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RESUMEN 

El aluminio es uno de los elementos más abundantes en la corteza terrestre. 

Generalmente se encuentra en forma de aluminosilicatos y conforme el pH del 

suelo disminuye se solubiliza (Rengel, 1992) . La toxicidad del aluminio ha sido 

reconocida como el factor limitante más importante para la producción agrícola 

en suelos ácidos (Haug, 1984). El síntoma principal de la toxicidad por aluminio 

es la inhibición del crecimiento de las raíces (Rengel , 1992). El alull}! nio se puede 

depositar en la pared celular, pero también es capaz de atravesar la membrana 

plasmática y entrar al citoplasma de las células (Lazof et al. , 1994). Aún no se 

conoce cuál es el mecanismo de toxicidad del Al ; se ha propuesto que el Al 

interacciona con el citoesqueleto, con la calmodulina y con algunos de los 

mecanismos de transducción de señales (Kochian, 1995). 

La enzima fosfolipasa C (PLC) es un elemento importante, pues participa en 

el mecanismo de transducción de señales en respuesta a estímulos específicos. 

Esta enzima hidroliza fosfolípidos de inositol para formar diacilglicerol y fosfatos 

de inositol. Esta familia se ha clasificado en 3 subfamilias : ~ , y y 8 (Rhee y Bae, 

1997). En plantas se han detectado a la fecha varios genes que codifican para 

esta enzima (Hirayama et al., 1995; Yamamoto et al., 1995; Shi et al. , 1995; 

Hirayama et al., 1997; Kopka et al. , 1998) . 

En este trabajo se estudió el efecto del Al sobre la actividad de la enzima 

PLC proveniente de raíces transformadas de Catharanthus roseus . También se 

realizaron estudios para conocer el efecto del Al sobre el crecimiento de estas 

raíces . Los resultados más relevantes fueron la inhibición de la actividad de 11 
PLC en ensayos in vitro, con una ICso de 0.1 mM; en ensayos in vivo esta misma 

concentración de Al inhibió la actividad enzimática en períodos cortos de 

incubación (0-4 h) . La adición del AICI 3 en una concentración de 1 mM al inicio del 

ciclo de culti vo , produjo una inhibición del crecimiento de las raíces 

transformadas de alrededor del 50% y también inhibió la actividad de la PLC 

durante todo el ciclo de cultivo. La adición del Al en diferentes días del ciclo de 

cultivo, mostró que este metal tuvo un efecto de inhibición del crecimiento en los 



primeros 6 días del ciclo , su adición en días posteriores no afectó el crecimiento . 

El pH del med io de cultivo no afectó la actividad de la PLC y el crecimiento de las 

raíces. 

El Al no inhibe la actividad de las enzimas involucradas en el metabol ismo 

del nitrógeno: Glutamato deshidrogenasa dependiente de NAO' (GOH-NAO'); 

Glutamato deshidrogenasa dependiente de NAOH (GOH-NAOH) , la Glutamato 

sintasa (GOGAT-NAOH) y la actividad de la 3-hidroxi-3-metil glutaril coenzima A 

reductasa (HMGR) , durante períodos cortos de incubación (1 h) . 

Estos resultados sugieren que la PLC podría ser un blanco para la toxicidad 

por aluminio . 
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ABSTRACT 

Aluminum is one of the most abundant element in the Earth's crust. Most of 

Al is present as aluminosilicates, but is solubilized when the pH of the soil is low 

(Rengel, 1992) . Aluminum toxicity is recognized as the most important factor that 

limit agricultural production on acid soils (Haug ,1984). Al inhibits root growth 

(Rengel, 1992) . Aluminum usually precipitates in the cell wall, but it can also cross 

the plasma membrane and is accumulated in the cell cytoplasm (Lazof el al., 

1994). A mechanism for Al toxicity has not been fully stablished ; however, it has 

been proposed that it can interact with cytoskeleton , calmodulin and signal­

transducti on processes (Kochian , 1995). 

PLC is an important element, since it plays a crucial role in the signal 

transduction cascade in response to specific stimulus . PLC hydrolizes inositol 

phospholipids into dyacilglycerol and inositol phosphates. This family has been 

classified in 3 subtypes: p, y y o (Rhee y Bae, 1997) . In plants , several genes that 

codify for this enzyme have been cloned (Hirayama el al., 1995; Yamamoto el al., 

1995; Shi el al., 1995; Hirayam.a el al., 1997; Kopka el al., 1998) . 

The objectives of this study were : 1) to test the effect of Al on PLC activ ity 

from transformed roots of Calharanlhus roseus and 2) to test the effect of Al on 

root growth. Aluminum inhibited PLC activity in both in vilro, and in vivo assays 

(ICso 0.1 mM) .' ln vivo Al inhibited PLC activity during shorts periods oftime (0-4 h). 

Root growth of Calharanlhus roseus was inhibited by 50% when 1 mM Al was 

added at day O of root culture . Whereas PLC activity was inhibited during the 

whole cu lture cycle . Likewise root growth was inhibited when Al was added in the 

first six days of culture. An inhibitory effect on PLC activity was observed . The pH 

of the culture medium did not affect PLC activity or root growth. Al did not inhibit 

activities of the enzymes involved in nitrogen metabolism (NAO>-GOH, NAOH­

GOH , NADH-GOGAT) and HMGR activity in the same conditions as it does inhibit 

PLC . These results suggest that PLC enzyme could be an target for aluminum 

toxicity. 
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INTRODUCCION 

El aluminio es tóxico para las células y en el caso de las plantas es un factor 

importante que limita la producción de diversos cultivos en suelos ácidos (Haug, 

1984). Se ha postulado que uno de los mecanismos de toxicidad del aluminio en 

la célu la , es porque éste interfiere con alguna vía de transducción de señales , 

particularmente con la vía de los fosfoinosítidos, en la cual participa la enzima 

PLC (Haug eta/., 1994). 

Las células no viven aisladas; en todos los organismos multicelulares, su 

sobrevivencia depende de una red muy elaborada de comunicaciones intra e 

intercelulares que coordinan el crecimiento , la diferenciación y el metabolismo de 

la multitud de células que forman los diversos tejidos y órganos. Las uniones 

especializadas en la membrana plasmática de las células adyacentes les permite 

intercambiar moléculas pequeñas y coordinar sus respuestas metabólicas; otras 

uniones entre células adyacentes determinan la forma y rigidez de muchos 

tejidos (Lodish et al., 1995). Cada célula ha sido programada durante su 

desarrollo para responder a un conjunto específico de señales que actúan en 

diferentes formas para regular el comportamiento de la célula y determinar si 

vive o muere o si prolifera o no. 

La transducción de señales se produce cuando un estimulo es captado por 

una célula . Esta señal es transmitida (transducción) y se produce un cambio 

bioquímico (respuesta) . Este proceso generalmente requiere el reconocimiento 

del estímulo por un receptor y la subsecuente generación de segundos 

mensajeros (Rhee y Bae, 1997). Este fenómeno genera diferentes vías o 

cascadas de señalización, en tanto que el intercambio de señales entre 

diferentes cascadas permite a la célula integrar la información de las múltiples 

señales que recibe (Alberts et al., 1994).Estas señales celulares requieren 

moléculas de señalización extracelular y un equipo complementario de proteínas 

receptoras en cada una de ellas , con capacidad para unir y responder a dichas 

señales en forma programada y característica (Alberts et al., 1994). 

La membrana plasmática tiene una función muy importante en la célula 

debido a su permeabilidad selectiva , no sólo porque mantiene el contenido de la 
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célula , sino también permite la entrada y salida de moléculas. Las moléculas 

receptoras localizadas en la membrana plasmática captan las señales originadas 

en el ambiente externo. Existen dos grupos de proteínas de membrana: 

periféricas e integrales. Las proteínas periféricas se encuentran unidas a la 

bicapa lipídica, probablemente por interacciones electrostáticas; mientras que 

las proteínas integrales están contenidas en su totalidad o en parte en las 

membranas. Las proteínas integrales contienen grandes regiones hidrofóbicas y 

se encuentran inmersas en la bicapa lipídica. Las proteínas de membrana tienen 

diversas funciones, incluyendo una muy importante: la percepción de las señales 

extracelulares. Algul"'éls proteínas de membrana son receptores para hormonas u 

otras moléculas que proporcionan a la célula información acerca de su ambiente 

(Lodish el al., 1995) . 

En los últimos años ha habido un gran progreso en el entendimiento de los 

procesos por los cuales las células responden a señales extracelulares (Shí el al., 

1995). Los receptores de las membranas celulares perciben estas señales , 

directamente o a través de sistemas efectores y generan compuestos llamados 

segundos mensajeros, los cuales transmiten la señal al interior de la célula . Los 

segundos mensajeros más importantes son : el AMPc, el GMPc, los iones Ca 2
., el 

1, 2-diacilglicerol (DAG) y el inositol1 , 4 , 5-trifosfato (IP 3) (Alberts el al., 1994) . 

El DAG Y el IP3 son generados por la hidrólisis del fosfatídilinositol 4, 5-

bifosfato (PIP 2), un fosfolípido de membrana que es un componente importante 

de diversas vías de señales intracelulares . Esta hidrólisis es catalizada por la 

enzima fosfolipasa C (PLC) (Rhee y Bae, 1997) . El DAG activa a una proteína 

cinasa C, y ellP 3 se une a proteínas en las membranas del retículo endoplásmico, 

produciendo la liberación de Ca 2
' desde los almacenes intracelulares hacia el 

citosol (Lodish el al., 1995) . 

Esta cascada de señales permiten a la célula comunicarse con el ambiente 

externo y favorecen su sobrevivencia . La interferencia con algunas de estas vías 

de transducción de señales pueden impedir el desarrollo adecuado de la célula . 

En este trabajo se reportan los estud ios realizados para investigar el efecto 

del aluminio sobre la activídad de la PLC , utilizando como modelo de estudio 

raíces transformadas de Calharanlhus roseus. 
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CAPITULO I 

Antecedentes 

ALUMINIO 

El aluminio es muy abundante en la corteza terrestre y representa 

aproximadamente el 8% de ésta . La concentración de aluminio en las soluciones 

minerales del suelo es usualmente menor a 1 mg L" (-37 ~IM) cuando los valores de 

pH del suelo son superiores a 5.5, pero aumenta conforme el pH del suelo disminuye 

(Marschner,1995). La forma química del aluminio en solución determina su toxicidad 

para las plantas, las especies rizotóxicas incluyen al AI3+, al AI(OHt, al AI(OH); y a la 

forma polimérica AI '3 (Cocker el al., 1998). Las especies del aluminio que se forman en 

solución son dependientes del pH (Foy, 1978). En 1918 se sugirió que el aluminio era 

el factor que ocasionaba la baja producción de los cultivos de Hordeum vulgare y 

Secale cereale en suelos ácidos (Hartwell y Pember, 1918). Desde este primer reporte 

el aluminio ha sido reconocido como el factor limitante más importante que afecta los 

cul tivos de plantas en suelos ácidos del mundo. Este fenómeno afecta entre el 40% y 

el 70% de los suelos arables en el mundo (Haug, 1984). En México, un total de 

13'128,300 Ha dedicadas a la silvicultura , a la ganadería y a la agricultura pueden ser 

afectadas en mayor o menor grado por la acidez del suelo (López el al .. 1994). Este es 

uno de los factores que limitan el desarrollo de las plantas en algunos suelos de los 

estados de Chiapas , Michoacán, Veracruz, Jalisco, Puebla y Tabasco (Aguilar-Noh , 

1991 ). 

Formas fitotóxicas del aluminio 

El Al se presenta en una gran variedad de complejos. Esto dificulta estudiar los 

procesos relacionados con el Al en las plantas (Kinraide, 1991). El aluminio (111) , el cual 

se libera de los aluminosilicatos del suelo en condiciones ácidas, se produce en la 
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forma de aluminio hexahidratado (AI(H20)63' o A13. para una mayor conveniencia. Esta 

especie predor.1ina en condiciones ácidas (pH<5) , conforme el pH aumenta se forman 

el AI (OH t y el AI(OH)2', mientras que cerca de un pH neutro se forma la fase sólida 

AI (OH)3 llamada gibsita . En condiciones alcalinas predomina el AI(OH); o aluminato 

(Kinraide, 1990) . El A13• se puede unir a diversos ligandos orgánicos e inorgánicos, 

tales como el P03., el SO/ ', el F , los ácidos orgánicos , las proteínas y los lípidos 

(Delhaize y Ryan, 1995). Una especie polinuclear muy tóxica del Al es el 

(AIO,AI,i OH)74(H20 )'2t o AI '3 ' el cual se puede formar cuando las soluciones son 

parcialmente neutralizadas con bases fuertes , no se sabe si se forma de manera 

natural y si contribuye a la toxicidad en el suelo (Kinraide, 1991). 

Una gran variedad de cationes trivalentes son tóxicos para las plantas, y dado 

que la toxicidad del aluminio está restringida a condiciones ácidas, se asume que el 

A13' es la mayor especie fitotóxica. Esto ha sido díficil de demostrar, pues casi todas las 

especies monoméricas mencionadas han sido consideradas tóxicas en un estudio u 

otro (Kinraide , 1991). Se ha observado que el AI '3 y el A13' son rizotóxicos para el trigo 

(Parker y Kinraide, 1988) y los hidroxidos de aluminio (excluyendo el aluminato) son 

rizotóxicos para las dicotiledóneas (Kinraide y Parker, 1990). El aluminato y los 

complejos que forma el aluminio con el SO/ ', el F y los ácidos orgánicos no son 

rizotóxicos (Kinraide, 1990; Wright el al. , 1989; Hue el al., 1986). 

Síntomas de la toxicidad del aluminio 

Los síntomas que se producen por el efecto tóxico del aluminio son muy similares 

a los que se observan cuando existen deficiencias de nutrientes en las plantas (De la 

Fuente el al., 1997). La inhibición del crecimiento de la raíz es el síntoma principal y el 

más fácil de reconocer en la toxicidad por el Al. Se ha reportado que en un período de 2 

a 6 h, después del inicio de la exposición al Al , se inhiben tanto la división celular como 

la elongación de la raíz (Takabatake y Shimmen, 1997). 
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Los síntomas que se producen debido a la toxicidad por el Al pueden dividirse de 

acuerdo a los períodos de tiempo en que se presentan y a los efectos que producen en 

la fisiología de la planta. 

1.- Efectos a corto y largo plazo 

Los efectos a corto plazo de la toxicidad por Al se observan en segundos o 

minutos y a largo plazo en horas o días después de su adición (Wiissemeier el al., 

1987). 

2.- Efectos sobre el crecimiento 

Cuando se mantiene a las raíces en una solucion nutritiva que contenga 

concentraciones micromolares de Al , se puede observar una inhibición en el 

crecimiento de éstas después de por los menos 60 min, pero generalmente se 

requieren 4-6 h de exposición al aluminio para observar una inhibición significativa de 

la mitosis de las células de la raíz y su elongación (Tepper el al., 1989). Generalmente, 

la inhibición del crecimiento de la raíz tiene severas consecuencias sobre el desarrollo 

de la planta, resultando finalmente en una disminución en el crecimiento de los brotes, 

una disminución en la producción de las plantas cultivadas y baja calidad del producto 

agrícola final (Rengel, 1992). 

3.- Efecto sobre la toma de nutrientes 

Existe un gran número de reportes en los que se muestra que las raíces y brotes 

de plantas que se cultivan bajo condiciones de estrés por aluminio, durante períodos 

extensos de tiempo, tienen disminuidas sus concentraciones de cationes divalentes 

(especialmente calcio y magnesio) (Jentscke el al., 1991). Sin embargo, se sabe que 

la absorción de los iones depende no únicamente de la capacidad del sistema para 

tomarlos, sino del tamaño de la superficie de absorción (Clarkson , 1985). Se ha 

medido en raíces tratadas con Al la absorción de Ca2
+ y Mg2

+ por unidad de área, y se 

ha observado que este metal reduce directamente la velocidad de la toma de esos 

nutrientes (Jan, 1991). Por lo tanto, esta concentración disminuida de nutrientes 

esenciales quizá sea resultado de ambos efectos, de la disminución en la velocidad de 

la toma de nutrientes y del crecimiento reducido de las raíces (disminución de la 

superficie de absorción). 

9 



4.- Efecto sobre canales de iones 

Los iones Al tiE:nen diferentes efectos sobre diversos canales iónicos, por 

ejemplo: ;:¡) inhiben a un canal de K' en la membrana plasmática de las células guarda 

de Vicia faba (Schoeder, 1988); b) bloquean a los canales de K' en la membrana 

plasmática de los pelos radiculares de Zea mays (Olivetti y Etherton , 1991); c) inhiben 

el cambio de voltaje de un canal selectivo para aniones, el cual es dependiente del 

voltaje; este canal se encuentra en la membrana externa mitocondrial de Neurospora 

crassa (Dill el al., 1987). d) Inhiben también el flujo de Ca 2
' a través de canales de la 

membrana plasmática rje protoplastos de Amaranlhus Iricolor (Rengel y Elliot, 1992); 

e) activan a un canal selectivo para aniones que se encuentra en el plasmalema de 

protoplastos aislados de raíces de trigo (Ryan el al., 1997) . 

TOXICIDAD DEL ALUMINIO A NIVEL CELULAR 

Para entender las bases del mecanismo de la toxicidad del Al en las raíces, se 

requiere tener información acerca del daño que puede ocasionar .a nivel de la 

membrana plasmática o del citoso!. Con respecto a la forma AI J
' no hay un con,censo 

sobre el sitio celular de su mecanismo de toxicic;la'd . El Al puede unirse a componentes 

de la pared celular y precipitar; por lo que se esperaría que cruzara muy lentamente la 

membrana plasmática . Comúnmente la mayoría del Al en la raíz es extracelular y 

reside en la pared o el mucilago alrededor del ápice de la raíz (Clarkson, 1967). El 

hecho de que el Al inhiba el crecimiento de la raíz rápidamente y altere ciertos 

procesos fisiológicos (ej . flujo de Ca2
' ) en cuestión .de minutos (Huang el al., 1992a), a 

pesar de su aparente lenta absorción , ha llevado a la hipótesis que sugiere que el daño 

inducido por el Al es en la pared celular; también se ha postulado que el sitio de la 

toxicidad del Al son los transportadores de iones o diversos eventos de transducción 

de señales iniciados en la membrana plasmática de la superficie de la raíz (Huang el 

al. , 1992b; Rengel , 1992). Tice y sus colaboradores (1992) usaron un método más 

directo para cuantificar el Al , tanto el que se encuentra en el espacio extracelular como 

el citoplasmico en cultivos de trigo resistentes y sensibles al aluminio . Estos 

investigadores encontraron que los extremos de las raíces de cultivos resistentes al 
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aluminio acumulaban menos metal en ambas regiones: la extracelular y la 

citoplasmica, cuando se comparaba con el genotipo susceptible que crecla en la 

misma solución. 

Se ha reportado que un amplio rango de desordenes fisiológicos se producen en 

las primeras horas de la exposición de raíces intactas de plantas a concentraciones 

pequeñas de Al. Hasta hace algunos años, las técnicas para estudios microanalíticos 

no eran lo suficientemente sensibles como para detectar Al a nivel intracelular. Lazof y 

sus colaboradores (1994) demostraron que el aluminio si entraba al citoplasma de la 

célula. Las concentraciones de A13+ intracelular fueron de aproximadamente 70 nmol g. 

1 de peso fresco, en los primeros 30 min de exposición; posteriormente la acumulación 

fue haciéndose más lenta (Lazof et al., 1994). 

Estos resultados apoyan la hipótesis de que los efectos tóxicos del Al en la raíz, 

pueden involucrar la interacción directa entre el Al y los componentes celulares del 

citoplasma. 

MECANISMOS DE FITOTOXICIDAD DEL ALUMINIO EN EL CITOPLASMA 

La toxicidad del Al en el citosol se encuentra disminuida porque en el citoplasma 

existe un pH de aproximadamente 7.5, la mayor parte del Al monomérico podría 

existir como AI(OH); , que parece no ser tóxico para las células (Kinraide, 1990); 

también porque existen varios ligandos potenciales en el citoplasma y esto 

ocasionarla la formación de complejos no tóxicos. Se estima que el A13+ libre en el ; 

citoplasma se encuentra en el rango nanomolar o picomolar (Kochian, 1995). 

Estudios recientes sugieren que concentraciones citoplásmicas de Al en el orden 

nanomolar o subnanomolar pueden ser tóxicas como resultado de la interacción de 

A13+ con sitios regulados por Mg2+. Esta posibilidad se da por las similitudes existentes 

en el tamaño del radio iónico entre el Mg2+ y el AI3+, ya que en los sistemas biológicos 

es más probable que ocurra un desplazamiento del Mg2+ por A13+ que las interacciones 

AI3+_Ca2+ (Kochian , 1995). La inhibición por A13+ de procesos dependientes de Mg2
• 

podría alterar un gran número de procesos celulares tale~ como: los eventos de 

transducción de señales, aquellos que involucran interacciones con el citoesqueleto y 
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procesos en los que se encuentran involucradas enzimas que catalizan las 

reacciones de trans'~er~mcia de fosfatos. 

Interacciones del aluminio con el citoesqueleto 

Recientemente, se ha estudiado en raíces de maíz la interacción del Al con el 

citoesqueleto y se demostró que el sitio de toxicidad del Al se encuentra en la zona de 

elongación (Blancaflor el al., 1998). En esta región de la raíz el Al produjo una 

reorganización de los microtúbulos en la corteza interna. La reorganización y la 

despolimerización de los microtúbulos de la corteza externa inducidos por auxina y por 

frío , respectivamente, fueron bloqueados cuando se realizó un pretratamiento de las 

raíces con Al. Estos resultados sugieren que el Al incrementa la estabilidad de los 

microtúbulos en estas células; este efecto estabilizador del Al en la corteza externa 

coincide con la inhibición del crecimiento. También se observó una reorientación de los 

microfilamentos en las raíces tratadas con Al , y el pretatratamiento con este metal 

minimiza la fragmentación de los microfilamentos inducida por citocalasina B. Estos 

resultados muestran que existe una relación entre la toxicidad del Al y la 

reorganización y estabilización del citoesqueleto en las raíces de maíz (Blancaflor et 

al., 1998). 

Estos resultados concuerdan con los obtenidos en células animales, en los 

cuales se ha observado que los desordenes neurológicos inducidos por el AI3
< . se 

encuentran asociados frecuentemente con defectos del citoesqueleto. Estos 

resultados demostraron que el A1 3
< induce fuertemente el ensamble de tubulina en los 

microtúbulos e inhibe la subsecuente despolimerización inducida por Ca2
< (MacDonald 

el al., 1987) . 

Los bajos niveles de A1 3
< encontrados en el citoplasma de la célula podrían ser 

suficientes para romper la dinámica que existe entre la formación de los microtúbulos y 

su desensamblaje, lo cual podría resultar en disfunción celular. 
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Interacciones con calmodulina 

Siegel y Haug (1983) sugirieron que un blanco primario para la toxicidad por Al 

podría ser la proteína que une Ca
2
', la calmodulina. La hipótesis está basada en un 

trabajo del laboratorio de Haug en el cual se examinó el efecto del Al)' 'sobre la 

estructura de la calmodul ina, utilizando diferentes técnicas, tales como la 

espectroscopía de dicroismo circular, la fluorescencia y la resonancia magnética 

nuclear. Se llegó a la conclusión de que el Al)' se une estequiométricamente a los sitios 

de unión a Ca2
' en la calmodulina con una afinidad 10 veces mayor que el mismo Ca2

". 

La unión del Al)· ocasionaba cambios conformacionales en la calmodulina dando 

como resultado una inhibición de su capacidad para regular otras proteínas. Sin 

embaf9o, años más tarde, You y Nelson (1991) repitieron los estudios de Siegel y 

Haug (1983) y no encontraron ningún efecto del Al)' sobre la estructura de la 

calmodulina a pH 5.5 o 6.5, concluyendo que el aluminio no interactúa con la 

calmodulina a valores de pH relevantes a nivel fisiológico. 

Interacciones del aluminio con procesos de transducción de señales 

Hasta ahora solamente se han realizado extensas investigaciones en el campo 

médico, que han llevado a sugerir que el mecanismo celular de la toxicidad del Al 

podría involucrar interacciones entre este metal y los componentes de la via de 

transducción de señales de los fosfoinosítidos. Esta vía ha sido bien caracterizada en 

células animales (Berridge, 1993) y empieza a ser entendida en plantas (De los 

Santos-Briones el al, 1997). No todos los componentes de la vía de los fosfoinosítidos 

han sido identificados en plantas, pero esta vía de transducción de señales existe en 

las células vegetales. El efecto del Al sobre la vía de los fosfoinositidos en plantas 

podría ser objeto de futuras investigaciones. 
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SEÑALES DE TRANSDUCCION y SEGUNDOS MENSAJEROS 

Todos los organi.3mos vivos reaccionan a señales de su medio ambiente para 

poder sobrevivir y adaptarse a sus condiciones de vida. En los organismos 

multiceiulares es necesaria la comunicación intercelular; esta comunicación puede 

lograrse a través de un contacto directo célula-célula, a través de la unión de 

"moléculas señal" a la membrana plasmática de la célula , o en el caso de células 

animales a través de la formación de uniones "gap" cuando se trata de células vecinas 

(Loewenstein ,1937). Sin embargo, cuando se trata de células distantes, éstas se 

comunica~ a través de la secreción de mensajeros químicos. Algunas moléculas 

extracelulares, entre las que se incluyen las hormonas, los factores del crecimiento , 

los neurotransmisores y otros agonistas , se unen a receptores específicos que se 

localizan en la superficie externa de la célula. La unión agonista-receptor inicia la 

producción de segundos mensajeros. 

Una gran cantidad de señales extracelulares son transmitidas a través de la 

membrana plasmática por una gran variedad de mecanismos que usan moléculas 

como segundos mensajeros. Estos segundos mensajeros, una vez formados, inducen 

reacciones intracelulares que regulan una serie de procesos, tales como el 

metabolismo, la secreción, el crecimiento celular, etc., (Berridge, 1993). Los 

mecanismos de transducción en animales han sido ampliamente estudiados, mientras 

que los estudios en células vegetales apenas comienzan . Los segundos mensajeros 

más ampliamente estudiados a la fecha son el AMPc, el GMPc, los iones Ca 2
- , el 1, 2-

diacilglicerol (DAG) y el inositol1 , 4, 5- trifosfato (IP 3) (Lodish et al., 1995) . 

FOSFOLlPASA C (PLC) EN ANIMALES 

El fosfatidilinositol4 , 5-bifosfato (PIP2) es un importante componente de diversas 

vías de señales intracelulares. Sirve como sustrato para la enzima fosfolipasa C (PLC), 

la cual lo hidroliza y genera dos productos: el1 , 2-diacilglicerol (DAG) y el inositol1 , 4, 5-

trifosfato (IP 3) (Fig . 1). Ambos compuestos son de gran importancia como segundos 

mensajeros. El IP3 es soluble en agua y difunde rápidamente a través del citosol , 
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mientras que el diacilglicerol es un lípido insoluble y permanece en la membrana (Gross 

et al., 1993). EIIP3 produce un incremento transitorio en el calcio citosólico por apertura 

de canales Je calcio; esta función la realiza por medio de su unión a receptores 

específicos localizados en el retículo endoplásmico. El diacilglicerol activa a una 

proterna cinasa dependiente de calcio conocida como proteína cinasa C (Gross et al., 

1993). La proteína cinasa C fosforila residuos de serina o treonina de proteínas blanco 

específicas, regulando sus actividades catalíticas o estructurales. Esta función de 

hidrólisis y generación de segundos mensajeros convierte a la PLC en una enzima 

importante en la transducción de señales mediada por receptores (Berridge, 1993). 

Activación de una prolelna 
cinasa C 

Liberación de calcio de 
almacenes Intracelulares 

Fig. 1. Reacción de hidrólisis del PIP,. La PLC cataliza esta hidrólisis para generar dos 
segundos mensajeros : el DAG que permanece en la membrana y activa a una proteína cinasa 
C y el IP] que es liberado al citosol e interactúa con receptores intracelulares y moviliza 

iones de ca lcio de los almacenes intracelulares [Adaptado de Alberts el al., 1994]. 

Isoenzimas 

La PLC comprende una familia diversa de enzimas que difieren en su estructura 

y distribución en los tejidos. Son proteínas monoméricas y pueden ser divididas en tres 
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tipos (~ , y y o) sobre ;as bases de su tamaño y secuencia de aminoácidos. Cada grupo 

se divide a su vez en subgrupos, que son designados por la adición de un número 

arábigc después de la letra griega (Rhee y Bae, 1997). La tipo ~ incluye cuatro 

enzimas de mamíferos (PLC-~1 , PLC-~2 , PLC-~3 y PLC-~4), la tipo y incluye dos 

enzimas (la PLC-y1 y la PLC-y2) y la tipo o incluye cuatro enzimas (PLC-01, PLC-02, 

PLC-03 y la PLC-M) (Singer et al., 1997) . 

En células animales se han purificado a homogeneidad varias isoformas de la 

PLC; también se han clúnado cDNAs de una gran variedad de tejidos y especies, esto 

es lo que ha permitido la identificación de las isoenzimas antes mencionadas (Rhee y 

Bae, 1997). 

Características estructurales 

La secuencia de aminoácidos de las isoenzimas de PLC es relativamente 

variable con la excepción de dos regiones altamente conservadas, identificadas como 

los dominios X (-170 aminoácidos) y Y (-260 aminoácidos) , que aparentemente 

constituyen el sitio catalítico. La similitud en la secuencia de aminoácidos entre estos 

dominios es - 40 Y 60% , respectivamente, entre las isoenzimas; la similitud es mayor 

cuando se comparan las PLC del mismo tipo (Rhee y Bae, 1997). La secuencia entre 

los dominios X y Y es corta en las isoenzimas ~ y o (Fig.2). En las isoenzimas tipo y esta 

región es mucho más grande y contiene los dos dominios .s.rc homology 2 (SH2) y un 

dominio .s.rc homology 3 (SH3) (Singer et al. , 1995) . 

Todas las isoenzimas poseen una región aminoterminal de -300 aminoácidos 

que precede a la región X y que contiene el dominio de Homología a Pleckstrina (PH) . 

El dominio PH es una región de - 100 aminoácidos presente en numerosas proteínas 

de diversas funciones. Hasta la fecha se han identificado varios ligandos capaces de 

unirse a proteínas que contienen el dominio PH , entre éstos se incluye al PIP2 y las 

subunidades ~y de las proteínas G heterotriméricas (Parker et al., 1994). También 

poseen dos módulos accesorios, un dominio EF-hand y un dominio C2 (Fig .2) ; el 

p¡:jmero posee cuatro sitios de unión a Ca2
> y el segundo se ha sugerido que participa 
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en la unión a las vesículas lipídicas; esta unión es dependiente de Ca2
' (Rhee y Bae, 

1997). 

PH EF-HAND e2 
PLC-p 

N-<=><>1 X ~ Y O e 
p 1- 4 

PH EF-HAND e2 
PLC8 

N-<=><>1 x H 
y 

De 
81- 4 

PH EF-HAND PHSH2 PH e2 
PLCy 

N x e 
y1 & y2 

SH3 

Fig. 2 Representación linear de los diferentes dominios identificados en las tres familia s de la 
PLC. Se ind.can los dominios catalíti cos X y Y, asi como los dominios PH , EF-hands, C2 y SH (S H2 
y SH3) (Adaptado de Rhee y Bae, 19971 . 

Meca nismos de activación 

Las isoformas de PLC pueden ser activadas por diferentes mecanismos. La 

activación de las enzimas tipo y se lleva a cabo por mecanismos de fosforilación . Esta 

fosforilación la realizan cinasas de tirosina. Se produce por medio del enlace de estas 

cinasas con la enzima, a través de los dominios SH2. Las isoenzimas tipo p son 

activadas como resultado de un enlace entre las subunidades a de una proteína G 

clase Gq y la región carboxilo terminal , o del enlace de las subunidades pya través del 

dominio PH. Aún no se conoce muy bien el mecanismo de regulación de las PLC 8, pero 

recientemente se han propuesto dos mecanismos para la regulación de estas 

isoenzimas (Singer et al., 1997). En uno de estos mecanismos se propone que la 

regulación es por una proteína G, denominada Gh, la cual se demostró recientemente 

que estimula la actividad de la PLC 81 . Se ha sugerido un segundo mecanismo, en el 
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cual se propone que la regulación de la actividad enzimática está a cargo de un 

polipéptido que tiene homología con las proteínas Rho-GAP. Se ha demostrado que 

este polipéptido puede estimular la actividad de la PLC 01, pero no a la PLC ~1 o a la 

PLC y1 (Rhee y Bae 1997). 

Todas las isoenzimas son activadas por Ca2
• in vilro , pero las isoenzimas PLC o 

son más sensibles a Ca2
• cuando se comparan con las otras isoenzimas. Además, la 

PLC o, puede anclarse a las membranas que contienen PI P 2 por medio del dominio PH, 

en ausencia de otras señales. Un incremento en la concentración intracelular de Ca2
• a 

un nivel suficiente para fijar el dominio C2 de la PLC o, podría por lo tanto, llevar a su 

activación. Esta activación de las isoenzimas de PLC o, puede ocurrir de forma 

secundaria a la activación de otras isoenzimas de PLC (a través de un receptor) o 

podría ser resultado de la activación de canales de Ca2
• (Rhee y Bae, 1997). 

PLC EN PLANTAS 

La PLC está presente también en tejidos vegetales; en los últimos años han 

aparecido reportes de su actividad en varios sistemas vegetales (Yotsushima el al., 

1992; Huang el al., 1995). A la fecha, se han identificado en células vegetales dos tipos 

de PLC específica para fosfolípidos de inositol : una soluble y la otra asociada a la 

membrana. Las formas solubles hidrolizan preferencialmente PI y requieren 

concentraciones milimolares de Ca2 
•. Las actividades asociadas a la membrana tienen 

como sustratos al PIP y al PIP2 y necesitan concentraciones micromolares de Ca2
• para 

su activación (Yotsushima el al., 1992). 

También se ha reportado la clonación de genes que codifican para la PLC en 

plantas. En Arabidopsis lhaliana se han clonado tres genes: a) un gen que codifica para 

una PLC específica para PI y que es inducido bajo condiciones de estrés salino y 

deshidratación (Hirayama el al., 1995); b) un gen que exhibe un alto grado de similitud 

de secuencia con los genes de la PLC-o de animales (Yamamoto et al., 1995); c) un gen 

de A. Thaliana que codifica para una PLC específica para PI que es expresado 
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constitutivamente Y cuyo RNAm fue detectado tanto en tejido vegetativo como floral , 

este gen presenta homología con la PLC 8 de animales (Hirayama et al., 1997). Se ha 

clonado un gen de soya, que codifica para una PLC específica para PI y que presenta 

una alta homología con la PLC 8 de animales (Shi et al., 1995). Recientemente, se ha 

reportado la clonación de tres genes de Solanum tuberosum que codifican para tres 

diferentes isoformas de PI-PLC. Los tres genes se expresan en hojas, flores y raíces de 

papa (Kopka et al., 1998). 

INTERACCION DEL ALUMINIO CON PROCESOS DE TRANSDUCCION DE 

SEÑALES 

Haug y colaboradores (1994) realizaron estudios sobre el mecanismo de 

toxicidad del aluminio con procesos de transducción de señales en células animales. 

Estos estudios sostienen la hipótesis de que las interacciones de los iones de aluminio 

con los elementos de las vías de transducción de señales son eventos primarios en las 

células afectadas por dicho ión. Los resultados de los estudios realizados en células 

de neuroblastoma sobre la interacción de la vía de los fosfoinosítidos y el AIJ·, han 

sugerido que las prote ínas G y una PLC específica para PIP2 son los elementos de la 

vía con los que interactúa este ión . Se observó que el AIJ• disminuye la acumulación de 

fosfatos de inositol , principalmente el IPJ. La formación de IPJ también se encuentra 

disminuida en células pretratadas con aluminio, aún en presencia de altas 

concentraciones de Ca 2
'; estos resultados sugieren qUe el aluminio tiene como 

blancos a la proteína Gp y/o a la fosfolipasa C específica para PIP2, ya que estos dos 

componentes son cruciales para la formación de IP3 (Shi y Haug 1992). La interacción 

con la proteína Gp posiblemente se lleve a cabo en el sitio de unión al Mg2
' (Haug et al., 

1994). El AIJ' no parece unirse allPJ e inactivarlo directamente (Kochian , 1995). 

En células vegetales se ha estudiado el efecto del Al sobre el IPJ; al aplicar 

exógenamente Al (50 ¡..tM) en raíces de trigo se observó que se inhibe rápidamente el 

crecimiento de estas. La actividad de la PLC fue medida en membranas microsomales 

directamente en presencia de tricloruro y citrato de alumir.l io, ambos compuestos 

inhibieron la actividad enzimática de la PLC de una manera dependiente de la dosis y 
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a concentraciones fisiológicamente relevantes de Al (Jones y Kochian , 1995). La 

exposición al Al no tiene efectos sobre la desfosforilación dellP3 ; tampoco afectó a 

otras enzimas que se aislaron de las raíces de trigo. Esto sugiere que la PLC podría 

ser un blanco para el mecanismo de toxicidad del Al. Esto pudiera tener profundos 

efectos sobre la división y la elongación celular, porque se está impidiendo la 

formación de IP 3. El I P 3 es un mediador de la elevación transitoria de Ca2
', la cual es 

necesaria para continuar los eventos de crecimiento celular. También podría estar 

interfiriendo con la dinámica del citoesqueleto, la cual depende de la presencia de IP3 

y de PIP2 ~Jones y Kochian , 1995). 

PLC EN Catharanthus roseus 

Se ha logrado un avance importante en el estudio de la enzima PLC usando 

como modelo las raíces transformadas de C. roseus. Dentro de los antecedentes más 

importantes se pueden citar los siguientes: 

a) Se ha encontrado actividad de PLC tanto en fracciones solubles como 

membranales. La actividad de la fracción soluble es mayor en el día dos del 

crecimiento de las raíces. En el caso de la actividad encontrada en la fracción 

membranalla actividad más elevada se encontró en el día seis (De los Santos Briones 

etal., 1997). 

b) La enzima es dependiente de la concentración de Ca2
' , la PLC citosolica así 

como la membranal se activaron de una manera dependiente de la dosis. La actividad 

soluble se activó hasta una concentracion máxima de 100 IJM . Mientras que la 

actividad membranal fué activada hasta una concentración máxima de 360 IJM; 

concentraciones mayores ejercen un efecto de inhibición sobre la actividad enzimática 

(De los Santos-Briones et al., 1997). 

c) Se ha medido el efecto de los cambios en el pH sobre la actividad de la PLC y 

se ha observado que para la actividad de la fracción membranal el pH óptimo es de 

6.8, mientras que en la fracción citosólica se encuentran dos picos de máxima 

actividad uno a pH 6.0 Y el otro a 6.8 (Hernández-Sotomayor et al., 1997) . 
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d) Se observó también una inhibición de la actividad enzimática en experimentos 

en los cuales se estudió el efecto de diferentes concentraciones de sulfato de 

neomicina, poliaminas y diferentes cationes sobre la actividad de la PLC de ambas 

fracciones: citosól ica y membranal (Piña-Chable et al., 1998). 

e) En estudios inmunológicos se encontró que anticuerpos monoclonales contra 

la PLC 8 y anticuerpos policlonales contra la PLC y de animales reconocen a la PLC de 

C. roseus (Piña-Chable, 1997). 

f) En presencia de distintos activadores de proteínas G, tales como iones de 

flúor, magnesio, nucleótidos de guanina, mastoparán y ácido indolacético se 

observaron diferentes efectos sobre la actividad de la PLC in vitro ; en algunos casos la 

regulación fue de tipo inhibitorio y en otros de tipo estimulatorio. Al parecer, la 

regulación de la actividad de la PLC in vitro , se lleva a cabo a través de proteínas G 

sensibles a la tóxina del cólera, pero insensibles a la toxina pertussis (Suárez-Sol is et 

al., 1999) . 

Modelo experimental : raíces transformadas de Catharanthus roseus (L.) G. Don 

C. roseus es una angiosperma dicotiledónea perteneciente a la famil ia 

Apocynaceae, originaria de Madagascar. Esta planta ha sido de las más estudiadas, 

debido a que se han aislado más de 200 alcaloides de diferentes partes de la planta , 

varios de ellos son de importancia en la industria fa rmacéutica. Los más importantes 

son la vinblastina y la vincristina que poseen propiedades antileucémicas; la ajmalicina 

que se utiliza como antihipertensivo y la serpentina que se usa como sedante . El interé? 

por incrementar la producción de estos metabolitos ha llevado a buscar métodos 

alternativos para su obtención (Van der Heijden el al. , 1989); como son los cultivos de 

ra lces transformadas. 

Actualmente, la Unidad de Biología Experimental del Centro de Investigación 

Científica de Yucatán cuenta con varios cultivos de C. roseus . Uno de éstos es la línea 

J1 . Está línea de raíces se obtuvo a partir de la infección de hojas con Agrobacterium' 

rhizogenes (bacteria gram negativa del suelo)(Ciau-Uitz el al ., 1994), Y ya ha sido 

caracterizada en cuanto a crecimiento y producción de alcaloIdes. 
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Los cultivos de raíces transformadas tienen varias ventajas, como son: a) su 

capacidad para produ:::ir una gran cantidad de biomasa, b) el hecho de tener un alto 

nivel de estabilidad, tanto a nivel genético como a nivel bioquímico, c) es un modelo en 

el cual ya se ha generado información muy valiosa sobre la actividad de PLC (De los 

Santos-Briones et a/., 1997; Hernández-Sotomayor., et a/1997; Piña-Chable et a/., 

1998; Suárez-Solis et al, 1999). El hecho de conocer el comportamiento de la actividad 

enzimática, el conocer algunos factores que modulan su actividad y el hecho de tener 

caracterizado el cultivo permitirá avanzar más rápido en los estudios a realizar. 

Conclusiones 

Teniendo como base que existe una Interacción entre la via en la que participa 

esta enzima y el AI 3
' , el objetivo de este trabajo fué estudiar el efecto del aluminio sobre 

la actividad de la PLC y sobre el crecimiento de las raíces transformadas de C. roseus 

línea J1 . 
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HIPÓTESIS 

En estudios realizados en células animales se ha demostrado que existe una 

interacción entre el aluminio y la vía de transducción de señales en la cual participa la 

enzima PLC. Por lo cual se ha sugerido que el mecanismo de toxicidad del Al involucra 

una interacción entre esta enzima y el metal. Entonces, esta interacción podría 

estarse produciendo también en las células vegetales y el Al debe afectar la actividad 

dela PLC. 

OBJETIVO GENERAL 

- Estudiar los efectos del aluminio sobre el crecimiento de las raíces 

transformadas de C. roseus línea J1 y sobre la actividad de la PLC en las raíces 

transformadas de C. roseus en experimentos in vitro e in vivo. 

OBJETIVOS ESPECIFICaS 

1) Documentar el efecto de diferentes concentraciones de Al y períodos de 

incubación con el Al sobre la actividad de PLC in vitra. 

11) Cuantificar las concentraciones de Al libre en el medio de cultivo. 

111) Documentar el efecto de diferentes períodos de incubación con Al sobre la 

actividad de PLC in vivo. 

IV) Medir el efecto de diferentes concentraciones de AW;obre el crecimiento de 

las raíces transformadas y sobre la actividad de PLC durante el ciclo de crecimiento de 

las raíces. 

V) Medir el efecto del cambio en el pH 30bre la actividad de la PLC in vivo y 

sobre el crecimiento de las ralces. 
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DISEÑO EXPERIMENTAL 
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t 
Experimentos 

in vitro 

t 
Extracción de la PLC 
de la fracción soluble y 
membranal 

t 
Tratamientos: 
Adición de diferentes [Al] a 
la mezcla de reacción e 
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con Al durante diferentes 
tiempos 

t 
Medición de la 
actividad de la PLC y 
de la concentración 
de proteínas 

t 
t 

Experimentos 

in vivo 

t 
Incubación de las raíces 
transformadas con: diferentes [Al] y 
durante diferentes tiempos de 
incubación 

t 
f 

Determinación 
de la [Al] libre en 
el medio de 

cUltiv, 
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CAPITULO 11 

Determinación de la concentración de AI'+ en el medio de cultivo de las ralces 

transformadas de Catharanthus roseus 

María Luisa Piña-Chable y S. M. Teresa Hernández-Sotomayor 

Palabras claves 

Aluminio, morín, Cafharanfhus roseus 

Abreviaturas 

Al , aluminio; morín , 3, 5, 7, 2' , 4'-pentahidroxiflavona; DMSO, dimetilsulfóxido 

RESUMEN 

El Al en solución, puede formar numerosos complejos, esto puede conducir a 

estimaciones erróneas al medir su concentración en la célula (Kinraide, 1991). Esto a 

provocado que se desarrollen varias metodologías para su cuantificación. Un método 

involucra el uso del morín , un flavonoide que al unirse al A13
+ emite fluorescencia en un 

pico de 510 nm (Vitorello y Haug, 1997). En el presente estudio se realizaron 

experimentos para demostrar que el morí n se une específicamente al AI 3
+. Se midió la 

concentración del A1 3
• en medios de cultivo con raíces de 3 y 7 días de crecimiento. S~ 

observó que la concentración de Af· disminuye conforme aumenta el período de 

incubación de las raíces con el AICI 3 (0.1 mM). Estos resultados señalan al morín como 

un método específico y sensible para la determinación de AI3 
• . 
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INTRODUCCION 

La mayor parte de las dificultades en la interpretación de los estudios sobre los 

efectos tóxicos del Al se deben a la gran variedad de complejos que este metal 

puede formar (Kinraide, 1991). La precipitación de los hidróxidos que forma el Al , 

especialmente en la pared celular (Clarkson, 1967), pueden resultar en estimaciones 

érroneas de su entrada a la céllJla. Este fenómeno ha llevado al desarrollo de nuevas 

metodologías para su detección. Idealmente, un buen método para detectar Al 

permite la cuantificación y la localización intracelular de este metal , con alta 

sensibil idad y resolución . En la mayoría de los estudios para detectar y/o localizar al 

Al en las células, se han usado los microanálisis con rayos X y más recientemente la 

espectrometría de masa iónica (Lazof el al., 1994). Estas técnicas requieren 

instrumentos costosos y una compleja preparación de las muestras (Vitorello, 1997). 

Un método alternativo involucra el uso de un flavonoide, llamado morín (3, 5, 7, 

2', 4'-pentahidroxiflavona) (Fig . 3) . Con un límite de detección en la concentración de 

[Al" ) de 0.4 ~M . Este reactivo fluorescente se utiliza en química analítica y también 

ha sido utilizado en estudios histoquímicos para localizar al Al en las células (Browne 

el al., 1990). El morín se utiliza como una técnica cuantitativa, ya que al preparar una 

curva patrón, se puede determinar la concentración del Al libre en las soluciones 

acuosas. 

El objetivo del presente estudio fué determinar la concentración del Al libre en 

el medio de cultivo de las raíces transformadas de Calharanlhus roseus. Las raíces 

fueron de dos diferentes días del ciclo de cultivo y se incubaron durante diferentes 

períodos de incubación con AICI 3 0.1 mM. 
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MATERIALES Y METODOS 

Reactivos 

El morín (3, 5, 7, 2', 4'-pentahidroxiflavona) es de Sigma (PM 302.2) . Es un 

fl avonoide que al unirse al A13
< emite fluorescencia. El pico de absorción es de 440 nm 

y el de emisión es de 51 O nm. 

Experimento para medir la interacción del morín con el Al a diferentes pH 

Se prepararon dos soluciones de AICI3 en dos concentraciones (0 .1 mM y 1 mM). 

A estas soluciones se les ajustó sus valores de pH (rango de 4-9) con KOH 1 M. 

Posteriormente se les agregó el morin en dos concentración de (0.1 y 1 mM), en 

relación con la concentración de AICI3 . Se midió la emisión de fluorescencia a 510 nm, 

en un fluorómetro modelo 111 , de la marca Turner. Los resultados se graficaron como 

emisión de fluorescencia en unidades arbitrarias contra los diferentes valores de pH. 

Experimentos de cuantificación de A13
< 

El morín se preparó a una concentración de 0.1 M en DMSO. El pico de 

absorción es de 440 nm y el de emisión es de 510 nm. Para cada uno de los 

experimentos de cuantificación se preparó una curva patrón. Las curvas patrón se 

obtuvieron de la siguiente manera. Se prepararon soluciones de AICI3 de varias 

concentraciones (O a 0.1 mM), posteriormente se les adicionó el morí n en un~ 

concentración de 0.1 mM en el volumen final (4 mi). Se midió la fluorescencia en 

unidades arbitrarias. Los resultados se graficaron como la emisión de fluorescencia 

en unidades arbitrarias contra las concentraciones de AICI 3 (O a 0.1 mM). La relación 

entre la concentración del AICI3 y la emisión de fluorescencia fue lineal. El coeficiente 

de correlación (r) fué de 0.998. ~ '"' . ~ 

.1" .~ i< ',' 
El AICI3 0.1 mM se adicionó al medio de cultivo con raíces .deJ·Y'7 dra-ide .. 

'-..~_ 'l ~-

crecimiento, se incubó durante diferentes períodos de tiempo (O a .12.0 ..lJlin). s é ~ 

separó el medio de cultivo de las raíces a los O, 5, 10, 15, ' 20, 3~ 6;~L~t~.~·rTItr· . 
.... ,' ... 
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Posteriormente se tomaron alícuotas de estos medios (4 mi) y se les adicionó el morín 

(0 .1 mM , en el voh .. men final) , se midió la emisión de fluorescencia en unidades 

arbitrarias. Posteriormente, tomando en cuenta el factor de dilución y la curva patrón 

se obtuvo la concentración del Al líbre en el medio de cultivo. Los resultados se 

graficaron como la concentración del A1 3
• en contra del tiempo de incubación (min) . 

RESULTADOS 

Interacción del morín con el Al a diferentes valores de pH 

Este experimento se realizó para demostrar que el morín solo se une al AI 3 
•• Los 

resultados obtenidos en este experimento muestran que efectivamente el morín sólo 

reacciona con el A13
• , pues conforme se aumenta el pH y se van formando diferentes 

complejos del Alla fluorescencia disminuye (Fig . 4, panel Ay B). 

Estos ajustes de pH tuvieron el proposito de que el Al formara diferentes 

complejos (hidróxidos) con esta sustancia. De esta manera el Al no se encontraba en 

su forma libre (AI3
. ) en la solución, pues conforme aumentó el pH se formaron un mayor 

número de complejos entre el Al y el KOH. 

OH 

HO ~ 

" lel '\vr
0H 

I 11 OH 
OH O 

Fig. 3. Estructura del Morin. 3, 5, 7, 2' , 4'-penlahydroxy n avona. [Adaptado de 
Vilorello y Haug, 1997] 
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Fig. 4. Interacción del morln con el Alel, a diferentes valores de pH. El panel A es 
AICI, 0.1 mM a diferentes valores de pH con morin 0.1 mM. El panel B es AICI, l mM a 
diferentes valores de pH con morin l mM. 

Cuantificación del AI'+ en el medio de cultivo de las raíces transformadas de 

Catharanthus roseus 

El objetivo del presente trabajo, es conocer cuánto A13
+ existia en el medio de 

cultivo de las raíces transformadas de Catharanthus roseus en dos diferentes días del 

ciclo de cultivo. Estos días del ciclo de cultivo se eligieron tomando en 

consideración los días de máxima actividad de la enzima PLC . Estos días son del 2-4 

para la PLC soluble y del 6-8 para la PLC membranal. El objetivo de esta tesis, es 

estudiar el efecto del Al sobre la actividad de esta enzima y uno de los primeros 

experimentos que se realizaron fué obervar el efecto de la incubación del AICI, 0.1 mM 

durante perrodos cortos de incubación con las raíces. Previo a este experimento, 

consideramos importante determinar si el Al se encuentra libre en el medio y en qué 
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concentración . Esto facilitaría interpretar los resultados obtenidos sobre la actividad de 

la PLC. El Al podría no estar dispon ible para entrar a la raíz, al formar complejos con 

algunas sustancias en el medio de cultivo y no se observaría efecto sobre la actividad 

enzimática. 

La concentracíón de A13
+ disminuye conforme aumenta el tiempo de 

incubación, tanto en el día 3 como en día del ciclo de cultivo (Fig . 5 panel A y 8). Esto 

probablemente ocurre porque el Al entró en la ra íz, aunque también podría estar 

formando complejos con algunas sustancias que se encontraban en el medio de 

cultivo. 

.10 .05 

.08 

:!: 'i= 
E 

.06 
(..) ...... + + --.. 

M 3 
< .04 ~ --.. 

.02 
02 

o.ooi li I{O.OO 
O 30 60 90 120 O 30 60 90 120 

TIEMPO (min) 

Fig. 5. Concentración de Al" en el medio de cu ltivo con rafees de 3 y 7 dias de 
crecimiento. Se observa el camb io en la concentrac ión de Al' en el medio de CUltI VO con 
raíces de 3 dlas (panel Al y 7 días (panel Bl de creC ImIento, las cuales han sIdo III cubadas 
con Ale l, 0. 1 mM durante di ferentes periodos de ti empo. Las concentrac iones de Al' en el 

, medio se determinaron a través de una curva patrón. 
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En los resultados se observa que en el día 3, la concentración del AIJ
' en el 

tiempo cero es del1 00%, esto se debe a que el pH en estos días es aproximadamente 

5. En el día 7, la concentración en este mismo período de tiempo es menor; 

aproximadamente es del 50%. Este probablemente se debe a que el pH del medio de 

cultivo en este día es de aproximadamente 5.6. Las dos curvas son diferentes, en la 

del día 3, se observa que durante los primeros 30 min la [AIJ
' ] disminuye rápidamente y 

posteriormente parece disminuir muy lentamente (Fig. 5, panel A) . En la curva 

obtenida en el día 7, la disminución de la [AIJ l es muy similar durante los períodos de 

incubación (Fig. 5, panel B). 

DISCUSION 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran que el morín es 

un método específico y sensible para la determinación de Al libre. Como podemos 

observar, en los resultados obtenidos en el experimento realizado a diferentes valores 

de pH, se demuestra que el morín sólo forma complejos con el AI J
• y que conforme 

disminuye este, disminuye la emisión de fluorescencia . Esto es debido a que el A1 3
' 

disminuye, conforme aumenta el pH (Kinraide, 1990; Kinraide, 1991). 

Los experimentos de cuantificación muestran que si existe AI J
' en el medio del 

cultivo de las raíces transformadas en los días 3 y 7 del ciclo de cultivo. Podemos 

observar que en el medio con raíces de 3 días de crecimiento, en los primeros min la 

concentración del AI 3+ es mayor que en los del día 7, esto probablemente se deba 

a los diferentes pH de los medios de cultivo . En el día 3 este es menor que 5 y en el 

día 7 es mayor de 5; esto afectó la solubilización del Al en ambos días. 

La disminución del AI J
' en el medio de cultivo probablemente se debe a que está 

siendo tomado por las raíces de C. roseus. Aunque también podría pensarse que este 
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metal está formando complejos con compuestos que se encuentran en el medio de 

cultivo. Una maner;; de comprobar esto , sería incubando la solución sin ra íces y ver 

como varía la concentración de A"". 

La existencia de Al en su forma libre en el medio de cultivo de las raíces en 

estos días, nos permitirá estudiar el efecto del Al sobre la actividad de la PLC en estas 

mismas condiciones . 
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CAPITULO 111 

PHOSPHOLlPASE C ACTIVITY FROM Catharanthus roseus TRANSFORMED 

ROOTS: ALUMINUM EFFECT 

María Luisa Piña-Chable and S.M.Teresa Hernández-Sotomayor 
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ABBREVIATIONS 

PLC, phospholipase C; DAG, diacylglycerol ; IP3, inositol 1,4,5-triphosphate; PIP2 , 

phosphatidilinositoI4,5-biphosphate 

ABSTRACT 

The effect of aluminum on the activity of PLC was examined in transformed roots 

from Catharanthus roseus. When added in vitro Al inhibited the enzymatic activity in a 

concentration and time-dependent fashion . This effect is very similar for both activities 

(soluble and membrane-associated) . When roots were treated in vivo with Al 0.1 mM 

for short periods (0-4 h), PLC activity was also inhibited. Aluminum (1 mM) diminished 

root growth in -50% when added on the first day of culture cycles that affect PLC 

activity. Other enzymatic activities (NAD+-GDH, NADH-GDH, NADH-GOGAT and 

HMGR) were not affected when roots were treated with Al (0.1 mM) for short periods 

of time (1 h) . Results obtained in this work suggest that the Al can affect PLC activity 

as a specific target. 
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INTRODUCTION 

Aluminum (Al) is the most abundant metal and the th ird most abundant element in 

the Earth 's crust (Rengel , 1992). Most of the Al is bound by ligands or occurs in other 

non-phytotoxic forms such aluminosilicates and precipitates. However, solubilization 

of Al is enhanced by low pH . As a consequence , Al toxicity is a major limiting factor for 

plant produc!ion on acid soils (Oelhaize and Ryan , 1995). The first visual symptom of Al 

toxicity is a reduction in root growth and the toxic effects are more evident in the roo! 

tips (Pintro , 1998). 

The mechanism by which Al inhibits plant roo! growth is unknown. A large number 

of hypotheses for Al toxicity have been suggested including alteration of the cation­

exchange capacity of cell walls , changes in the membrane potential of the cell affecting 

directiy the uptake ofthe cations such as Ca 2
+ and/or Mg2

• (Kuhn et al., 1995), induction 

of oxidative stress via Iipid peroxidation , replacement of Mg2
+ or Fe3

' in cellular 

reactions , interaction with the cytoskeleton (Mac Oonald et al. , 1987; Blancaflor et al. , 

1998), interference with signal transduction pathways (Jones and Kochian 1995), and 

binding directly to ONA and/or RNA. In fact there is only indirect evidence supporting 

each of these posibilities (Oelhaize and Ryan , 1995, Kochian , 1995), since no direct 

evidence favoring any of them has been reported . 

In animal cells , Al has been implicated as a toxic agent in various 

neurodegenerative disorders, e.g . Alzheimer's disease (Haug et al., 1994). Toxicity in 

these cells is linked to aberrations in the phosphoinositide signal transduction pathway, 

presumably by interactions of the metal with a Gp protein/ phospholipase C system 

(Shi and Haug, 1992; Shi et al., 1993). As a result , intracellular Ca2
' homeostasis is 

perturbed (Haug 1994). 
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Phospholipase C (PLC) has a key role in the signal-transduction pathway in 

animal cells. PLC catalyses the hydrolysis of phosphatidilinositol 4,5-biphosphate 

(PIP,), generating two potential intracellular second messengers: dyacilglycerol 

(DAG) and inositol 1 ,4,5,-triphosphate (IP3 ) . IP3 binds to an intracellular membrane 

receptor, usually a Ca" channel , releasing Ca" into the cytosol causing the elevation of 

cytosolic Ca" levels . DAG can activate protein kinase C (Rhee and Bae, 1997; Singer 

etal. , 1997) . 

In plants , the presence of phosphoinositide pathway components has been 

demonstrated (Yotsushima et al., 1992; Huang et al, 1995). Indeed, isoforms of PLC 

that have high sequence homology with mammalian PLCs have now been cloned from 

plants and have been shown to be induced under various enviromental stresses and at 

specific developmental stages (Hirayama et al. , 1995; Yamamoto et al. , 1995; Shi et 

al. , 1995; Hirayama et al. , 1997; Kopka et al. , 1998). However, understanding ofthe 

regulation of this pathway is limited. 

In wheat roots, PLC activity was assayed directly in the presence of Al in 

microsomal membranes. It was shown that AICI] specifically inhibited PLC activity in a 

dose-dependent manner and at physiologically relevant Al levels, suggesting that Al 

exposure may specifically target PLC (Jones and Kochian, 1995). 

The rapid inhibitory effects of Al exposure on root elongation suggests an 

involvement of signal transduction pathways. Based on recent results from animal and 

plant studies implicating signal transduction in Al toxicity, the objectives of this study 

were : test the effect of Al on the PLC activity and explore the effect of Al on root growth 

from Catharanthus roseustransformed roots. 
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MATERIALS AND METHODS 

Plant material 

Hairy root line J1 of C. roseus was obtained by infection of leaves with 

Agrobacterium rhizogenes (Ciau-Uitz et al. , 1994) and maintained in 85 medium 

(Gamborg , 1968), supplemented with 30 gIL sucrose. The pH was adjusted with 0.1 M 

KOH/HCI to 5.7 prior to autoclaving the medium. One hundred mL aliquots of medium 

were placed in 250 rnL E::rlenmeyer f1asks and autoclaved for 20 min at 15 ps i. Flasks 

were inoculatec with 0.5 9 (fíesh mass) of hairy roots . Roots were subcultured every 

14d. Cultures were grown in darkness at 25°C on a rotary shaker at 100 rpm. 

Materials 

[3H1PIP2 and Aquasol were purchased from Du Pont-New England Nuclear; 

unlabelled PIP2 was purified from Folch (fraction 1) extract of brain lipid (Sigma) by a 

neomycin affinity column as previously described (Waldo et al., 1994). 8CA protein 

assay reagent was supplied by Pierce Chemical Co. 85 medium and AICI3 were 

obtained from Sigma . 

Effect of Al on PLC activity in vitro 

Roots were quickly frozen with liquid nitrogen and homogenized with a polytron in 

buffer A (1 9 oftissue in 2.5 mL; 50 mM NaCI , 1 mM EGTA, 50 mM Tris .Hel pH 7.4, 250 

mM sucrose, 10% glycerol, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride , 10 mM sodium 

pyrophosphate, 0.2 mM orthovanadate, and 1 mM ~-mercaptoethan ol) . Extracts were 

passed through gauze, and tissue debris was removed by centrifugation at 14,000 x 9 

for 30 rn.in at 4°C. The supernatant was further centrifuged at 100,000 x 9 for 45 mino 

The supernatant (protein : 3.5-5 .0 mg/mL) was recovered as the soluble fraction . The 

pellet was resuspended in the buffer A (protein : 0.5-1 .2 mg/mL) , and was used as a 
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crude membrane fraction . AII steps during the extraction were performed at 4°C. The 

cell extracts were quickly frozen in liquid nitrogen and sto red at -75°C. 

Protein concentrations of samples were measured by BCA protein assay reagent 

using bovine serum albumin (BSA) as standard (Smith , 1985). 

The hydrolysis of [' H]PIP 2 was measured as described by Hernández-Sotomayor 

and Carpenter (1993) and De los Santos Briones et al., (1997), in a reaction mixture 

(50pL) that contained 35 mM NaH2PO, (pH 6.8) , 70 mM KCI , 0.8 mM EGTA, 0.8 mM 

CaCI2 (final Ca2
' concentration 25 pM), 200 pM PIP2 (-20,000 cpm) , 0.08% 

deoxycholate. AICI, (O - 0.4 mM) was added to the reaction mixture and the hydrolisis of 

PIP 2 was starting with the addition ofthe extract. After incubation at 30°C fo r 10 min , the 

hydrolisis reaction was stopped with 100 pL of 1 % (w/v) BSA and 250 ¡.tL of 10% (w/v) 

TCA. Precipitates were removed by centrifugation (13,000 x 9 for 10 min .) and the 

supernatants collected for quantification of CH]I P, release by liquid scintillation 

counting Aquasol . 

In the experiments were the effect of different times of incubation was tested , 

extracts were pre-incubated with AICI) 0.1 mM (0-1 0 min) at room temperature and the 

assay was continued as described previously. 

Effect of Al on PLC activity in vivo and effect on root growth 

Flasks containing 100 mL of cultured medium were inoculated with 0.5 9 (fresh 

mass) of hairy roots . At day 3 or 7 roots were incubated with AICI, 0.1 mM (O - 48 h). 

Cytosolic and membrane proteins were extracted and PLC assayed. Roots were 

sulcutured . In experiments were the effect of Al was tested at different days of culture, 

AICI) 1 mM was added at day 0, 2, 6, 8, 10 and 16. Cultures were grown in darkness at 

25°C and collected every 2 days. They were weighted and frozen (-80°C) . Cytosolic and 

membrane proteins were extracted and PLC assayed. 
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Effect of Al on enzymes ofthe nitrogen metabolism and HMGR 

Flasks containin~ 100 mL of cultured medium were inoculated with 0.5 9 (fresh 

mass) of hairy roots . After roots were grown 7 days and incubated with AICI) 0.1 mM 

for 1 h. Proteins were extracted and the activity of nitrogen metabolism enzymes and 

HMGR were assayed . In experiments were the effect of Al is observed at longertimes 

(6 and 8 days incubation) , roots were sulcutured and AICI 3 1 mM added at day O. 

Cultures were grown in darkness at 25°C, at day 6 and 8 collected , measured fresh 

weigth and frozen (-80°C) . Proteins and enzyme activities were measured . 

3-hydroxy-3-methyl glutaryl coenzyme A reductase activity assay 

HMGR activity was measured according to Chappell and Nable (1987) with the 

following modifications: the extract was prepared by homogenising transformed roots 

in 2 volumes of 100 mM K-phosphate buffer (pH 7.5). (250 mM sucrose, 50 mM KCI , 

20 mM EOTA, 1 mM p-mercaptoethanol) filtered through cheesecloth . The filtrate was 

centrifuged at 1 ,000 x 9 for 15 min ; the supernatant was subsequently centrifuged for 

45 min at 100,000 x g. The pellet was resuspended in a buffer containing 100 mM 

phosphate , pH 7.5, 50 mM OTT, 5 mM EOTA, 20% glycerol , 1 mM PMSF and 7.5 

~lg/mL ofleupeptine . Extraction was carried at4°C. 

The HMGR activity assay measured the conversion of 14C-HMG-CoA to 14C_ 

mevalonate (MVA). The assay was performed in a final volume of 26 ¡.tL and was 

initiated with the addition of 0.66 nmol of 14C-HMG-CoA (0 .33 ¡.tmol/mL; 59.9 mCi/mL) 

to the reaction mixture containing 5-50 ~lg protein , 5 mM OTT, 3 mM p-NAOPH and 100 

mM phosphate buffer, pH 7.5. After incubation at 30°C for 5 min , the reaction was 

terminated with 5 ¡.tL of 6 N HCI and 5 ¡.tL of mevalonate lactone (1 .0 mg/mL) . The " C­

MVA was allowed to lactonize for 15 min at 18°C. One hundred and twenty five ¡.tI of K­

phosphate buffer and 300 ¡.tL of ethyl acetate were added to the lactonized 14C-MVA, 

the mixture was vortexed for 3 min and centrifuged for 2 min in a microtuge at full 

velocity. An aliquot of 150 ¡.tL of the upper phase was taken and added to the 

scintillation vial containing 5 mL of scintillation liquid and the radioactivity determined . 
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Glutamate dehydrogenase activity 

Enzyme extraet and reaetions of GOH aetivity (amination and deamination) were 

measured aeeord ing to the method deseribed by Loyola-Vargas and Sánehez de 

Jimenez (1984). The amination reaetion was measured at room temperature in 100 

mM Tris-HCI , pH 8.2, eontaining 100 mM NH.CI , 10 mM a-eetoglutarie acid and 160 

~lM NAOH and 2 mM CaCI 2 and the a -eetoglutarate-dependent oxidation of NAOH 

fo ll owed at 340 nm. The deamination reaetion was measured at room temperature in 

100 mM Tris-HCI , pH 9.4 , eontaining 10 mM Na-glutamate, 600 ¡.tM NAO', and 1 mM 

CaCI, by following the Na-glutamate-dependent reduetion of NAO' at 340 nm. 80th 

reaetions were initiated by the add ition of the enzyme extraet. Enzyme units were 

expressed as nmoles of eofaetor oxidized (or redueed) per minute. 

G lutamate synthase activity 

Enzyme extraet and NAOH-GOGAT aetiv ity was measured aeeording to Loyola­

Vargas and Sánehez de Jimenez (1986) with the following modifieations: the reaetion 

mixture eontained 100 mM Tris-HCI , pH 7.5, 30 mM glutamine, 10 mM a-eetoglutarie 

aeid and 0.05, 0.1, 0.15, or 0.20 mL of enzyme extraet in a total volume of 3 mL. 

Reaction was started by the addition of 0.2 mL of 160 mM of NAOH and ineubated at 

room temperature . Reaetion was followed by deerease of absorbenee at 340 nm. 

Protein determination was measured by Peterson ' s modifieation ofthe Lowry method. 

(Peterson , 1977). 

Data Presentation 

AII experiments were repeated three times using extraets prepared on separate 

oeeasions , and all gave sim ilar results . Eaeh figure eontains data from a single , 

representative experiment assayed in duplieate; the errors varied by less than 10%. 
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RESULTS 

In vitro effect of Al on PLC activity 

In C. roseus transformed roots, a phosphoinositide-PLC activity has been 

demonstrated (De los Santos-Briones et al., 1997). During a culture cycle , PLC activity 

in the soluble and membrane fraction reached a maximun at days 2-4 and 6-8, 

respectively. In order to see the effect in vitro of Al on PLC activity, we chose to use 

roots from the days in which we detected the maximum activity in both fractions. Al 

inhibited the soluble and the membrane-associated PLC activity in a concentration­

dependent fash ion (Fig . 1, panel A) . However, the soluble activity was more sensitive 

to the inhibition (- 60%) than the membrane associated form (- 50%). To explore the 

possibility that pre-incubatior. with Al might give a higher inhibition , we pre-incubated 

the extract with Al 0.1 mM for different periods of time before starting the enzymatic 

activity asssay by the addition of the substrate . As shown in Fig . 1, panel B, under 

these conditions Al inhibited both activities (soluble and membrane) to the same 

extent. 

Effect on PLC activity from roots treated with Al 

For these experiments, roots from day 3 or 7 were exposed to AICI 3 (0 .1 mM) tor 

differents periods oftime, after which , cytosolic and membrane proteins were extracted 

and PLC activlty assayed as described in Materials and Methods. The inhibitory effect 

on the enzymatic activity was very rapid ; less than 10 h after exposure the activity 

decreased 60 and 80% (Fig. 2, Panels A and B). 

In both fractions, the maximal inhibition was observed 4 h after Al addition . 

Interestingly, after th is period the activity recovered very rapidly. We decided to 

measure PLC activity in roots treated for shorter periods oftime (0-30 min) as shown in 

Fig. 2, insert panels . When PLC activity was measured in extracts from roots treated 

with Al (0 .1 mM), a clear dependence on the exposure time was evident. 

It has be en reported that Al diminished pH of the culture medium. However, the 

pH of the medium after the addition of Al (0 .1 mM) had decreased to 4.5. In order to 
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discourt that inhibition of the enzymatic activity was due to a decrease in pH , an 

experiment was performed in which the pH ofthe culture medium was decreased to 4 .5 

with the addition of HCI1 M. PLC activitywas not affected (Fig. 2, insert) . 
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Effect of short time Al treatments on different enzymes from the primary 

metabolism 

To assess whether Al was specifically affecting PLC activity, a range of soluble and 

mem~rane-associated enzymes isolated from C. roseus transformed roots were 

assayed to see the effect on roots treated with Al (0.1 mM) for 1 h. The results are 

summarized in Table 1. Only PLC was inhibited by Al , which suggest that Al might 

specifically affect PLC. 
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TABLE 1. Effect of AICI) (0.1 mM) on a range of enzymes isolated from C.roseus 
transformed roots. 

ENZYME UNITS CONTROL AICI) 0.1 mM 

PLC 

SOLUBLE pmol/min/mg 740.5 220.8 

MEMBRANE nmol/min/mg 24.89 18.15 

HMGR nmol/min/mg 20.16 20.17 

GDH-NAD+ nmol/min 60.24 59.9 

GDH-NADH nmol/min 30.54 30.35 

NADH-GOGAT pmol/min 660.2 658.8 

Effect of Al on root growth and PLC activity during a culture-cycle 

Cells in culture grow following a sigmoidal curve , and the metabolic requirements 

throughout the growth cycle differ. The culture curve for line J1 transformed roots is 

presented in Fig . 3. This curve shows a lag period of about 4-5 days, the exponential 

phase starts during the sixth day and then a linear phase continues over 14 days; after 

th is period , roots enter into the stationary phase. In order to see the effects of Al on root 

growth and PLC activity during the culture cycle , roots were incubated with 1 mM AICI) 

from the first day of culture . As expected , under control conditions roots grew normally. 

When roots were exposed to 1 mM Al , a decrease in root growth was induced , with ~ 

50% reduction in growth , measured as fresh weight. As shown in Fig. 3, PLC activity 

was detectable in both cultures , control and AI-treated . In roots treated with Al , both 

soluble and membrane associated , PLC activity was affected . The specific activity 

was diminished in both fractions . The inhibition was greater on membrane associated 

PLC activ ity than on the soluble activity. 
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Effect of longer-times Al treatments on different enzymes from the primary 

metabolism 

To test whether Al was affecting other enzymatic activities over longer periods of 

exposure, a range of soluble and membrane-associated enzymes isolated from C. 

roseus transformed roots were incubated with 1 mM AICI) from the first day of culture. 

The results are summarized in Table 2. The effect of Al was dependent on the enzyme 

measured. HMGR activity was affected after 8 days of exposure to Al, but as a 

consequence and not as a cause of the inhibition of growth. GDH-NAO' activity was 

affected in day 6 but at day 8 it was the same that the control. GOH-NAOH activity was 

affected in both days and GOGAT-NAOH was the same that the control in both days. 
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TABLE 2. Effect of the addition of AICI3 (1 mM) in the first day of culture cycle on a 
range of enzymes isolated from C. roseus transformed roots. 

ENZYME UNITS CONTROL AICI3 1 mM 

PLC-MEMBRANE 
ROOTS-6D nmol/min/mg 24.09 1 Lt .2 
ROOTS-8D nmol/min/mg 30.2 10.8 

HMGR-MEMBRANE 
ROOTS-6D nmol/min/mg 11.46 11.42 
ROOTS-8D nmol/min/mg 30.21 11 .56 

NAD+-GDH 
ROOTS-6D nmol/min 60.40 40.49 
ROOTS-8D nmol/min 60.62 62.48 

NADH-GDH 
ROOTS-6D nmol/min 30.29 20.43 
ROOTS-8D nmol/min 30.28 25.19 

NADH-GOGAT 
ROOTS-6D pmol/min 650.2 678.2 
ROOTS-8D pmol/min 660.2 640.2 

Effect ofthe addition of Al on different days during root culture 

When roots were exposed to 1 mM Al , on day 2 growth inhibition was produced 

(50% reduction in growth F.w.) (Fig . 4, Panel A) . When Al was added after the second 

day, root growth was not affected (data not shown). As expected, under control 

conditions, root growth was not affected. PLC act ivity was detectable in both cultures, 

control and AI-treated (Fig. 4, Panel b and C) . The soluble and membrane associated 

PLC activity in roots treated with Al at day 2 was affected. The specific activity was 

inhibited in both fractions (Fig . 4, Panel B and C) . The inhibition on the membrane 

associated PLC activity was greater than on the soluble PLC activity. The PLC activity 

was inhibited in the roots that were AI-treated on day 6, but this inhibition was low on 

day 8. Likewise PLC activity was also inhibited on day 8th . 
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Effect ofthe diminished pH and the addition of Al at day six ofthe culture cycle 

Al Ihe beginning of cell culture (2-4 days) pH decreases and then increases. This 

factor can affect Al solubilization . We explored this possibil ity in the next experiment. 

Roots were cultured in medium without Al. On day 6 some were kept without Al , some 

had AICI) added in the culture medium and in some the pH of the culture medium was 

decreased to 5 by the addition of HCI1 M plus AICI) 1 mM . Under control conditions the 

root growth proceeded normally. When roots were exposed to 1 mM Al at day 6 root 

growth was inhibited by 10%. In roots kept at pH 5 with HCI plus Al -20% reduction in 

growth was observed , (Fig . 6, Panel A) . This experiment was repeated at days 8, 10 and 

16, but these was not inhibition on root growth (data not shown) . PLC activity was 

affected in both treatments , but inhibition was greater when pH was lowered (Fig. 5, 

Panel B). This indicates that the decrease in pH favored Al solubilization causing an 

increase in Al uptake by roots and affecting PLC activity and growth. Change in pH by 

itself did not affect PLC activity or growth , but will cause Al solubilization resulting on 

toxic effects to the roots . 
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DlSCUSSION 

One of the most important responses to Al appears to be disturbance of Ca2
' 

fluxes . This can be the result of the interaction between Al and the phosphoinositides 

pathway, specifically the PLC/protein Gp system. The consequence is an inhibition in the 

generation of I P 3' a second messenger that increases cytosolic Ca2
' concentrations. 

The results presented here indicate that aluminum inhibits PLC activity when 

added in vitro to the assay mixture and also in vivo in the roots. The concentrations that 

inhibit this enzymatic activity are physiologically relevant (IC so 1 00 ~M) . It was previously 

suggested that at least two PLC isoforms may exist in Catharanthus roseustransformed 

roots . The fact that Al does not totally inhibit PLC activity in vitro , may be due to the fact 

that not all the isoforms of this enzyme are affected. When the effect of aluminum was 

tested on the PLC activity from wheat roots in vitro (Jones and Kochian , 1995), the 

inhibition of the activity was complete and the authors suggested that Al is affecting all 

the isoforms of PLC present in their system. 

There are many hypotheses regarding the toxic mechanism of aluminum in the 

roots (Kuhn et al. , 1995; Jones and Kochian , 1995; Blancaflor et al. , 1998). However, 

there is very little evidence in the literature that indicates the nature of the phytotoxic 

mechanism for aluminum (Delhaize and Ryan , 1995; Kochian , 1995). The results 

presented here show evidence that aluminum may be interacting with an enzyme that is 

involved in cellular expansion and root growth. In the past years, several enzyme 

activities extracted from roots treated with Al have been studied , but no changes due to 

Al exposure to roots were observed (Slaski , 1995). 

When other enzymatic activities were measured in other systems, the roots had 

been exposed to Al for several hours. This suggests that inhibition is a consequence of 

diminished growth rather than beacause Al itself (Kochian , 1995). For example, nitrate 

reductase activity measured in roots treated with aluminum , for a period of 4 hours was 

the same as that found in roots from plants not treated wifh Al. However, when the 
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activity was measured after 8 hours exposure, a decrease in activity was found; 

probably as a consF,quence of growth inhibition (Jones and Kochian, 1995). Our results 

are similar wh8n the activity of HMGR was measured. In roots that were incubated with 

Al for short periods, the activity was not affected. However, this activity was reduced 

when the exposure period was up to 8 days and growth inhibition was already seen. In 

roots treated with Al for short periods, the activiy of nitrogen metabolism enzymes not 

were affected. But PLC activity was inhibited after a very short period of incubation with 

Al. 

Jones ,md Kochian wp.re unable to conclude that inhibition of PLC was due to a 

direct interaction between Al and the enzyme, or if this inhibition was a consequence of 

perturbation of its lipidic microenviroment. In this report, we suggest that exists an 

interaction between Al and the enzyme; because the enzyme extracted from roots 

treated with Al was assayed using a substrate which has not been in contact with this 

element. In roots probably both interactions occur. 

In mammal cells , it has been determined that PLC activity is stimulated by Mg2
' 

This probatily occurs because of the interaction of G protein and PLC. Where PLC 

inhibition was probably due to Al displacing Mg2
+ (Haug et al. , 1994). In our system, we 

have found evidence forthe regulation ofthe PLC activity by G proteins (Suarez-Solis et 

al., 1999). Then the possibility that Al may affect PLC activity due to interaction of G 

protein, can also be included. 

PLC activity strictly depends on Ca2'(De los Santos-Briones et al., 1997). The 

possibility that a trivalent cation may compete with Ca2
' and be the reason why PLC 

activity was inhibited is not likely. The ionic ratio of A1 3
• «0.06 nm) is smaller than the 

ionic ratio of Ca2
' (0 .11 nm) and it occupies less then 15% of the volume occupied by 

Ca2
' (You and Nelson, 1991). 

Crystalography studies of PLC in animals have been made and it has been 

reported that two histidine residues (His 311 and His 356) are essential for the 
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enzymatic activity (Essen et al. , 1996). It can be suggested that the PLC in our model 

also posses residues that are essential for its activity and that A1 3
' may be interact with 

them. 

In conclusion , we can say that A1 3
+ inhibits the activity of PLC in in vitro and in vivo 

assays. The fact that inhibition is produced in short periods during incubation with the Al , 

suggests that the PLC is a target for this ion . 
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CAPITULO IV 

DISCUSION GENERAL 

La regulación de algunos eventos metabólicos y el acoplamiento de las 

respuestas a estímulos externos puede ser generado a través de cambios en el flujo del 

Ca2
' citosólico. Se ha postulado que una amplia variedad de procesos son mediados a 

través del Ca2
' como segundo mensajero, éstos incluyen la mitosis , la citocinesis y el 

crecimiento (Rengel , 1992). Estos procesos también son afectados cuando se produce 

la toxicidad por el Al. 

Se ha planteado la hipótesis de que el Al produce sus efectos tóxicos debido a que 

perturba la homeostasis del Ca2
' y por lo tanto su función como segundo mensajer.o 

(Rengel , 1992). 

Este efecto sobre el flujo del Ca2
' puede deberse a la inhibición en la generación 

del IP3 , lo cual no permitiría la liberación del catión de almacenes intracelulares 

(Alexandre et al., 1990). EIIP3 se genera por la hidrólisis del PIP2 ; esta reacción es 

catalizada por la PLC. De estudios realizados en células animales se ha planteado la 

hipótesis de que el Al puede estar inhibiendo la actividad de la PLC por una interacción 

directa con la enzima y/o con la proteína G que actúa como un activador de ésta (Shi y 

Haug, 1992). 

Los síntomas que se presentan por la toxicidad del Al se han dividido en los que sf! 

presentan a corto (seg. o min) y a largo plazo (hrs o días) (Wiissemeir et al., 1987). En la 

literatura, los síntomas de largo plazo han sido reconocidos como de carácter 

secundario; sin embargo, hasta hace poco tiempo los síntomas a corto plazo han 

recibido una mayor atención. Una de las más importantes respuestas a corto plazo es la 

pertubación del flujo de Ca2
' (Rengel , 1992). La inhibición del crecimiento de la raíz se 

puede observar a partir de la primera hora de exposición al Al ; una observación 

significativa en la inhibición de la mitosis celular y la elongación de la raíz se observa 

entre las 4-6 horas de exposición al metal (Tepper, 1989). 
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Para una mejor interpretación de los resultados obtenidos con el Al , era 

conveniente conocer ¡as concentraciones de Al libre , que se encuentran en el medio de 

cultivo, antes de observar el efecto sobre la actividad de la PLC . Una metodologia para 

la medición del AI3
. , que ha demostrado ser fácil , rápida y no es costosa, es el uso del 

morin (Vitorello y Haug, 1997). 

En este trabajo se realizaron experimentos en los que se demuestra que el morin 

produce fluorescencia cuando forma complejos con el A13
,; esta formación del complejo 

es muy específica (C3pítulo 11 , Fig . 3). Además , esta metodología puede hacerse 

cuantitativa por medio de una curva patrón , lo cual convierte al morín en una 

herramienta adecuétda para la determinación del Al libre, pues es muy específico y 

sensible. 

Los resultados presentados aqu í sugieren que el aluminio puede inhibir la 

actividad de la PLC tanto in vitro como in vivo. Las concentraciones necesarias para 

inhibir esta actividad son fisiológicamente relevantes , la ICso para el A13
' fue de 0.1 mM . 

En estudios in vivo durante períodos cortos de incubación con Al , la actividad de la PLC 

fué inhibida . Cuando se adicionó el A l durante diferentes días del ciclo de cultivo, el Al 

inhibió la actividad de la enzima. La adición del Al en los primeros 6 días del ciclo de 

cultivo afectó el crecimiento de las raíces transformadas. La adición en días posteriores 

no tuvo ningún efecto sobre el crecimiento . Estos resultados sugieren que el efecto 

sobre la actividad de la PLC, podría estar relacionado con los efectos sobre el 

crecimiento . 

En conclusión , el hecho de que la inhibición se produzca en los periodos cortos de 

incubación con el Al y a concentraciones fisiológicamente relevantes , sugiere que la 

PLC podría ser un blanco para el mecanismo de toxicidad por Al. 
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CAPITULO V 

CONCLUSIONES 

• El aluminio inhibe la actividad de la PLC de las fracciones soluble y membranal en 

experimentos in vitro, con una IC 50 de 0.1 mM. 

• El aluminio inhibe la actividad de la PLC de las fracciones soluble y membranal en 

experimen tos in vivo, durante períodos cortos de incubación de las ra íces con el metal. 

La inhibición se observó durante las primeras 4 horas. 

• El aluminio (1 mM) cuando se adicionó en el primer día del ciclo de cultivo , inhibió el 

crecimiento de las ra íces en casi el 50 % , la actividad de la PLC se encuentró inhibida 

durante todo el ciclo de cultivo. 

• La adición del alum inio a una concentración 1 mM durante los primeros seis días del 

ciclo de cultivo , produce una inhibición en el crecimiento de las raíces. Esto sugiere que 

se produce una señal importante en estos días y que el Al probablemente esté 

interfiriendo con la generación de esta señal. Si la adición del Al es posterior a estos 

días , no se produce la inhibición en el crecimiento de las raíces . 

• No todas las enzimas de las raíces transformadas se ven afectadas de la misma 

manera por el Al , lo cual sugiere que la PLC puede ser un blanco para el mecanismo de 

toxicidad por este metal. 

• El uso del morín como método para la detección del AI J
' , es muy específico y 

sensible. 
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PERSPECTIVAS 

Actualmente es evidente que los constituyentes de la via de los fosfoinositidos, se 

encuentran presentes en plantas. Se sabe que el metabolismo de los fosfolipidos es 

esencial para la función celulary acompaña a una gran variedad de procesos, entre los 

cuales se Incluye: la reorganización de la membrana y su degradación, y la producción 

de segundos mensajeros (Chapman, 1998). 

Las plantas responden a una gran variedad de factores ambientales y en la 

respuestél se encuentra'1 involucradas diversas cascadas de transducción de señales 

en las que participan fosfolipasas especificas. 

En el presente trabajo se ha demostrado que el Al inhibe la actividad de la PLC en 

las raices transformadas de Calharanthus roseus . Para conocer mejor el mecanismo 

por el cual se está produciendo este efecto, se plantea una lista de acciones a seguir: 

1.- DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE Al LIBRE Y TOTAL. Este 

seria el primer paso a seguir, pues es necesario saber cuáles son las concentraciones 

de Al tanto en el medio de cultivo , como en las raices. Esto permitirá conocer las 

concentraciones de este metal que están afectando a la PLC. 

2.- REALIZAR EXPERIMENTOS DE CINETICA ENZIMATICA. Con la enzima 

pura se deben realizar experimentos para conocer cuál es el mecanismo por el cual el 

Al está produciendo el efecto de inhibición de la actividad. Estos experimentos serian 

de competencia con calcio, para saber si el Al está desplazando a este catión de los 

sitios de unión en la enzima. También se deben realizar experimentos de incubación 

con el sustrato, para saber si el Al está interaccionando con los fosfolipidos y en que 

proporción lo está haciendo. 

3.- EXPERIMENTOS DE RECONSTITUCION. Estos experimentos serían con la 

enzima pura y algunos de los elementos de las vías de transducción (receptores, 

proteínas G) de células animales para saber si el Al está afectando a las proteínas G, y 
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si éste podría ser un mecanismo que esté contribuyendo a la ínhíbíción de la actividad 

dela PLC. 

3. EXPERIMENTOS DE INMUNODETECCION. Estos experímentos podrían 

realizarse para saber si el Al está inhibíendo la actívídad de PLC y determinar si está 

afectando la cantidad de enzima presente en los extractos. Los experímentos se 

realizarían utílizando los anticuerpos contra las PLC de animales , los cuales ya se sabe 

que cruzan con las PLC del sistema empleado. 
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