese 

mismo valor, se observó una disminución en la misma (Figura 15). Esto indica que la 

concentración de 30 µmol.L-1 resulta tóxica para esta última variedad, resultados que 

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

Además, cuando las plántulas de la variedad J-104 fueron expuestas a la mayor dosis de 

Al (125 µmol.L-1), la longitud celular se redujo casi un 40 % en relación con el control, 

mientras en que en la INCA LP-7 la reducción fue de solo un 25.5% (Figura 15), lo que 

evidenció 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, arrojó un incremento importante ante la presencia del ión Al3+ (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 µmol.L-1 del metal.  

No obstante, los resultado apuntan a que la J-104 fue la más afectada por el estrés iónico, 

pues el grosor celular se incrementó 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 radícula (Figura 5 y 6). 

La evaluación integral del estudio morfométrico, indicó que el Al provocó disminución en la 

longitud de las células corticales e incremento en el grosor de las mismas, de manera que 

dichas células se hicieron más cortas y anchas en la medida en que se incrementaron los 

niveles de la exposición al ión metálico, sobre todo en la variedad J-104, la que evidenció 

éstas modificaciones a menores dosis del metal en relación con la INCA LP-7.  

La inhibición del crecimiento observada en las radículas de las plántulas estresadas por el 

ión Al3+ se debe a la reducción detectada en la longitud y al engrosamiento de la misma, 

indicadores que sin lugar a dudas contribuyen decisivamente en este proceso. 
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Figura 15: Longitud de las células del meristemo fundamental 
correspondientes a la zona de transición radicular de las variedades de arroz, 
INCA LP-7 y J-104, tratadas con 0 (Control), 30, 65 y 125 µmol.L-1 de AlCl3. 
Las barras indican las medias de 200 valores y las letras diferentes 
representan diferencias significativas entre las medias de los tratamientos 
según Tukey a p<0.05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 16: Grosor de las células del meristemo fundamental 
correspondientes a la zona de transición radicular de las variedades de 
arroz, INCA LP-7 y J-104, tratadas con 0 (Control), 30, 65 y 125 µmol.L-1 
de AlCl3. Las barras indican las medias de 200 valores y las letras 
diferentes representan diferencias significativas entre las medias de los 
tratamientos según Tukey a p<0.05. 

 

La división celular no es por sí misma un mecanismo de crecimiento, ya que no conduce 

necesariamente a un incremento en el tamaño; no obstante es un proceso que acompaña 

al crecimiento en los tejidos meristemáticos. Por este motivo el estudio del efecto del ión 
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Al3+ en la división celular estuvo confinado a la zona de división de la radícula, según la 

Figura 5 y se evaluó mediante la determinación del índice mitótico (IM), como indicador 

cuantitativo de este proceso celular. 

La caracterización de los núcleos celulares, que se observaron de color rojo, permitió 

determinar con facilidad en ambas variedades las células que se encontraban en 

interfase, así como en las diferentes fases de la mitosis (profase, metafase, telofase y 

anafase) para su posterior evaluación.  

La misma se realizó a través de la figura mitótica característica de cada fase, como se 

muestra en la Figura 17 y fue posible por las modificaciones realizadas a la técnica de 

tinción con orceína, la que permitió un adecuado contraste del material nuclear. 

Al evaluar el índice mitótico como indicador del proceso de división celular, se pudo 

apreciar una disminución progresiva del mismo, con el aumento en los niveles de Al 

(Figura 18), lo que indica las afectaciones que puede provocar este ión en el crecimiento 

celular, debido a sus efectos tóxicos. Las dos variedades mostraron una reducción de 

este indicador ante la concentración de 30 µmol.L-1 de AlCl3, sin embargo para los demás 

tratamientos exhibieron un comportamiento diferente (Figura 18). Lo anterior indica que 

esta dosis es suficiente para afectar la división de éstas células. 

En la variedad INCA LP-7, las dosis de 65 y 125 µmol.L-1 de AlCl3 no afectaron de forma 

significativa el índice mitótico, lo que indica que después de una reducción en el mismo, 

se alcanza una estabilidad en el proceso de división celular. 

El comportamiento de la variedad J-104 fue diferente, ya que no se apreciaron diferencias 

significativas entre las plántulas tratadas con 30 y 65 µmol.L-1 de AlCl3, sin embargo las 

expuestas a 125 µmol.L-1 si evidenciaron una reducción de este parámetro (Figura 18). De 

manera el índice mitótico de estas plántulas se redujo un 40.2% en relación con las del 

control, mientras que en la INCA LP-7 lo hizo solo en un 21.7% (Figura 18). 

Estos resultados están en total concordancia con la inhibición del alargamiento radical 

observado en la radícula de las plantas tratadas con Al. 
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Figura 17: Imágenes de células en división correspondientes al ápice radicular de plántulas de 
arroz de las variedades INCA LP-7 y J-104, tratadas con 125 µmol.L-1 de AlCl3. (Nótese como 
el material nuclear se observa de color rojo debido a la tinción con orceína). Las flechas 
indican figuras representativas de cada una de las fases de la mitosis. La barra representa 
2µm. (1000x), 

                 
Figura 18: Comportamiento del índice mitótico (IM) en la zona de división de la 
radícula de plántulas de arroz de las variedades, INCA LP-7 y J-104,  tratadas con 
0 (Control), 30, 65 y 125 µmol.L-1 de AlCl3. Las barras indican las medias de 2000 
valores y las letras diferentes representan diferencias significativas entre las 
medias de los tratamientos según Tukey a p<0.05. 
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4.3. Estudio de localización del Al en la radícula  
Para comprender todos los aspectos relacionados con la toxicidad del Al, es necesario 

conocer donde se localiza éste, una vez absorbido por la raíz. Para ello se realizó un 

estudio donde se demostró la localización de este elemento en el ápice radicular de las 

plántulas expuestas a diferentes concentraciones del metal, mediante la tinción con 

Hematoxilina. 
Se constató la ausencia del metal en la radícula de las plántulas del control para las dos 

variedades estudiadas. Mientras que en las plántulas tratadas con Al se pudo apreciar la 

ubicación de este elemento en el ápice radicular a través de la coloración violeta oscuro 

que exhibió el complejo Hematoxilina-Al, como se puede apreciar en la Figura 19, donde 

además se hace evidente una coloración diferencial entre dosis y entre variedades. 

En la variedad INCA LP-7, los ápices radiculares que fueron expuestos a 30 µmol.L-1 de 

AlCl3, exhibieron una tenue coloración en la cofia (según el esquema de la Figura 5), 

mientras que en los  expuestos a  65 y 125 µmol.L-1, la misma se extendió al resto del 

ápice, en mayor medida para la última concentración (Figura 19).  

En estas radículas la coloración no fue homogénea, sino que se pudieron apreciar 

numerosos puntos coloreados en todo el ápice, lo que indicó que el Al se ubicó de forma 

aislada dentro del tejido. 

En las plántulas de la J-104 que fueron expuestas a 30 µmol.L-1 de Al, se observó un 

comportamiento similar, ya que al igual que en la otra variedad, los ápices radiculares 

exhibieron solo la cofia coloreada.  

Sin embargo, las plántulas expuestas 65 µmol.L-1 mostraron una coloración homogénea 

en el primer centímetro del ápice, correspondiente a la zona de división y las tratadas con 

125 µmol.L-1 mostraron sus ápices completamente coloreados, lo que indica una mayor 

cantidad de iones dentro del ápice radicular (Figura 19). 

Para complementar los resultados anteriores se determinó la localización de ión Al3+ in 

vivo, en las secciones longitudinales y para ello se utilizó la tinción con Morin, lo que 

permitió detectar su ubicación en los tejidos y en las células mediante una señal 

fluorescente. 

La localización in vivo del ión al emplear esta técnica resultó coincidente con los 

resultados obtenidos anteriormente, que se exponen en la Figura19.  
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Figura 19: Fotomicrografías de los ápices radiculares de plántulas de arroz  tratadas 
con 0 (Control), 30, 65 y 125 µmol.L-1 de AlCl3 Arriba la variedad INCA LP-7. (Nótese 
coloración en forma de puntos). Abajo la variedad J-104. (Nótese coloración 
homogénea). La barra representa 1mm. (20x) 

 

En los ápices de las plántulas del control de las dos variedades no hay Al acumulado, 
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dado que no se observa señal fluorescente. Sin embargo, a la concentración de 30 

µmol.L-1 se puede notar que el ión se acumula en la cofia y que llega a localizarse en todo 

el ápice cuando se imponen las mayores concentraciones del mismo (Figura 20). 

Por otra parte, se pudo apreciar la misma localización en forma de puntos en los ápices 

de la variedad INCA LP-7 y de forma homogénea en la J-104, señalizado en la Figura 20 

con flecha y estrellas, respectivamente. 

 

 
 

Figura 20: Fotomicrografías de fluorescencia del complejo Al-Morin, en las secciones 
longitudinales de los ápices radiculares de plántulas de arroz tratadas con 0 (control), 30, 65 y 
125 µmol.L-1 AlCl3. 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 µm 

 

El hecho de que la variedad INCA LP-7 exhibiera una menor cantidad de Al en su radícula 

sugiere la posibilidad de que la misma es capaz de incorporar menos Al3+ o excluirlo más 

que la J-104, lo que pudiera hacerla portadora de una mayor tolerancia a este ión 

metálico.  
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Además la ausencia del ión en el interior de los ápices radiculares que fueron expuestos a 

30 µmol.L-1 de AlCl3, está acorde con los resultados obtenidos, ya que a está 

concentración son pocos los efectos tóxicos que ejerce el metal sobre las células y los 

tejidos de la radícula.  

La localización de Al en la sección transversal de las radícula, contribuye sin lugar a 

dudas, a una mejor comprensión de la toxicidad provocada por este ión. Para ello, se 

evaluó la misma técnica de fluorescencia, pero en las secciones transversales del ápice 

radicular. 

En las mismas se constató que en los ápices radiculares de la variedad INCA LP-7, el Al 

se ubica en las paredes de las células protodérmicas y en las células más externas del 

meristemo fundamental, lo que se evidenció a través de la fluorescencia emitida por el 

complejo Al-Morin (Figura 21).  

Sin embargo, en la variedad J-104, además de esta localización en células protodérmicas 

y en las más externas del meristemo fundamental, se encontró también la acumulación de 

este elemento en las paredes y en el citoplasma de las células más 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 exclusión para reducir la incorporación del ión al interior de la radícula, lo 

que sin dudas, la hace más tolerante.  

Sin embargo, en la J-104 se localizó Al en las células meristemáticas más internas, lo que 

indica la ausencia de un mecanismo de exclusión.  

No obstante, la presencia del metal en el interior de estas células, puede deberse a la 

activación de un mecanismo de compartimentación para reducir la toxicidad provocada 

por este ión en el citoplasma. 

En las secciones ampliadas de los ápices radiculares correspondientes a la variedad J-

104, se observaron pequeños depósitos de Al a diferencia de la INCA LP-7 (Figura 22). 

Estos aparecieron como puntos fluorescentes en las plántulas expuestas a 125 µmol.L-1 

de AlCl3 y se observaron dispersos en el interior de algunas células meristemáticas 

internas, indicando la presencia del ión Al3+ en el citoplasma.  
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Figura 21: Fotomicrografías de fluorescencia del complejo Al-Morin en las secciones 
transversales a nivel de la zona de transición en los ápices radiculares de plántulas de arroz 
tratadas con 0 (control), 30, 65 y 125 µmol.L-1 AlCl3. 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 µm. 

 

Es importante notar que estas células no mostraron un marcaje fino, sino pequeños 

cúmulos fluorescentes localizados dentro de la célula, lo que sugiere la presencia de 

varios iones Al3+ concentrados en un mismo lugar (Figura 22).  

Este comportamiento permite sugerir que el ión Al3+ pudiera estar localizado en el interior 

de las vacuolas, como parte de un mecanismo de secuestro vacuolar que pudiera 

mantener los iones agrupados dentro de este organelo y así reducir la toxicidad que 

pueden provocar al resto de los componentes celulares. 

Por esta razón se consideró conveniente investigar el efecto del Al en el número y el 

tamaño de estos organelos. 
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Figura 22: Fotomicrografías de fluorescencia del complejo Al-Morin en las secciones 
transversales de la radícula de plántulas de arroz tratadas con 125 µmol.L-1 de AlCl3. 
Variedades: INCA LP-7 (A y B) y J-104 (C y D). Las flechas indican la localización del Al 
dentro de las células. cp: células protodérmicas, cme: células meristemáticas externas, cmi: 
células meristemáticas internas. La barra representa 5 µm (A y C) y 2,5 µm (B y D). 

 

Las células del meristemo fundamental en las plántulas del control de ambas variedades 

mostraron una vacuolización discreta, caracterizada por escasa vacuolas de pequeño 

tamaño dispersas en el citoplasma. No obstante, al evaluar las secciones longitudinales 

de la radícula de las plántulas tratadas con el metal se pudieron apreciar cambios tanto en 

el número como en el tamaño de estos organelos (Figura 23).  
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Figura 23: Fotomicrografías del meristemo fundamental de la radícula de plántulas de arroz tratadas 
con 0 (Control), 30, 65 y 125 µmol.L-1 de AlCl3. Variedades: J-104 e INCA LP-7. Las flechas indican las 
vacuolas. (Obsérvese un incremento en la vacuolización del citoplasma cuando se elevan los niveles de 
Al, sobre todo en la variedad J-104). n: núcleo, v: vacuola. La barra representa 2,5 µm 

 

Al evaluar el número 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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número de estos organelos en todos los tratamientos respecto al control. Sin embargo, a 

partir de la concentración de 65 µmol.L-1 no se produjeron modificaciones significativas 

(Figura 24). 

 
Figura 24: Número de vacuolas en las células del meristemo fundamental de la 
radícula de las variedades de arroz INCA LP-7 y J-104, tratadas con 0 (Control), 30, 65 
y 125 µmol.L-1 de AlCl3. Las barras indican las medias de 200 valores y las letras 
diferentes representan diferencias significativas entre las medias de los tratamientos 
según Tukey a p<0.05. 
 

El incremento en el número de vacuolas en las células del meristemo fundamental pudiera 

ser una respuesta diferencial de la planta para minimizar el efecto tóxico del Al en el 

citoplasma. 

Al evaluar el tamaño de las vacuolas se pudo apreciar un aumento en el diámetro de las 

mismas en todos los tratamientos respecto al control. A la concentración de 30 µmol.L-1 

las dos variedades exhibieron un valor estadísticamente semejante, sin embargo a dosis 

superiores el comportamiento resultó diferente. La variedad INCA LP-7 no mostró 

cambios en los valores del diámetro con el incremento de la concentración.  

Sin embargo, la J-104, presentó un incremento del mismo conforme aumentaron los 

niveles de Al, de forma tal que las plántulas tratadas con 125 µmol.L-1, exhibieron 

vacuolas con un diámetro tres veces superior al de las células del control (Figura 25).  
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Figura 25: Diámetro de las vacuolas en las células del meristemo 
fundamental de la radícula de las variedades de arroz INCA LP-7 y J-
104, tratadas con 0 (Control), 30, 65 y 125 µmol.L-1 de AlCl3. Las barras 
indican las medias de 200 valores y las letras diferentes representan 
diferencias significativas entre las medias de los tratamientos según 
Tukey a p<0.05 

 

Los cambios observados en el número y en el diámetro de las vacuolas refuerzan lo 

anteriormente planteado en relación con la posible tolerancia de la variedad INCA LP-7,  

ya que exhibió menos alteraciones en sus vacuolas. Sin embargo, en la J-104 se hizo 

evidente una intensa vacuolización en las células del meristemo fundamental ante la 

presencia del Al. Lo anterior sugiere la posibilidad de una mayor incorporación del ión al 

interior de las células en esta variedad, hallazgo que se corresponde con los resultados 

de la localización del ión Al3+ en estas mismas células (Figura 22). 

              

4.4. Efecto del Al en la activación de MAP quinasas  
Las proteínas de fosforilación juegan un papel esencial en la regulación del estado 

fisiológico y la expresión génica de las plantas en respuesta al estrés. Entre éstas se 

encuentran las MAP quinasas, cuya cascada de señalización es esencial en los procesos 

de transducción de la señal, ante la toxicidad por algunos metales pesados en plantas de 

arroz.  
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No obstante, no se conoce si la vía de transducción de la señal de las MAP quinasas 

opera durante la respuesta citotóxica inducida por el ión Al3+.  

Por esta razón se determinó inmunohistoquímicamente la activación de MAP quinasas 

totales y fosforiladas, en la zona de división de la radícula (según la Figura 5), en las 

plántulas del control y en las expuestas a dosis de 125 µmol.L-1 de Al, de las dos 

variedades.  

Al analizar la expresión de las MAP quinasas totales (ERK) en las plántulas del control 

positivo (control con anticuerpo) se observó que las mismas se localizaron dispersas en 

toda la célula. Este hallazgo se observó en las dos variedades y se evidenció a través de 

una señal en forma de punteadura fina y dispersa, emitida en rojo por el fluorocromo 

Alexa 38 que está asociado al anticuerpo anti-ERK, el cual se une a todas las MAP 

quinasas, fosforiladas o no (Figura 26).  

Las plántulas expuestas al ión Al3+, exhibieron una localización de las MAP quinasas 

similar a la observada en las plántulas del control, donde ésta se apreció de forma 

dispersa en el citoplasma y en el núcleo de las células (Figura 26). Sin embargo, en este 

caso se localizó una mayor cantidad de MAP quinasas totales, ya que la intensidad en la 

fluorescencia fue superior a la observada en las plántulas del control, lo que sugirió la 

presencia de una mayor cantidad de estas proteínas ante la presencia del Al.  

En algunos núcleos celulares de las dos variedades se evidenciaron más proteínas que 

en el citoplasma, de forma que éstos, se distinguen ligeramente dentro de las células por 

su elevada señal fluorescente en comparación con los núcleos correspondientes al 

tratamiento control (Figura 26).  

Los indicios anteriores evidencian que el Al incrementó la cantidad de MAP quinasas en el 

citoplasma y en el núcleo. La localización citoplasmática se debe probablemente a la 

función que desempeñan en la fosforilación de proteínas en el citoesqueleto. Por otra 

parte, la intensa localización nuclear de las proteínas quinasas ante la presencia del Al, 

indica que además de cumplir sus funciones en la regulación del ciclo celular, otras 

quinasas pueden haber sido activadas en el núcleo probablemente para catalizar la 

fosforilación de factores de transcripción  como parte del mecanismo genético de 

tolerancia al Al.  
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Figura 26: Fotomicrografías de células meristemáticas de la zona de división la radícula 
de plántulas de arroz, obtenidas en el microscopio confocal. En azul los núcleos 
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 
imágenes del control negativo (Control sin anticuerpo), control positivo (Control con 
anticuerpo) y de plántulas tratadas con 125 µmol.L-1 de AlCl3. La barra representa 5 µm. 

 

Se pudo apreciar una mayor localización de MAP quinasas totales, no solo en los núcleos 

de las plántulas tratadas con Al, sino también en algunos núcleos celulares del control 

positivo, como se muestra en la figura 27. Se comprobó además, que éstos se 
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encontraban en alguna fase de la división celular, ya que se observaron las figuras 

mitóticas representativas de alguna de ellas (Figura 27). Lo anterior se evidenció a través 

de la tinción con DAPI, compuesto que presenta una elevada afinidad por el material 

nuclear. 

 

 
Figura 27: Fotomicrografías de células meristemáticas de la zona de división la radícula de plántulas 
de arroz, obtenidas en el microscopio confocal.  . En azul los núcleos 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 imágenes del control positivo (Control con 
anticuerpo) y de plántulas tratadas con 125 µmol.L-1 de AlCl3. La barra representa 5 µm. 
 

Este resultado indica la presencia de MAP quinasas en los núcleos en división, aún 

cuando las plántulas crecieron en condiciones normales, lo que puede deberse al papel 

que se le ha asignado a estas proteínas, como reguladoras de la división celular.  

El estudio de la activación de MAP quinasas fosforiladas o activas (pMAPK) permitió 

conocer dentro de todas las proteínas localizadas anteriormente, las que estaban activas 

y su localización. Al igual que en el estudio de las MAP quinasas totales, la localización de 

las MAP quinasas fosforiladas se evidenció por la señal en rojo emitida por el fluorocromo 

Alexa 38, pero conjugado en este caso al anticuerpo anti-pMAPK, que se une sólo a las 

proteínas activas o fosforiladas.  
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Se pudo apreciar  que en las células meristemáticas de las plántulas del control de las dos 

variedades, se observaron escasas MAP quinasas fosforiladas en el citoplasma, en 

relación con la cantidad de MAP quinasas totales observadas anteriormente en estas 

mismas células.  

Lo que indica que la mayoría de las MAP quinasas detectadas en el citoplasma se 

encontraban inactivas, no así en el núcleo, ya que se observó una mayor concentración 

de las MAP quinasas en este organelo.  

Este resultado no contradice lo observado en el estudio de las MAP quinasas totales, 

donde se observó una mayor concentración de estas proteínas en los núcleos de las 

células en división (Figura 28). 

En las plántulas de ambas variedades tratadas con el metal se observó que las MAP 

quinasas fosforiladas o activas se localizaron mayoritariamente en el núcleo, por lo que es 

posible que su función 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 núcleo 

como en el citoplasma de las células meristemáticas de las plántulas del control y 

tratadas, ya que la activación de éstas en condiciones normales, puede conducir a otras 

respuestas celulares, que no están precisamente relacionadas con la toxicidad del Al, 

como son la diferenciación y la división celular.  

Los resultados obtenidos demostraron que el Al es capaz de activar la fosforilación de las 

MAP quinasas en las células de la zona de división, en la radícula de las plántulas de 

arroz, lo que induce la activación de cascadas de señalización dirigidas al núcleo, el que 

está directamente relacionado con el mecanismo molecular de tolerancia al Al.              
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Figura 28: Fotomicrografías de células meristemáticas de la zona de división la radícula de 
plántulas de arroz, obtenidas en el microscopio confocal. En azul los núcleos celulares 
contrastados con DAPI  y en rojo las MAP quinasas totales marcadas por el anticuerpo anti-
pMAPK. Arriba, la variedad J-104 y abajo la variedad INCA LP-7, ambas con imágenes del 
control negativo (Control sin anticuerpo), control positivo (Control con anticuerpo) y de 
plántulas tratadas con 125 µmol.L-1 de AlCl3. La barra representa 5 µm. 
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5. DISCUSION 
 

Hace algunos años se pensaba que todos los sistemas radicales eran grandes y muy 

ramificados, sin embargo, recientemente se ha visto que el desarrollo de los mismos está 

determinado por patrones característicos para cada especie, que a su vez dependen de la 

interacción con los factores bióticos y abióticos del suelo.  

Dentro de los factores abióticos que más influyen, se pueden mencionar, la temperatura, 

el contenido de agua y de oxígeno, así como una elevada concentración de elementos 

químicos, entre los que se encuentran el aluminio y el hierro (Cox y Muday, 1994 y 

Vázquez, 1999). 

El número de raíces que puede desarrollar una planta está determinado desde la 

formación del embrión, no obstante, en esta investigación se observó una tendencia al 

incremento de esta variable, cuando las plantas fueron expuestas a diferentes 

concentraciones de Al, aún cuando se ha hecho referencia a que los efectos tóxicos de 

este ión afectan el desarrollo de un sistema radical ramificado en algunas especies 

vegetales (Kochian., 1995). 

La variedad INCA LP-7 exhibió un mejor comportamiento ante la presencia del Al, ya que 

sus plántulas emitieron un mayor número de raíces que las de la J-104. El incremento de 

este indicador se debe entre otras razones, a una respuesta de la planta en función de 

mantener la capacidad de absorción de agua y sales minerales que se ve afectada con la 

reducción en longitud, lo que se evidencia a través de la relación inversa que se establece 

entre el número de raíces emitidas por las plántulas y el crecimiento en longitud de sus 

radículas. Por otro lado, un mayor número de raíces adventicias garantiza la fijación 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 emisión de raíces 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.  
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En este contexto, se ha comprobado que el número de raíces por planta también puede 

cambiar en dependencia de las condiciones de crecimiento, así como de las condiciones 

fisiológicas de la semilla, la composición del suelo y los factores abióticos del medio 

Kawata et al., 1980).  

Estos resultados permiten sugerir por primera vez, que el incremento en el número de 

raíces puede ser una respuesta adaptativa de la planta para su adaptación 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 raíz principal sino un sistema 

radical ramificado del cual depende su funcionamiento. 

La radícula fue el centro de atención de esta investigación dentro del sistema radical, en 

primer lugar por la importancia que reviste en la fase de plántula y además porque 

garantiza una adecuada absorción de agua e iones en esta fase del desarrollo de la 

planta.   

La primera evidencia de toxicidad fue la inhibición del crecimiento en la radícula de las 

plántulas expuestas al Al, alteración que se considera el síntoma más frecuente ante la 

presencia de este ión, ya que una reducción similar del crecimiento ha sido observada en 

diferentes especies de plantas (Matsumoto, 2000; Ciamporová, 2000; Tahara et al., 2008). 

Esta inhibición del crecimiento puede variar con la concentración de Al en cada uno de los 

tratamientos y el tiempo de exposición al metal,  similar a lo observado en plántulas de 

maíz (Zea mays) (Ciamporová, 2002). No obstante, estos parámetros no variaron durante 

el estudio, por lo que el comportamiento diferente que exhibió la longitud de la radícula en 

cada una de las variedades de arroz, sugiere que el crecimiento en longitud está 

determinado, para este cultivo, por el grado de tolerancia al metal. Aún más, cuando se ha 

visto que la intensidad de la inhibición puede diferir entre especies y entre variedades 

(Matsumoto, 2000). 

El crecimiento radical es el resultado de la división y el alargamiento de las células 

radicales, razón por la que se evaluaron las afectaciones provocadas por el ión Al3+ en 

ambos procesos celulares. 

Para la evaluación de los daños causados por el Al en la división celular se determinó el 

índice mitótico, como indicador de crecimiento, evidenciándose que el Al provoca una 

afectación importante en este proceso celular, ya que el porciento de células en la fase 
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mitótica disminuyó ante la presencia del ión. Sobre todo, en la variedad J-104, donde la 

reducción fue de un 40.2% mientras que en la INCA LP-7 fue de un 21.7 %, en relación 

con las plántulas del control.  

La disminución de las células en mitosis sugiere la posibilidad de que el Al puede afectar 

algún elemento en la interfase que impida la entrada de la célula a la fase mitótica, 

hipótesis se basa en que el Al puede inhibir la división celular interfiriendo 

específicamente en la replicación del ADN.  

Una vez que el ión Al3+ se encuentra dentro del núcleo tiene preferencia de unión por el 

ADN y su interacción con el mismo puede inducir cambios en la estructura de la cromatina 

e inhibir su actividad. Esto puede generar la síntesis de un ADN inestable, debido a una 

composición inusual de bases o impedir completamente la síntesis 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 síntesis de ADN aparece después de varias horas de exposición 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 inhibición del crecimiento radical, es el 

efecto sobre el alargamiento y no sobre la división celular. 

Sin embargo, en una gran número de investigaciones se han apreciado algunas 

modificaciones en elementos relacionados con la división celular después de 24 horas de 

tratamiento con Al3+, mientras que la inhibición de la elongación 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 reducción del crecimiento radical a la inhibición del 

alargamiento, más que, a la inhibición de la división celular (Matsumoto, 2000).  

Estudios que sustentan esta afrimación 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; Budiková, 1999)  y 

Allium cepa (Ciamporová, 2002). 

En el contexto de esta investigación, la inhibición de la división celular adquiere otra 

connotación 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 plántulas 

estuvieron expuesta al metal.  

El engrosamiento en la zona de transición del ápice radicular en las plántulas tratadas 

sugirió que el ión Al3+ podía estar provocando alteraciones en la orientación del 

crecimiento y por tanto en el alargamiento celular. Para demostrar la veracidad de la 

afirmación anterior se determinaron morfométricamente algunos parámetros celulares de 

crecimiento.  

El análisis diferenciado de este indicador, demostró que las células se redujeron en 

longitud y crecieron en grosor, provocando una expansión radial de las mismas. Este 

desorden morfológico pudiera ser una característica común, al menos para las gramíneas 

que 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 maíz (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 reducción de la longitud 

celular. Esto indica que el Al afecta el alargamiento celular y que su efecto en la 

orientación del crecimiento, pudiera expresarse con mayor intensidad en el engrosamiento 

de la radícula y no en la reducción de su longitud 

Por otro lado, la respuesta significativa observada tanto en el largo como en el grosor 

celular de las plántulas expuestas a la menor dosis de Al respecto a las del control, 

sugiere que 30 µmol.L-1 de Al pueden ser suficientes para romper la sensible dinámica de 

ensamble y desensamble de la red de microtúbulos y microfilamentos. Además, se 

evidencia la posibilidad de que el citoesqueleto pueda ser un blanco de acción 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). Aún más, si 

se tiene en cuenta que el citoesqueleto es la red tridimensional de proteínas 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 expansión celular que arrojó el estudio morfométrico 

pudiera ser explicada mediante la interacción del ión Al3+ con factores que influyen en la 
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organización del citoesqueleto, similar a como sucede en Arabidopsis thalianna (Baskin y 

Wilson, 1997), como los niveles de Mg2+ y Ca2+ en el citosol. 

El Al puede unirse fuertemente a los microtúbulos y microfilamentos y sustituir los iones 

Mg2+ en los complejos con nucleósidos di y trifosfatos, lo que daría lugar a la formación de 

complejos con una razón de hidrólisis menor y por tanto no hidrolizables, Esto pudiera 

provocar rigidez y cambios en la orientación 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 Ca2+ pueden ser reemplazados de la pared celular por el ión 

Al3+, ya que aunque ambos compiten por el sitio cargado negativamente de las pectinas, 

éste pudiera tener una mayor preferencia sobre el catión bivalente Ca2+. El reemplazo del 

Ca2+ puede acarrear alteraciones en la regulación y la orientación del crecimiento celular, 

a partir de que el Ca2+ está asociado a una gran cantidad de señales de transducción y 

procesos reguladores en las células vegetales, como ha sido afirmado por Jones et al. 

(1998). 

Las alteraciones en la homeostasis del Ca2+ pueden ser responsables de las afectaciones 

del transporte de las auxinas a través de la raíz y esto pudo provocar, en este caso, el 

engrosamiento de la radícula, ya que esta hormona además de determinar la respuesta 

gravitrópica de la misma a través de un trasporte coordinado (Taiz y Zeiger, 2006), está 

relacionada con la regulación del crecimiento y la morfología de la raíz.  

Como elemento novedoso se describió por primera vez un método para cuantificar el 

grado de curvatura de la radícula, ya que esta modificación se observó por otros 

investigadores en las raíces de maíz (Ciamporová, 2002), pero no se determinaron los 

valores, ni la variación del ángulo ante diferentes concentraciones de Al.  

Independientemente de la curvatura observada en los ápices del control, como 

consecuencia de la respuesta gravitrópica de una raíz en posición horizontal, se pudo 

comprobar que este indicador cuantitativo, se incrementó ante los niveles de Al y desde 

las menores concentraciones. Además, la variedad más 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 ángulo de curvatura de los ápices radiculares en las 

plántulas expuestas al Al, pudieran ser una consecuencia de las alteraciones provocadas 

por el metal en el transporte de auxinas, ya que desórdenes similares se observaron al 

emplear  inhibidores del transporte de esta hormona en plantas de maíz (Zea mays) 

(Sivaguru, 1999b) y trigo (Avena sativa) (Kollmeier et al., 2000).  

La posible inhibición del transporte de auxinas en los ápices radiculares puede deberse al 

reemplazo de los iones Ca2+ por los iones Al3+ de los sitios de intercambio de la pared 

celular y la membrana plasmática (Wissemeier y Horst, 1995).  

Este reemplazo puede generar un influjo inicial de Ca2+ y por tanto un incremento del Ca2+ 

citoplasmático, requisito que según algunos autores (Hossain et al., 2005; Sivaguru et al., 

2000a), es indispensable para la activación de la enzima glucano sintasa en la membrana 

plasmática. De esta forma se activaría la síntesis de calosa inducida por Al, la cual que 

puede actuar como una barrera física que inhibe el transporte de auxina.  

Aún cuando, Kolmeier et al. (2000) afirma que este mecanismo no está completamente 

esclarecido, el estudio de la calosa in vivo, aportó varios elementos que sustentan la 

hipótesis anterior.  

La localización de las moléculas de calosa, a través de la fluorescencia del complejo 

calosa-azul de anilina, no resultó ser en forma de punteadura fina, como es característico 

de moléculas individuales, sino como pequeños cúmulos 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 específicas de la pared celular, las que 

pueden coincidir con las zonas de punteaduras, en las cuales se agrupan los 

plasmodesmos.  

La deposición preferencial de calosa a nivel de estas estructuras puede causar un 

bloqueo efectivo del transporte de iones, péptidos, hormonas y ácidos nucleicos y por 

tanto de la comunicación intercelular, al igual que ha sido evaluado por algunos autores 

en otras gramíneas (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 hipótesis anterior, 

ya que en las plántulas de la variedad J-104, la calosa se observó en un mayor número de 

capas de células del meristemo fundamental. Lo anterior sugiere que puede haberse 
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provocado un bloqueo de estos comunicadores intercelulares y probablemente del 

transporte basípeto de auxinas. Esto pudiera traer como consecuencia que se produjera 

una acumulación de esta hormona en las células del meristemo fundamental, provocando 

la expansión celular a la que se hizo referencia anteriormente y quizás un transporte 

desbalanceado de la hormona provocó una mayor curvatura de los ápices radiculares. 

Sin embargo, la variedad INCA LP-7 solo exhibió deposición de calosa en las dos 

primeras capas de células del meristemo fundamental, lo que evidencia que el transporte 

de las auxinas puede haber sido menos afectado por el Al y provocar una menor 

curvatura en la radícula de estas plántulas. 

El bloqueo estructural de la comunicación intercelular a través de los plasmodesmos 

puede deberse a que la pared celular alrededor de éstos, se divide estructuralmente en un 

collar amorfo interno que está rodeado por una zona periférica, en la cual la calosa puede 

entremezclarse con el material fibrilar de la pared (Baluska et al., 2000) y permanecer allí. 

Otro elemento que permite reforzar la hipótesis anterior, es que los transportadores de 

esta hormona en las membranas de células protodérmicas y del meristemo fundamental, 

pudieran estar localizados en zonas muy cercanas a los plasmodesmos, ya que una 

ubicación similar de estos transportadores ha sido informada en células meristemáticas de 

Arabidopsis thaliana (Muller et al., 1998; Sivaguru et al., 2000a).  

Ambos  elementos permiten sugerir que la deposición de moléculas de calosa en la pared 

que rodea el plasmodesmo, puede bloquear físicamente el poro y de esta forma reprimir 

la actividad de los transportadores de auxinas y de otros componentes celulares, lo que 

contribuyó a la inhibición del crecimiento.   

Los resultados discutidos evidencian que aunque el mecanismo de síntesis de  la calosa 

inducido por Al, puede provocar cambios estructurales en la pared celular, no interviene 

como mecanismo de tolerancia al metal. Esto se debe a que la variedad más afectada 

exhibió una mayor cantidad de calosa, lo que indica que es una consecuencia de los 

efectos provocados por el metal y no una modificación estructural para impedir la entrada 

del mismo a la raíz. 

La localización del Al en la radícula, mediante la tinción con hematoxilina está acorde con 

los resultados anteriores, ya que cuando las plántulas de la variedad J-104 fueron 

expuestas a 125 µmol.L-1 de Al, los ápices radiculares tomaron una tonalidad azul-violeta, 
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lo que evidencia una mayor incorporación del ión a la radícula. Mientras los ápices de la 

variedad INCA LP-7, sólo llegaron a exhibir esta coloración en forma de puntos, lo que 

indica que la entrada del ión fue mucho más limitada.  

Este colorante tiene la propiedad de tornarse azul-violeta cuando forma un complejo 

específico con el ión Al3+, el que puede facilitar su penetración y retención en la raíz. 

Ademas, la intensidad del color en los ápices radicales teñidos, es una medida 

cuantitativa de la sensibilidad al Al, según algunos autores (Ruiz-Torres y Carver, 1992; 

Cancado et al., 1999), lo que se debe a que los genotipos susceptibles tienden a 

acumular grandes cantidades del metal en los tejidos radicales. Por tanto, la tinción con 

hematoxilina, que ha sido una forma no destructiva de estudiar la sensibilidad al Al en 

varias especies de plantas (Delhaize et al., 1993; Wagatsuma et al., 1995; Cancado et al., 

1999; Gunsé et al., 2003), permitió detectar si las variedades estudiadas absorbían más o 

menos Al. 

Este hallazgo evidenció que la variedad J-104 no posee mecanismos eficientes de 

tolerancia, lo que la hace más vulnerable al efecto tóxico de este ión. No obstante, la 

localización del ión en la INCA LP-7 concuerda con el comportamiento que mostró esta 

variedad ante los indicadores de crecimiento y demuestra que la misma posee un mayor 

grado de tolerancia ante el estrés por Al.  

Esto pudiera deberse a que posee la capacidad de excluir el Al de forma eficiente, 

mediante la exudación de compuestos orgánicos capaces de quelar el Al 

extracelularemente y formar complejos no tóxicos para las plantas, como se ha visto en 

diferentes investigaciones (Delhaize y Ryan, 1995; Kochian, 1995; Ma et al., 1998; 

Sivaguru et al., 2000; Matsumoto, 2000). Este mecanismo se puede relacionar con la 

existencia de canales aniónicos dependientes de Al en esta variedad, teniendo en cuenta 

que en plantas tolerantes de trigo (Ryan et al., 1997) y maíz (Piñeros y Kochian, 2001) se 

ha evidenciado una elevada densidad de estos canales. 

Otro elemento a destacar es que en los exudados radicales de algunas especies, se han 

identificado diferentes ácidos orgánicos inducidos por el Al, entre los que se encuentran el 

citrato, el malato y el oxalacetato (Delhaize y Ryan, 1995; Ma et al., 1998; Sivaguru et al., 

2000; Matsumoto, 2000). En este caso pudiera ser más probable la exclusión del 

oxalacetato, el cual se ha detectado en otras gramíneas como el trigo y el arroz, además 
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ha jugado un papel importante en la detoxificación de cadmio y cobre (Kolmeier et al., 

2001; Ma y Miyasaka, 1998). 

Teniendo en cuenta las consideraciones realizadas en relación con los posibles 

mecanismos de exclusión y los resultados obtenidos en los indicadores de crecimiento, se 

puede sugerir que esta técnica permitió confirmar el grado de toleranciaal Al de las 

variedades en estudio.  

De forma similar se empleó esta técnica en raíces de trigo y maíz (Delhaize et al., 1993), 

donde resultó ser una vía confiable y rápida para  determinar la sensibilidad a este ión, 

entre los distintos genotipos. 

El análisis de las secciones transversales de la radícula sustenta el análisis anterior. En 

las mismas se detectó el Al unido a las paredes de las células protodémicas y más 

externas del meristemo fundamental, para el caso de la variedad INCA LP-7, mientras que 

en la J-104, el Al fue transportado más al interior de la raíz, observándose también en las 

meristemáticas más internas.  

La ubicación del Al se debe a que la pared celular posee una elevada densidad de cargas 

negativas, por lo que es un importante sitio de unión con otros iones (Sivaguru et al., 

2000b; Zheng et al., 2005; Eticha et al., 2005). Las interacciones que se producen con los 

componentes de la misma pueden restringir el ablandamiento de la pared y por tanto el 

crecimiento celular, como sucedió en las células radicales de trigo (Ma et al., 2004) y maíz 

(Kochian  et al., 2004).  

Los resultados permiten sugerir que, además de la acumulación de calosa a nivel de los 

plasmodesmos, la deposición de precipitados de Al, puede ser la causa fundamental de 

los cambios observados en las paredes longitudinales de las células del meristemo 

fundamental, ya que el Al puede alterar la composición de la pared, así como sus 

propiedades mecánicas (Sivaguru et al., 2000b). Además, en los estudios de tolerancia a 

este metal, se ha abordado con mucha fuerza la interacción con los fosfatos (Ma et al., 

1997a; Ma y Miyasaka, 1998, Ma y Hiradate, 1998; Shen et al., 2002).  

Por lo que se puede inferir que el ión Al3+ pudo haber sido inmovilizado por los grupos 

fosfatos de la membrana plasmática, teniendo en cuenta que el Al tiene 560 veces más 

afinidad que el Ca por la fosfatidilcolina (Zheng y Yang, 2005) y permanecer en forma de 
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precipitados insolubles (fosfato de aluminio) en el apoplasto, como sucede en los tejidos 

radicales de trigo (Mariendfeld et al., 1995) y maíz (Zheng et al., 2005). 

La deposición de precipitados insolubles de Al pudiera afectar la estructura de la pared 

celular de las células más externas del meristemo fundamental, haciéndola más gruesa y 

rígida, lo que disminuye la extensibilidad mecánica de la misma y conduce 

inevitablemente a la pérdida de la elasticidad necesaria para la elongación. 

La formación de éstos compuestos puede ser una ventaja, si se tiene presente que 

generalmente, los precipitados que se forman no son tóxicos para las plantas (Zheng et 

al., 2005). Además, puede retardar la entrada del ión al citosol, disminuyendo su efecto 

tóxico. Por otra parte, de esta forma se puede fijar el Al en las células más externas, para 

que solo pequeñas cantidades sean transportadas hacia la zona central de la raíz. 

Liao et al., (2006), desarrollaron un experimento en cebada que apuesta a esta teoría, en 

el que se sugirió que el fosfato de aluminio en la superficie radical puede secuestrar el Al 

para impedir su incorporación a la raíz. Resultados similares fueron observados en las 

células radicales en Triticum aestivum (Taylor, 1995), donde se hallaron acumulados 

importantes de precipitados insolubles de Al y fosfatos y en Avena sativa (Marienfeld et 

al., 1995) y Zea mays (Liao et al., 2006), donde además fue encontrada una correlación 

positiva entre las concentraciones de Al y fosfato en la pared celular. 

Los resultados de la localización de Al en ambas variedades, indican que ésta es una 

posibilidad para disminuir la incorporación del Al hacia el interior de la raíz, sobre todo en 

especies tolerantes, en las cuales se utiliza eficientemente el fósforo, que es escaso en 

este tipo de suelos y simultáneamente se detoxifica el ión Al3+ en aras de poder adaptarse 

a la hostilidad del mismo. 

De todos los mecanismos de tolerancia al Al, los menos estudiados son los que se activan 

una vez que el ión está dentro de la célula, no obstante, se pudo apreciar un incremento 

en el número y en el diámetro de las vacuolas en las células de las secciones 

longitudinales de la radícula. Por otro lado, se definieron pequeños cúmulos de iones Al3+ 

dentro de las mismas células en las que el estudio microscópico arrojó una intensa 

vacuolización. Este resultado se hizo más evidente en la variedad susceptible y se 

incrementó con la intensidad de la exposición al metal, lo que permite especular su 

posible almacenamiento dentro de las vacuolas.  
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Los indicios anteriores, sugirieron la presencia del secuestro vacuolar, como un posible 

mecanismo de tolerancia al Al, aspecto que ha sido referido recientemente por algunos 

autores (Zheng y Yang, 2005; Shahk y Nongkynrih, 2007). 

La hipótesis anterior se puede explicar ya que una vez que el ión Al3+ está dentro del 

citosol, se dispara la bomba de protones del tonoplasto (Morita et al., 2008), lo que 

permite el almacenamiento del H+ citosólico. En este caso el Al3+ puede ser transferido a 

la vacuola por una reacción de intercambio (Matsumoto, 2000). Esto permite mantener 

secuestrado al ión dentro de la vacuola y así minimizar su efecto tóxico sobre los 

diferentes componentes celulares, lo que puede constituir una respuesta adaptativa de la 

planta al estrés por Al y además puede mantener la homeostasis celular. 

El incremento en la vacuolización celular funciona como una respuesta al estrés en 

algunas especies vegetales (Ouzounidou et al., 1995; Ciamporová, 2002, Sam et al., 

2003) y se ha observado en las raíces de otras gramíneas en respuesta al Al, entre las 

que se encuentran, la cebada (Marienfeld et al., 1995), el trigo (Avena sativa) (Matsumoto, 

2000) y el maíz (Zea mays) (Budikova et al., 1997; Votrubová et al., 1997; Clune y 

Copeland, 1999; Vázquez et al., 1999). 

Los resultados indican que hay una mayor entrada del Al a las células de la variedad J-

104 respecto a la INCA LP-7, razón por la cual esta variedad pudiera desencadenar un 

mecanismo de almacenamiento intracelular a través del secuestro vacuolar, el cual puede 

variar con las características de la exposición al metal, según refieren algunos trabajos 

(Eleftheriou et al., 1993; Vázquez et al., 1999; Morita et al,. 2008). Esto pudiera disminuir 

los efectos tóxicos que puede provocar el ión en el citoplasma, entre los que se encentran 

los cambios en los planos de división de células meristemáticas, como ha sido observado 

en raíces de maíz (Budikova et al., 1997).  

No obstante, esta variedad fue la más afectada en todos los indicadores evaluados, lo que 

indica que el secuestro del ión en las vacuolas no funciona en estos genotipos como un 

mecanismo de tolerancia, ya que ni siquiera un intenso secuestro vacuolar permitió a la 

misma evadir los efectos tóxicos del metal. Por tanto, la J-104 no es capaz de tolerar las 

dosis de Al empleadas (30, 65 y 125 µmol.L-1), teniendo en cuenta que la mayoría de los 

indicadores evaluados sufrieron una afectación evidente cuando las plántulas fueron 
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expuestas a la menor concentración del metal. 

A partir de los indicio que arrojó la localización del Al en los ápice radiculares se sugiere 

que en el arroz, como en otras gramíneas, el mecanismo que debe desempeñar el papel 

fundamental en la tolerancia al Al, no es el secuestro vacuolar, sino los mecanismos de 

exclusión, ya que numerosas evidencias han sido expuesta en este sentido (Delhaize y 

Ryan, 1995; Kochian, 1995; Ma et al., 1998; Sivaguru et al., 2000a; Matsumoto, 2000),  

Diversos estudios genéticos y bioquímicos sobre la señalización del estrés han aportado 

evidencias que indican la importancia de las MAP quinasas en la regulación del estado 

fisiológico de la planta y su expresión génica en respuesta a varios estreses. La actividad 

de  las MAP quinasas es regulada a través de una cascada de fosforilaciones, que puede 

conducir a varias respuestas celulares, como la diferenciación y la división celular, 

elemento que hizo pensar en una posible activación de las mismas ante la presencia del 

Al. 

Recientemente se ha demostrado que la vía de la MAP quinasas, es activada en  arroz 

(Yeh et al., 2003, 2004) y en alfalfa (Jonak et al., 2004) en respuesta a algunos metales 

pesados, como el Ni, Cu, Cd, Fe y Zn (Yeh et al. 2003, 2004; Lin et al. 2005; Tsai y Huang 

2006). Los resultados obtenidos en esta investigación demostraron que la vía de 

transducción de la señal de las MAP quinasas opera durante la respuesta inducida por el 

Al3+, razón por la cual su estudio constituye una novedad.  

Se evidenció además que en las plántulas del control de las dos variedades estudiadas, 

las MAP quinasas totales, se encuentran dispersas en el núcleo y el citoplasma, en bajas 

concentraciones, lo que no contradice las funciones que les han sido asignadas por Chen 

et al. (2007), en estas estructuras celulares para garantizar un buen funcionamiento de la 

célula.  

En los núcleos de las células en división se encontró una mayor cantidad de las mismas, 

lo que puede deberse a que estas proteínas, además de formar parte de cadenas de 

fosforilación activadas en respuesta al estrés, es posible que participen en la construcción 

del fragmoplasto o en la regulación del transporte de vesículas hacia el plato celular, 

como informaron algunos autores (Pitzschke y Hirt, 2006, Jonak et al., 2004), lo que 

evidencia su función en la citocinesis y razón por la cual han sido identificadas por 

Ligteringk, (2000) como reguladoras del ciclo celular en las plantas.  
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La presencia de las MAP quinasas totales en  el citoplasma de las células puede deberse 

a su capacidad de fosforilar las proteínas del citoesqueleto, probablemente en función del 

crecimiento celular. Sin embargo su localización en el núcleo, puede responder a que 

estas proteínas, además de fosforilar, pueden ser fosforiladas y así son transportadas  al 

núcleo celular, para activar factores de transcripción, en función de dar una respuesta 

adecuada ante la toxicidad por Al (Coronado et al., 2007; Kumar et al., 2008).  

Los primeros estudios que relacionaron las MAP quinasas con el ciclo celular, fueron 

desarrollados por Katsuta y Shibaoka (1992), quienes observaron un bloqueo de la 

entrada en mitosis y desensamble de la banda de preprofase, al imponer un tratamiento 

con inhibidores de proteínas quinasas. En las mismas condiciones, Wolniak y Larsen 

(1995) detectaron prolongación de la metafase.  

Independientemente de que el estudio de las MAP quinasas totales aportó elementos 

novedosos acerca de su distribución y sus posibles funciones dentro de la célula en 

condiciones normales, los resultados de la localización nuclear de las MAP quinasas 

activas en las plántulas tratadas con Al, demuestra que la vía de señalización de las MAP 

quinasas opera como parte del mecanismo de transducción de la señal que se 

desencadena ante la presencia del Al.  

Otro elemento a destacar es que las plántulas, estuvieron un tiempo prolongado ante la 

presencia del Al y esto pudo provocar daños irreparables en las membrana. Lo anterior 

permite sugerir que la activación de la vía de las MAP quinasas, en este caso, también 

pudiera estar relacionada con el estrés oxidativo que se genera ante una prolongada 

exposición con el ión Al3+, como sucede con otros iones metálicos, como el Cd2+ y el Cu2+, 

los cuales inducen la generación de radicales libre y especies activas del oxígeno (Yeh et 

al., 2007). 

El Al puede ser incorporado a la células mediante transportadores y una vez que está en 

el citosol pudiera pasar a diferentes organelos, donde se generarían las especies activas 

del oxígeno, debido al potencial redox del metal o a los efectos del mismo sobre el 

metabolismo (Yeh et al., 2007). El exceso de estas especies activas del oxígeno puede 

causar un desbalance en este potencial y desencadenar posibles vías de señalización, 

entre ellas la de las MAP quinasas, las que son transportadas al núcleo para activar allí 

factores de transcripción que regulan la expresión génica para la respuesta al estrés. 
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La activación de las MAP quinasas citoplasmáticas, permite sugerir que esta vía de 

transducción de la señal, también puede regular la organización del citoesqueleto, 

teniendo en cuenta que éste, no es más que una estructura dinámica de componentes 

proteicos y está formado fundamentalmente por microtúbulos y microfilamentos. Éstos 

han sido implicados en una amplia variedad de funciones celulares, entre las que se 

encuentra la expansión celular, fenómeno que se discutió con anterioridad. 

Teniendo en cuenta las modificaciones estructurales detectadas ante la presencia del Al, 

así como las posibles consecuencias fisiológicas en el funcionamiento del mismo, se 

propone un modelo de acción del ión Al3+ en la célula radical de la planta de arroz (Figura 

29). El mismo constituye una novedad, ya que por primera vez se integran los efectos del 

Al en la célula radical, haciendo énfasis en la relación estructura-función. 

La explicación del mismo, es posible teniendo en cuenta que la pared celular es la primera 

estructura con la que interactúa el ión Al3+ y es portadora de una gran cantidad de cargas 

negativas, por lo que el ión Al3+ puede unirse a ella, a través de los sitios de unión del 

Ca2+, los grupos fosfatos (Zheng et al., 2005) y de forma preferencial a los grupo COO- y 

OH- de las pectinas, lo que sido informado por diferentes autores (Blamey y Dowling, 

1995; Chan et al., 1999; Sivaguru et al., 2000b).  

Los grupos COO- y OH- de las pectinas, también son sitios de unión de los iones Ca2+ y 

aunque ambos compiten por el sitio cargado negativamente de las pectinas, el ión Al3+ 

tiene una mayor preferencia sobre el catión bivalente Ca2+ (Hossain et al., 2005), por lo 

que pudiera reemplazarlo de la pared celular [Figura 29 (3)].  

La liberación de estos iones pudiera generar un incremento del Ca2+ citoplasmático y 

provocar alteraciones en la regulación y la orientación del crecimiento celular (Jones et al., 

1998). Sin embargo, se ha demostrado que el Al puede bloquear los canales de Ca 

(Jones y Kochian, 1995) mediante su unión al sitio receptor del canal o interfiriendo en las 

proteínas asociadas al mismo (Rengel, 1996). Además, puede ocupar el sitio de unión del 

Ca2+ en enzimas y proteínas y desestabilizar el complejo que requieren las ATPasas de 

Ca2+ para su funcionamiento (Hossain et al., 2005) 

No obstante, es posible que la despolarización inicial de la membrana plasmática 

provocada por la interacción del Al, active algunos canales Ca2+ dependiente de voltaje y 
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se genere un pequeño influjo de este ión, como se ha comprobado en raíces de trigo 

(Lindberg y Strid, 1997), el cual pudiera ser suficiente para activar algunos mecanismos 

relacionados con la citotoxicidad del Al en la raíz, entre los que se puede encontrar, la 

síntesis de calosa.  

Se ha visto que la calosa es sintetizada por la enzima glucano sintasa, la que se localiza 

en la membrana plasmática y se activa con un incremento en el Ca2+ citoplasmático 

(Sivaguru et al., 2000a) (Figura 29 [3]).  

A partir de los resultados, se puede sugerir que las moléculas de calosa sintetizadas 

pudieran acumularse en los plasmodesmos y causar la obstrucción del poro, lo que puede 

interrumpir la comunicación intercelular. Por otro lado,  su posible ubicación alrededor del 

poro, pudiera bloquear los transportadores de auxinas, que en estas mismas células, pero 

en raíces de maíz, se localizan cercanos a los plasmodesmos (Horst et al., 1997). De esta 

forma se puede limitar el transporte de la hormona, provocando inhibición en el 

crecimiento radicular.  

Es importante notar, que la deposición de calosa pudiera generar un engrosamiento de la 

pared celular, al igual que los precipitados de Al, los que se pueden formar como 

consecuencia de la interacción del Al con el P, probablemente, como parte de un 

mecanismo de secuestro por fosfato (Figura 29 [3]). 

Independientemente de que el ión Ca2+ está asociado a una gran cantidad de señales de 

transducción (Jones et al., 1998; Hossain et al., 2005), este ha sido considerado un 

elemento necesario pero no suficiente para la activación de diferentes sistemas de  MAP 

quinasas (Ligteringk, 2000).  

Diversos receptores de quinasas se han encontrado como parte del mecanismo molecular 

y celular de respuesta ante un estímulo externo (He et al., 1998, Sivaguru et al., 2003; 

Kumar et al., 2008) y se ha demostrado que los receptores de quinasas asociados a las 

paredes celulares son una subfamilia de receptores que juegan un papel crítico dentro del 

mecanismo de comunicación en las plantas (Kohorn, 2000).   

Algunos estudios en Arabidopsis, evidencian su relación con diferentes funciones, 

incluyendo la resistencia a patógenos (He et al., 1998), la tolerancia a metales pesados 

(Sivaguru et al., 2003) y el desarrollo de la planta (Wagner y Kohorn, 2001).   
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Lo anterior permite sugerir que la activación de las MAP quinasas ante la presencia del Al 

pudiera estar mediada por receptores de este tipo, que pueden unirse covalentemente a 

las pectinas de las paredes celulares, similares a los identificados en raíces Arabidopsis 

thaliana (Sivaguru et al., 2003).  

Los receptores de quinasas se dimerizan después de recibir la señal, así sus múltiples 

residuos de tirosina son autofosforilados y actúan como sitios ensambladores de 

diferentes complejos proteicos que están encargados de reclutar proteínas quinasas de 

las membranas, para iniciar la cascada de las MAP quinasas. 

Esta vía de señalización está formada por una cadena de fosforilaciones (MAPKKK, 

MAPKK, MAPK) que tienen lugar en el citoplasma, de manera que pueden fosforilar a 

otras proteínas del citoesqueleto, probablemente en función del crecimiento celular 

(Figura 29 [5]).  
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Figura 27: Modelo de acción del ión Al3+ en las células radicales del arroz. 1) El Al una vez incorporado al 
citosol a través de transportadores (T-Al) de membrana, es atraído químicamente por el núcleo, donde 
puede unirse al material nuclear e interferir en la replicación del ADN, lo que inhibe la división celular. 2) El 
Al citosólico puede desplazar a los iones Mg2+ de los GTP y GDP que enlazan los microtúbulos y los 
microfilamentos, lo que puede causar rigidez en la estructura del citoesqueleto y provocar cambios en su 
orientación que generan una expansión de la célula en sentido radial. 3) El Al puede interactuar con los 
componentes de la pared celular desplazando el ión Ca2+ de sus sitios de intercambio, así se genera un 
influjo inicial de este ión, lo que activa la enzima β 1-3 glucano sintasa (β-1-3-GS) responsable de la síntesis 
de la calosa. La calosa sintetizada puede acumularse alrededor de los plasmodesmos (PD), bloqueando el 
poro y los transportadores de auxinas (T-AIA) que se localizan cercanos a él. Esto provoca un 
engrosamiento de la pared, al igual que el precipitado insoluble depositado en el apoplasto como 
consecuencia de la interacción del Al con el P. 4) La entrada del Al al simplasto dispara la bomba de 
protones del tonoplasto como parte del mecanismo de secuestro vacuolar, donde el ión que puede ser 
transferido a la vacuola por una reacción de intercambio Al/nH, para minimizar su efecto tóxico sobre los 
diferentes componentes celulares y mantener la homeostasis celular. 5) El Al puede unirse a receptores de 
quinasas en la pared celular, los cuales disparan una serie de eventos que activa la cascada de 
señalización de las MAP quinasas, las que puede fosforilar proteínas en el citoesqueleto o ser  
transportadas al núcleo para activar allí factores de transcripción (FT) en función de la respuesta al estrés. 
El influjo de iones Ca2+ hacia el simplasto puede ser reforzado por la liberación de especies activas de 
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oxígeno (ROS) debido a que largo tiempo de exposición con el metal puede haber provocado un estrés 
oxidativo. 
(Las líneas discontinuas indican las incógnita que aún posee el modelo y las líneas continuas representan 
los mecanismos que se activan por el Al sobre la base de las evidencias experimentales). 
 
Lo anterior se fundamenta en que esta subfamilia de receptores de quinasas son 

proteínas transmembrana que perciben el estímulo en su dominio extracelular y trasmiten 

la señal a través de su dominio citoplasmático. Lo que  permite confirmar que las 

moléculas que interactúan con la membrana y la pared celular no solo tienen un papel 

estructural, dado por sus dominios extracelulares, sino que también determinan su función 

a través del dominio citoplasmático y por ello pueden actuar en la comunicación entre 

apoplasto y citoplasma (Sivaguru et al., 2003; Gouget et al., 2006) 

En relación con el mecanismo que involucra al citoesqueleto como blanco del Al, se 

postula que el Al puede incorporarse al citosol mediante transportadores de membrana y 

unirse fuertemente a los microtúbulos y microfilamentos, debido al desplazamiento de 

iones Mg2+, por el ión Al3+ en los complejos con nucleósidos di y trifosfatos (Horst et al., 

1997; Grabsky y Schindler, 1998; Jones et al., 1998). La misma se basa en que las 

sustituciones provocan rigidez en la estructura y cambios en la orientación de las mismas, 

probablemente por la formación de complejos no hidrolizables, ya que el ion Al3+ puede 

unirse 107 veces mejor que el Mg2+ a estos compuestos y la razón de hidrólisis del 

complejo formado con el Al, es 105 veces menor que la del complejo fisiológico con el 

Mg2+ (Grabsky y Schindler, 1998). (Figura 29 [2]). 

Las MAP quinasas, además de permanecer en el citosol, pueden ser fosforiladas y 

dirigirse al núcleo para activar factores de transcripción, en función de dar una respuesta 

adecuada ante la toxicidad por Al (Coronado et al., 2007; Kumar et al., 2008) (Figura 27 

[5]). También pueden permanecer en el núcleo por su responsabilidad en la regulación del 

ciclo celular, el cual se inhibe ante la presencia del Al, posiblemente por su interferencia 

en la replicación del ADN.  

El núcleo posee una gran cantidad de cargas negativas (Silva et al., 2000), por lo que 

puede atraer químicamente a los iones Al3+, lo que puede justificar una acumulación 

preferencial alrededor del mismo y con ello la posibilidad de ser incorporados a través del 

poro e interactuar directamente con el material nuclear, impidiendo la entrada en mitosis 
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(Figura 29 [1]). Al no poder completarse el ciclo celular, inevitablemente se afecta el 

proceso de división celular, lo que contribuye a la inhibición del crecimiento radical. 

Una vez que el ión Al3+ entra a la célula se produce un desbalance el pH citosólico, lo que 

puede conducir a una activación de la bomba de protones del tonoplasto, según lo 

informado por Morita et al. (2008), para almacenar el H+ citosólico y recuperar la 

estabilidad del pH y en este contexto, el Al3+ pudiera ser transferido a la vacuola por un 

simporte con H+.  

Es necesario destacar que aún cuando las evidencias obtenidas no apuntan al secuestro 

vacuolar como un mecanismo de tolerancia al Al, en las variedades estudiadas, el hecho 

de poder mantener secuestrado al ión Al3+ dentro de la vacuola permite minimizar su 

efecto tóxico sobre los diferentes componentes celulares (Figura 29 [4]).  

De forma general, la mayoría  de los indicadores evaluados en este estudio demostraron 

una mayor afectación en la variedad J-104, lo que permite afirmar que es más sensible 

que la INCA LP-7 ante la toxicidad del Al.  

La evaluación morfológica de los sistemas radicales mostró un incremento en el número 

de raíces emitidas por las plántulas ante el aumento en la dosis de Al, de manera que 

pudiera ser una respuesta primaria de la planta para su adaptación al medio. Al mismo 

tiempo las raíces mostraron desórdenes morfológicos importantes que pudieran ser 

característicos de las gramíneas ante la presencia de este ión. 

Como aspecto novedoso, los ápices radiculares se curvaron ante la presencia del metal, 

por lo que se sugirió que en la práctica, la curvatura radicular puede ser utilizada como un 

indicador de toxicidad al Al. Además, esta modificación puede ser cuantificada por el 

método que se describe para determinar el ángulo de curvatura de la radícula. 

La reducción que se constató en la longitud radicular fue causada en primer lugar por la 

inhibición de la división celular, lo que se demostró a través de una reducción en el índice 

mitótico. También se comprobaron alteraciones en la orientación del crecimiento celular, 

fenómeno que estuvo dado por una reducción en longitud y una expansión en sentido 

radial de las células del meristemo fundamental, que condujeron al engrosamiento de la 

radícula. Ambas alteraciones se expresaron en la inhibición del crecimiento radicular. 

El Al indujo la formación de calosa probablemente a nivel de los plasmodesmos en las 

paredes celulares y esta deposición puede haber limitado el transporte de las auxinas, 
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provocando una expansión celular y posiblemente la curvatura observado en los ápice 

radiculares.  

Por otro lado, la localización del Al permitió, en primer lugar, demostrar que se acumula 

principalmente en las paredes de las células más externas del meristemo fundamental. Lo 

que se debe, probablemente, al funcionamiento de un mecanismo de secuestro por 

fosfatos en la cara externa de la membrana plasmática, lo que evita la entrada del metal al 

citosol y favorece su adaptación a la hostilidad del medio. 

Por tanto, es posible que la deposición de calosa y la presencia de precipitados de fósforo 

en la pared celular hayan provocado un engrosamiento de la misma, lo que condujo a una 

disminución en su extensibilidad y por tanto a una inhibición del crecimiento celular.  

En un inicio, se pensó en la posibilidad de un mecanismo de secuestro vacuolar para 

minimizar la citotoxicidad del ión Al3+ en el citosol. No obstante, los resultados que arrojó 

el estudio de la vacuolización indicaron que éste, no un mecanismo de tolerancia al Al en 

los genotipos estudiados.  

Como aporte teórico importante, se demostró que el Al, como otros metales pesados, 

activa la vía de señalización de las MAP quinasas en el arroz, las que además de cumplir 

sus funciones en las condiciones normales de la célula, se activan ante la toxicidad de 

este elemento para regular la expresión genética en función de la respuesta al estrés.  

Este cúmulo de evidencias permite conocer de forma integrada, como este ión tóxico 

interactúa con diferentes componentes en la célula radical, como parte de los 

mecanismos de toxicidad y tolerancia activados por él. Además, se demuestra la 

necesidad de conocer todo y cada uno de los cambios estructurales que se producen en 

la raíz de una planta, para llegar a comprender realmente los procesos fisiológicos que 

tienen lugar en ella.  
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6. CONCLUSIONES 
 

1. El Al provocó modificaciones en la anatomofisiología del sistema radical de 

plántulas de arroz, sin embargo, no todas ellas, están relacionadas con la 

tolerancia al metal. 

 

2. La localización del Al en la radícula y el menor grado de afectación en los 

indicadores de crecimiento anatomorfológicos demostraron que la variedad J-104 

es más sensible que la INCA-LP7 a los efectos tóxicos del Al. 

 

3. El incremento en el número de raíces adventicias como consecuencia de las 

afectaciones provocadas en el crecimiento radical, constituye una respuesta 

adaptativa de la planta de arroz ante la toxicidad del Al.  

 

4. El ángulo de curvatura radicular constituye un indicador visual de toxicidad por Al 

en la planta de arroz y puede constituir una metodología de discriminación de 

tolerancia.  

 

5. La respuesta diferencial provocada por el efecto tóxico del Al en los procesos de 

división y alargamiento celular, son indicadores de tolerancia que limitan el 

crecimiento de la célula y por tanto de la radícula. 

 

6. La inducción de la síntesis de la calosa, el secuestro vacuolar y la activación de las 

MAP quinasas provocan desórdenes fisiológicos en la radícula, pero no participan 

en el mecanismo de tolerancia al Al. 

 

7. La vía de transducción de la señal de las MAP quinasas opera durante la respuesta 

citotóxica inducida por el Al en la especie Oryza sativa L. 

 

8. Se estableció un modelo que explica el mecanismo de acción del ión Al3+, en la 

célula radical de la planta de arroz. 
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7. RECOMENDACIONES 
 

 Continuar estudios de microscopía electrónica para determinar las alteraciones 

provocadas por este metal en la ultraestructura de la célula radical.  

 

 Profundizar en los efectos tóxicos del Al y los mecanismos que se desencadenan 

en otras fases del cultivo. 

 

 Se propone el empleo de la Tinción con Hematoxilina, como un método confiable y 

sencillo para determinar la sensibilidad al Al en el cultivo del arroz. 
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