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Ma y Hiradate, 2000; Ma y Miyasaka, 1998).

A pesar de la creciente evidencia experimental que da soporte al papel de los
acidos organicos como uno de los principales mecanismos de resistencia de las
plantas al aluminio, existen ain muchos elementos celulares involucrados en
estos mecanismos que no han sido identificados, dada la complejidad
estructural y funcional de las raices en donde se han centrado la mayoria de los
estudios cientificos (Kochian ef al., 2004).

Con el objetivo de estudiar los procesos metabdlicos involucrados en la
respuesta celular a aluminio, se han aislado lineas de células en suspension de
café con diferentes niveles de resistencia a aluminio (Martinez-Estévez et al.,
2003a). La linea LAMt tuvo un crecimiento 30% mayor que la linea parental L2
en presencia de AICl; (200 uM), mientras que no existieron diferencias entre el
incremento en peso fresco de ambas lineas cultivadas en medio sin AICI;
(Martinez-Estévez et al., 2003a). Haciendo uso de este modelo de estudio, se
ha comprobado que el aluminio afecta la actividad de la enzimas fosfolipasa C y
fosfolipasa D (involucradas en la ruta de transduccién de sefiales de los
fosfolipidos) (Martinez-Estévez et al., 2003b; Ramos-Diaz, 20086), asi como la
sintesis de ADN (Valadez-Gonzalez ef al., 2007). También se determin6 que el
aluminio afecta diferencialmente el metabolismo de los fosfolipidos de la linea
L2 (sensible a Al) en comparacion con la linea LAMt (resistente a Al), por io que
es de interés identificar el mecanismo de resistencia que esta operando en la
linea LAMt.

E! objetivo del presente trabajo fue determinar el papel de los acidos organicos
en el mecanismo de resistencia a aluminio que esta actuando en la linea LAMt
de células en suspensién de café.






El AP puede formar complejos con aniones tales como F, PO*, SO, con
algunos acidos organicos, con flavonoides, asi como con proteinas y lipidos
(Delhaize y Ryan, 1995). Los complejos de AI"" con &cidos organicos y
flavonoides son estables a pH &cidos, y se ha demostrado que no tienen efectos
toxicos para las plantas (Hue ef al., 1986; Kinraide y Parker, 1990).

1.2. EFECTOS FISIOLOGICOS DEL ALUMINIO EN PLANTAS

El principal efecto del aluminio sobre el desarrollo vegetal es la inhibicion del
crecimiento de las raices, lo cual afecta la toma de nutrientes y agua del suelo.
El crecimiento de la raiz es el resultado de dos procesos: la division celular,
cuya mayor tasa se localiza en el meristemo radicular; y la elongacion celular,
observandose de manera mas pronunciada en células de la denominada zona
de elongacion (ZE) de la raiz.

Se ha observado que el aluminio bloquea el ciclo celular en los meristemos
apicales de raices (Clarkson, 1965; Morimura et al., 1978; Roy et al., 1989), y se
ha propuesto que el aluminio puede inhibir la sintesis de ADN, en vista de que
puede asociarse a los grupos fosfato de éste con una alta afinidad, y asi inhibir
el proceso de replicacion (Kochian, 1995; Matsumoto, 1991; Zheng y Yang,
2005). Ademas, se demostr6 que la zona de las raices que es mas sensible al
aluminio comprende el meristemo y el inicio de la ZE (Ryan ef al., 1993). Sin
embargo, en vista de que el ciclo celular de las células meristematicas en raices
de maiz tiene una duracién de aproximadamente 24 h, y de que el aluminio es
capaz de inhibir el crecimiento de la raiz a partir de los 30 min de exposicién
(Llugany et al., 1996), es posible que la inhibicion de la divisién celular no sea el
evento inicial que conduce a la inhibicién del crecimiento de las raices.

Adicionalmente, se ha observado que el aluminio altera la organizacién de los
microtibulos y los filamentos de actina del citoesqueleto, siendo este efecto
mas pronunciado en células de la zona de transicién distal (ZTD), la cual se
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1.3. MECANISMOS DE TOXICIDAD DEL ALUMINIO A NIVEL CELULAR
Via apoplasto

Aunque los mecanismos bioquimicos de la toxicidad del aluminio no son del
todo entendidos, existen evidencias de varios procesos en los cuales el aluminio
pudiera intervenir. Una gran proporcién del aluminio asociado a las raices se
localiza en el apoplasto (Horst, 1995; Schmohl et al., 2000; Schofield ef al.,
1998; Sivaguru y Horst, 1998}, aunque una pequefia cantidad logra entrar al
simplasto (Lazof et al., 1996; Silva ef al., 2000; Taylor ef al., 2000). El aluminio
tiene una alta afinidad por la pared celular, debido principalmente a la gran
densidad de cargas negativas en los componentes de la misma. Esta propiedad
de la pared celular se denomina como capacidad de intercambio cati6nico
(CEC). Una gran parte de la CEC es aportada por las pectinas de la pared
celular, asi como por la membrana plasmatica (Horst, 1995). Especificamente,
se ha demostrado que el aluminio se une fuertemente a los grupos —COO" libres
en los residuos péctico-urénicos de la pared celular (Schmohl y Horst, 2000). Se
ha observado que la CEC de la pared celular puede determinar la cantidad de
aluminio asociado a una célula en particular (Schmohl y Horst, 2000).

Schildknecht y Vidal (2002), demostraron que la plasticidad y la fortaleza
mecdnica de la pared celular es distinta en cultivares de maiz con diferentes
grados de sensibilidad a aluminio, lo cual podria estar involucrado en la
elongacion celular. Se ha observado que el AP’* desplaza rapidamente al ca*
asociado a los componentes de la pared celular, tales como la pectina (Blamey,
2001), haciendo mas rigida y estable su estructura e inhibiendo el proceso de
despolimerizacion de las fibras de pectina necesario para fa expansién ceilular
(Gunse et al., 1997). Ademas, se ha demostrado que el aluminio altera la
utilizacion de sacarosa en la formacion de la pared celular de plantulas de

algodén (Huck, 1972), e induce cambios en la sintesis y el perfil de






aluminio induce su acumulacién en células de los apices radiculares, siendo el
peréxido de hidrégeno y el anién superdxido los mas abundantes (Darko et al.,
2004; Hossain et al., 2005; Sharma y Dubey, 2007; Tamas et al., 2005; Wang y
Yang, 2005). La acumulacién de ROS en la regién apoplastica tiene como
consecuencia un incremento en el nivel de peroxidacién de lipidos de
membrana y en la cantidad de callosa (Yamamoto et al., 2003), observandose
de manera mas pronunciada en la region apical de las raices (Cakmak y Horst,
1991, Chaffai et al.,, 2005, Sharma y Dubey, 2007; Yamamoto et al., 2001). El
mecanismo de sintesis de ROS inducidas por aluminio no se conoce, sin
embargo existen evidencias de que el aluminio induce la actividad de
peroxidasas (Boscolo et al., 2003; Simonovicova et al., 2004), y de la oxalato
oxidasa (Delisle et al., 2001; Simonovicova et al., 2004;: Tamas et al., 2005),
asociadas a la pared celular. A su vez, se ha demostrado que la NADPH-
oxidasa asociada a la membrana plasmatica de células de tabaco esta
involucrada en la generacion del anidén superéxido en respuesta a aluminio
(Kawano et al., 2003).

Diversos estudios se han enfocado al efecto del aluminio sobre el transporte de
iones a través de la membrana plasmatica. Especificamente, se ha demostrado
que el aluminio inhibe principalmente el influjo de Ca®" y Mg®* en el apice de la
raiz (Huang et al., 1992b; Huang et al., 1992a; Ryan et al., 1992). Aun no se
conoce como el bloqueo del transporte de estos elementos puede resultar en la
inhibicion del crecimiento de la raiz. Sin embargo, en estudios realizados en
raices de trigo y en células del alga gigante Chara corallina, se demostro que es
posible desacoplar la inhibicién del crecimiento celular de la inhibicién del influjo
de Ca* en presencia de aluminio, respectivamente (Reid et al., 1995; Ryan et
al., 1994). Esto sugiere que el blogqueo de canales de Ca® y Mg®* no es el
principal mecanismo de toxicidad del aluminio.






complejo Mgz":ATP“', siendo éste el principal modo de inhibicién (Martin, 1988).
En este sentido, el aluminio podria estar afectando varios procesos celuiares, ya
que interfiere en la funcién de enzimas involucradas en la transferencia de
fosfatos, eventos de ftransduccion de sefiales e interacciones con el
citoesqueleto.

Por otra parte, se ha sugerido que el aluminio podria inhibir la expansién celular
a través de la alteracion de la dinamica del citoesqueleto. Se ha demostrado

que el A

promueve el ensamblaje de tubulina en microtibulos e inhibe la
subsiguiente despolimerizacién de los microtibulos inducida por ca**
(MacDonald et al., 1987). El ensamblaje de microtubulos requiere de Mg®* el
cual se asocia a los sitios de unién a GTP y GDP. La constante de asociacion
para el A es del orden de 107 veces mayor a la del Mg y se ha observado
que una actividad de A" de 107° M compite eficientemente con actividades
milimolares de Mg2+ (MacDonald et al., 1987). Asi, el aluminio interfiere con la
hidrélisis de GTP en el proceso de despolimerizacion y confiere mayor
estabilidad a los microtubulos. Este efecto resulta en la alteracién de la
dinamica del citoesqueleto celular y a su vez podria tener como consecuencia

una disfuncién celular.

Se ha observado que raices de maiz tratadas durante 3 h con aluminio
presentan una estabilizaciéon de los microtibulos corticales en la ZE, y que esta
estabilizacién correlaciona con la inhibicién del crecimiento de 1a raiz (Blancaflor
et al, 1998). Sin embargo, Sivaguru y Horst demostraron que la
despolimerizacion de los microtubulos corticales en la ZTD era inducida por Al
después de 1 h del tratamiento. De este modo, la intervencion de la tubulina en
la toxicidad del aluminio aun no es clara (Sivaguru y Horst, 1998). Por otra
parte, Grabski y Schindler (1995), demostraron que el aluminio altera la
dinamica del citoesqueleto de actina en células en suspensidn de soya, Y
propusieron que los complejos AI**:ATP™* y AI**:ADP™ incrementan la rigidez de
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a la proteina cinasa C.

Aunque la ruta de transduccion de sefales de los fosfoinositidos no se ha
caracterizado completamente en plantas, se sabe que el aluminio es capaz de
alterar el funcionamiento de sus componentes. Se ha reportado que el aluminio
inhibe la actividad de ia PLC, y se ha propuesto que el A" interactua
directamente con la enzima (Jones y Kochian, 1995). Ademas, se ha propuesto
que el aluminio podria formar un complejo con el PIP, el cual no es
metabolizado por la enzima (Martinez-Estévez et al., 2003b).

También se ha observado que el aluminio incrementa la actividad de la
fosfatidilinositol-4-cinasa (Pl14K) y de la fosfatidilinositol fosfato-5-cinasa
(PIP5K), en células en suspension de café (Martinez-Estévez et al., 2003b). Sin
embargo, Ramos-Diaz (2006), reportdé que el tratamiento con aluminio en el
mismo modelo de estudio no provoca cambios significativos en la actividad
especifica de la DGK ni de la fosfolipasa D (PLD), por lo que el principal efecto
del aluminio en la ruta probablemente se deba a la inhibicion de ta PLC y la
subsiguiente disminucién de los niveles de I1P; y PA.

1.5. MECANISMOS DE RESISTENCIA A ALUMINIO

Kochian (1995), defini6 a la resistencia al aluminio como la capacidad de exhibir
un crecimiento radicular superior cuando las plantas son cultivadas en suelos o
soluciones acidas con concentraciones téxicas del metal. Kochian sugirié que
existen al menos dos estrategias fisiolégicas de resistencia al aluminio:
mecanismos que facilitan su exclusién en la rizésfera, y mecanismos que
permiten su compartamentalizacion en la vacuola. Existe mucha especulacion
acerca de cual es el mecanismo de resistencia principal en las plantas y la
evidencia cientifica acumulada sugiere que multiples mecanismos estan
actuando en diferentes especies (Kochian et al., 2004).
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radicular, y que este fendmeno fue inducido especificamente por el tratamiento
con aluminio (Ryan ef al., 1995). Posteriormente, se demostré que la adicién de
acidos organicos (citrato, malato y oxalato) a cultivos hidropénicos de
variedades sensibles disminuyd los efectos téxicos del aluminio en el
crecimiento radicular, sugiriendo que la interaccién aluminio:acidos organicos en
el medio de cultivo podria representar un mecanismo de resistencia a este
metal (Pellet et al., 1996; Zheng et al., 1998b). En plantulas de trigo, se observo
que la capacidad de exudar malato en presencia de aluminio es una
caracteristica fenotipica que cosegregd con la resistencia y exclusién del
aluminio (Delhaize et al., 1993a; Delhaize et al., 1993b). En lineas ditelosémicas
de trigo, se ha observado que la pérdida de brazos cromosémicos especificos
resultd en la disminucién de |a resistencia al aluminio, 1o cual coincidié con una
disminucion en las velocidades de exudacion de malato y en la exclusién de
aluminio en el apice radicular (Papernik et al., 2001).

Numerosos reportes sobre la exudacién de acidos organicos inducida por
aluminio involucran a este proceso con la resistencia a aluminio en otras
especies vegetales (Cuadro 1.1).
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Con base en las evidencias ci ' colaboradores propusieron un
modelo de resistencia al alur acidos organicos (Figura 1.2)
{Kochian et al., 2004). El mecanismo de exclusién involucra la exudacion de

acidos organicos a fravés de un canal de membrana activado por la presencia

de aluminio por tres di.... 2nte i6n directa del aluminio con el
canal o con un receptor aco irra 1.2 ruta 1), interaccion del
aluminio con una ruta de tr. es presente en la membrana
plasmati~~ que resulta en anal (Figura 1.2 ruta 2) ylo
interaccion de' -“'—inio co transduccién de sefiales que
involucre com € 3._.-maticos (Figura 1.2 ruta 3). El mecanismo de

destoxificacion internz ......Jcra la formacién de complejos Al:dcido organico en
el citosol, seguido de su comg...amentalizacién en la vacuola mediante
transportadores desconocidos. Lo también sugieren que las cascadas
de sefalizacion ..guladas por el : 1 .gar a cambios de la expresion
génica, con un incremento en la expresién de genes que codifican para
transportadores d O asi como de enzimas involucradas en el metabolismo de
los mismos.
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1997b), Melastoma malabathricum (Watanabe et al., 1998), y Faramea
marginata (Britez et al, 2002). Estas especies se denominan
hiperacumuladoras de aluminio, debido a que se pueden encontrar grandes
cantidades de éste, principalmente en tejido foliar y 6érganos reproductivos ([Al]
> 3000 ppm) (Jansen et al., 2002). En plantas de F. esculentum, el aluminio se
acumula principalmente en forma de complejos 1:3 de Al.oxalato (Ma et al.,
1998), acumulando en sus hojas hasta 15,000 ppm de este metal cuando las
plantas son cultivadas en suelos éacidos (Ma et al, 2001). En estudios
realizados en protoplastos de F. esculentum, mas del 80% del aluminio en la
célula se encontré formando complejos 1:3 de Al:oxalato, encontrandose en su
mayoria compartamentalizado en la vacuola (Shen et al., 2002).

En suspensiones celulares de Coffea arabica, se ha determinado que la
exudacién de acidos organicos al medio de cultivo no estd involucrada en el
mecanismo de resistencia a aluminio (Capitulo 2). Sin embargo, se observé que
el aluminio induce cambios en las actividades de la malato deshidrogenasa y la
citrato sintasa de manera diferencial en dos lineas de suspensiones celulares
con diferente sensibilidad a este metal (Capitulo 2), lo cual sugiere que existe
un cambio en el metabolismo de los acidos organicos en respuesta a aluminio
en nuestro modelo de estudio. El objetivo de este trabajo fue determinar el
efecto del aluminio en el contenido de acidos organicos en suspensiones
celulares de café con diferente sensibilidad a aluminio.

3.2. MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y condiciones de cultivo

Suspensiones celulares de C. arabica L. cv. Catuai de las lineas L2 y LAMt
(sensible y resistente a Al, respectivamente), fueron cultivadas en medio MS
modificado a la mitad de la fuerza i6nica (MSHIS) (Martinez-Estévez et al.,

2001), adicionado con sacarosa (30 g/L), 140 uM cisteina-HCI, 560 pM myo-
70










































2000; Menczel et al, 1986; Thomzik y Hain, 1988). Por otra parte, los
protoplastos son especificamente usados para estudiar la ultraestructura
celular, fisiologia e interacciones pianta-patégeno (en especial la interaccion
membrana plasmatica-particula viral).

La digestion controlada de la pared celular permite el aislamiento de
membranas celulares, organelos y vacuolas intactas, para su uso en estudios
de electrofisiologia concernientes al transporte de iones a través de
membranas, y a la regulacién del potencial osmético celular. Por ejemplo,
protoplastos de células guarda han sido ampliamente utilizados como modelo
para estudiar la regulacién del transporte de K en la apertura estomatal
(McAinsh et al., 1997) asi como para estudiar los efectos del aluminio en la
permeabilidad de la membrana plasmatica (Ishikawa y Wagatsuma, 1998).

En la respuesta a estrés por metales como Cd, Zn y Al, los protoplastos ofrecen
ventajas en el estudio de la interaccion entre los iones metdlicos con sus
distintos blancos en ia membrana plasmatica (Ishikawa y Wagatsuma, 1998,;
Kolimeier et al., 2001; Lindberg y Strid, 1997, Pifieros et al.,, 2002; Pifieros y
Kochian, 2001; Ryan et al., 1997). Ademas, el aislamiento de vacuolas intactas
a partir de protoplastos constituye una herramienta necesaria para estudios de
compartamentalizacion de iones metalicos toxicos y de sus ligandos 6rganicos
en estos organelos (Ma et al., 2005; Shen et al., 2002; Wherrett et al., 2005), lo
cual ha enriquecido la comprensiéon de los mecanismos de destoxificacion
interna de metales en plantas (Kochian et al., 2002; Kochian et al., 2004,
Kochian et al., 2005; Ma, 2005).

El objetivo de este trabajo es la obtencién de un protocolo para el aislamiento
de protoplastos a partir de suspensiones celulares de Coffea arabica L., como

herramienta para estudios fisioldgicos, biogquimicos y genéticos de |a respuesta
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de didmetro de poro. Las suspensiones celulares fueron incubadas en
oscuridad a 30 °C durante 12 h, en agitacion moderada (20 inversiones/min).
Posteriormente, la suspensién de protoplastos fue filtrada a través de 0.5 g de
lana de vidrio empacada en una jeringa de 5 mL para eliminar el debris celular.
Ei filtrado fue colocado en un tubo nuevo y la suspension de protoplastos se
dej6 sedimentar en bafio de hielo durante 2 h. Se descarté el sobrenadante y la
pastilla de protoplastos se resuspendié en solucién de lisis sin enzimas ni ABS.
La concentracion de protoplastos fue determinada con un hematocitometro
haciendo uso de un microscopio de luz transmitida Revelation Il (LW Scientific,
Tucker, GA, USA). Para verificar la reproducibilidad del método, los
experimentos se repitieron cada 15 dias en tres ocasiones, obteniendo

resultados similares.
Microscopia electrénica de barrido y Microscopia de contraste de fases

Para analizar su morfologia, células de las lineas L2 y LAMt (dia 7 del cicio de
cultivo) fueron deshidratadas en soluciones seriadas de etanol (30 %, 50 %, 70
%, 80 % y 90 % durante 1 h; etanol absoluto durante 1 h en dos ocasiones). Las
muestras fueron secadas en un desecador de punto critico Sandri795
(Tousimis, Rockville, MD, USA), colocadas en un soporte de bronce y
recubiertas con una capa de 10 nm de oro en un metalizador Denton Vacuum
Desk Il (LLC, Moorestwon, NJ, USA). Las muestras metalizadas fueron
observadas en un microscopio electrénico de barrido JEOL JSM-6360LV (JEOL
Techniques Ltd, Tokio, Japén), utilizando el software asociado para el
procesamiento de imagenes.

Las caracteristicas morfolégicas de las células en suspension y de los
protoplastos fueron observadas haciendo uso de un microscopio de luz

transmitida Carl Zeiss Axioplan Il (Carl Zeiss Microimaging Inc, Thornwood, NY,
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Células de las lineas L2 y LAMt .._.on incubadas en solucion de lisis A
(sorbitol) y B (KCi) adicionada cc.. anzimas y rifampicina durante 12 h, como se
describe en “Materiales y Métodos”. Mientras que en la solucién de lisis que
contenia KCI comn rrincipal osmolito s6lo se observaron protoplastos lisados y
debris celular despuw- de ._ .acubacién, en la solucion de lisis con sorbitol como
osmolito se obtuvieron protoplastos ‘-tegros, turgentes y en gran cantidad
(Figura 4.5A y 4.5B). El rendimiento obtenido fue de 1.99 x 10° protoplastos-(g
PF células)” para la linea L2 y de 2.06 x 10° protoplastos-(g PF células)' para
la linea LAMt, notablemente mayor que en células incubadas en solucién de
lisis sin rifampicina. Los protoplastos de ambas lineas fueron esféricos,
turgentes, observandose claramente estructuras como el nucleo y la vacuola
principal, la cual constituia la mayor ~-rte del volumen celular (Figura 4.5C y
4.5D). Es de ....portancia resaltar que los protoplastos mas grandes de la
poblacion (entre 40 y 60 um de didmetro) en su mayoria no contenian una
vacuola principal, sino que poseian multiples vacuolas y un citoplasma
aparentemente segmentado (Figura 4.5E), lo cual sugiere que estas células se
encontraban en proceso de division celular.
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Sin embargo, es de interés analizar con mas detalle los efectos que tuvo el
aluminio en el metabolismo de los acidos organicos en nuestro modelo de
estudio. En el Capitulo 2 se mostro que las actividades de la MDH y la CS
disminuyeron a los 30 min de tratamiento con aluminio en ambas lineas
(Figuras 2.3 y 2.4). La inhibicién de la actividad de ambas enzimas se revirtid
Unicamente en las células de la linea L2 a las 2 h de tratamiento (Figuras 2.3 y
2.4), mientras que en la linea LAMt el efecto del aluminio fue mas prolongado,
donde ambas enzimas recuperaron su actividad basal hasta las 6 h de
tratamiento (Figuras 2.5 y 2.6). La CS, la cual cataliza la reaccion irreversible de
condensacion del acetil-CoA y oxaloacetato para producir citrato. Este es un
punto ciave de regulacion en el ciclo de los acidos tricarboxilicos. Por lo tanto, la
inhibicion de su actividad implicaria una disminucion del flujo de carbono
procedente de la glucélisis y alternativamente de la B-oxidacion de acidos
grasos, cuya consecuencia inmediata seria el descenso de los contenidos de
citrato y otros intermediarios del ciclo de los acidos tricarboxilicos.
Sorprendentemente, el contenido de malato se incrementé significativamente a
los 30 min de tratamiento Unicamente en células de la linea LAMt (Figura 3.2),
manteniéndose sin cambios en la linea L2. Dado que la exudacién de malato
fue similar en ambas lineas incluso en periodos prolongados de tratamiento con
aluminio (4 d), el incremento en el contenido de malato en la linea LAMt
probablemente se debié a una mayor sintesis y/o un menor consumo de este
metabolito al interior de las células. En vista de que el flujo de carbono
procedente de la glucdlisis disminuyé por efecto de la disminucion de la
actividad de la CS, los esqueletos de carbono necesarios para la sintesis de
malato pudieron provenir de la ruta de la glutamindlisis (Ireland, 1997).

En Ié glutamindlisis, el aminoacido glutamato es convertido a o-cetoglutarato

mediante transaminacion o mediante su oxidacién directa catalizada por la

enzima giutamato deshidrogenasa (GDH). Las transaminasas o o-cetoacido

aminotransferasas son enzimas que transfieren el grupo NH," del glutamato al
102
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