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Resumen 

En muchos suelos ácidos existen varios factores que limitan el crecimiento de la 

planta, principalmente altos niveles tóxicos de aluminio (Al) y deficiencia de fosfato 

(Pi) . Estos dos factores son los más importantes debido a su existencia ubicua y a 

su impacto sobre el crecimiento de las plantas. La toxicidad por Al limita el 

crecimiento de las plantas a través de sus efectos en el desarrollo de la raíz, 

además interrumpe procesos de transducción de señales interfiriendo con el 

metabolismo de la fosfolipasa C (PLC), una enzima encargada de producir 

segundos mensajeros. De manera similar durante deficiencia de Pi esta vía es 

activada induciendo la movilización de Pi de las reservas internas por la hidrólisis y 

recicla miento de los fosfolípidos de membrana por medio de las enzimas PLC y 

PLD. 

En el presente trabajo se demostró que los efectos tóxicos de Al sobre el 

crecimiento celular son restaurados por la adición de altas concentraciones de Pi 

en el medio de cultivo. Además se observó que la inhibición del crecimiento celular 

por la presencia de Al no es una consecuencia de la inhibición de la actividad de la 

PLC, ya que altas concentraciones de Pi mejoran el crecimiento celular pero no la 

actividad enzimática de esta enzima. Las enzimas de la vía de transducción de 

señales mediada por fosfoinosítidos son reguladas de manera diferencial, el Al 

interrumpe la producción de los segundos mensajeros (IP3 y PA), sin embargo 

incrementa la actividad de la PLD y la DGK para contrarrestar los efectos del Al 

sobre la formación de PA, en tanto que la deficiencia de Pi estimula la actividad de 

la PLC y la DGK pero no parece regular la actividad de la PLD. 

Finalmente se observó que tanto la deficiencia de Pi como la toxicidad por Al no 

modifican los niveles de las proteínas PLC y PLD sino únicamente regulan la 

actividad enzimática de ambas enzimas. 
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Abstract 

On most acid soils, there are several limiting factors for plant growth , including 

toxic levels of aluminum (Al) as well as phosphorus (Pi) deficiency. These 

constraints are the most important due to their ubiquitous existence and impact on 

plant growth. Aluminum toxicity limits plant growth mainly through its adverse 

effects on root development, also disrupt signal transduction processes by 

interfering with phospholipase C (PLC) metabolism, this enzyme is involved in the 

production of second messengers. Similarly during Pi deprivation this pathway is 

activated inducing the mobilization of Pi from internal reserves by the hydrolysis 

and the recycling of Pi from membrane phospholipids by means of the PLC and 

PLD activity. 

Within the present investigation we showed that the effects of aluminium toxicity on 

cell growth are resto red by the addition of higher concentrations of Pi in the culture 

medium. Also we observed that the inhibition of cell growth by the Al presence is 

not related with the PLC activity because higher concentration of Pi restores the 

cell growth but the PLC activity remains inhibited. The enzymes of signal 

transduction pathway are differentially regulated . Al disrupts the second 

messengers (IP3 and PA) production; however increases the activity of PLD and 

DGK in order to counteract the effects of Al on PA formation. On the other hand Pi 

starvation induces PLC and DGK activation but do not affect PLD activity. 

Finally Pi starvation and Al toxicity do not modify the levels of the proteins PLC and 

PLD only regulate the enzymatic activity of these proteins. 
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INTRODUCCiÓN 

En la mayoría de los suelos ácidos, existen varios factores que limitan la 

productividad de los cultivos, entre estos factores la toxicidad por aluminio (Al) y la 

deficiencia de fosfato (Pi) son las mas importantes debido a su existencia ubicua y 

al efecto drástico que provocan sobre el crecimiento de las plantas (Kochian , et al., 

2004). 

La toxicidad por Al limita el crecimiento de las plantas principalmente a través de 

una disminución en el crecimiento y desarrollo de las raíces. En estos suelos 

ácidos son liberados diferentes formas fitotóxicas de Al, a concentraciones que 

inhiben el crecimiento de las raíces (Delhaize et al., 1993). Otro factor muy 

importante que también limita el crecimiento de las plantas y que coexiste con la 

toxicidad por Al en suelos ácidos es la deficiencia de fosfato (Pi) debido a que los 

óxidos de Fe y Al se unen al Pi del suelo produciendo formas no disponibles para 

las plantas (Barber, 1995). Es por ello que las plantas han evolucionado diferentes 

mecanismos adaptativos que les permiten sobrevivir bajo estas condiciones. Entre 

los principales mecanismos que usan las plantas para sobrevivir a deficiencia de 

Pi se encuentran la exudación de varios solutos de la raíz, principalmente ácidos 

orgánicos, enzimas fosfatasas y otros compuestos que podrían movilizar Pi de las 

reservas unidas en el suelo. 

Aunque se han realizado muchos estudios sobre la tolerancia a Al y la deficiencia 

de Pi en suelos ácidos, estos dos factores casi siempre son estudiados de forma 

separada como aspectos independientes (Yan et al., 1995). Sin embargo la 

toxicidad por Al y la deficiencia de Pi a menudo coexisten en estos suelos ácidos y 

podrían interactuar fuertemente a través de reacciones químicas y bioquímicas. 

Pocos estudios se han realizado para investigar las interacciones del Pi y Al en 

plantas. Por una parte se ha demostrado que un incremento en el suministro de Pi 

mejora los efectos fitotóxicos inducidos por Al, posiblemente a través del 
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1990). De igual forma se ha encontrado que el contenido de Pi en el ápice de 

rafees de Fygopyrum esculentum es relacionado con la inmovilización y 

detoxificación de Al, lo cual indica que puede existir una interacción significante 

entre el Pi y el Al en las raíces (Zheng et al., 2005) . 

Tanto la toxicidad por Al como la deficiencia de Pi se han relacionado con los 

mecanismos de transducción de señales que involucran la hidrólisis de los 

fosfoinosítidos presentes en la membrana celular. En esta vía de transducción de 

señales participan la fosfolipasa C (PLC) y la fosfolipasa D (PLD), enzimas que 

son activadas por diferentes señales ambientales. La PLC hidroliza 

fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2), para generar inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y 

1,2-diacilglicerol (DAG), y la PLD hidroliza fosfatidilcolina (PC) produciendo ácido 

fosfatfdico (PA) y colina, todos estos compuestos son segundos mensajeros 

importantes para la célula ante diferentes tipos de estrés. Existen reportes acerca 

de la inhibición de la actividad de la PLC en presencia de Al en diferentes modelos 

de estudio (Piña-Chablé et al. , 2001 ; Martínez-Estévez, et al., 2003a; Jones y 

Kochian, 1995) y de igual forma se ha reportado que cuando las plantas sufren de 

deficiencia de Pi , se activa un sistema altamente integrado para el abastecimiento 

de Pi desde los almacenes internos de la célula. En este sistema todo el contenido 

de fosfolípidos es disminuido y el contenido de galactolípidos no fosforados 

incrementa significativamente (Hartel et al., 2000) remplazando muchos de los 

fosfolípidos constitutivos de la membrana plasmática (Anderson et al., 2003). Por 

lo cual hay incremento en la actividad de la PLD y la PLC para producir DAG como 

sustrato para la biosíntesis de galactolipidos y Pi disponible. 

Es por ello el objetivo de este trabajo es evaluar si la adición de Pi al medio de 

cultivo mejora los efectos inducidos por el Al sobre el crecimiento celular y sobre 

las enzimas de la vía de transducción de señales en células en suspensión de C. 

arabica. 
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CAPíTULO 1 

Antecedentes 

1.1 SUELOS ÁCIDOS 

La presencia de suelos ácidos es uno de los principales factores que limitan la 

productividad agrícola alrededor del mundo. Aproximadamente 30 % del área total 

de suelo y más del 50 % de los suelos potencialmente cultivables son ácidos (Van 

Uexkül et al., 1995). En este tipo de suelos existen varios factores que afectan la 

productividad de las plantas, principalmente altos niveles tóxicos de aluminio (Al) , 

manganeso (Mn) y hierro (Fe), así como la deficiencia de varios elementos 

esenciales como los minerales como el fósforo (P), el nitrógeno (N) , potasio (K) , 

calcio (Ca) y algunos 'micronutrientes (Kochian et al. , 2004). En estos suelos 

ácidos se observa una disminución de la disponibilidad de P y un aumento de la 

toxicidad de otros elementos que se encuentran en pequeña cantidad como los 

metales pesados (Marschner, 1995). De igual forma en muchas regiones 

tropicales y subtropicales húmedas donde prevalecen los suelos ácidos, las 

condiciones de calor y humedad provocan el deterioro de los suelos dando lugar a 

que los óxidos libres de Fe y Al se unan al P soluble en el suelo, formando 

complejos no disponibles para las plantas (Barber, 1995). 

En áreas que todavía no son afectadas por la contaminación industrial, la 

acidificación del suelo es causada principalmente por la liberación de protones 

(H+) durante la oxidación de compuestos de carbono (C), azufre (S) y nitrógeno 

(N) en los suelos (Balan y Hedley, 2003; Tang y Rengel, 2003), a un exceso en la 

toma de cationes sobre los aniones (Tang y Rengel, 2003), al uso de fertilizantes 

que contienen amonio y amidas (Mahler et al., 1985), a la fijación del nitrógeno por 

las leguminosas (Balan et al., 1991; Tang y Rengel, 2003) y a deposiciones ácidas 

de la atmósfera (principalmente ácido nítrico y sulfúrico) (Alewell , 2003), las cuales 

son causadas por las emisiones en la atmósfera de dióxido de azufre y de óxidos 
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de nitrógeno y amonio. Estos ácidos bajan el pH, incrementan la concentración de 

aluminio (Al) y aumentan la acidificación de los suelos sensibles (Herman et al., 

2001). En ecosistemas terrestres con suelos ácidos, la toxicidad por Al sobre las 

plantas es el principal factor limitante para la producción de los cultivos alrededor 

del mundo (Foy, 1988). 

1.2 TOXICIDAD POR ALUMINIO EN SUELOS ÁCIDOS 

1.2.1 Química del aluminio 

El aluminio es el metal más abundante y el tercer elemento en abundancia en la 

corteza terrestre, donde representa aproximadamente el 8 % en peso. En la 

naturaleza, este se encuentra en forma oxidada y en solución acuosa el ión se 

encuentra en forma de hidróxidos. En el suelo, el Al se encuentra principalmente 

en dos tipos de compuestos: óxidos y silicatos de aluminio. Los óxidos e 

hidróxidos juegan un papel significativo en la química ambiental de los iones 

metálicos y de los compuestos orgánicos asociados al suelo (May y Nordstrom, 

1991 ). 

El Al es un elemento anfótero que puede actuar como catión en medio ácido y 

como anión en medio básico. El pH del medio es lo que determina la solubilidad o 

insolubilidad del Al y de las distintas especies predominantes (Cuadro 1.1). La 

concentración del A13+ en el suelo suele ser menor de 37 JlM cuando el pH es 

superior a 5.5. Sin embargo, cuando el pH del suelo disminuye, el aluminio es 

liberado de los aluminosilicatos y su concentración suele aumentar (Marschner, 

1995). Cuando el pH es inferior a 5.0 el ión se encuentra mayormente en forma de 

complejo hexahidrato octaédrico [AI(H20)s3+]la forma más tóxica para las plantas. 

Se ha observado que existen diferentes formas químicas en función del pH; 

cuando el Al se encuentra en un medio muy ácido se presenta en forma iónica 

(AI3+) , o bien en forma de monómero AI(OHh + y AI(OH)2+, a valores de pH entre 

3.5-5.0 se favorece la formación de polfmeros de hidróxidos de Al ; cuando el pH 
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es superior a 5.0, tanto las formas monoméricas como las po limé ricas disminuyen 

e incrementan los niveles de hidróxidos altamente básicos que son muy insolubles 

y precipitan fácilmente por lo que son muy poco disponibles para la planta. A pH 

neutro el Al se encuentra en la forma insoluble AI(OHh (gibsita) una especie de Al 

no tóxica para las plantas (Driscoll y Schecher, 1988). 

Cuadro 1.1 Distribución de especies mononucleares de aluminio en base al pH del 
suelo en una solución 10 ·5 M de Al a 25 Oc (Baes y Mesmer, 1976) 

pH Especies de aluminio (Al) 

3 
AI(H2O)6'" 

AI(H2O)s(OH)'" 

AI(H2Oh(OHh 

6.5 AI(H 20MOHh + 

AI(H2Oh(OHk 

AI(H2Oh(OHh 

7 AI(H2OMOHh 

AI(H2Oh(OH)4' 

10 AI(H2Oh(OHk 

1.2.2 Formas fitotóxicas de Aluminio en las plantas 

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

la toxicidad por Al está restringida a condiciones ácidas, se asume que el A13
+ es la 

especie mas fitotóxica. Esto ha sido muy difícil de demostrar, debido a que casi 

todas las especies monoméricas han sido consideradas como tóxicas (Kinraide, 

1991 ). 

La disponibilidad de varias especies químicas de Al en los suelos muestran 

diferentes grados de toxicidad. El ion aluminato AI(OH)4. y el AI(OHh no se 

consideran tóxicos para las plantas (Kinraide, 1990), sin embargo se piensa que a 

pH mayores a 9.0 concentraciones relativamente altas de aluminato pueden ser 
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tóxicas para trigo (Ma et al., 2003). Además las especies monoméricas como el 

AI(OHh+ y el AI(OH)2+ (Kinraide, 1997), así como los fosfatos de Al (Takita et al., 

1999) y los complejos de Al con los ácidos orgánicos (Matsumoto, 2002) no son 

tóxicos para las plantas. Sin embargo, los complejos de Al con el sulfato se ha 

demostrado que son peligrosos para el crecimiento de varias especies de plantas 

(Kinraide, 1997). 

Respecto a los complejos de fluoruro de aluminio o f1uoroaluminatos (AIFx donde 

X=1-6), varios reportes indican que no son tóxicos para las plantas (MacLean et 

al. , 1992), no obstante en reportes posteriores se confirmó que al menos algunas 

especies de fluoroaluminatos específicamente AIF2+ y AIF2+ son tóxicos , por lo cual 

también se ha sugerido un aumento en la toxicidad de éstos complejos conforme 

se incrementa su carga positiva (Kinraide, 1997; Stevens et al., 1997), además de 

que impiden el transporte de Pi debido a que son capaces de unirse a los sitios de 

unión de Pi de las proteínas de una manera análoga al Pi (Rocha y Orokova­

Fayanha, 2002) . Sin embargo, aún falta por establecerse si los efectos no tóxicos 

de ciertas especies y complejos de Al están relacionados con una pérdida de 

asimilación a través de la membrana plasmática, o con una disminución (o 

ausencia) de la carga positiva dado que la toxicidad de los iones incrementa 

generalmente con la carga positiva (Kinraide, 1997). Además los complejos 

polinucleares de hidróxido de Al con una carga positiva alta AI13 

[AI04AldOHh4(H20)1/+j (Parker y Bertsch, 1992) son mas tóxicos para las 

plantas que las especies monoméricas, menos cargadas (Comin et al. , 1999). 

1.3 SíNTOMAS DE TOXICIDAD INDUCIDOS POR Al EN PLANTAS 

A pesar de décadas de esfuerzo extensivo para entender el mecanismo (s) de 

toxicidad por Al sobre las plantas, las causas primarias permanecen únicamente 

en la especulación. La inhibición del crecimiento de la raíz es uno de los srntomas 

tempranos y más dramáticos exhibidos por las plantas que sufren de estrés por Al ; 

6 



estos sfntomas han sido observados en minutos de exposición a concentraciones 

micromolares de Al en la solución de cultivo (Blancaflor et al., 1998; Sivaguro y 

Horst, 1998; Ryan et al., 1993; Vázquez et al., 1999; Ahn et al., 2001 ; Ma et al., 

2002). El ápice de la rafz es el sitio crítico de percepción de toxicidad por Al y la 

inhibición del crecimiento de la rafz ocurre únicamente en la parte distal de la zona 

de elongación del ápice expuesto a Al (Sivaguro y Horst, 1998; Kollmeier et al., 

2000, Ryan et al., 1993). 

El crecimiento de la raíz es un proceso dinámico y complejo, indicando que 

numerosos procesos bioqufmicos y fisiológicos podrían ser alterados antes de la 

inhibición del crecimiento de la raíz. Entre estos procesos, uno de los mas 

importantes son la alteración del pH y de la homeostasis de Ca2
+ citoplásmico 

(Rengel y Zhang, 2003), la inhibición de la actividad de la H+-ATPasa en la 

membrana plasmática de las células del ápice de la raíz (Ahn et al., 2002; Rengel 

y Zhang, 2003) y la interrupción de la dinámica del citoesqueleto (Sivaguro et al. , 

1999; Schwarzerova et al., 2002). Además la toxicidad por Al provoca un aumento 

en la producción de especies reactivas de oxigeno (ROS) provocando un estrés 

oxidativo (Yamamoto et al. , 2002), asf como la peroxidación de los Ifpidos de 

membrana (Yamamoto et al., 2003), siendo este efecto una causa principal de la 

inhibición del crecimiento de las rafces (Yamamoto et al. , 2003). 

Recientemente, numerosos reportes en la literatura describen que los cambios 

inducidos por el Al ocurren particularmente en las regiones apicales, provocando 

la expresión de los sfntomas de toxicidad inducidos por Al: cambios en el patrón 

celular de la raíz (Doncheva et al., 2005), división celular irregular, alteraciones en 

la forma y vacuolización de la célula (Vázquez et al., 1999; Ciamporová, 2000), 

deposición de callosa y pared celular mas delgada (Jones et al., 2006) 

desintegración del citoesqueleto (Sivaguru et al., 1999), formación de 

configuraciones membranosas semejantes a figuras de mielina (probablemente 

ricos en fosfatidil inositol) y depósitos membranosos electro-densos (Vázquez, 
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2002), alteraciones en las propiedades de la membrana plasmática (Sivaguro et 

al., 1999; Ahn y Matsumoto, 2006), así como la producción de especies reactivas 

de oxígeno (Darkó et al., 2004; Jones et al., 2006). Estos son algunos ejemplos de 

cómo el Al afecta a las células de la raíz, aunque aún no se sabe cual de todos 

estos procesos provocan la inhibición del crecimiento celular. 

El Al se une rápidamente al apoplasto, localizándose en los compartimentos 

extracelulares desde un 30-90% del total del Al absorbido en el tejido de la raíz 

(Zheng y Yang, 2005). Dentro de la pared celular, este se une a los sitios cargados 

negativamente en la matriz de pectina (Schildknecht y Vid al, 2002) conduciendo al 

desplazamiento del Ca2
+ y reduciendo la extensibilidad de la pared (Ma et al., 

2004). El Al tiene una fuerte afinidad por la membrana plasmática cargada 

negativamente y causa despolarización de la membrana (Kochian et al., 2005) , 

resultando en una modificación de los gradientes de H+ y en los flujos de iones a 

través de la membrana (Ahn et al., 2002) particularmente flujos de Ca2
+ (Rengel y 

Zhang, 2003). También se ha demostrado que el Al se acumula rápidamente en el 

simplasma (Lazof et al., 1994) y en el núcleo de las células del ápice de la raíz 

después de 30 minutos de tratamiento (Silva el al. , 2000). La unión del Al al núcleo 

podría inhibir la actividad mitótica alterando la composición del DNA, la estructura 

de la cromatina (Matsumoto el al., 1988) o afectando los mecanismos que 

controlan la organización y polimerización de los microtúbulos (Frantzois el al., 

2000). 

En cultivos in vilro también se ha reportado que el Al es capaz de afectar el 

crecimiento de células en suspensión de Caffea arabica L., disminuyendo la 

capacidad de crecimiento de una línea sensible a Al (Martínez-Estevez et al. , 

2003b). De igual forma en células en suspensión de Nicatiana labacum se ha 

observado que el Al tiene un efecto sobre los microtúbulos del citoesqueleto 

(Schwarzerová, 2002), y además induce una disminución del Ca2
+ citosólico e 

inhibe el crecimiento celular (Jones el al., 1998). 
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1.4 MECANISMOS DE RESISTENCIA A LA TOXICIDAD POR Al 

La existencia de genotipos contrastantes en la resistencia a Al en varias especies 

de plantas ha dado lugar a la identificación de los diferentes mecanismos que 

usan las plantas para resistir su toxicidad. Los mecanismos de resistencia más 

estudiados involucran la liberación de ácidos orgánicos (por ejemplo: malato, 

citrato y oxalato) de la punta de la raíz, los cuales forman complejos estables con 

Al produciendo complejos no tóxicos. Algunas especies de plantas secretan ácidos 

orgánicos en la rizósfera previniendo la acumulación de Al dentro del ápice de la 

raíz (resistencia a Al), mientras que otros utilizan un mecanismo mediado por 

ácidos orgánicos para destoxificar al Al internamente (tolerancia a Al) (Kochian et 

al., 2005). Recientemente se han identificado en varias especies de plantas 

numerosos transportadores que exudan ácidos orgánicos como malato (ALMT1) o 

citrato (FRD3). El gen ALMT1 ha sido identificado en Triticum aestivum, 

Arabídopsís thalíana y Secale cereale (Delhaize et al., 2007), mientras que FRD3 

unicamente se ha identificado en Arabídpsis thalíana y Sorghum bicolor (Delhaize 

et al., 2007). Además Larsen et al., (2005, 2007) identificaron dos transportadores 

tipo ABe de Arabidopsis, ALS1 y ALS3, los cuales podrían actuar movilizando y 

secuestrando al Al dentro de la planta para conferir tolerancia. 

1.5 DEFICIENCIA DE Pi EN SUELOS ÁCIDOS 

El fósforo forma parte integral del metabolismo energético y es un constituyente de 

los ácidos nucleicos y de los lípidos de las membranas; además de que participa 

en la fosforilación y defosforilación de las proteínas, mecanismo esencial en las 

vías de transducción de señales en plantas. El fosfato inorgánico (Pi) también 

llamado ortofosfato (H2P04") o sus derivados orgánicos activan diferentes 

procesos bioquímicos como la fotosíntesis y la respiración. Los ésteres de fosfato 

en general actúan como acarreadores de energía en varias vías metabólicas. 

Además, los fosfolípidos juegan un papel importante en la integridad y función de 
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las membranas y la homeostasis de fosfato en el cloroplasto regula el transporte 

de azúcares fosforilados a través de la membrana y la síntesis de almidón . 

Después del nitrógeno, el fósforo es el segundo macronutriente mas limitado tanto 

en ecosistemas acuáticos como terrestres. Este elemento es el nutriente menos 

accesible para las plantas dado que su disponibilidad en suelos nativos es 

raramente adecuado para el crecimiento óptimo. Consecuentemente, la 

asimilación, el almacenaje y el metabolismo del fosfato es un proceso altamente 

regulado que afecta directamente el funcionamiento de las plantas. La forma 

asimilable del fosfato para las plantas es el ortofosfato, el cual es activamente 

tomado alrededor del medio por los microorganismos y las raíces de las plantas. 

Sin embargo, el Pi es extremadamente insoluble en la mayoría de los suelos 

debido a que forma sales de calcio y es quelado por los óxidos de hierro y 

aluminio. Por ejemplo el Pi en los suelos de arcilla es esencialmente inmovilizado 

y la concentración de Pi en el suelo es menor de 1 O ~M (Mimura et al., 1996), lo 

cual es dos o tres ordenes de magnitud mas bajo que la concentración en el medio 

de otros iones requeridos como Ca y K. Sin embargo, entre el 30 y el 80 % del 

total del fósforo en los suelos arables y en los bosques se encuentra unido en la 

materia orgánica recalcitrante (por ejemplo: ácido fítico) , el cual requ iere 

mineralización a Pi para que pueda ser asimilado por las plantas (Schachtman et 

al., 1998). Paradójicamente aunque el fósforo es abundante en la litósfera, la 

disponibilidad de este mineral es limitado, lo cual representa un fenómeno general 

en la agricultura. 

1.6 TRANSPORTE DE Pi EN LAS PLANTAS 

Los factores que influencian la toma de Pi por las plantas son principalmente los 

factores del suelo, el sumin istro de Pi a las raíces por flujo de masas, la difusión, 

cambios en el tamaño y geometría de la raíz, la entrada de Pi en relación a la 

concentración de éste en la superficie de la raíz y la influencia de la competencia 
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de las rafces (Barber y Cushman, 1981 ; Barber y Silverbush, 1984; Silverbush y 

Barber, 1983). Ahora existen evidencias genéticas y moleculares para la presencia 

de transportadores que operan eficientemente a concentraciones altas y bajas de 

Pi en el medio. El sistema de transporte de baja afinidad parece ser expresado 

constitutivamente en plantas a diferencia del sistema de transporte de alta afinidad 

que es fuertemente expresado durante deficiencia de Pi (Furihata et al. , 1992; 

Raghotama y Karthikeyan, 2005). 

Diversos estudios (Mimura etal., 1996; Jeschke et al., 1997) muestran una 

descripción de los patrones del movimiento de Pi en la planta entera. En plantas 

que crecen en condiciones adecuadas de Pi la mayor parte es absorbido por las 

raíces y transportado en el xilema hacia las hojas jóvenes. Existe también un 

transporte de Pi en el floema desde las hojas viejas hacia los tallos en crecimiento 

y de los tallos a las raíces. En plantas deficientes en Pi el transporte restringido de 

las raíces hacia los tallos vfa el xi lema es compensado por un incremento en la 

movilización del Pi almacenado en las hojas viejas y en su transporte hacia las 

hojas más jóvenes y a las raíces en crecimiento. Este proceso involucra tanto la 

reducción de Pi almacenado y la hidrólisis del fósforo orgánico en las hojas viejas 

(Jeschke et al. , 1997). El Pi en el xilema es transportado únicamente como Pi , 

mientras que cantidades significantes de P orgánico es encontrado en el floema. 

No se sabe mucho acerca del transporte involucrado en el cargado del xilema y 

floema, aunque dos mutantes de Arabidopsis, pho1 y pho2 que no tienen la 

capacidad de transportar Pi en el xilema evidencian eventos de transporte 

específicos que ocurren en interfaces del xilema y el floema (Poirier et al. , 1991). 

El transporte de Pi dentro del simplasma involucra un transporte que mueve el Pi 

desde el apoplasma, donde las concentraciones de Pi son comúnmente menores 

a 2 ~M , hacia el citosol atravesando la membrana plasmática donde la 

concentración de Pi se mantiene dentro del orden de magnitud de 5-17 mM 

(Mimura, 1999; Mimura et al., 1996). Esta gran diferencia entre la concentración 

11 



interna y la concentración externa junto con la carga negativa neta sobre la 

membrana plasmática necesita que un gradiente electroquímico fuerte sea usado 

para el transporte de aniones fosfato dentro de las células de la raíz. El transporte 

de Pi desde el suelo hacia la raíz de la planta requiere un mecanismo de 

transporte de alta afinidad manejado por energía. Esto es facilitado por numerosas 

proteínas pertenecientes a la familia Pht1 de transportadores de Pi en plantas 

(Bucher et al., 2001) Y para poder mantener la homeostasis de Pi es necesario 

que la expresión y función de los transportadores de Pi sean coordinados con 

cambios en la disponibilidad de Pi. 

Los transportadores de Pi de alta afinidad son expresados preferencialmente en 

las raíces y muchos de ellos son inducidos bajo deficiencia de Pi (Daram et al., 

1998; Liu et al., 1998a; Muchhal et al. , 1996; Raghothama y Karthikeyan , 2005). 

También se ha visto que ellos están enriquecidos en la epidermis y en los pelos 

radiculares de la raíz para aumentar la toma de Pi (Daram et al., 1998; Liu et al., 

1998b). Transportadores como LePT1 son expresados en la epidermis y en las 

células corticales, sin embargo también existe evidencia de la expresión de los 

transportadores de Pi de alta afinidad en otras partes de las plantas incluyendo 

flores, hojas, cotiledones y tubérculos (Leggewie et al., 1997; Liu et al., 1998a; 

Mudge et al., 2002) . 

1.6.1 Transportadores de fosfato pertenecientes a la familia Pht1 

Los transportadores de Pi son proteínas integrales de membrana responsables de 

adquirir fosfato de la rizósfera y transferirlo a diferentes tejidos u órganos. Estos 

transportadores son proteínas que consisten de 12 regiones que atraviesan la 

membrana, separadas en dos grupos de seis por una región grande cargada 

hidrofílicamente (Figura 1.1). Ellos pertenecen a la superfamilia de transportadores 

MFS (Major facilitator 2uper family, por sus siglas en ingles) que comprenden el 

transporte de azúcares, antibióticos, iones y aminoácidos (Pao et al., 1998). Esta 

es una de las familias de acarreadores más grandes facilitados por polipéptidos 
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simples capaces de transportar varios solutos utilizando el gradiente iónico 

quimiosmótico (Pao et al., 1998). Estos transportadores tienen varios sitios de 

fosforilación y N-glucosilación de acuerdo a diferentes transportadores aislados de 

diversas especies de plantas. Estos transportadores son de tamaño similar 

(aproximadamente 518-587 aminoácidos) y todos utilizan el gradiente de H+ para 

manejar el proceso de transporte. 

Figura 1.1 a) Topolog ía transmembranal de un transportador Pht1 de Pi, se ind ican sus sitios de 
fosforilación , miristoilación y glucosilación b) mecanismo putativo del simporte de protones y fosfato a 
través del transportador Pht1 1) protonación del transportador con el poro abierto hacia afuera, 2) unión 
del anión fosfato, 3) cambio conformacional para abrir el poro hacia adentro, 4) liberación de fosfato , 5) 
desprotonación del transportador,6) retorno a la conformación inicial (Modificado de Karandashov y 
Bucher, 2005) . 

En plantas ya se han aislado varios miembros de la familia Pht1 . En el genoma de 

Hordeum vulgare se han aislado ocho diferentes miembros de esta familia de 

transportadores de fosfato (Smith et al. , 1999) y en Arabidopsis thaliana han sido 

identificados y caracterizados nueve genes que codifican para transportadores de 

fosfato de alta afinidad (Karthikeyan et al., 2002; Muchhal et al. , 1996; Mudge et 
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al., 2002; Okumura et al., 1998; Smith et al., 1997), que tienen una expresión 

diferencial a lo largo de la planta. 

En general el ion ortofosfato es la forma de fosfato preferida por los 

transportadores y el fosfato es adquirido por un proceso de co-transporte mediado 

por energra y manejado por protones generados por +H-ATPasas asociadas a la 

membrana plasmática (Sakano et al., 1992). 

1.6.2 Transporte intracelular de fosfato 

El Pi almacenado en las vacuolas de las plantas provee un sistema amortiguador 

disponible fácilmente que ayuda a mantener las concentraciones fisiológ icas de Pi 

y la homeostasis. Las células de las plantas que crecen en condiciones altas de Pi 

podrran tener una concentración vacuolar de Pi tan alto como 120 mM (Mimura et 

al. , 1990). Este almacén de Pi puede ser usado bajo condiciones de estrés por Pi 

hasta ser virtualmente agotado. El transporte entre la vacuola y el citosol ocurre a 

través de la membrana del tonoplasto e involucra tanto la entrada como la salida 

de Pi. La estimulación por ATP sug iere que un sistema de transporte activo 

pudiera estar involucrado en la entrada de Pi además de que ha sido demostrado 

que la permeabilidad del tonoplasto se incrementa considerablemente bajo 

condiciones deficientes de Pi (Mimura, 1995). 

El transporte de Pi entre el citosol y el estroma del c1oroplasto es mediado por 

translocadores triosa fosfatos/Pi (Flugge, 1999; Flugge et al., 1989). Estos 

transportes son localizados en la membrana interna de la envoltura del c1oroplasto 

y son cod ificados por genes nucleares (Fisher et al., 1994). Los transportadores 

que median el intercambio de glucosa-6-fosfato y Pi han sido aislados de plástidos 

de plantas, al igual que los intercambiadores de fosfoenolpiruvato/Pi (Fisher et al., 

1997; Kammerer et al., 1998). Por otra parte el Pi también es esencial para las 

funciones metabólicas de la mitocondria. El movimiento de Pi dentro de la 

mitocondria es facilitado por transportadores de Pi mitocondriales que son 
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similares a los de levadura y mamíferos (Takabatake et al., 1999). Todas estas 

proteínas que median el transporte de Pi entre el citosol y los organelos 

pertenecen a distintas clases de proteínas que son bastante diferentes a la familia 

Pht1 de transportadores involucrados en la adquisición inicial de Pi de la solución 

externa del suelo. 

Mantener la homeostasis celular de Pi es esencial para la función del organismo 

(Plaxton y Carswell , 1999). La adquisición de Pi, la homeostasis y el metabolismo 

son altamente regulados y bien coordinados para maximizar el uso de este 

nutriente limitado. Las células tienen mecanismos para mantener los niveles 

citosólicos de Pi, a pesar de las grandes fluctuaciones en las concentraciones 

externas (Glass y Siddiqi, 1984). Las plantas superiores adquieren y almacenan 

un exceso de Pi en la vacuola, lo cual es crucial para la homeostasis citosólica de 

Pi bajo condiciones elevadas, donde la mayor parte del Pi celular (85 a 95%) 

puede ser encontrado en las vacuolas (Anghinoni y Barber, 1980; Natr, 1992). 

Además al almacenaje de Pi en la vacuola , la salida de Pi de la raíz también 

podría ayudar a las plantas a mantener la homeostasis iónica (Cogliatti y Santa 

María, 1990). 

1.7 MECANISMOS DE OBTENCiÓN DE Pi 

1.7.1 Modificaciones bioquímicas para la obtención de Pi 

La baja disponibilidad de Pi en muchos ecosistemas naturales ha provocado en 

las plantas la evolución de varias estrategias adaptativas a nivel morfológico, 

bioquímico y simbiótico para incrementar la adquisición de Pi y/o mejorar la 

eficiencia de la utilización interna de Pi (Smith et al. , 2001). Entre las adaptaciones 

para la obtención de Pi se encuentra la formación de raíces agrupadas para 

algunas especies de plantas, estas se combinan con una alta densidad de 

determinadas raíces laterales en un volumen de suelo localizado, con una 

liberación sincronizada de ácidos orgánicos y fosfatasas ácidas que incrementan 
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la disponibilidad de Pi en una vecindad inmediata de estas raíces (Neumann et al. , 

2000). 

Esto es evidenciado por una morfología alterada de la raíz y por la proliferación 

preferencial de las raíces sobre los tallos, bajo condiciones deficientes de Pi. Los 

factores asociados a la raíz como la morfología, arquitectura, densidad y largo de 

los pelos radiculares, velocidad de absorción de nutrientes, habilidad de modificar 

la rizósfera y simbiosis micorrízica podrían influenciar fuertemente la adquisición 

de Pi (Raghothama y Karthikeyan, 2005). Bajo deficiencia de Pi se observan 

distintos cambios en el crecimiento y la morfología de la ra íz (Lynch y Beebe, 

1995). Un incremento en la proporción de la masa de la raíz provoca un aumento 

en el área superficial de la raíz disponible para la exploración y la adquisición del 

Pi del suelo, relativo al área superficial de la hoja, donde la mayor parte del Pi es 

utilizado. En Arabidopsis la elongación de la raíz primaria es inhibida, mientras que 

la ramificación de las raíces secundarias y elongación de los pelos radiculares se 

incrementan. La toma de Pi es fuertemente influenciada por un incremento en la 

densidad de los pelos radiculares en las plantas eficientes en la adquisición de Pi 

(F6hse et al., 1991 ; Gahoonia y Nielsen, 1998). En muchos casos los pelos 

radiculares podrían contribu ir arriba del 70 % del área superficial total de la ra íz, 

incrementando el área superficial del cilindro de la raíz cerca de 27 veces (Jungk, 

2001). Hay evidencias que sugieren que los pelos radiculares formados de nuevo 

llegan a ser blancos para la expresión de transportadores de Pi inducidos bajo 

deficiencia de Pi (Daram et al., 1998; Mudge et al., 2002) . 

1.7.2 Obtención de Pi a través de simbiosis con micorrizas 

En respuesta a deficiencia de Pi en el suelo, muchas plantas han desarrollado una 

relación simbiótica con hongos micorrízicos. Análisis moleculares de 

transportadores de Pi en especies de monocotiledóneas y dicotiledóneas han 

revelado la activación de transportadores de Pi durante la simbiosis micorrízica. 

Los transportadores de Pi de arroz (Oryza sativa) OsPT11 , son inducidos , 
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específicamente en respuesta a simbiosis micorrízica (Uta et al., 2002). 

Similarmente la expresión de transportadores de Pi de alta afin idad de Solanum 

tuberosum (StPT3) y Medicago truncatula (MtPT4) son asociados distintamente 

con células de raíces que forman arbúsculos (Harrison et al., 2002; Rausch et al., 

2001). El nivel de inducción es correlacionado con el grado de colonización de las 

raíces por hongos micorrfzicos. La expresión espacial y temporal de estos genes 

son consistentes con su papel en adquirir el Pi liberado por los hongos. 

En estas plantas las hifas de los hongos juegan un papel importante en la 

adquisición de Pi por las plantas (Bolan, 1991). La simbiosis micorrfzica es 

fundada sobre el intercambio mutualistico de C de la planta para la obtención de Pi 

y otros nutrientes de los hongos. La entrada de Pi en las rafces colonizadas por 

los hongos micorrfzicos puede ser de 3 a 5 veces mas alto que en raíces no 

micorrízicas (Smith y Read, 1997). Los pocos estudios publicados de cinéticas de 

obtención de Pi indican que las raíces micorrízicas y las hifas aisladas tienen 

sistemas de toma de Pi sim ilares a los encontrados en raíces no micorrízicas y en 

otros hongos (Thomson et al., 1990; Smith y Read, 1997). 

1.7.3 Liberación de ácidos orgánicos para la obtención de Pi 

Las plantas producen y secretan ácidos orgánicos a la rizósfera (Shane y 

Lambers, 2005) los cuales liberan el Pi de los complejos inorgánicos en el suelo 

por un mecanismo de intercambio de ligandos. Las especies como Fagopyrum 

esculentum, Brasica napus y Medicago sativa son bastante eficientes en la 

utilización del fosfato de las rocas a través de la liberación de ácidos orgánicos 

(Hinsinger, 2001). Los ácidos orgánicos son secretados para quelar cationes de 

Fe, Al y Ca, lo que incrementa la movilización de Pi tanto de suelos ácidos como 

de suelos calcáreos (Jones, 1998). 

Las respuestas bioquímicas a limitación de fosfato son dirigidas para mantener 

constantes las .concentraciones citoplásmicas de Pi, independientemente de los 

17 



niveles externos y vacuolares de Pi (Schachtman el al., 1998). Este fenómeno ha 

sido estudiado a fondo en especies de la familia de las proteáceas que son 

capaces de formar raíces agrupadas o proteoides (Shane y Lambers, 2005; Vance 

el al., 2003). Estas raíces especializadas producen y exudan grandes cantidades 

de ácidos orgánicos en la rizósfera . La producción y secreción de ácidos orgánicos 

por las raíces proteoides ocurre al mismo tiempo que la liberación de fosfatasas, la 

salida de protones y la sobreexpresión de transportadores de Pi de alta afinidad 

(Miller el al. , 2001 ; Vance el al., 2003) . 

1.7.4 Adquisición de fosfato de fuentes orgánicas 

La mayor parte del Pi en el suelo podría estar presente en formas orgánicas. Los 

complejos orgánicos como el ácido fítico podrían contribuir a una proporción 

sign ificante (20-80 %) del Pi en el suelo (Jungk el al., 1993; Richardson, 1994). 

Los complejos orgánicos de Pi necesitan ser hidrolizados por actividad enzimática 

antes de que el Pi sea liberado dentro de la rizósfera. Las fosfatasas son un grupo 

de enzimas producidas en grandes cantidades en plantas con deficiencia de Pi. 

Las fosfatasas producidas por las plantas y las bacterias podrían estar 

involucradas en la degradación de complejos orgánicos de Pi. La inducción de 

fosfatasas durante la deficiencia de Pi es una respuesta universal en plantas 

superiores (Duff el al., 1994). Se presume que diferentes tipos de fosfatasas 

producidas por las plantas liberan Pi de materiales orgánicos presentes en los 

compartimientos intracelulares y en los espacios extracelulares (Duff el al., 1994; 

Goldstein, 1992). 

En células en suspensión, donde se ha observado que existe una inhibición del 

crecimiento en condiciones deficientes de Pi, se ha visto que las células tienen la 

capacidad de sintetizar de Novo enzimas fosfatasas para la obtención del Pi 

orgánico del medio de cultivo (Duff el al., 1991). 
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1.8 INTERACCiÓN FÓSFORO-ALUMINIO 

Diversos estudios han mostrado que la eficiencia de algunas especies de plantas 

para crecer en condiciones de baja concentración de Pi esta muy relacionada con 

la tolerancia a la toxicidad por Al (Miranda y Rowell, 1989). Se ha visto que un 

incremento en la adición de Pi provoca una disminución de la toxicidad por Al 

mejorando el crecimiento de la raíz y también la eficiencia en la toma de Pi (Tan y 

Keltjens, 1990). En otro estudio Zheng et al., (2005) encontraron que el contenido 

de Pi en el ápice de las raíces de Fygopyrum esculentum estuvo relacionado con 

la inmovilización y destoxificación de Al, lo que indicaba que la salida de Pi podría 

ser otro mecanismo de tolerancia a Al. En presencia de Al la salida de Pi podría 

disminuir la actividad del A1 3
+ de la rizósfera vía formación de complejos AIP04 en 

el apoplasma, en la superficie de la raíz o en la rizósfera (Cogliati y Santa Maria, 

1990; Lüttge y Clarkson, 1992; Lindeberg, 1990). También Pettersson y Strid 

(1 989) sugirieron que en rafees de trigo eficientes en la toma de Pi, los complejos 

de AIP04 se forman debido a una salida de Pi del simplasma. De igual forma 

Pellet et al., (1 996) encontraron que la tolerancia a Al de genotipos de trigo se 

debe a un proceso fisiológico múltiple en donde están involucrados la liberación de 

malato inducido por Al y la liberación constitutiva de ortofosfato para formar 

complejos como los de AIP04. Además, la tolerancia a Al de estos genotipos de 

trigo podía estar controlada por genes diferentes que resultan en un aumento en la 

resistencia a Al. Por lo tanto aunque el Al interfiere con el metabolismo del Pi 

también se ha visto que podría reducir los efectos inducidos por Al en las plantas. 

La exudación de ácidos orgánicos es un de los principales mecanismos de 

tolerancia a Al (Delhaize et aL, 2007) y también de la deficiencia de Pi 

(Raghothama et al., 2005). Por lo cual se ha tratado de relacionar esta respuesta 

conjunta en diversas especies de plantas. En estudios recientes Dong et al., 

(2004) mostraron evidencias de la existencia de una relación entre los efectos del 

Pi y el Al en en el patrón de exudación de ácidos orgánicos (OA) en la raíces de 

19 



Glyeine max, en este estudio se observó que la exudación de malato y oxalato fue 

inducido por deficiencia de Pi , mientras que el Al únicamente activó la exudación 

de citrato. En un trabajo similar Ligaba et al., (2004) encontraron que la exudación 

de citrato es incrementado por deficiencia de Pi pero no por toxicidad por Al , Por 

lo que la exudación de OA puede ser inducida diferencialmente por deficiencia Pi 

o por Al en plantas de la misma especie y que los ácidos orgánicos son capaces 

de destoxificar Al y movilizar Pi de los complejos con Al (Hinsinger, 2001 ; Ryan et 

al., 2001). Por otra parte en un trabajo realizado en plantas de Nieotiana tabaeum 

y Cariea papaya De la Fuente et al., (1999) demostraron que la sobreexpresión de 

la citrato sintasa de Pseudomonas aeruginosa provocaba una exudación de citrato 

de sus ralces de hasta seis veces mas que las plantas control en presencia de Al y 

que la tolerancia de estas plantas transformadas era diez veces mas que lo que 

toleraron las plantas control. Además las plantas de tabaco que sobre- produclan 

citrato, mostraron un mejor crecimiento en suelos alcalinos bajos en Pi, 

demostrando el uso eficiente de formas de Pi insoluble, como el fosfato de calcio 

(Lopez-Bucio et al., 2000) . 

Los aniones orgánicos son poderosos queladores de Al (Matsumoto, 2002), en 

consecuencia, el aumento en la exudación de citrato, malato y oxalato en 

respuesta a Al (Delhaize et al., 2007) y a deficiencia de Pi (Hinsinger, 2001) ya ha 

sido reportado para algunas especies de plantas, sin embargo ni la deficiencia de 

Pi ni la toxicidad por Al inducen la exudación de aniones orgánicos en algunas 

otras plantas lo que indica que plantas de cultivares de la misma especie 

responden de manera diferente a ambos tipos de condiciones extremas. 

1.9 VíA DE TRANSDUCCIÓN DE SEÑALES MEDIADA POR FOSFOLíPIDOS 

Las células están expuestas a una gran diversidad de estímulos provenientes del 

medio externo. Los estímulos pueden ser bióticos o abióticos y su efecto puede 

variar dependiendo del tipo de célula receptora , estadio fisiológico, tipo de señal 
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extracelular y el tiempo de exposición. Para entender el proceso por el cual los 

distintos factores de estrés afectan a las plantas es necesario conocer el 

mecanismo de transducción de señales que estos factores ambientales 

desencadenan en las células (Xiong y Zhu, 2001). 

La vía de transducción de señales es el proceso por el cual las células detectan la 

señal de estrés y la transmiten a la maquinaria celular para activar respuestas 

adaptativas. Se ha identificado que las señales del ambiente son primero 

percibidas por receptores especlficos que después de ser activados inician una 

cascada que transmite la señal intracelularmente, estas señales son conocidas 

como segundos mensajeros (figura 1.2) (Xiong y Zhu, 2001 ). Varias vías de 

señalización pueden operar independientemente o modularse entre ellas; incluso 

pueden compartir componentes y segundos mensajeros. La interdependencia de 

unas vías con otras provoca que muchas señales puedan interactuar en forma 

cooperativa y generar respuestas divergentes en la planta (Kaur y Gupta, 2005). 

Una de las principales vías de transducción de señales es la que involucra a los 

fosfoinosítidos de la membrana plasmática (figura 1.2). En plantas superiores y 

algas, la modulación de los fosfoinosítidos funciona en la transducción de 

estímulos ambientales como la luz, la gravedad, los patógenos, el pH , el estrés 

osmótico (Xiong y Zhu, 2001) y los metales (Jones y Kochian , 1995; Martínez­

Estévez et al., 2003a). El sistema de transducción de señales vía fosfolípidos 

consiste en la generación -de segundos mensajeros a partir de la hidrólisis o 

cambios en el estado de fosforilación de fosfolípidos presentes en la membrana 

plasmática, los cuales además de que constituyen una barrera semipermeable en 

la célula, pueden ser cofactores de enzimas membranales, servir para el anclaje 

de proteínas o cambiar las propiedades físicas de la membrana (Laxalt y Munnik, 

2002). 
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Figura 1.2 Representación esquemática de los sustratos lipídicos (precursores) y segundos 
mensajeros (productos) producidos por la acción de enzimas lipídicas y fosfol ipasas 
(efectores). Vías de señalización similares existentes en levaduras y células animales, 
algunas de ellas todavía no son claros en plantas. Modificado de Meijer y Munnik, 2003. 

1.9.1 Fosfolipasa e 
La fosfolipasa C (PLC) es una enzima perteneciente a un grupo de isoenzimas 

que catalizan la hidrólisis del fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2) localizado en la 

membrana celular generando dos componentes uno hidrofóbico y otro hidrofílico, 

el diacilglicerol y el inositol 1.4,5-trisfosfato respectivamente (DAG e IP3) . Ambos 

compuestos actúan como segundos mensajeros y tienen una función dentro de la 

fisiología celular. Los efectos que producen estos mensajeros secundarios son el 

de estimular la liberación de calcio (IP3) y el de activar a la proteína cinasa C 

(DAG) en células animales (Rebechi y Pentyala, 2000). En plantas, el DAG puede 

ser rápidamente fosforilado por medio de la actividad de una diacilglicerol cinasa 

(DGK) para producir ácido fosfatídico (PA) (Munnik et al., 1996). El PA puede 

funcionar como un segundo mensajero que estimula la actividad de diferentes 

enzimas, que a su vez promueven la fosfori lación y actividad de las proteínas 

cinasas activadas por mitógenos (MAPK) durante el estrés oxidativo (Munnik, 

2001). Tanto en plantas como en animales, el IP3 es después convertido por la 

acción de varias cinasas y fosfatasas a una variedad de fosfatos de inositol 
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algunos de los cuales son implicados en señales intracelulares (Harlan, 1994). Por 

otra parte, en plantas se sabe que el PA también puede ser formado directamente 

a partir de la hidrólisis de fosfatidilcolina (PC) por una fosfolipasa D, el cual genera 

PA y colina (Munnik, 2001). 

La PLC comprende una familia diversa de isoenzimas que en base en la 

especificidad de sus sustratos y su función celular han sido clasificadas en tres 

grupos: PI-PLC específica para fosfoinosítidos, PC-PLC que hidroliza 

fosfatidilcolina (PC) y otros fosfolípidos y la glicosilfosfatidilinositol-PLC (GPI-PLC) 

que hidroliza el grupo glicosil (GPI) de algunas proteínas membranales (Wang, 

2001). De acuerdo a la secuencia de aminoacidos y el mecanismo de activación 

en mamíferos se han reportado catorce isoenzimas de la PI-PLC: ~ ( 1,2,3 Y 4), Y 

(1 Y 2), Ó (1 ,2,3 y 4) , E (1), ~ (1) Y 11 (1 Y 2) (Saunders et al., 2002; Hwang et al., 

2005; Nakahara et al., 2005) . 

Las PI-PLC de mamíferos presentan cinco dominios conservados: un dominio de 

homología a pleckstrina (PH) en la región N-terminal que permite establecer la 

interacción de la proteína con los fosfolípidos de membrana; un dominio EF útil en 

el enlazamiento a Ca2+; un dominio X y otro Y que constituyen los dominios 

catalíticos de la enzima y un dominio C2 de unión a Ca2
+ en la región C-terminal , 

con excepción de la PI-PLC~ que no posee el dominio PH, por lo que no es claro 

como esta enzima puede unirse a su blanco que esta anclado a la membrana 

(Rebecchi y Pentyala, 2000; Pan et al., 2005). 

Las PI-PLCs de plantas parecen corresponder a una sola familia de genes, que 

son muy similares a la subfamilia de la PI-PLCó de mamíferos, sin embargo las 

PLCs encontradas en plantas no poseen el dominio PH y la unión con su sustrato 

puede ser a través del dominio C2 que interactúa con los fosfolípidos de una 

manera dependiente de Ca2
+ (Wang, 2001; Pan et al., 2005) . 
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Se ha reportado que las PI-PLCs de plantas están involucradas en la señalización 

de diversos estímulos, como el estrés ambiental (Chapman, 1998), estrés 

anaeróbico (Reggiani y Laoretti , 2000), estrés por Al (Martínez-Estévez et al., 

2003a), ataque por patógenos y polinización (Wang , 2001), gravitropismo (Repp et 

al. , 2004), señalización por ABA (Milis et al., 2004) y en la germinación y 

crecimiento del tubo polínico (Pan et al., 2005) . 

1.9.2 Fosfolipasa D 

La fosfolipasa D (PLD) hidroliza lípidos de membrana, principalmente 

fosfatidilcolina (PC), para generar ácido fosfatfdico de naturaleza hidrofóbica y un 

grupo polar hidrofíl ico . La PLD pertenece a una familia de enzimas heterogéneas 

con propiedades estructurales, regulatorias y bioquímicas distinguibles. Wang 

(2005) reportó varios procesos fisiológicos en los que está involucrado el papel 

regulatorio de las PLDs, éstos incluyen respuestas al estrés abiótico, flujo iónico 

en respuesta a defensa a patógenos, estrés oxidativo, muerte celular programada, 

cambios en el citoesqueleto, tráfico vesicular, señalización del ABA, alteración 

transcripcional, entre otros. La familia de genes de la PLD en plantas es mas 

compleja que en otros organismos; a la fecha se conocen doce genes que 

codifican para PLD en Arabidopsis thaliana , mientras que en mamíferos se han 

encontrado solamente dos genes y en levaduras uno (Wang , 2005). 

Las doce PLDs de A. thaliana se dividen en seis tipos: a (3) , 13 (2), Y (3) , O, E, ~ (2) . 

De acuerdo a la estructura de la enzima se clasifican en dos subfamilias: C2-PLD, 

dependiendo si la enzima posee el dominio C2 de unión a Ca2
+ y fosfolípidos o 

PXlPH-PLD, si presenta los dominios PX y PH que son diferentes sitios de 

interacción con fosfoinosítidos. Las PLDs a (3), 13(2), y(3), 0(1), E(1) poseen el 

dominio C2, mientras que la PLD~ contiene los dominios PX y PH de manera 

similar a las PLD de mamíferos (Wang, 2005). 
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1.10 EFECTO DEL Al Y LA DEFICIENCIA DE Pi SOBRE LA VíA DE 

TRANSDUCCIÓN DE SEÑALES MEDIADA POR FOSFOLíPIDOS 

1.10.1 Efecto del Al sobre la vía de señalización 

En plantas, animales y humanos, el Al interfiere con funciones celulares básicas, 

como la vía de señalización de los fosfoinosítidos y la de Ca2
+ intracelular, los 

cuales son mensajeros secundarios involucrados en numerosas funciones 

metabólicas (Rebechi y Pentyala, 2000). En cepas de ratones (Huag et al. , 1994) 

y en neuroblastomas de células de humano (Wood et al. , 1994) la exposición a Al 

interfiere con la vía de señalización de fosfoinosítidos actuando sobre las 

proteínas G y sobre la fosfolipasa C específica de fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato. 

Además el Al disminuye la acumulación de inositol fosfato especialmente IP3 y 

cambia la composición de los fosfolípidos de membrana (Shi et al., 1993). 

En ratones (Huag et al., 1994) y humanos (Wood el al. , 1994) el Al interrumpe la 

homeostasis intracelular de Ca2
+ y disminuye la salida de Ca2

+, afectando la 

acción de la actividad del Ca2
+ citosólico como segundo mensajero. En células de 

plantas hay varios reportes acerca de un incremento del Ca2
+ citosólico como 

consecuencia de la toxicidad por Al (Rengel y Zhang, 2003), como se ha visto en 

Trilicum aeslivum (Zhang y Rengel , 1998), en Oryza saliva (Ma el al., 2002), en 

pelos radiculares de Arabidopsis (Jones et al., 1998a), en células en suspensión 

de Nicotiana tabacum (Vitorello y Huag, 1996) y en protoplastos de T. aestivum 

(Lindberg y Strid, 1997). Sin embargo, a diferencia de los reportes anteriores 

Jones et al. , (1998b) reportaron una disminución en el Ca2
+ citosólico en un cultivo 

de células de N. labacum en respuesta a Al. 

Estudios realizados por Jones y Kochian (1995) en raíces de trigo han indicado 

que el mecanismo celular de toxicidad por aluminio puede involucrar interacciones 

entre el A13
+ y los componentes de la vía de transducción de señales fosfolipídicas. 

A pesar de que ésta señal origina una cascada de mensajeros secundarios, se 
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cree que el lugar donde interfiere el Al sería en el primer paso para la formación de 

IP3. Además, se ha demostrado que el Al puede afectar la funcionalidad de la 

PLC, sustituyendo al Ca2
+ en los lugares de unión a dicha enzima. En este mismo 

trabajo se demostró que el Al es capaz de inhibir todas las isoformas de PLC 

específicas de PIP2, debido a que el Al probablemente está presente en el 

citoplasma como un complejo de peso molecular bajo, ya que aún un complejo de 

Al como es el Al-citrato inhibe en un 50 % la actividad de la PLC. 

En raíces transformadas de Catharanthus roseus también se ha demostrado un 

efecto inhibitorio del Al sobre la actividad de la PLC sugiriendo que ésta enzima 

podría ser un blanco específico para la toxicidad por Al (Piña et al., 2001). En 

células en suspensión de C. arabica también se ha observado este efecto, pero en 

diferentes componentes de esta vía, tales como la PLC y las lípido cinasas 

(Martínez-Estévez et al. , 2003a). Cuando las células fueron incubadas con 

diferentes concentraciones de AICI3 se observó una inhibición de la formación de 

IP3 y un aumento en la actividad de las lípidos cinasas (Martínez-Estévez et al. , 

2003a) lo que indicaba que el Al interfiere con los fosfolípidos de membrana y con 

las diferentes enzimas que participan en esta vía . Recientemente Ramos-Díaz et 

al., (2007) demostraron que el A13
+ también afecta la formación de ácido fosfatídico 

(PA) proveniente de la vía de la PLC, pero no por la vía de la PLD. Lo cual indica 

que el Al también afecta los niveles de PA, otro segundo mensajero importante en 

la cascada de señalización por fosfolípidos. 

1.10.2 Los fosfolípidos de membrana funcionan como reservas de fosfato 

Ya se ha establecido en bacterias que los fosfolfpidos de membrana pueden 

funcionar como una reserva de fosfato al ser reemplazados por glucolípidos 

durante la deficiencia de fosfato, mientras que en plantas son reemplazados por 

glucolípidos y sulfolípidos durante la deficiencia de Pi (Minnikin, 1974; Benning, 

1995; López-Lara, 2003). Las funciones correspondientes de los fosfolfpidos de 

las plantas, como reserva de fosfato ya han sido estudiadas. Cuando las plantas 
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son cultivadas en condiciones de deficiencia de Pi , la disminución de los 

fosfolípidos en los tejidos es compensado por un incremento en galactolípidos 

principalmente digalactosil diacilglicerol (DGDG), este mecanismo se ha reportado 

para Arabidopsis thaliana, (Hartel y Benning, 2000; Hartel et al., 2000), para Avena 

sativa (Andersson, 2003) y para células en suspensión de Acer platanus (Jouhet, 

2003). 

Durante la deficiencia de Pi, el contenido total de diversos fosfolfpidos como la 

fosfatidilcolina (pe), la fosfatidil etanolamina (PE) y el fosfatidilglicerol (DAG), los 

cuales constituyen alrededor de un 30 % del total de moléculas que almacenan Pi 

en las plantas, se ven reducidos. En tanto que se observa un incremento 

concomitante en la síntesis de lípidos no fosforados como el galactolípido 

digalactosildiacilglicerol (DGDG) y el sulfolípido sulfoquinovosildiacilglicerol 

(SQDG) los cuales se sintetizan probablemente para preservar la integridad de la 

membrana (Essigmann, 1998; Andersson, 2003; Kelly, 2003) . Aunque el DGDG es 

típicamente encontrado en membranas plastídicas. Se ha propuesto que durante 

la deficiencia de Pi, el DGDG remplaza a los fosfolípidos de la membrana 

plasmática. Por lo tanto, cuando la disponibilidad de Pi es limitada, la hidrólisis de 

fosfolípidos puede ser considerado como la vía bioquímica principal para liberar Pi 

de una fuente de almacenamiento importante así como el sustrato para la 

biosíntesis de galactolfpidos (Figura 1.3). 

Los galactolfpidos son sintetizados por transferencia de galactosa de UDP-glucosa 

al diacilglicerol (DAG) por una monogalactosildiacilglicerol sintasa (MGDS) y la 

digalactosildiacilglicerol sintasa (DGDGS). Bajo condiciones limitantes de Pi se ha 

mostrado que la expresión de genes que codifican para la MGDGS y la DGDGS 

se incrementa significativamente y esto es correlacionado con la acumulación de 

.DGDG (Kelly y Dbrmann, 2002; Awai et al., 2001). Por otra parte también se ha 

propuesto que parte del DAG necesario para el incremento de la biosíntesis de 

lípidos no fosforados es obtenido por la hidrólisis de fosfolípidos. Se han propuesto 
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dos vías alternativas para la producción de DAG de fosfolípidos: la hidrólisis 

directa por la fosfolipasa e y una reacción indirecta en dos pasos que involucra a 

la fosfolipasa D que produce ácido fosfatídico (PA), posteriormente este PA es 

defosforilado por la ácido fosfatídico fosfatasa (PAP) liberando DAG y Pi. El 

involucramiento de estas dos vías sugiere la existencia de fosfolipasas inducidas 

transcripcionalmente que podrían degradar fosfolípidos tanto en hojas como en 

rafees. 
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Figura 1.3 Posible involucramiento de la PLC y la PLD durante la deficiencia de Pi en la degradación 
de los fosfolipidos de membrana para producir PA, el cual es hidrolizado por una ácido fosfatidico 
fosfatasa para producir Pi. El DAG generado por la PLDz2 es el precursor para la síntesis de DGDG 
en una vía que es altamente regulada por la disponibilidad de Pi (Cruz-Ramírez et al., 2006). 

En Arabidopsis el gen de la familia de la PLD esta compuesta de doce miembros 

funcionales (Qin y Wang, 2002; Eliás et al., 2002). El análisis global de la 

expresión de estos genes usando tecnologías de microarreglo permitió la 

identificación de un gen de PLD que codifica presumiblemente para una PLD que 

participa en la hidrólisis directa de fosfolípidos proveyendo DAG para la síntesis de 

galactolipidos bajo estrés de Pi; los estudios mostraron que la PLDZ2 es altamente 

inducida en tallos y raíces bajo condiciones de deficiencia de Pi . Una mutante de 

Arabidopsis pldz2 se ha visto que es defectiva en la hidrólisis de fosfolípidos y 
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además muestra una reducción en su capacidad para acumular galactolipidos bajo 

condiciones limitantes de Pi. El análisis morfológico del sistema de la raíz de la 

mutante pldz2 mostró un cambio prematuro en la arquitectura de la raíz en 

respuesta a deficiencia de Pi. Estos resultados mostraron que la PLDZ2 esta 

involucrada en la vía de biosíntesis de galactolípidos en eucariontes, 

especfficamente en la hidrólisis de fosfatidilcolina (PC) y fosfatidil etanolamina 

(PE) para producir diacilglicerol y para la síntesis de digalactosildiacilglicerol y Pi 

para sostener otros procesos que requieren Pi (Cruz-Ramírez et al., 2006). 

La vía de degradación de fosfolípidos también ha sido estudiada para la PLC. 

Nakamura (2005) reportó una PLC que hidroliza PC y es inducida principalmente 

en respuesta a deficiencia de Pi en Arabidopsis. Se ha demostrado que durante la 

deficiencia de Pi la actividad de hidrólisis de la PC por la PLC fue altamente 

regulada por Pi y además la expresión de los genes de algunas PLCs fueron 

inducidas durante deficiencia de Pi. En el genoma de Arabidopsis se identificaron 

seis PLCs putativas, similares en secuencia de aminoácidos a la PLC que hidroliza 

PC en bacterias, una de las cuales NPC4, mostró una activación significante en 

limitación por Pi. La clonación molecular y expresión funcional de NPC4 confirmó 

que es un gen que codifica para una PLC funcional que hidroliza PC y que no 

requiere de calcio para su actividad. El análisis de la localización subcelular 

mostró que la proteína NPC4 fue altamente enriquecida en la membrana 

plasmática. Esto sugiere que durante deficiencia de Pi la NPC4 juega un papel 

importante en el abastecimiento tanto de fosfato inorgánico como de DAG a partir 

de los fosfolípidos localizados en la membrana plasmática por medio del 

mecanismo de reemplazo de los lípidos polares de la raíz. 

1.11 CARACTERíSTICAS DE LOS CULTIVOS DE CAFETO 

El cafeto es originario de las montañas de Abisinia, África y es cultivado en 

muchos lugares del mundo. En la actualidad las principales áreas de producción 
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son Africa y América Tropical y de todas las especies de café, casi el 90 % de la 

producción mundial proviene de las plantaciones de C. arabica, estando el resto 

dividido entre otras varias especies, como C. canephora, C. liberica, C. excelsa y 

C. stenophylla . El genero Coffea consta de 25 a 40 especies en Asia y Africa 

tropicales y pertenece a la tribu Coffeoideae de la familia de las Rubiaceae 

(Barrientos Murrieta, 1990; Ochse et al., 1976). 

El café se produce en casi cualquier país de los trópicos, aunque las áreas 

principales están centradas en las Américas. Los países Centro y Sudamericanos 

producen y exportan más o menos las cuatro quintas partes de la cosecha 

mundial, de las cuales tan solo el Brasil llega a casi el 50 % del total. Colombia, 

México, Costa Rica , El Salvador, Guatemala, Cuba, Haití, Ecuador y Venezuela 

son los otros productores importantes de café arábigo en el Hemisferio Occidental. 

La floración del café arábigo es marcadamente estacional, efectuándose 

generalmente sólo con la presencia de tiempo húmedo. Las flores de café son 

polinizadas por el viento y otros agentes y hay un elevado porcentaje de 

polinización cruzada entre las plantas adyacentes. C. arabica es una especie de 

las tierras altas con un período de floración que es marcadamente susceptible al 

exceso de tiempo lluvioso. Las plantas continúan su desarrollo vegetativo durante 

la temporada seca, pero entran en plena floración dentro de unos cuantos días o 

semanas después de que se ha iniciado la temporada de lluvias. El mejor café se 

produce en aquellas áreas que se encuentran en altitudes de 1,200 a 1,700 m, 

donde la precipitación pluvial anual es de 2,000 a 3,000 mm y la temperatura 

media anual es de 16° a 22° C (Wilson 1985). 

El café prospera en un suelo profundo, bien drenado, que no sea ni demasiado 

ligero ni demasiado pesado. Los limos volcánicos son ideales y la reacción del 

suelo debe ser ácida con una variación del pH entre 4.2 a 5.1, el cual se considera 

el mejor para el café arábigo en Brasil y para el café robusta en el África Oriental. 

El café se propaga en gran escala por medio de plantas obtenidas de semilla, o 
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vegetativa mente, por medio de injertos o estacas. El sistema actual de 

propagación es por medio de plantas obtenidas de semillas en las plantaciones 

cafetaleras e incluye el sembrar las semillas en almácigos especiales, donde las 

plantitas serán cuidadas hasta que se les trasplante en el campo. Cuando 

alcanzan una altura de 15 a 20 cm, o sea aproximadamente de seis a ocho meses 

después de la siembra, los arbolitos están listos para su trasplante. Los cafetos 

jóvenes deben tener sombra continua desde la época en que se les trasplante; 

consecuentemente, resulta necesario trasplantar los árboles de sombra con uno o 

dos años de anticipación . A menudo se les proporciona sombra temporal de 

manera similar a alguna otra planta de crecimiento rápido, hasta que se ha 

desarrollado la sombra permanente (Ochse et al., 1976; Wrigley 1988). 

Existe poca información en relación con las prácticas de fertilización en las 

plantaciones de café. Se han reportado síntomas de deficiencias de la mayoría de 

los elementos nutritivos esenciales. Aún en aquellos casos en que no se han 

desarrollado deficiencias serias, hay indicaciones de des balance nutricional. Es 

bien sabido que resulta conveniente el control de la reacción del suelo, pues los 

árboles de café son marcadamente intolerantes a la alcalinidad, pero requieren 

reservas adecuadas de calcio y boro en el suelo. Una reacción del suelo mayor de 

pH de 5.1 generalmente da como resultado síntomas de deficiencia de hierro, 

mientras que un pH mas bajo de 4.2 puede producir una deficiencia típica de 

calcio. Los síntomas de deficiencia de este elemento son con mayor frecuencia el 

resultado de la toxicidad de los otros elementos, especialmente los metales 

pesados como el Al (Ochse et al., 1976) . 

1.11.1 Cultivo de café en México 

En México el cafeto se cultiva en los Estados de Chiapas, Michoacán, Morelos y 

Veracruz. Los suelos de las zonas cafetaleras de México se caracterizan por tener 

una topografía accidentada, lo que favorece, junto con las abundantes 

precipitaciones, que la capa superficial se erosione, esto es, que el agua de lluvia 
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tenga la facilidad para escurrir y provocar el arrastre del suelo hacia los arroyos, 

por lo que paulatinamente el suelo se va adelgazando y empobreciendo, puesto 

que la capa perdida es la más rica en nutrientes para el cafeto (Barrientos­

Murrieta, 1990). 

El suelo es la reserva natural de nutrimentos para las plantas, sin embargo existen 

suelos con bajos contenidos de nutrimentos, lo que ocasiona que los cafetos 

manifiesten deficiencias o mala nutrición; existen otros factores que le impiden a la 

planta nutrirse adecuadamente aunque el suelo contenga la cantidad suficiente de 

nutrientes, tales factores pueden ser: la mala formación de la raíz, el exceso de 

algún nutriente que impide la absorción de otros y la sequia. Un suelo 

representativo de las zonas cafetaleras de México posee las siguientes 

características: textura de migajón arcilloso o arcilloso, profundidad de 1 metro, pH 

entre 4.0 a 5.5, menos del 5% de materia orgánica, bajos contenidos de nitrógeno, 

fósforo y potasio y contenidos medios de calcio y magnesio (Barrientos-Murrieta, 

1990). 

En forma visual se pueden identificar en el follaje de los cafetos los síntomas de 

deficiencias nutrimentales. Los suelos muy arcillosos ocasionan que la 

proliferación de raicillas secundarias o pelos absorbentes sea mínima con lo que 

se limita la capacidad de la planta para la absorción. Un mal trasplante o raíces 

mal formadas también colaboran a reducir la capacidad de absorción del cafeto. 

Largos períodos de sequia también acusan a una disminución en la absorción de 

nutrientes. Las plantas de café presentan los siguientes síntomas de deficiencias 

de fósforo: se observan de forma inicial en las hojas más viejas y se presentan 

como manchas rojizas o pardo rojizas. También se ha observado deficiencia de N, 

K, Ca, S, B, Fe y Zn (Barrientos-Murrieta, 1990). 

1.11.2 Cultivos de células en suspensión de café 

El café es uno de los cultivos más importantes de interés económico en el mundo 

y ha sido objeto de investigación extensiva respecto a su mejoramiento genético 
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con el propósito de incrementar su producción, además es muy escaso el 

conocimiento acerca de los procesos bioqufmicos y fisiológicos involucrados en 

las respuestas de este cultivo a diferentes tipos de condiciones extremas. Los 

pocos estudios relacionados con esta área se resumen en tres tópicos: la vfa 

biosintética de la teobromina y la cafeína (Keller et al. , 1972), los cambios durante 

la embriogénesis somática (Sreenath et al., 1995) y la toxicidad del aluminio sobre 

cultivos de café in vitro (Martínez-Estévez et al., 2003a y b). 

La regeneración de plantas vfa cultivo de tej idos deberfa ser muy efectiva para la 

propagación y mejoramiento de las plantas de café. Aunque el principal objetivo de 

los primeros estudios fue establecer protocolos para regenerar especies de café, 

el desarrollo de estos protocolos y los recientes avances hicieron posible aplicar 

estas técnicas para el estudio de otros aspectos a nivel bioquímico y molecular. 

El establecimiento de cultivos de células en suspensión ha sido usado en café 

para diferentes propósitos, como son la obtención de embriones somáticos 

(Sreenath et al., 1995), el aislamiento de protoplastos (Sóndahl et al., 1980; Acuña 

y Peña, 1987) y la regeneración de plantas tolerantes a diferentes condiciones 

extremas (Spiral y Pétiard, 1991), etc. Además, se le ha utilizado para la 

producción y liberación de cafefna (Keller et al., 1972) y para el aislamiento y 

cultivo de protoplastos de café. Por su capacidad de regeneración y 

homogenización, los cultivos celulares de café han sido utilizados para el estudio 

de mecanismos bioquímicos y enzimáticos de la toxicidad por Al (Martínez­

Estévez et al., 2001 , 2003a y b) . 

1.12 MODELO EXPERIMENTAL 

El modelo experimental utilizado para este trabajo de investigación son células en 

suspensión de la línea L2 (sensible a Al) , las cuales se obtienen a partir de callos 

obtenidos de hojas cotiledonares de C. arabica. Para obtener las células en 
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suspensión, los callos son subcultivados varias veces en un medio sólido y luego 

se transfieren a medio Ifquido para su disgregación. 

Martínez-Estévez et al., (2001) modificaron la composición del medio de cultivo de 

una Ifnea de células en suspensión de C. arabica para establecer las condiciones 

de toxicidad con Al en términos de concentración y tiempo. Se disminuyó la 

concentración del medio Murashige & Skoog a la mitad de su fuerza iónica y se 

ajustó el pH a 4.3. Con estas modificaciones se establecieron las condiciones 

óptimas para realizar estudios de toxicidad por Al en células en suspensión de C. 

arabica de una forma semejante a las condiciones de toxicidad en el suelo. 

Como se mencionó en el apartado 1.10.1 se ha observado que el Al inhibe el 

crecimiento de esta línea de células en suspensión de café en comparación con 

células control que no son tratadas con Al (Martínez-Estevés et al., 2001) Y que 

este efecto ha sido relacionado con la inhibición de la actividad de la PLC así 

como con la inhibición de la formación de segundos mensajeros como el IP3 y el 

OAG en presencia de Al (Martínez-Estevéz et al., 2003a). Además en reportes 

recientes se observó que el Al es capaz de inhibir la formación de PA proveniente 

específicamente de la vía PLC y no de la vía PLO (Ramos-Oíaz et al., 2007) . 

En células en suspensión no se han realizado muchos estudios sobre la toxicidad 

por Al y la deficiencia de Pi de manera conjunta por ello es importante evaluar si 

los efectos tóxicos del Al sobre el crecimiento celular son debidos a un efecto del 

Al sobre la toma de Pi y si la adición de este nutriente es capaz de mejorar los 

efectos del Al sobre la vía de transducción de señales. 
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1.13 HIPÓTESIS 

Si el fósforo disminuye la toxicidad por Al, entonces altas concentraciones de éste 

nutriente en el medio de cultivo de las células en suspensión disminuirán los 

efectos tóxicos inducidos por Al sobre la vía de transducción de señales y sobre el 

crecimiento celular de las células en suspensión de C. arabica. 

1.14 OBJETIVO GENERAL 

Evaluar el efecto de la adición de fósforo sobre la toxicidad por Al en la vía de 

transducción de señales mediada por fosfoinosítidos en células en suspensión de 

C. arabica L 

1.15 OBJETIVOS PARTICULARES 

.:. Evaluar el efecto de la adición de AICI3 sobre el crecimiento celular, la 

conductividad eléctrica y el pH en suspensiones celulares de C. arabica 

cultivadas con diferente concentración de Pi. 

.:. Determinar la concentración de Al total en las células de café cultivadas 

con diferente concentración de Pi. 

.:. Evaluar la actividad de la PLC y la PLD en suspensiones celulares de C. 

arabica cultivadas con diferentes concentraciones de Pi y tratadas con 

AICI3 . 

• :. Evaluar los niveles de las proteínas PLC y PLD por inmunodetección en 

células cultivadas con diferentes concentraciones de Pi y sometidas a 

estrés por Al. 

.:. Evaluar el efecto del Pi sobre la actividad de las lípidos cinasas en 

extractos proteícos de suspensiones celulares tratadas con AICI3. 
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1.16 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

La estrategia experimental que se seguirá en el siguiente trabajo se ilustra en la 
figura 1.4. 

Células en suspensión L2, pH 4.3 

! 
Cultivo de las células con 100, 250, 625 Y 1250 J..I.M 
de KH 2P04 con O y/o 100 J..I.M de AICI 3 

~ ~ 
Tratamientos con O y 100 J..I.M de Tratamientos con O y 100 J..I.M 
AICI 3 durante 24 días de AICI3 durante 1 hora 

Evaluar la actividad -. enzimática y los niveles 
Evaluar el peso fresco, la de proteína de la PLC 
conductividad eléctrica y el pH 

Evaluar la actividad 
~ enzimática y los niveles 

de proteína de la PLD 

~ Evaluar la actividad de 
las Iípidos cinasas 

~ 
Cuantificar el contenido de 
Al total por absorción 
atómica 

Figura 1.4 Estrategia experimental del trabajo 
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CAPíTULO 2 

El fósforo restaura el crecimiento celular de una línea de células 
en suspensión de Coffea arabica L. sometida a estrés por 
aluminio 

2.1 INTRODUCCiÓN 

El Al es el tercer elemento mas abundante en la corteza terrestre, solo después 

del oxígeno y el silicio , con una abundancia por arriba del 8 %. La mayor parte del 

Al se encuentra en forma de óxidos de Al y aluminosilicatos, los cuales no son 

solubles en el suelo. sin embargo cuando los suelos se tornan ácidos como 

resultado de los procesos naturales y por las actividades humanas (Bolan y 

Hedley, 2003; Herman et al., 2001) el Al es solubilizado en la forma de catión 

trivalente (AI3+) , el cual es tóxico para las plantas (Kinraide, 1991). En los suelos 

ácidos existen varios factores que afectan la productividad de diversos cultivos de 

importancia agrícola siendo los mas importantes la toxicidad por Al , el cual ha sido 

reconocido como el principal factor limitante de la productividad de las plantas y la 

deficiencia de fosfato (Pi) (Balliger y Ahlrichs, 1998, Kochian et al.,2004; Foy, 

1992). En cuanto a la toxicidad por Al se ha observado que concentraciones 

micromolares de A13
+ pueden inhibir el crecimiento de la raíz de muchas especies 

de plantas (Delhaize et al., 1995; Kochian , 1995), al igual que afecta muchos 

procesos celulares en diversos cultivos in vitro donde también se ha observado 

que el Al inhibe el crecimiento celular de Glyeine max, Coffea arabiea, 

Lyeopersieum eseulentum y Nieotiana tabaeum (Stass y Horst, 1995; Martínez­

Estévez et al., 2001 ; Yakimova et al., 2007; Ikegawa et al., 2000) . 

Diversos estudios han tratado de identificar los mecanismos de tolerancia a Al que 

poseen diversos cultivares de plantas y se ha visto que uno de los principales 

mecanismos involucrados es la exudación de ácidos orgánicos, así como la 

modificación de las enzimas del ciclo del ácido cítrico (Delhaize et al., 2007). Sin 
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embargo también se tratado de evaluar el papel que juega el Pi en la capacidad 

que tienen muchas plantas eficientes en la toma de Pi para tolerar la presencia de 

Al , debido a la alta afinidad que tiene el Pi por el Al para formar complejos muy 

estables de fosfatos de Al (Cogliati y Santa Maria, 1990; Lutge y Clarkson, 1992). 

Se ha visto que la deficiencia de Pi así como la toxicidad por Al provocan una 

liberación de ácidos orgánicos de manera muy similar (Hinsinger, 2001; Delhaize 

et al., 2007) y que al aumentar la concentración de Pi en el medio de cultivo 

disminuye la exudación de ácidos orgánicos provocado por la presencia de Al , por 

lo cual se le ha considerado un factor importante de tolerancia a Al. Se han 

realizado varios estudios en donde se evalúa el papel del Pi sobre la toxicidad por 

Al en el patrón de exudación de ácidos orgánicos, sin embargo los resultados 

muestran que el patrón de exudación de ácidos orgánicos es diferente para cada 

especie de planta y que cultivares de la misma especie responden 

diferencialmente a la toxicidad por Al y a la deficiencia de Pi (Wang et al. , 2007, 

Ligaba et al., 2004; Dong et al., 2004). 

El papel del Pi sobre la toxicidad por Al ya ha sido evaluado en diversas especies 

de plantas. En genotipos de Glyeine max se ha visto que el Pi disminuye los 

efectos del Al sobre el crecimiento de las raíces y también permite que las raíces 

acumulen una menor cantidad de Al que los genotipos que crecen en condiciones 

deficientes de Pi (Liao et al., 2006). En otro trabajo realizado en Fygopyrum 

eseulentum (Zheng et al., 2005) se ha reportado que la salida de Pi de los tallos 

hacia las raíces permite que las plantas toleren la presencia de Al a través de la 

inmovilización del Al en las raíces de las plantas, lo cual también se ha observado 

para Tritieum aestivum (Pellet et la., 1996). En cuanto al efecto del Pi en células 

en suspensión, se ha visto que las células en suspensión de N. tabaeum que 

crecen en condiciones deficientes de Pi pueden tolerar la presencia de Al y tienen 

un aumento en la viabilidad y en el crecimiento celular cuando estas son tratadas 

con Al. En base a los antecedentes descritos el objetivo de este trabajo fue 

estudiar el efecto del Pi sobre la toxicidad por Al como un factor resistencia a Al. 
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1.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

2.2.1 Cultivo de células en suspensión de café 

Las células en suspensión de la linea L2 fueron resembradas cada 14 días en 

un medio de cultivo Murashige & Skoog preparado de forma casera (Cuadro 2.1) 

a pH 4.3. Para la preparación del medio de cultivo se disolvieron los reactivos 

descritos en el cuadro 2.1 en 1 L de agua destilada adicionando 3 mg de ácido 

diclorofenoxiacético (2,4-0 13.57 11M), 1 mg de 6-bencil amino purina (6-BAP 

4.43 11M), 30 9 de sacarosa (87.66 mM), 0.95 9 de nitrato de potasio (9 .93 mM) y 

0.82 9 de nitrato de amonio (10.24 mM). Para preparar los medios con diferentes 

concentraciones de P, se agregó la concentración de KH 2P04 que se requiere 

de una solución stock 100 mM de KH2P04. Los cultivos se mantuvieron a 25°C, 

en ag itación constante a 100 rpm y en oscuridad absoluta en un cuarto para 

cultivos in vitro. 

Cuadro 2.1 Concentración de las sales del medio de cultivo Murashige & Skoog. 

Solución Componentes Concentración (m giL) Concentración (J.1M) 
A CaCI2-2H2O 220 1496 
B KI 0.415 2.5 

COC12-6H20 0.0125 0.052 
C KH2P04 170, 85,34 Y 13.6 100,250,625 Y 1250 

H3B03 3.1 50 
NaMo04 0.125 0.68 

O MgS04-7H20 185 750.9 
MnS04-H20 7.8 46.155 
ZnS04-7H2O 4.3 14.96 
CuS04-5H20 0.0125 0.05 

E FeS04-7H20 13.9 51.12 
Na2EDTA 18.65 59.17 

F Tiamina HCI 0.25 0.74 
Mio inositol 100 554.9 
Cisteína 0.10 0.56 

2.2.2 Tratamientos 

Para evaluar el efecto P en la toxicidad por aluminio, las células fueron cultivadas 

en medio MS preparado con diferentes concentraciones de KH2P04 (100, 250, 625 
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y 1250 11M) Y al momento de la resiembra se agregó 100 11M de Al de una solución 

stock estéril de AICI3, se cultivaron 5 mL de células en suspensión en 50 mL de 

medio de cultivo y se dejaron crecer durante un ciclo de cultivo de 24 días 

evaluando el peso fresco, la conductividad eléctrica y el pH cada dos días del ciclo 

de cultivo. 

2.2.3 Evaluación del crecimiento celular, el pH y la conductividad eléctrica 

Las células se cultivaron con las concentraciones de P descritas previamente, 

durante un período de 24 días. Cada dos días se evaluó el peso fresco, la 

conductividad eléctrica y el pH separando a las células del medio de cultivo por 

filtración al vacio. El peso fresco de las células se usó como parámetro de 

crecimiento y el medio de cultivo se utilizó para medir el pH en un potenciómetro 

(Beckman) y la conductividad eléctrica en un conductímetro (Cole-parmer 

modelo 4070). 

2.2.4 Cuantificación de Al total por absorción atómica 

Para la cuantificación de Al , las células de 14 días cultivadas con las 

concentraciones de P descritas fueron tratadas con 100 11M de AICI3 durante una 

hora en un agitador a 100 rpm. Después de este tiempo se pesó un gramo de 

las células y se secó en un horno a una temperatura de 80 Oc durante dos días 

para obtener el peso seco, posteriormente se pasó a una mufla a 300 Oc durante 

1 hora y después a 500 Oc por 3 horas para obtener las cenizas. Estas cen izas 

fueron digeridas en una placa de calentamiento con 5 mL de HCI al 40 % hasta 

sequedad, posteriormente las muestras se redisolvieron en 1 mL de HCI Q.P. y 

se aforaron hasta 5 mL con agua destilada y la concentración fue determinada a 

través de espectrometría de absorción atómica (PERKIN ELMER). 

Para la cuantificación de Al se utilizó un estándar de AI(N03h en ácido nítrico al 

2 % (PERKIN ELMER). Se prepararon diluciones para una curva estándar de 5, 

10, 15, 25, 50 Y 100 ppm de Al en una matriz de cloruro de lantano al 0.1 % para 
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evitar la ionización de los estándares. La curva de calibración se realizó hasta 

una concentración 100 ppm debido a que el equipo de absorción atómica 

empleado exhibe un rango lineal hasta esta concentración. Las absorbancias de 

las muestras fueron leídas a una longitud de onda de 309.3 nm en un espectro 

de absorción atómica. La concentración de Al en las muestras se determinó 

aplicando un análisis de regresión lineal de las absorbancias obtenidas (Quintal­

Tun et al., 2007) . 

2.3 RESULTADOS 

2.3.1 Efecto del Pi sobre el crecimiento celular 

Las células en suspensión de C. arabica son cultivadas normalmente en un medio 

de cultivo MS a la mitad de su fuerza iónica con una concentración de Pi de 625 

¡.tM. En estas condiciones de cultivo se ha observado que el Al inhibe el 

crecimiento celular de las suspensiones de C. arabica cuando estas son tratadas 

con 100 ¡.tM de AICI3 (Martínez-Estévez et al. , 2003b). Por lo cual era importante 

determinar la concentración mínima de Pi con la que las células lograban crecer, 

para esto se evaluaron cuatro diferentes concentraciones de K2HP04 y se 

determinó que la concentración mínima era de 100 ¡.tM debido a que a 

concentraciones menores de Pi el crecimiento de las células era inhibido por 

completo. Se realizó una curva de crecimiento de 24 dras usando diferentes 

concentraciones de Pi; se utilizó 100 ¡.tM como indicador de deficiencia de Pi , 250 

¡.tM, 625 ¡.tM como una concentración testigo y se evaluó una concentración de 

1250 ¡.tM, la cual es la concentración de Pi del medio MS a su fuerza iónica 

completa, para estudiar si los efectos del Al sobre el crecimiento celular eran 

compensados por concentraciones elevadas de Pi. 
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Figura 2.1 Efecto del Pi y Al sobre el crecimiento celular. (A) Las células de café fueron cultivadas con 
100 (O ), 250 (O), 625 (O) Y 1250 (~) ¡.1M de Pi durante un ciclo de cultivo de 24 días y se evaluó el 
peso fresco cada dos días. B) Las células del día 14 cultivadas con las cuatro concentraciones de Pi 
fueron resembradas en un medio de cultivo con 100 ¡.1M de Alela y se dejaron crecer durante 14 días, 

tiempo en el cual se evaluó el crecimiento celular. El asterisco indica el tratamiento control (625 ¡.1M de 
Pi sin Al) el cual alcanzó un peso de 6.1 1 9 

En la figura 2.1A se muestra el comportamiento de las células con las diferentes 

concentraciones de Pi y se indica por medio del peso fresco el crecimiento celular. 

Se puede observar que el crecimiento de las células es dependiente de la 

concentración de Pi , ya que si se aumenta la concentración de este nutriente las 

células crecen de una manera mas eficiente alcanzando un máximo de 

crecimiento de 14 g con 1250 JlM (Figura 2.1A). 

Cuando las células se trataron con 100 JlM de AICI3 se observaron diferentes 

respuestas para los cuatro tratamientos (figura 2.1 B), por una parte las células que 

se encontraban en condiciones de baja concentración de Pi (100 Y 250 JlM) Y que 

tenían poco crecimiento, mostraron una inhibición total en el crecimiento celular 

cuando fueron tratadas con Al. Una de las razones para este comportamiento 

pudiera estar relacionado con la alta asociación del Al a la poca cantidad de Pi 
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disponible en el medio de cultivo, por lo que las células al ser privadas de este Pi 

detenían su crecimiento y se morían. En el tratamiento con 625 11M de Pi el 

crecimiento se vio inhibido en un 40% en presencia de Al , tal y como se había 

reportado previamente (Martínez-Estévez et a/. , 2003b), sin embargo cuando las 

células fueron tratadas con el doble de la concentración de Pi (1250 11M), estas 

fueron capaces de crecer en presencia de Al a la misma velocidad que el 

tratamiento testigo (625 11M), alcanzando el mismo peso en el día 14 del ciclo de 

cultivo (figura 2.1 B) , lo cual indica que efectivamente la concentración de Pi es un 

parámetro importante para tolerar la presencia de Al ya sea por razones 

fisicoquímicas de asociación del Al con el Pi o por razones nutricionales de las 

células. 

2.3.2 Efecto de diferentes concentraciones de Pi sobre la conductividad 

eléctrica 

La conductividad eléctrica (CE) del medio de cultivo es un parámetro que indica la 

cantidad de iones o electrolitos disueltos y muestra como las células van agotando 

sus nutrientes del medio a través de una disminución de la fuerza iónica total, por 

lo cual es un factor que nos indica como el Pi en el medio de cultivo puede 

influenciar la toma de los nutrientes por las células. 

En la figura 2.2 se muestra el comportamiento de las células con los diferentes 

tratamientos de Pi. Se puede observar que a bajas concentraciones existe una 

menor toma de los nutrientes del medio de cultivo lo cual también se refleja en el 

crecimiento pobre de las células (figura 2.1A), sin embargo al aumentar la 

concentración de Pi la toma de nutrientes se hace más eficiente hasta agotarlos 

casi por completo en el día 24 con el tratamiento de 1250 11M de Pi, donde se 

observó el mayor crecimiento de las células (figura 2.1A). Estos resultados indican 

que el Pi es un nutriente esencial para el crecimiento celular y que influencia de 

alguna forma la capacidad de las células de tomar el resto de los nutrientes del 

medio de cultivo. 
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Figura 2.2. Efecto de la concentración de Pi sobre la conductividad eléctrica del medio de cultivo. 
Las células en suspensión fueron cultivadas con 100 (O), 250 (O), 625 (O) Y 1250 ¡.1M de Pi (6) 
durante 24 días y se evaluó la conductividad eléctrica del medio de cultivo cada 2 días. 

Posteriormente también se evaluó la CE del medio de cultivo de las células 

tratadas con 100 ¡..tM de AICI3 (Figura 2.3) para los cuatro tratamientos de Pi. 

Debido a que las células que fueron cultivadas con 100 ¡..tM de Pi no fueron 

capaces de crecer en presencia de Al desde los primeros dos dfas de tratamiento, 

no fue posible evaluar la CE para esta concentración de Pi. En cuanto al 

tratamiento con 250 ¡..tM de Pi se observó que la CE era mas alta para el 

tratamiento con Al, mostrando un patrón muy similar al tratamiento con 100 ¡..tM de 

Pi sin Al (figura 2.2). 

Estos resultados indicaban que la presencia de Al en el medio de cultivo 

provocaba una disminución de la concentración de Pi disponible para las células y 

por eso al agregar 100 ¡..tM de Al en el medio de cultivo en el tratamiento de 250 
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JlM la CE era igual al tratamiento de 100 JlM de Pi sin Al. Para los tratamientos 

con 625 y 1250 ~lM de Pi se observó una leve diferencia en la CE del medio de 

cultivo en presencia de Al , estos resultados indican que el efecto del Al sobre el 

crecimiento celular puede ser debido a una disminución de la cantidad de Pi 

disponible para las células, por lo que al aumentar la concentración de Pi en el 

medio de cultivo también disminuyen los efectos del Al sobre el crecimiento 

celular. 
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Figura 2.3. Cambios en la CE por la presencia de Al en los diferentes tratamientos con Pi. Se 

recolecto el medio de cu ltivo de las células tratadas con 1 00 ~M de Al en las diferentes concentraciones 
de Pi durante 24 días. (A) Tratamiento con 100 ~M de Pi (B) Tratamiento con 625 ~M de Pi y (C) 
Tratamiento con 1250 ~M de Pi. Los símbolos claros indican el tratamiento sin Al y los símbolos 
oscuros indican el tratamiento con Al 

2.3.3 Efecto de la concentración de Pi sobre el pH del medio de cultivo 

La solubilidad del Al depende del pH de la solución y la forma mas tóxica para las 

plantas el A13
+ se encuentra disponible a valores de pH por debajo de 4.5. Debido 

a esto las plantas pueden reducir los efectos tóxicos del Al incrementando el pH 

de la solución. Se ha observado que la mutante de Arabídopsís alr-104, la cual es 

tolerante a Al es capaz de alcalinizar la rizósfera en presencia de Al a diferencia 

de la planta tipo silvestre que no muestra esta respuesta cuando es tratada con Al 
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(Degenhardt et a/. , 1998). Debido a esto era necesario evaluar si las 

modificaciones en la concentración de Pi del medio de cultivo tenían algún efecto 

sobre las células que provocara algún cambio en el pH del medio de cultivo. Para 

esto se recolectó el medio de cultivo de los diferentes tratamientos cada dos días 

durante un ciclo de cultivo de 24 días. Como se puede observar en la figura 2.4, no 

hubo diferencia en el pH entre los cuatro tratamientos con Pi para los primeros 14 

días de cultivo mostrando un comportamiento muy similar para todos los 

tratamientos alcanzando valores de 5.5 a 4.8, un rango normal muy similar a lo 

reportado por Martínez-Estévez et al., (2001). Se observa una leve disminución en 

el pH los primeros 6 días de cultivo y posteriormente una elevación, aunque 

manteniéndose dentro de un rango ácido. Sin embargo entre los días 20 al 24 las 

células que crecían con 1250 ¡..tM de Pi disminuyeron el pH del medio de cu ltivo 

hasta en una unidad de pH en comparación con el tratamiento de 625 ¡..tM, lo cual 

podría ser debido al crecimiento excesivo y por lo tanto al agotamiento de sus 

nutrientes. 
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Figura 2.4. Efecto de la concentración de Pi sobre el pH del medio de cult ivo. Las células en 
suspensión fueron cultivadas con 100 (O ), 250 (O) , 625 (O) Y 1250 IlM de Pi (6 ) durante 24 días y 
se eva luó el pH del medio de cu ltivo cada dos dias. 
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Cuando se evaluó el pH del medio de cultivo de las células tratadas con Al se 

observó en todos los tratamientos que la presencia de Al provocaba una 

disminución del pH del medio de cultivo, la respuesta mas evidente se observa en 

la figura 2.5A en donde se observa una disminución de hasta una unidad de pH en 

el tratamiento con 250 ~M de Pi en presencia de Al en comparación al tratamiento 

sin Al. En los tratamientos de 625 y 1250 ~M de Pi la diferencia fue mas baja 

aunque se sigue observando el patrón de disminución del pH en presencia de Al. 

De igual forma a la CE no fue posible evaluar el pH del tratamiento con 1 00 ~M de 

Pi debido a la muerte de las células en los primeros días de tratamiento con Al. No 

se sabe cual es la razón de la disminución del pH del medio de cultivo en 

presencia de Al pero es posible que la inhibición del crecimiento celular en los 

tratamientos con Al provoquen una respuesta de acidificación por medio de la 

liberación de protones. 
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Figura 2.5. Efecto del Al sobre el pH del medio de cultivo en los diferentes tratamientos con Pi. Las 
células en suspensión fueron cultivadas en presencia de 1 00 ~M de AICI3 en los diferentes medios de 
cultivo con 100 ~M (A), 625 ~M (B) Y 1250 ~M de Pi (C) durante un ciclo de cultivo de 24 días. Los 
símbolos claros indican el tratamiento sin Al y los símbolos oscuros el tratamiento con Al. 
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2.3.4 Cuantificación del contenido de Al en las células en suspensión 

En un trabajo realizado en suspensiones celulares de tabaco se vió que el grado 

de acumulación de Al en las células dependía de los componentes del medio de 

cultivo. En un medio simple que únicamente contenía CaCI2 y sacarosa la 

acumulación de Al en las células iniciaba inmediatamente después de la 

exposición a Al e incrementaba progresivamente hasta que la mayor parte del Al 

del medio de cultivo se unía a las células (Ikegawa el al. , 2000). En este era 

importante evaluar como la concentración de Pi en el medio de cultivo afectaba la 

disponibilidad y la asociación de Al a las células de café. Para esto las células de 

14 días cultivadas en los medios de cultivo modificados en la concentración de Pi 

fueron tratadas con 100 ¡.t.M de AICI3 durante 1 hora; posteriormente se filtraron a 

vacío y se tomó un gramo de células, las cuales fueron calcinadas y tratadas con 

una hidrólisis ácida para evaluar la concentración de Al total en las células por 

absorción atómica (Quintal-Tun el al., 2007) . 

En la figura 2.4A y B se muestran los resultados de este experimento y se puede 

ver una clara diferencia en la asociación de Al entre los cuatro tratamientos. 

Primero se evaluó la concentración de Al relacionado al peso fresco de las células 

(figura 2.4A) y se observó que en condiciones de bajo Pi (100 ¡.t.M) hay una mayor 

asociación de Al a las células y por lo tanto están más expuestas a la toxicidad por 

Al, lo que conlleva a una mayor inhibición en el crecimiento celular tal y como se 

ha reportado para raíces de soya en donde las raíces tratadas con deficiencia de 

Pi son capaces de acumular una mayor cantidad de Al (Liao el al., 2006) . 

Por otra parte también se evaluó la asociación del Al relacionado al peso seco de 

las células (figura 2.4B) y se observa un patrón más claro de asociación que es 

proporcional a la concentración de Pi en el medio de cultivo. Se puede ver que a 

menor concentración de Pi existe una mayor asociación de Al a las células misma 

que disminuye si las células crecen a concentraciones elevadas de Pi, por lo que 
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estos resultados nos indican que la asimilación del Al podría estar siendo afectada 

por la concentración de Pi en el medio de cultivo a través de una asociación de los 

iones Pi con el AI3
+. Estos resultados junto con los de la CE y el crecimiento celular 

nos indican que posiblemente los efectos del Al sobre el crecimiento celular se 

deben a que el Al estaría formando fuertes complejos con el Pi, disminuyendo de 

esta forma la concentración de Pi disponible para las células en el medio de 

cultivo, por lo tanto si se agrega una mayor cantidad de Pi los efectos del Al son 

revertidos porque existe una menor cantidad de Al libre para las células y una 

mayor cantidad de Pi disponible. 
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Figura 2.6 Determinación del contenido de Al total en las células de café tratadas con 100 ¡.1M de 
AICI3 durante 1 hora y a diferentes concentraciones de P. A) Evaluación relacionado al peso fresco y 
B) determinación de Al relacionado al peso seco de las células . 

2.4 DISCUSiÓN 

Varios estudios en plantas han demostrado que la presencia de altas 

concentraciones Pi disminuyen los efectos tóxicos ocasionados por el Al a través 

de modificaciones en el patrón de exudación de ácidos orgánicos (Liao et al., 
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2006; Ligaba et al., 2004; Dong et al., 2004). Se ha demostrado que tanto la 

deficiencia de Pi como la toxicidad por Al inducen la exudación de ácidos 

orgánicos hacia la rizósfera (Hinsinger, 2001 ; Ryan et al., 2001), sin embargo 

también se ha visto que las plantas responden de manera diferencial a ambos 

tipos de estrés. En un estudio con raíces de Lupinus albus se observó que la 

exudación de citrato inducido por Al es diferente a la exudación provocada por 

deficiencia de Pi y que esta respuesta depende de la zona de la raíz que se 

evalúe, de la etapa de desarrollo de la planta, del estado nutricional de fósforo de 

la planta y del tipo de estrés (Wang et al., 2007). Además en células en 

suspensión de C. arabica se ha observado que el único ácido orgánico que 

exudan las células es malato y que el patrón de exudación de este ácido orgánico 

no cambia en respuesta a Al. (Ramírez-Benítez et al., 2008). Por lo tanto la 

restauración del crecimiento de las células de C. arabica por altas concentraciones 

de Pi parece no estar relacionado con cambios en el metabolismo de los ácidos 

orgánicos sino que probablemente se debe a efectos de asociación entre el Pi y el 

Al en el medio de cultivo o a nivel intracelular. 

En un cultivo de células en suspensión de tabaco se observó que la deficiencia de 

Pi aumenta la viabilidad de la células y disminuye la peroxidación de los Ifpidos de 

membrana cuando estas son tratadas con Al (Yamamoto et al., 1996). Sin 

embargo, en células en suspensión de arroz se ha demostrado que la deficiencia 

de Pi provoca una inhibición del crecimiento celular que es debida a una alta 

acumulación de putrecina (Chiung-Yuen y Ching-Huei, 1996) e induce la expresión 

de enzimas fosfatasas (Lefebvre et al., 1990; Duff et al., 1991). En nuestro modelo 

de estudio se observó que la deficiencia de Pi provoca que las células sean más 

susceptibles a la presencia de Al , ya que al ser tratadas con Al el crecimiento de 

las células es inhibido. Este efecto puede estar relacionado con la formación de 

especies reactivas de oxígeno y con la muerte celular programada como se ha 

visto para raíces de Zea mays y para células en suspension de Hordeum vulgare 

que son tratadas con Al (Boscolo et al., 2003; Jian-wei et al., 2002), sin embargo 
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para este modelo de estudio aún no se tienen datos acerca de estas respuestas. 

Se ha reportado que la inhibición del crecimiento celular causado por la toxicidad 

por Al en células en suspensión de Hordeum vulgare es debido a una muerte 

celular programada causada por la disminución de la viabilidad de las células 

(Jian-Wei et al., 2002). Otra posibilidad es que la inhibición del crecimiento de las 

células pueda ser debido a que el Al afecta diversos procesos de transporte de Pi 

inhibiendo la toma de este nutriente por las células. En un estudio con raíces de 

malz se demostró que los complejos de AIFx son capaces de unirse a los sitios de 

unión de Pi de varias proteínas funcionando como análogos del fosfato inorgánico 

e impidiendo la toma de 32Pi por las células de las ralces (Rocha Fac;:anha y 

Okorokova-Fac;:anha, 2002). Aunque no se tienen datos acerca de estas 

respuestas, la inhibición del crecimiento de las células de C. arabica por el Al si 

esta relacionado con la cantidad de Pi disponible para las células. 

Existen reportes que indican que la adición de Pi al medio de cultivo compensa el 

efecto causado por el Al sobre el crecimiento celular de Arthrobacter, una bacteria 

típica de suelos ácidos (1lImer et al., 2005). En plantas también se ha demostrado 

que el Pi le permite a los genotipos de soya acumular una menor cantidad de Al en 

las rafees, lo que conlleva a una disminución de los efectos tóxicos del Al ; además 

les permite tener un mejor crecimiento cuando las raíces se encuentran sometidas 

a estrés por Al (Liao et al., 2006). En plantas de Fygopyrum esculentum Moench 

se observó que la adición de Pi inmoviliza al Al presente en el tejido de las rafees, 

lo que indica que la alta resistencia de estas plantas a Al era debido a su eficiencia 

en la toma de Pi y a su capacidad de inmovilizar al Al en las ralces y evitar su 

entrada a los tejidos superiores (Zheng et al., 2005). Estas respuestas también se 

pudieron observar en nuestro modelo de estudio ya que a mayor concentración de 

Pi las células presentaron una menor asociación de Al y también una mejora en el 

crecimiento celular. 
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Por otra parte la presencia de las diferentes concentraciones de Pi no afectaron el 

pH del medio de cultivo, indicando que las células no alcalinizan el medio de 

cultivo en presencia de Al como se ha visto para raíces (Degenhardt et al., 1998) . 

Sin embargo la concentración de Pi si afecta la toma de nutrientes la cual es mas 

lenta a bajas concentraciones de Pi y mas rápida con altas concentraciones de Pi 

lo cual también se refleja en el crecimiento celular. 

En otros trabajos se ha observado que el Pi puede ayudar a las plantas a tolerar la 

presencia de Al por medio de la precipitación del Al con el Pi. En Fygopyrum 

esculentum Moench se ha observado que el principal mecanismo de 

destoxificación de Al esta relacionado con la inmovilización de este metal por el Pi 

(Zheng et al., 2005). Además este mecanismo podría estar relacionado con la 

salida o movimiento de Pi de los tallos hacia las raíces para evitar la entrada de Al 

e impedir su transporte hacia las plantas por medio de la precipitación del Al con el 

Pi apical (Pellet et al., 1996) . 
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CAPíTULO 3 

la vía de transducción de señales mediada por fosfoinosítidos 
responde diferencialmente a la deficiencia de Pi y a la toxicidad 
por Al 

3.1 INTRODUCCiÓN 

Todos los organ ismos perciben señales ambientales y químicas mediante 

diferentes mecanismos o receptores específicos. Una vez estimulados los 

receptores inducen una cascada intracelular de eventos que conducen a la 

regulación de genes específicos o a la modificación de la actividad celular, 

produciendo una respuesta biológica. Los agentes señalizadores mas comunes 

para muchas vías diferentes son el Ca2
+, los fosfolípidos de inositol, las proteínas 

G, los nucleótidos cíclicos, las proteínas cinasas, las proteínas fosfatasas y las 

fosfolipasas (Clarck et al., 2001) . Los fosfolfpidos son componentes de las 

membranas localizados normalmente con los receptores de membrana, por lo que 

la activación de un receptor es a menudo traducido directa o indirectamente en la 

activación de una enzima efectora que usa Ifpidos como sustrato para convertirlos 

en moléculas señalizadoras. Los fosfolípidos como el ácido fosfatídico (PA) y los 

fosfolípidos de inositol son rápidamente formados en respuesta a una variedad de 

estímulos vía Ifpido cinasas o fosfolipasas y se ha visto que participan como 

segundos mensajeros ante diversos tipos de estímulos en plantas (Munnik, 2001). 

En células eucariotas las Iípido cinasas específicas involucradas en la síntesis de 

las moléculas fosforiladas están localizadas en varios compartimentos celulares 

como la membrana plasmática, las endomembranas, el citoesqueleto o el núcleo y 

las proteínas representativas de esta familia de enzimas son : la fosfatidilinositol 3-

cinasa (PI3K), la fosfatidilinositol 4-cinasa (PI4K) y la fosfatidilinositol fosfato 5-

cinasa (PI P-4K) Y la diacilglicerol cinasa (DGK) entre otras (Heilmann et al., 2000) . 

Estas enzimas utilizan como sustratos a los Iípidos de membrana, los cuales son 
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un importante grupo complejo de señales o precursores de señales involucrados 

en numerosas vías independientes. 

Una de las principales vías de señalización lipídica es la que involucra a la 

fosfalipasa C (PLC), que hidroliza el fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2) y 

produce dos moléculas señal el inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3) y el diacilglicerol 

(DAG), que inducen la liberación de Ca2
+ citosólico y la activación de proteínas 

cinasas respectivamente. Otra enzima importante que participa en esta vía es la 

DGK, que fosforila el DAG producido por la PLC para producir PA. A diferencia del 

DAG, el PA ha llegado a ser aceptado como una molécula señal (Munnik, 2001) y 

por lo tanto la DGK podría ser una importante enzima señalizadora dado que en 

plantas esta enzima convierte rápidamente el DAG producido por la PLC en PA 

(Munnik et al., 1998; Van der Luit et al., 2000; Munnik et al., 2000; Den Harteg et 

al., 2003; Meijer et al., 2001) . 

Estas vías de señalización son activadas o inhibidas por diferentes tipos de 

condiciones ambientales extremas; por ejemplo se ha reportado que la deficiencia 

de fosfato (Pi) activa esta vía de señalización (Nakamura et al., 2005; Cruz­

Ramírez et al., 2006), mientras que la toxicidad por aluminio (Al) la inhibe (Jones y 

Kochian , 1995; Martínez-Estévez et al., 2003a). Estos dos factores de estrés son 

muy importantes debido a que coexisten en los suelos ácidos y porque afectan el 

crecimiento y desarrollo de las plantas (Ciamporová, 2002). 

Cuando existe deficiencia de Pi, todo el contenido de fosfolípidos el cual 

corresponde al 30% del total de Pi almacenado, disminuye e inversamente el 

contenido de galactolípidos no fosforados como el mono y el 

digalactosildiacilglicerol (MGDG y DGDG) incrementan significativamente (Hartel 

et al., 2000). Estos galactolípidos son ubicuos en las plantas, pero únicamente son 

encontrados en los plástidos, especialmente en membranas fotosintéticas (Joyard 

et al. , 1998). Estos galactolípidos son sintetizados por la galactosilación del 

diacilglicerol (DAG) por una MGDG sintasa y una DGDG sintasa en las 
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membranas que envuelven a los plástidos. Sin embargo, durante la deficiencia de 

Pi, se ha reportado una acumulación de DGDG en membranas extraplastrdicas 

(Lynch, 1995), reemplazando muchos de los fosfolípidos constitutivos de la 

membrana plasmática de la raíz (Andersson et al., 2003). En este contexto la 

hidrólisis de fosfollpidos para la producción de DAG se considera como el principal 

paso para proveer una fuente disponible de Pi y el sustrato primario para la 

slntesis de galactolípidos. 

Se han propuesto dos vías alternativas para la producción de DAG a partir de 

fosfolípidos: una por la hidrólisis directa a través de la PLC y la otra por una 

reacción indirecta en dos pasos que involucra a la fosfolipasa D (PLD) que 

produce PA y posteriormente una ácido fosfatidico fosfatasa (PAP) que produce 

DAG y Pi. El involucramiento de estas dos vlas sugiere la existencia de 

fosfolipasas inducidas transcripcionalmente que podrlan degradar fosfolípidos. Se 

ha reportado la activación de una PLC que hidroliza fosfatidilcolina (PC), la cual 

únicamente incrementa su transcripción durante deficiencia de Pi (Nakamura et 

al. , 2005), además Cruz-Ramlrez et al., (2006) reportaron que en Arabidopsis hay 

un gen de la familia de la PLD (PLDZ2) que es inducida gradualmente bajo 

deficiencia de Pi. 

Por otra parte, la presencia de Al interrumpe el metabolismo de los fosfolfpidos de 

membrana incrementando la actividad de las Ifpido cinasas en células en 

suspensión de C. arabica y por lo tanto incrementando la formación de diversos 

fosfolípidos de membrana importantes en la señalización celular como es el PA, el 

PIP2 , el PIP, el LPA y el DGPP. Sin embargo, el Al también inhibe a la fosfolipasa 

C (Jones y Kochian, 1995; Martínez-Estévez et al. , 2003) y la formación de el PA 

exclusivamente por la vía de la PLC (Ramos-Díaz et al., 2007). Por lo que se ha 

especulado que el Al no únicamente interfiere con enzimas fosfolipasas sino 

también interfiere con enzimas del metabolismo de los fosfollpidos. 
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El objetivo de este capítulo fue estudiar el efecto de diferentes concentraciones de 

P sobre la toxicidad del Al en la vía de señalización mediada por fosfoinosítidos, 

con el fin de demostrar si el Pi es capaz de revertir el efecto del Al sobre la 

actividad de las enzimas lípidos cinasas y sobre las enzimas fosfol ipasas en 

células de café tratadas con AICI3. 

3.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

3.2.1 Tratamientos con AICh 

Las células en suspensión de C. arabica fueron cultivadas en medios de cultivo 

MS a la mitad de la concentración de sus sales, preparadas con concentraciones 

de Pi de 100, 250, 625 Y 1250 ¡.tM. Al día 14 del ciclo de cultivo las células fueron 

tratadas con 100 ¡.tM de AICI3 durante 1 hora y posteriormente se filtraron al vacío 

pesando 1 gramo de células de cada tratamiento para obtener el extracto total que 

se utilizó para la cuantificación de las actividades enzimáticas y la 

inmunodetección de la PLC y la PLD y el extracto membranal que se utilizó para la 

medición de la actividad de las lípido cinasas. 

3.2.2 Obtención del extracto proteíco 

La extracción de proteínas totales se realizó macerando 1 g de células con 

nitrógeno líquido en un mortero y se homogenizó con un politrón en una solución 

amortiguadora. Por cada gramo de células se utilizó 2.5 mL de solución 

amortiguadora [NaCI 50 mM, etilen glicol amino tetracético (EGTA) 1 mM, Tris­

HCI 50 mM pH 7.4, sacarosa 250 mM, gl icerol 10 %, fenilmetil sulfonil fluoruro 1 

mM, pirofosfato de sodio 10 mM y ortovanadato de sod io 0.2 mM]. Una vez 

homogenizado el extracto se centrifugó a 22 000 x 9 durante 30 minutos a 4°C y 

se obtuvo el sobrenadante. Las proteínas totales se cuantificaron a través del 

método del ácido bicinconínico (SCA) (Smith et al., 1985) . 
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3.2.3 Medición de la actividad de la PLC 

Para medir la actividad de la PLC se utilizó el extracto total de las células 

sometidas a los diferentes tratamientos. La actividad enzimática se evaluó en el 

día 14 del ciclo de cultivo evaluando la hidrólisis del [3H]-PIP2 por acción de la PLC 

en una mezcla de reacción (50 IJL) que contenfa NaH2P04 35 mM (pH 6.8) , KCI 70 

mM, EGTA 0.8 mM, CaCI2 0.8 mM (una concentración final de Ca2
+ 25 IJM), PIP2 

200 IJM (74 000 Bq) Y deoxicolato de sod io al 0.08 %. La reacción se llevó a cabo 

durante 10 min a 30 Oc y se detuvo agregando 100 JlL de albúmina sé rica bovina 

(BSA) al 1 % (PN) Y 250 JlL de ácido tricloroacético (TCA) al 10% (PN). El 

precipitado se removió por centrifugación a 16 000 x g por 10 min y se utilizó el 

sobrenadante para la cuantificación del [3H]-IP3 Iiberado, utilizando 5 mL de líquido 

de centelleo (AMERSHAM) y un equipo contador de centelleo BECKMAN 

(Hernández-Sotomayor et al., 1999). 

3.2.4 Medición de la actividad de la fosfolipasa O 

Para medir la actividad de la PLD se utilizó el extracto total obtenido de las células 

del día 14 sometidas a los diferentes tratamientos. La hidrólisis de la [metil-3H]­

fosfatidilcolina eH-PC; 3.11 TBq/mmol) por acción de la PLD se midió en una 

mezcla de reacción (100 IJL) que contenía NaH2P04 40 mM (pH 5) , KCI 32 mM, 

EGTA 1 mM, CaCI2 10 mM y PCPH-PC 414 IJM (436.8 Bq) como sustrato, el cual 

fue preparado en presencia de deoxicolato de sodio al 0.02 %. La reacción se 

llevó a cabo durante 10 minutos a una temperatura de 37°C y se terminó 

agregando 100 JlL de BSA al 1 % (PN) Y 250 JlL de TCA al 10% (PN). El 

precipitado se removió por centrifugación a 16 000 x g por 10 min y la fase acuosa 

se utilizó para la cuantificación de la [3H]-colina generada, utilizando 5 mL de 

líqu ido de centelleo (AMERSHAM) y un equipo contador de centelleo BECKMAN 

(Ramos-Díaz, 2005). 
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3.2.5 Electroforesis 

Los extractos proteicos (50 Jlg de proteína) se separaron mediante electroforesis 

en gel desnaturalizante de poliacrilamida (SDS-PAGE) de acuerdo a Laemli 

(1970). Se utilizaron geles de poliacrilamida al 10 % Y se separon a 100 V. 

Después de la electroforesis los geles fueron teñidos con azul de Coomasie en 

una solución de metanol al 50 % (v/v) y ácido acético al 10 % (v/v) en agua. 

3.2.6 Inmunodetección de la PLC y la PLD 

El extracto proteico fue separado en un gel de pol iacrilamida y electrotransferido a 

una membrana de nitrocelulosa durante 1.5 h a 100 V. Posteriormente se bloqueó 

la membrana con leche descremada al 5 % en amortiguador Tris salino con Tween 

20 (TBS-T) durante toda la noche a 4 oC. La membrana se lavó 3 veces con 

amortiguador TBS-T cada 10 min por lavado. Para la detección de la proteína PLC 

la membrana se incubó con un anticuerpo primario en una dilución 1: 1 000 

(anticuerpo monoclonal de la PLC-ó1 de ratón, Upstate Biotechnology) por 2 h a 

temperatura ambiente. Después se lavó 3 veces con TBS-T y se incubó con un 

anticuerpo secundario en una dilución 1:1500 (anti IgG de ratón conjugada a una 

peroxidasa) durante 2 h a temperatura ambiente, y se lavo con TBS-T con las 

mismas condiciones descritas anteriormente. 

Para la detección de la proteína PLD se utilizó un procedimiento similar al de la 

PLC, pero usando un anticuerpo primario policlonal de PLD purificado de Brassica 

o/aracea (Nordic Inmunolog Y) a una dilución 1 :3000 durante 1 h a temperatura 

ambiente. Y posteriormente se utilizó un anticuerpo secundario (anti IgG de conejo 

conjugada a una peroxidasa) en una dilución 1 :5000 durante 1 h a temperatura 

ambiente. 

3.2.7 Obtención del extracto membranal 

Para la obtención del extracto membranal las células en suspensión (1 g) fueron 

congeladas con nitrógeno líquido, maceradas y homogenizadas en una solución 
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amortiguadora [HEPES 50 mM, pH 7.2; sacarosa 0.25 M; KCI 5 mM; EDTA 1 mM] 

con inhibidores de proteasas (Leupeptina 1 Ilg/IlL, aprotinina 11lg/IlL, PMSF 1 

mM), utilizando 2 mLl 9 de células. El extracto se centrifugó a 100 x g durante15 

minutos a 4 oC. Se recuperó el sobrenadante y se centrifugó nuevamente a 100 

000 x g durante 60 minutos. El precipitado (fracción membranal) fue resuspendido 

con una solución de HEPES 50 mM (pH 7.4) Y la concentración de protefna se 

cuantificó por el método del ácido bicinconfnico (BCA) (Smith et al. , 1985) 

3.2.8 Determinación de las lípidos cinasas 

La actividad de las diferentes Ifpido cinasas se midió a través de la incorporación 

de fósforo desde el [l2p]-ATP utilizando lípidos endógenos como sustrato. La 

fosforilación se llevó a cabo en una mezcla de reacción de 100 IlL, que contenía 

la fracción membranal (60 Ilg), una mezcla de inhibidores (Ieupeptina 1 Ilg/mL; 

PMSF1 mM; aprotinina 1 Ilg/mL) en una solución que contenía HEPES 50 mM 

(pH 7.4) ; EDTA 1 mM, MgCI2 10 mM; Mg-ATP 1mM, ortovanadato de sodio 0.2 

mM, ditiotreitol (DTT) 0.5 mM, y [l2p]-ATP (350 000 Bq). La mezcla se incubó 4 

minutos a 30 Oc y la reacción se detuvo añadiendo 1.5 mL de 

cloroformo/metanol 1:2 (VN) . 

3.2.9 Extracción y separación de los fosfolípidos 

La extracción de los fosfolípidos se inició con la adición de 500 IlL de HCI 2.4 N 

Y 500 IlL de CHCI3 , la solución se agitó durante 1 minuto y posteriormente se 

dejó reposar 5 minutos para propiciar la separación de las fases. La fase inferior 

se transfirió a un tubo de ensayo nuevo, mientras que a la fase superior se le 

adicionaron 500 IlL de cloroformo, se separaron nuevamente las fases y se 

lavaron las dos fases clorofórmicas con HCI 1 N/metanol (1 : 1 VN) . Después de 

separar las dos fases, la fase inferior se transfirió a un tubo eppendorf de 2 mL, 

donde los lípidos se concentraron en un volumen total de 20 1lL. 

79 



Los fosfolípidos se separaron por medio de cromatografía de capa fina (TLC) 

usando placas de sílica gel que son activadas con una solución que contiene 

EDTA 1 mM y oxalato de potasio al1 % (PN, metanol) y antes de usarlas fueron 

calentadas durante 60 min a 110°C. Las placas fueron desarrolladas en un 

sistema de disolventes compuesta de cloroformo/metanol/ácido acético/agua 

(40:15:14:12:7 VN) y posteriormente fueron expuestas a pellculas para rayos X 

por 96 horas. Las pelfculas se sobrepusieron a las placas de TLC para raspar 

las bandas separadas, las cuales posteriormente se contaron por medio de un 

equipo contador de centelleo para la cuantificación del 32p de los fosfolípidos 

formados (Racagni et al., 1992). 

3.3 RESULTADOS 

3.3.1 Efecto combinado del Al y el Pi sobre la actividad de la PLC 

Se había demostrado previamente que en un medio MS con 625 ¡.tM de Pi el Al 

inhibe la actividad de la PLC hasta en un 60 % cuando las células de C. arabica 

son incubadas con 100 ¡.tM de AICI3 (Martínez-Estévez et al., 2003b). Sin 

embargo, no se había evaluado como la concentración de Pi puede afectar esta 

inhibición. En este trabajo se quería demostrar si altas concentraciones de Pi 

podían restablecer la actividad de la PLC, dado que el crecimiento celular inhibido 

por Al si es restablecido cuando las células crecen en presencia de 1250 ¡.tM de Pi 

(Capítulo 2) . Para esto las células fueron cultivadas en un medio MS con 100, 250, 

625 Y 1250 ¡.tM de Pi y en el día 14 del ciclo de cultivo fueron tratadas con 100 ¡.tM 

de AICI3 por 1 h. Los resultados de este experimento se muestran en la figura 3.1 

y se puede ver que la actividad de la PLC cambia dependiendo de la 

concentración de Pi. Los tratamientos con una baja concentración de Pi , 

especialmente el tratamiento con 100 ¡.tM incrementa la actividad de esta enzima 

hasta 2 veces cuando se compara con el testigo (625 ¡.tM). De igual forma se 

puede ver claramente que cuando las células fueron tratadas con el doble de la 

concentración de Pi (1250 ¡.tM) no hubo un cambio en la actividad con respecto al 
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testigo. Como se había mencionado en los antecedentes, la deficiencia de Pi 

provoca una activación de la PLC en raíces de Arabidopsis (Nakamura et al., 

2005) lo cual es muy similar a lo observado en estos resultados, una estimulación 

de la actividad enzimática a bajas concentraciones de Pi y una reducción de la 

misma a altas concentraciones. 
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Figura 3.1 . Actividad de la PLC en células del día 14 tratadas con Al. Las células fueron cultivadas 
con 100, 250, 625 Y 1250 JlM de Pi y en el día 14 fueron tratadas con 100 JlM de AICI3 durante 1 
hora. Se evaluó la actividad de la PLC usando 3H-PIP2 como sustrato y se cuantificó la formación de 
IP3. El control (625 JlM) indicado con el asterisco mostró una actividad de 140 pmollmin/mg de 
proteína. En la parte superior de la gráfica se muestra el análisis del inmunoblot de la PLC, usando 
un anticuerpo monoclonal anti-PLCó1 de bovino para todos los tratamientos descritos. 

Cuando las células fueron tratadas con Al (Figura 3.1) la actividad de la PLC 

disminuyó drásticamente para todos los tratamientos aún en el tratamiento de 100 

¡.tM de Pi donde se había observado una estimulación en la actividad de esta 

enzima. Estos resultados nos indican que la inhibición de la actividad de la PLC 

cuando las células son tratadas con Al es independiente de la concentración de Pi, 
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ya a que aún a altas concentraciones se observa una inhibición de la actividad 

ocasionado por el tratamiento con Al , muy similar a lo observado en el tratamiento 

con 625 ¡.tM de Pi y que aún cuando haya una estimulación de la actividad por la 

concentración de Pi en el medio, esta es inhibida por la presencia de Al en el 

medio de cultivo. 

Por otra parte se evaluó si las diferencias observadas en la actividad de la PLC 

eran debidas a un cambio en los niveles de proteína, por lo que se realizó una 

inmunodetección utilizando un anticuerpo específico para la PLC8 de bovino. En la 

parte superior de la figura 3.1 se puede observar que no hay cambios en los 

niveles de proteína y que en todos los tratamientos se observa el mismo patrón de 

proteína. Además se puede observar que la estimulación en la actividad de la PLC 

producida por la deficiencia de Pi no es resultado de un cambio en el nivel de 

proteína, ya que en todos los tratamientos se observa la misma cantidad de 

proteína. Estos resultados indican que el tratamiento con Al regula la actividad de 

la PLC y no los niveles de proteína. 

3.3.2 Efecto de la concentración de Pi sobre la actividad de la PLD en 

células tratadas con Al 

El ácido fosfatídico es reconocido como un importante segundo mensajero en 

plantas. Reportes recientes han indicado que la formación de PA es inhibido por la 

presencia de Al en el medio de cultivo de 625 ¡.tM de Pi, sin embargo esta 

inhibición es consecuencia de la inhibición de la actividad de la PLC y no al PA 

formado por la actividad de la PLD (Ramos-Díaz et al., 2007). Los antecedentes 

para células de C. arabica han indicado que la actividad de la PLD no es afectada 

por la presencia de Al en el medio de cultivo, sin embargo esto aún no se ha 

establecido (Ramos-Díaz et al., 2005). Por otra parte, se ha visto que el gen de la 

PLDZ2 de Arabidopsis es inducido exclusivamente por condiciones deficientes de 

Pi. Para evaluar el efecto del Pi juntamente con la toxicidad por Al se realizó un 

experimento similar al descrito en la sección 3.3.1. En la figura 3.2 se muestra que 
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la actividad de la PLD varía de acuerdo a la concentración de Pi y se puede 

observar que la actividad de esta enzima tiene un comportamiento bifásico ya que 

a concentraciones de 100 Y 625 11M de Pi la actividad es elevada, mientras que 

con 250 y 1250 11M de Pi la actividad es mas baja. 
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Figura 3.2. Actividad de la PLD en células del día 14 tratadas con Al en los diferentes medios con Pi. 
Las célu las fueron cultivadas con 100, 250, 625 Y 1250 JlM de KH2P04 y en el día 14 fueron tratadas 
con 100 JlM de AICb durante una hora. Se evaluó la actividad de la PLD usando 3H_PC como 
sustrato y se cuantifico la formación de colina. El control (625 JlM) indicado con el asterisco mostró 
una actividad de 2398 pmol/min/mg de proteína. En la parte superior de la gráfica se muestra el 
análisis del inmunoblot de la PLD con el anticuerpo policlonal anti-PLD de Brasica olaracea para 
todos los tratamientos. 

Cuando las células de café fueron tratadas con Al hubo una estimulación de la 

actividad de la PLD para todos los tratamientos, a diferencia de lo observado para 

la actividad de la PLC. Estos resultados indican que la presencia de Al activa a la 

vía de la PLD para la formación de PA e inactiva a la PLC así como a la formación 

de sus segundos mensajeros de manera semejante a lo observado por Ramos-
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Díaz et al. , (2007). También se evaluaron los niveles de proteína de la PLD para 

todos los tratamientos utilizando un anticuerpo policlonal contra la PLD de 

Brassica olaracea y tampoco se pudieron observan cambios en los niveles de 

proteína ocasionados por los diferentes tratamientos. Indicando que los cambios 

observados en la actividad enzimática son debidos a otros mecanismos de 

regulación . 

3.3.3 Efecto del Pi y la toxicidad por Al sobre la actividad de las Iípido 

cinasas 

Se ha sugerido que la membrana plasmática podría ser el primer blanco de la 

interacción del A13
+ con la célula provocando cambios en las propiedades físicas 

de la membrana (Verstraeten et al., 2003). Estos efectos podrían estar asociados 

con una función defectuosa de la cascada de señalización de los fosfoinosftidos. 

Reportes previos han demostrado que el Al induce a las enzimas Ifpido cinasas 

encargadas de la formación de diversos mensajeros lipídicos en células de C. 

arabica (Martínez-Estévez et al., 2003), por tal motivo era importante evaluar si 

esta estimulación en la actividad de las lípido cinasas se veía afectada por la 

concentración de Pi en el medio de cultivo. Para esto se evaluó la actividad de la 

fosfatidil inositol 4-cinasa (PIK), la fosfatidil inositol 5-fosfato cinasa (PIP5K), la 

monoacilglicerol (MGK) y la diacilglicerol cinasa (DGK) a través de la formación de 

sus productos lipídicos, los cuales ya habían sido caracterizados previamente en 

células en suspensión de C. arabica (Racagni di Palma et al., 2002). 

Los extractos membranales de las células de 14 días sometidas a los cuatro 

tratamientos con Pi y luego tratadas con 100 ¡.tM de Al durante 1 h fueron 

utilizados para medir la actividad de las lípido cinasas como se describe en 

materiales y métodos, utilizando [y_32p] ATP Y Ifpidos endógenos como sustratos 

en una mezcla de fosforilación (Sección 3.2.8). Bajo estas condiciones se pudo 

detectar la actividad de las cuatro enzimas lípido cinasas para todos los 

tratamientos tal y como se muestra en la pelfcula autoradiográfica en la figura 3.3. 
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Sin embargo solo fue posible analizar a la DGK, a la PI4K y ala PIP5K debido a 

que el producto de la actividad de la MGK el DGPP coincide con otro producto 

fosforilado, el ácido lisofosfatídico y por lo tanto no fue posible demostrar a que 

producto se debían los cambios observados. 
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Figura 3.3 Autoradiografía representativa de la actividad de las lípido cinasas. Las células en 
suspensión fueron cultivadas con concentraciones 100, 250, 625 Y 1250 flM de KH2P04 por 14 días, 
tiempo en el cual fueron tratadas con 100 flM de AICI3 durante 1 hora, posteriormente se obtuvo el 
extracto membranal y se evaluó la actividad de las lípido cinasas usando 32p_ATP como sustrato. En 
la imagen se indican los ¡¡pidos formados por la acción de las lípido cinasas mostradas a la derecha. 

Los resultados de las actividades enzimáticas se grafican en la figura 3.4 y como 

se puede observar, la actividad de la DGK varía dependiendo de la concentración 

de Pi en el medio de cultivo. La actividad de la DGK es baja en los tratamientos 

con 100 Y 625 ¡.tM de Pi y alta en los tratamientos de 250 y 1250 ¡.tM de Pi, sin 

embargo en presencia de Al se ve claramente el efecto de una estimulación en la 

formación de PA para todos los tratamientos con Pi. El mismo efecto se observa 

en la actividad de la PI4K, una estimulación de la formación de PIP en presencia 

de Al para los tratamientos de 625 y 1250 ¡.tM de Pi, para el tratamiento con bajas 
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concentraciones de Pi (100 Y 250 IlM) este comportamiento no es claro debido a 

que en ambos tratamientos la actividad de la PI4K no varia significativamente, 

aunque se ve un efecto muy similar para la DGK una menor actividad de la PI4K 

con el tratamiento de 625 IlM que es estimulado en presencia de Al. 
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Figura 3.4 Actividad de la DGK, PI4K Y la PIP5K de arriba hacia abajo en los diferentes 
tratamientos con Pi y Al. Los resultados fueron tomados de los productos formados en las placas 
cromatográficas y se cuantificaron en un contador de centelleo. Los resultados son el promedio de 
3 experimentos independientes 
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En cuanto a los resultados con la PIP5K se observa una estimulación de la 

actividad enzimática en presencia de Al únicamente para el tratamiento de 625 ¡.¡.M 

de Pi, y una disminución de la actividad para el tratamiento con 250 ¡.¡.M de Pi mas 

Al. Para el tratamiento con 100 y 1250 ¡.¡.M no se observaron variaciones en la 

formación de PIP2 para los tratamientos con Al. Como se puede observar en la 

figura 3.4 la actividad de las lípido cinasas son modificadas por la concentración 

de Pi y la presencia de Al , aunque el mayor efecto para las tres enzimas se 

observa con el tratamiento de 625 ¡.¡.M de Pi en presencia y ausencia de Al , donde 

la actividad de estas enzimas es estimulada grandemente por el Al. 

3.4 DISCUSiÓN 

El Al interrumpe números procesos celulares dentro de la célula. Se ha reportado 

que altera las propiedades físicas de la membrana plasmática, la homeostasis de 

Ca2
+, cambia la composición de los lípidos de membrana, bloquea canales iónicos 

y procesos de transducción de señales interfiriendo con el metabolismo de la PLC 

(Kinraide et al., 1994; Ryan et al. , 1994; Jones y Kochian , 1995; Martínez-Estévez 

et al., 2003; Stival da Silva et al. , 2006; Verstraeten et al., 2003), sin embargo aún 

no está claro cual de todos estos factores son la causas primarias de la toxicidad 

por Al en plantas. Diversos trabajos han tratado de demostrar que la inhibición de 

la actividad de la PLC era una de las causas principales de la inhibición del 

crecimiento de la raíz debido a que la PLC produce segundos mensajeros 

importantes en la célula como es el IP3 que activa la liberación intracelular de Ca2
+ 

actuando sobre números blancos en respuesta a diversos tipos de estrés (Jones y 

Kochian, 1995; Martínez-Estévez et al., 2003; Verstraeten et al. , 2003). Sin 

embargo todavía no hay una respuesta clara a esta pregunta. Los resultados de 

este trabajo mostraron que efectivamente la PLC es inhibida por la presencia de Al 

pero que esta inhibición no esta relacionada con el efecto del Al sobre el 

crecimiento celular, ya que cuando las células tratadas con Al crecieron con una 

concentración elevada de Pi el crecimiento celular si fue restaurado pero la 
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actividad enzimática de la PLC permaneció inhibida de forma similar a las células 

que fueron tratadas con 625 JlM de Pi. Estos resultados también indican que aún 

cuando el Pi mejore el crecimiento celular el efecto del Al sobre la PLC sigue 

siendo el blanco principal del Al aún a bajas concentraciones de este metal. 

Por otra parte el PA puede ser sintetizado por diferentes enzimas; es formado por 

medio de la PLD que actúa hidrolíticamente sobre los fosfolípidos de membrana, 

por medio de la DGK que fosforila al DAG, por medio de una aciltransferasa que 

adiciona un ácido graso a una molécula de lisoPA y por medio de enzimas de I~ 

vía de formación de novo del gliceraldehido. Posiblemente las actividades de la 

PLD y la DGK son las dos principales rutas para producir PA y estas son 

abundantes en plantas. Resultados recientes indican que el PA y. la PLD juegan 

múltiples papeles regulatorios en diversos procesos, incluyendo señalización por 

ABA, muerte celular programada, formación de pelos radiculares, crecimiento de 

la raíz, tolerancia al frío y otros respuestas a estrés (Wang, 2005; Wang et al., 

2006). En este trabajo se observó una respuesta muy interesante en cuanto al 

efecto del Al sobre la formación de PA. Reportes anteriores habían demostrado 

que el Al inhibe la formación de PA inhibiendo la actividad de la PLC, pero no tenía 

un efecto claro sobre la actividad de la PLD (Ramos-Díaz et al., 2007). Al evaluar 

la actividad de la PLD en las células tratadas con Al se observó que no hay una 

inhibición de esta enzima sino por el contrario se puede ver un aumento de la 

actividad de la PLD en todas las concentraciones de Pi empleadas, esta respuesta 

posiblemente es para compensar el efecto de la inhibición de la formación de PA 

vía PLC, lo cuál fue también confirmado al evaluar la actividad de la DGK debido a 

que esta enzima también muestra una activación en respuesta a Al, lo que 

conlleva a una elevada formación de PA. Este resultado también se había visto en 

este mismo modelo de estudio en un medio de cultivo con 625 JlM de Pi (Martínez­

Estévez et al., 2003). 

88 



También es importante mencionar que los efectos del Al y la deficiencia de Pi no 

modifican los niveles proteícos de la PLC y la PLD, lo cual indica que los efectos 

del Pi y el Al son exclusivamente debidos a un efecto sobre la enzima o sobre sus 

sustratos, lo cual modifica su actividad enzimática. 

En este trabajo se evalúo la actividad de 4 enzimas lípido cinasas entre ellas 

estuvieron la DGK y la PI4K. Las Iípidos cinasas son estimuladas por Al en un 

medio con 625 IlM de Pi (Martínez-Estévez et al. , 2003). Los resultados de este 

trabajo muestran que si hay una estimulación de la actividad de la DGK y la PI4K y 

en menor medida de la PIP5K que únicamente es estimulada en el tratamiento con 

625 ¡.tM de Pi. La regulación de estas enzimas Ifpido cinasas por la presencia de Al 

en el medio de cultivo indican que existe una relación entre la inhibición de la 

actividad de la PLC que es compensada por la activación de la PLD y las Iípido 

cinasas. 

Finalmente se puede concluir que la concentración de Pi no tiene ninguna relación 

con la toxicidad del Al en la vía de transducción de señales mediada por 

fosfoinosítidos, dado que el efecto del Al sobre los componentes de esta vía son 

similares para todas las concentraciones de Pi empleadas, aunque la deficiencia 

de Pi provoca una estimulación de la actividad PLC. 
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CAPÍTULO 4 

Discusiones generales 

Reportes previos han mostrado que el Al afecta el crecimiento de las rafees de las 

plantas y la productividad de cultivos importantes en la agricultura (Delhaize y 

Ryan, 1995; Foy, 1988). En cultivos in vitro también se ha visto que afecta 

diversos procesos como la homeostasis de Ca2
+, la formación de especies 

reactivas de oxígeno y la muerte celular programada (Rengel y Zhang, 2003; 

Yamamoto et al. , 2002; Yamamoto et al., 2003). Se ha tratado de estudiar como 

algunas plantas son capaces de tolerar la presencia de Al y se han realizado 

estudios acerca de la resistencia interna a Al por medio de la exudación de ácidos 

orgán icos o la compartamentalización de los complejos de Al con los ácidos 

orgánicos (Kochian et al., 2005). A la fecha ya se han determinado diversos genes 

que responden a Al y que activan la exudación de ácidos orgánicos (Delhaize et 

al., 2007). Uno de los mecanismos que se ha visto que ayudan a tolerar la 

presencia de Al es la formación de complejos de AI-P04 , los cuales impiden la 

entrada del Al hacia las rafees de las plantas. Diversos estudios han demostrado 

que los tratamientos con altas concentraciones de Pi mejoran los efectos tóxicos 

del Al y ayudan a que las raíces continúen su crecimiento de forma normal (Liao et 

al., 2006; Zheng et al., 2005; Miranda y Rowell, 1989). También se ha visto que la 

adición de Pi disminuye la exudación de ácidos orgánicos inducidos por la 

presencia de Al (Ligaba et al., 2004; Dong et al. , 2004). 

En el capítulo 2 de este trabajo se observó que altas concentraciones de Pi en el 

medio de cultivo mejoran el crecimiento celular de las suspensiones de café 

disminuyendo la cantidad de Al que se asocia a las células. Estos resultados 

contrastan con lo observado en células en suspensión de tabaco donde la 

deficiencia de Pi es la que provoca una tolerancia a la presencia de Al (Yamamoto 

et al., 1996). Los resultados en cultivos in vitro son muy diferentes a lo observado 
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en raíces de Glyeine max, Tritieum aestivum y Fygopyrum eseulentum donde la 

resistencia a Al de estos genotipos se debe a la capacidad que tienen de tolerar 

bajas concentraciones de Pi , cuando estas plantas crecen en presencia de Al 

también aumenta la concentración de Pi en el ápice de la raíz (Liao et al. , 2006 ; 

Pellet et aL , 1996; Zheng et al. , 2005). 

En el capítulo 3 se estudió el papel del Pi sobre la actividad de diversas enzimas 

de la vía de señal ización de los fosfoinosítidos en células de café tratadas con Al. 

Esta vía de señalización es afectada por la presencia de Al a través de la 

inhibición de la actividad de la PLC (Martínez-Estévez et al., 2003) y la 

disminución de la formación del PA (Ramos-Díaz et al. , 2007). Se pensaba que el 

efecto del Al sobre esta vía de señalización podía ser una de los principales 

causas de la inhibición del crecimiento celular debido a que también se inhibe la 

formación de segundos mensajeros importantes para la célula. En este trabajo se 

demostró que los efectos del Al sobre las enzimas de esta vía de señalización no 

están relacionados con la inhibición del crecimiento celular ya que cuando las 

células crecen con altas concentraciones de Pi el crecimiento es restaurado pero 

la actividad de la PLC sigue siendo inhibida por la presencia de Al. Además se 

demostró que el Al únicamente regula la actividad enzimática de la PLC y la PLD y 

no los niveles de proteína. En base a estos resultados se puede concluir que el Al 

primeramente afecta la actividad de la PLC, lo cual conlleva a una inhibición en la 

formación de IP3 y PA, que es compensado por la activación de la PLD y la DGK, 

las cuales son otras enzimas encargadas de sintetizar PA (Figura 4.1). 

Por otra parte también se demostró que las enzimas de la vía de señalización 

fosfolipídica responden de manera diferente a la toxicidad por Al y a la deficiencia 

de Pi. La actividad de la PLC es estimulada por bajas concentraciones de Pi de 

una manera muy significativa, lo cual muestra una clara relación con el incremento 

de la expresión de los genes de la PLC y la PLDZ en raíces de Arabidopsis 

(Nakamura et al. , 2005; Cruz-Ramírez et al., 2006). Estas enzimas son las 

encargadas de hidrolizar PC y acumular DAG para la producción de Pi a partir de 
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los fosfolípidos de membrana en condiciones deficientes de Pi (Li et al., 2006a) . 

Estudios realizados en rafees de Arabidopsis han demostrado que las mutantes 

que no expresan a la PLD~1 y la PLD~2 tienen un crecimiento mas lento de la raíz 

primaria (Li et al. , 2006b). Aunque en nuestro modelo de estudio la actividad de la 

PLD no es estimulada por deficiencia de Pi, la actividad de la PLC si lo es hasta un 

200 % mas alto que el testigo. 

En la figura 4.1 se describen de manera conjunta el efecto de la toxicidad por Al y 

la deficiencia de Pi sobre la actividad de las enzimas fosfolipasas y las Iípido 

cinasas. Se muestra que la PLC es inhibida por la presencia de Al en todas las 

concentraciones de Pi disminuyendo la formación de segundos mensajeros muy 

importantes como el IP3 y el PA. Por otra parte la presencia de Al en el medio de 

cultivo provoca una estimulación de la PLD y las enzimas lípido cinasas PI4K y 

DGK, esta respuesta es muy importante dado que la inhibición de la formación de 

PA por la PLC es compensado por el PA formado por la PLD y la DGK. 

En cuanto a la respuesta por deficiencia de Pi se puede ver que la PLC es 

estimulada de manera significativa y que en este modelo de estudio la 

acumulación de DAG para la formación de Iípidos galactosilados únicamente es 

formado por la actividad de la PLC y no por la PLD como se ha observado para 

raíces de Arabidopsis. 
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Figura 4.1. Modelo del efecto del Al y la deficiencia de Pi sobre los componentes de la vía de 
transducción de señales fosfolipídicas, en las cuales están involucradas enzimas fosfolipasas y lipido 
cinasas en células en suspensión de C. arabica. 

Finalmente se puede concluir que el Pi si restaura la inhibición del crecimiento 

celular inducido por Al , pero este efecto no involucra a la vía de señalización de 

los fosfoinosítidos, ya que las enzimas de esta vía de señalización responden de 

manera diferente a estos dos tipos de estrés; por un lado el Al inhibe la actividad 

de la PLC y de la PIP5K y estimula a la PLD, en tanto que la deficiencia de Pi 

muestra un efecto contrario, un aumento en la actividad enzimática de la PLC y la 

PIP5K y no parece regular a la PLD. 
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CAPíTULO 5 

Perspectivas 

En este trabajo se determinó que la presencia de altas concentraciones de Pi en el 

medio de cultivo · restauran el crecimiento celular inhibido por Al, sin embargo 

quedan muchas preguntas importantes por responder. En los siguientes párrafos 

se describen varios experimentos que a futuro ayudarían entender como el Pi 

puede restaurar el crecimiento celular en presencia de Al. 

.:. Determinar como la concentración de Pi afecta la disponibilidad de Al en el 

medio de cultivo. Para esto se sugiere evaluar la cantidad de A13
+ en los diferentes 

medios de cultivo por medio de fluorometría usando el reactivo morin , el cual se 

une de manera específica con el AI3
+. Este resultado ayudarla a entender si la 

concentración de Pi en el medio de cultivo afecta la disponibilidad de Al. 

.:. Evaluar el efecto de la toxicidad por Al sobre la incorporación de Pi 

inorgánico, por lo cual se sugiere emplear ortofosfato radiactivo e2p04) para 

evaluar la incorporación de este compuesto en presencia de Al. 

.:. Evaluar si la deficiencia de Pi tiene algún efecto sobre el patrón de exudación 

de ácidos orgánicos en las células en suspensión de C. arabica . 

• :. Evaluar si la actividad de la MGDGS y la DGDGS están involucradas en la 

respuesta a deficiencia de Pi y determinar si existen cambios en la composición de 

los lípidos de membrana con el fin de poder integrar los resultados obtenidos en la 

vla de señalización de los fosfoinosltidos. 
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.:. Evaluar el efecto de la concentración de Pi y la toxicidad por Al sobre la 

expresión de los transportadores Pi de alta afinidad . 

• :. Evaluar el efecto del Pi y el Al sobre la concentración de otros nutrientes 

importantes para el crecimiento de las plantas como el K y el Ca. 
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