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RESUMEN

Los suelos agricolas con condicion acida y que favorecen la toxicidad por Al, son un
problema que se presenta en el cultivo de cafeto, ya que estas condiciones afectan la
calidad y la productividad del cafeto. Ademas, la disponibilidad de nutrientes, como es el
N, también se ve afectada por el grado de acidez y las condiciones del medio en el que se
encuentre. Es por esto, que en el presente trabajo se estudié el efecto de la fuente
nitrogenada y la toxicidad por Al en el modelo de suspensiones celulares de Coffea
arabica L., en el cual se evaluaron parametros como: el crecimiento celular, el contenido
de Al total y libre, la localizacion intracelular de este metal, el perfil proteico y el contenido
de nitrato (NO3 ).

Los resultados obtenidos indicaron que la fuente de NO; afecta la toxicidad por Al en
suspensiones de C. arabica L., dependiendo de la etapa de crecimiento en la que se
encuentre, ya que las células cultivadas en el medio modificado con NOs , evaluadas en
la etapa estacionaria del cultivo, no mostraron disminucion en el crecimiento cuando las
células fueron tratadas con AICIls. Ademas, el contenido de Al libre, en las suspensiones
cultivadas en el medio modificado con NO3; disminuyd, sugiriendo que, el NOs como

unica fuente de N en el medio de cultivo disminuye la disponibilidad del Al.

Por otro lado, las células de 14 dias cultivadas en el medio modificado con NOs
presentaron un incremento en el contenido de NOs, en comparacién con las células
control. Sin embargo, en células tratadas bajo las mismas condiciones con 500 uM de

AICI3, no se observaron cambios en el contenido de esta fuente nitrogenada.







ABSTRACT

Agricultural soils with an acidic condition and Al toxicity are a problem that occurs in coffee
crops, and these conditions affect coffee quality and productivity. In addition, the
availability of nutrients, such as N, is also affected by the degree of acidity and the
conditions of the environment in which it is found. Therefore, in the present work, the effect
of nitrogen source and Al toxicity in the model Coffea arabica L. suspensions cells, in
which parameters such as cell growth, total and free Al content, intracellular localization,

protein profile and nitrate content were evaluated.

The obtained results indicated that the NOs source affects Al toxicity in suspensions of C.
arabica L., depending on the stage of growth in which it is found, since the cells cultured in
the medium modified with NO; , evaluated on the stationary culture stage, showed no
decrease in growth when the cells were treated with AICIs. In addition, the free Al content
in the suspensions cultured in the modified medium with NOs; decreased, suggesting that

NO; as the only source of N in the culture medium decreases the availability of Al.

On the other hand, the cells of 14 days cultured in the medium modified with NO;
presented an increase in the content of NO; , compared to the control cells. However, in
cells treated with AICIz 500 pM, under the same conditions, no presented changes in the

content of this nitrogen source.
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INTRODUCCION

El aluminio es el metal mas abundante en la corteza terrestre (Zhao et al., 2013;
Yaroshevsky, 2006) y a pesar de su alto contenido en los suelos, actualmente no existe
evidencia de que este metal sea esencial para el crecimiento de las plantas (Zhao et al.,
2013; Kochian et al., 2005)

La toxicidad por Al es el mayor problema agronémico que limita la produccién de cultivos
en aquellas partes donde la solucién del suelo es fuertemente acida. Se ha estimado que
mas del 50% de las tierras cultivables en el mundo presentan pH acido, limitando la
produccion agricola de muchos cultivos de importancia tanto alimenticia como econémica
alrededor del mundo (Liu et al., 2014).

Delhaize y colaboradores (1993) afirman que uno de los efectos por la presencia del Al en
la solucién del suelo es el pobre desarrollo radical. Bajo esta condicién existen diferentes
formas fitotoxicas del Al, dependiendo del grado de acidez del medio en el que se
encuentren. Por ejemplo, a pH neutro o basico, el Al se encuentra en estado insoluble
formando aluminosilicatos u 6xidos de aluminio; cuando el pH del suelo se encuentra a
5.5 o valores inferiores, el Al se solubiliza y puede ser tomado por las plantas, siendo el

AI** la forma mas téxica (Liu et al., 2014).

El grado de acidez de la solucion del suelo y la disponibilidad de Al también determinan la
disponibilidad de nutrientes indispensables para el desarrollo 6ptimo de la mayoria de
cultivos, tal es el caso de los macronutrientes, que como su nombre lo indica, son

requeridos en mayor cantidad por las plantas, comoloes el N, el Py el K.

El N es esencial para el crecimiento y desarrollo de las plantas, pero a pesar de esto, este
elemento se encuentra en concentraciones bajas en el suelo (Zhao et al, 2013;
Yaroshevsky, 2006). EI N es el cuarto elemento en abundancia en organismos vivos,
mientras que en la corteza terrestre constituye menos del 0.1% y en la atmésfera se

encuentra por arriba del 80% en forma de N molecular (Buchanan et al., 2015).

El ciclo del N es un proceso biogeoquimico donde se presentan las diferentes formas

quimicas de este elemento, entre ellas: el N atmosférico, el amoniaco, el ion amonio, el
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ion nitrito, y el ion nitrato. Cada forma de N se relaciona con la manera en la que es
utilizada por la planta (Rosas et al., 2015). La asimilacion del nitrato dentro de las células
se lleva a cabo inicialmente por la accion de la enzima nitrato reductasa (NR) (Cazetta y
Vasques, 2004; Lea, 1997; Srivastava, 1990).

El cultivo de cafeto, por lo general, se desarrolla en suelos con altos contenidos de
materia organica, lo cual puede hacer que el Al se vuelva disponible (Martinez-Estévez et

al., 2001), y que de esta manera, se vea afectado por la toxicidad por Al.

El cultivo in vitro de células es un adecuado modelo de estudio de la toxicidad por Al
(Martinez-Estevez et al., 2001; Ojima et al., 1984; Ojima y Ohira, 1983), ya que este metal
es capaz de afectar también el crecimiento de células en suspension de Coffea arabica L.
(C. arabica L.) principalmente en la linea sensible a Al (linea L2) (Chee-Gonzélez, 2009;
Martinez-Estevez et al., 2003).

En el presente trabajo se evalud la adicion de diferentes fuentes nitrogenadas al medio de
cultivo y su efecto sobre la toxicidad por Al en el crecimiento celular, a través de

mediciones fisiolégicas y bioquimicas en las suspensiones celulares de C. arabica L
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CAPITULO |
ANTECEDENTES

1.1 ALUMINIO

1.1.1 GENERALIDADES

Hans Christian Oersted, quimico danés, quien aislé por primera vez al Al en 1825,
demostré que este metal en condiciones normales se encuentra en forma sdlida, es de
color blanco plateado, es ductil, maleable y su forma cristalizada es cubica. Se puede
encontrar en forma libre en la naturaleza o combinado con otros elementos (Martinez-
Estevez et al., 2003). Es un metal trivalente (AI**) con un peso atémico de 25.98 g mol™,
numero atomico de 13 y con electronegatividad baja. No se incluye dentro de la
clasificaciéon de metales pesados y normalmente se utiliza en aleaciones con otros
metales como el cobre, el silicio, el magnesio y el zinc para su aplicacién en la industria

metalurgica (Bojorquez, 2010).

A pesar de que es un elemento que no es esencial para las plantas ni para los animales,
la solubilizacion de este elemento en la solucion del suelo a pH acido lo hace disponible,
requiriendo concentraciones micromolares para llegar a afectar diferentes organismos
(Escalante, 2012; Delhaize y Ryan, 1995).

1.1.2 ESPECIES DE ALUMINIO EN EL SUELO

El Al molecular puede cambiar su forma dependiendo del pH del suelo, ya que este
factor es el que determina la solubilidad de sus especies. En un suelo de condicién acida
el Al es liberado en sus formas idnicas, tales como: Al((H20)e)%*, AIOH?*, AI(OH),*,
AI(OH); y Al(OH)s, permitiendo la solubilizacion y la liberacion de iones AI** en la
rizosfera, provocando de esta forma el efecto toxico en los cultivos sensibles (Simbes et
al., 2012; Delhaize y Rayan, 1995).

En el Cuadro 1.1 se presentan las posibles especies mononucleares del aluminio con

base al pH de la solucién en el suelo.
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Cuadro 1. 1 Distribuciéon de especies mononucleares de Al con base al pH de

la solucioén en el suelo (Chee-Gonzélez, 2009; Baes y Mesmer, 1976).

pH Especie de Al presente
3 Al(H20)6%*
Al(H20)s(OH)?*
Al(H20)3(OH)3
6.5 Al(H20)4(OH)2*
Al(H20)2(OH)4
Al(H20)3(OH)3
7 Al(H20)4(OH),*
Al(H20)2(OH)4
10 Al(H20)2(OH)4

El grado de toxicidad por Al es determinado por la disponibilidad de las diferentes
especies quimicas de este metal que se encuentran en el suelo. Por ejemplo, el ion
aluminato AI(OH)* y el AI(OH); no se consideran toxicos para las plantas (Chee-
Gonzalez, 2009; Kinraide, 1990); asi como las especies monoméricas como el Al(OH),*
y el AI(OH)?* (Chee-Gonzalez, 2009), pero los complejos polinucleares de hidréxido de
Al con carga positiva alta, como el Ali3[AlO4 Al12 (OH)24 (H20)127*] se consideran ain mas
toxicas para las plantas que las especies monoméricas (Comin et al., 1999; Parker y
Bertcsh, 1992).

La mayor limitante para la produccion agricola de los cultivos a nivel mundial se debe a
la disponibilidad del Al para las plantas y su fitotoxicidad (Zhao et al., 2008; Kochian et

al., 2004). Los suelos con condicién acida, donde los valores de pH presentes son de 5.5
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o inferiores, pueden contener concentraciones desde 37 uM de Al**, aumentando dicha
concentracion si el pH de la solucién del suelo disminuye (Marschener, 2012). Este
complejo hexahidratado octaédrico [Al(H20)6*"] puede inhibir tanto el crecimiento como
la integridad radical de las plantas, reduciendo también el rendimiento productivo de los
cultivos hasta en un 50% (Zhao et al., 2008; Kochian et al., 2005).

1.1.3 ABSORCION DEL Al POR LAS PLANTAS

La disponibilidad del Al** en el suelo depende de la condicién de pH de la solucién en la
que se encuentre, pero aun no se ha dilucidado cdmo o qué tan rapido responden los
cultivos que se desarrollan bajo estas condiciones téxicas, como sus raices responden
ante esta sefal, o si existe un receptor especifico para este elemento en las plantas
(Matsumoto et al, 2015, Kinraide y Yemiyahu, 2007). A nivel celular se ha reportado
tanto en Oryza sativa como en levaduras que existe un transportador especifico para el
APR* en la membrana plasmatica de células del apice radicular, identificado como Nrat1
(Nramp aluminum transporter 1) y que su expresion esta regulada por el gen ART1 como

factor transcripcional (Escalante, 2012; Xia et al., 2010).

Ademas, existen diversos reportes de otras vias de transporte de este elemento, como la
permeabilidad a través de la membrana plasmatica en forma de compuestos neutros por
estructuras lipidicas, que se forman precisamente por la presencia de este metal en el
medio y que facilitan su entrada en forma de particulas cargadas, por medio de un
transportador unido a fosfolipidos de la membrana. Este es un mecanismo poco descrito
hasta ahora, que sugiere la modificacion en la composicién de carbohidratos de la pared

celular que reduce la unién del AP* (Liu et al., 2014).
1.1.4 SINTOMAS DE LA TOXICIDAD POR Al EN LAS PLANTAS

El efecto adverso de los suelos acidos en el crecimiento de las plantas esta fuertemente
relacionado con la toxicidad por AI**. Se ha reportado que las plantas pueden responder
a la senal por Al ya sea de manera rapida o lenta, dependiendo de las condiciones de
crecimiento en las que se encuentre, incluyendo el estado fisiolégico de la planta, tejido
y células, asi como el evento que induce a la senal de Al a ser absorbida en 6rganos o

células especificas (Matsumoto et al., 2015; Jones et al., 2006).
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La inhibicion del crecimiento de la raiz es uno de los primeros sintomas asociados a la
toxicidad por AI** (Yang y Horst, 2015). El estrés que manifiesta este tejido vegetal por el
Al se logra observar desde los primeros minutos de exposicion a concentraciones
micromolares en la solucion en la que se encuentre el cultivo (Chee-Gonzalez, 2009; Ma
et al., 2002; Ahn et al., 2001; Vazquez et al., 1999; Blancaflor et al., 1998; Sivaguro y
Horst, 1998; Ryan et al., 1993). La parte distal de la zona de elongacion del apice de la
raiz expuesta a Al es el sitio de percepcion a la toxicidad y el efecto de inhibicion del
crecimiento de este tejido (Chee-Gonzalez, 2009; Kollmeier et al., 2000; Sivaguro y Host,
1998; Ryan et al., 1993). Algunos sintomas visibles de toxicidad por este metal en raices
es la coloracion café y su hinchazon, que limita la toma de agua y nutrimentos, donde
presentan mas susceptibilidad las plantas jévenes. La germinacion de semillas no se ve
afectadas por la presencia de Al, pero llega a afectar el crecimiento radical una vez que

germinan (Mossor-Pietraszewska, 2001; Rengel, 2002).

La presencia de Al provoca una disminucion en la actividad mitética en un gran numero
de plantas, reduciendo la proliferacién de células en la region de la division celular en las
raices expuestas a este metal, donde se ha evidenciado que este efecto involucra la
interaccion de factores hormonales (Kumar-Panda y Matsumoto, 2007; Massot et al.,
2002; Blamey, 2001).

En la parte aérea de las plantas también es posible encontrar sintomas de la toxicidad
por Al, donde son la clorosis y la necrosis los mas comunes, provocados por los cambios
celulares y ultraestructurales de las hojas, asi como la afectacion en la funcionalidad de
los estomas, que deriva en la disminucion en la actividad fotosintética (Liang-Cuiyue et
al., 2013).

También, se ha reportado en diversos modelos de estudio que el Al evidencia efectos
importantes, tal es el caso del modelo de suspensiones celulares de C arabica L., que
provoca la disminucién en la capacidad de crecimiento de una linea que es sensible al Al
(Chee-Gonzalez, 2009; Martinez-Estevez et al., 2003).

1.1.5 EFECTOS DE LA TOXICIDAD POR Al EN LAS PLANTAS

Segun Sivaguru y Horst (1998), el Al se acumula en los apices, el tejido meristematico y

la zona de elongacion, siendo la zona distal de elongacion la zona mas sensible.
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Como lo indican Kinraide y Yemiyahu (2007), no se cuenta con la informacién para
conocer como las plantas responden a la sefial del Al en las raices, como tampoco se
conoce si la sefial es el mismo AI** o si son otras moléculas de sefializacion provocadas
por la toxicidad de este elemento que se unen a las moléculas u 6rganos de las células

expuestas, lo que resulta en una alteracioén en su funcion.
1.1.6 EFECTO DEL Al A NIVEL CELULAR

Aun no es posible comprender cémo la sefal del Al afecta a 6érganos especificos (Figura
1.1), asi como su mecanismo en las células, y no se conoce por completo como se lleva
a cabo la formacién de callosa en el plasmodesmo como respuesta a la sefial de Al en

células vegetales, como consecuencia a la toxicidad (Matsumoto et al., 2015).

Existen evidencias de que en plantas sensibles al Al, como es el caso de las plantas de
maiz, la elongacién celular en la raiz se afecta en los primeros 30 minutos por la senal

provocada al exponerse a este metal (Matsumoto et al., 2015; Llugany et al., 1995).

En el caso de las plantas de trigo, las cuales también son sensibles al Al, se ha
propuesto que el efecto en la elongacién de raices se debe al bloqueo del trafico entre
células, debido a la produccion de callosa en esta zona, y que por ende este bloqueo
limita la transmision de varias sefales independientes o dependientes de la senal por Al.
Esta sefalizacion a través de callosa aun no se comprende completamente (Matsumoto
et al., 2015; Sivaguru et al., 2000).

Ademas, se ha visto que la interaccion del Al con la membrana plasmatica puede
modificar la estructura y el ambiente idnico cercano a la superficie, la cual provoca
desérdenes en el proceso de transporte de iones, desbalances nutricionales y altera la

homeostasis celular (Bose et al., 2011; Sade et al., 2016).

La toxicidad por Al esta relacionada con severos cambios en el sistema radical de las
plantas, entre ellos esta la interferencia con la division celular en los apices de las raices,
el incremento de la rigidez de la pared celular, la disminucién de los polisacaridos de la
pared celular, la disminucion de la respiracion celular, la produccién y el transporte de
citoquininas y afectacion en la estructura y funcion de la membrana plasmatica. A largo

plazo, la exposicion del Al causa dafios severos al sistema radical, que en consecuencia




CAPITULO |

reduce la toma de agua y de nutrientes minerales, limitando en gran manera los

rendimientos agricolas (Kochian et al., 2004; Sade et al., 2016).

La absorcion de Al en la pared celular de plantas reduce el movimiento de agua y de
solutos en el apoplasto, el cual, limita la toma de nutrientes por parte del sistema radical
(Eticha et al.,, 2005; Sade et al., 2016). Los cationes de la pared celular son
reemplazados por Al, lo cual resulta en cambios drasticos en la estructura de la misma,

asi como sus propiedades mecanicas (Zhang et al., 2007; Sade et al., 2016).
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Figura 1.1 Modelo de los posibles mecanismos de respuesta ante la toxicidad o la tolerancia al
Al en plantas. El modelo de toxicidad por Al se ilustra en el panel inferior del diagrama, mientras
que en el panel superior se muestran los mecanismos de resistencia al Al. En el panel superior
los mecanismos de tolerancia al Al (exclusion del Al y desintoxicacion interna del Al) se basan en
la formacion de complejos de Al con aniones de acidos organicos (Al-AQO) y la activacién del ciclo
del acido tricarboxilico (TCA) dentro de la mitocondria. EI mecanismo de exclusién del Al implica
la liberacién de éacidos organicos (AOs) a través de canales aniénicos activados por el Al. El
mecanismo interno de desintoxicacion de Al involucra el flujo de Al®* a través de las células de la

raiz o secuestro en la vacuola mediado por transportadores (modificado de Liu et al, 2014).
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1.2 EL NITROGENO

La asimilacién del N por las plantas se ve afectado por la presencia de Al, ya que
provoca la disminucién de la concentracion de nitrato, donde se ha demostrado que altas
concentraciones de este metal causan alteraciones en el proceso bioquimico de
asimilaciéon del N, el cual es considerado de suma importancia como precursor en la
produccién de proteinas (Castro de Souza et al., 2016). Sin embargo, los estudios que
involucran la fuente nitrogenada y la toxicidad por aluminio en modelos de plantas son

escasos.

1.2.1 GENERALIDADES

El primer aislamiento del N se atribuye a Daniel Rutherford, fisico escocés, quien lo
realizé a partir del aire, separando el CO;, consiguiendo las primeras separaciones de N
impuro en el afo 1772 (Johnson, 1970). EI N se caracteriza por ser un gas incoloro,
inerte e insipido, presente en forma molecular (N2), constituyendo mas del 78% de la
atmaosfera y encontrandose en gran cantidad en rocas igneas en la corteza terrestre; sin
embargo, este N no se encuentra disponible para las plantas en el mediano plazo
(Perdomo et al., 2006).

El nimero atomico del N es 7, su masa atémica es de 14.0067 g mol y entre sus
principales usos destaca el industrial como refrigerante, en el area agricola como

fertilizante y en la investigacion como criogénico (Chag y Goldsby, 2013).

Para las plantas son imprescindibles 17 elementos minerales, de estos elementos
esenciales seis se requieren en mayor cantidad; y entre estos ultimos se encuentra el N,
el cual ocupa una posicién unica entre los elementos minerales, ya que forma parte de
diferentes compuestos organicos y estructuras en las células vegetales (Rehman et al.,
2014).

1.2.2 FORMAS DEL N EN EL SUELO

En el suelo, el N se encuentra disponible en cantidades reducidas para ser utilizado por
las plantas (Zhao et al., 2013; Yaroshevsky, 2006). Esto es debido a su forma molecular
N=N, que tiene gran estabilidad dada por el triple enlace y bajo esta forma las plantas

son incapaces de asimilarlo directamente (Perdomo et al., 2006). Este elemento es, por
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lo tanto, el que mas limita la productividad de los cultivos agricolas y se puede encontrar
en la solucion del suelo como N organico y como N inorganico (Cuxim, 2012; Owen y
Jones, 2001). Es en el ciclo del N (Figura 1.2) donde se representan todas las

transformaciones que sufre este elemento.
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Figura 1.2 El ciclo del N en la atmdésfera. Los compuestos organicos de N, que constituyen a
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todos los organismos vivos, son liberados al medio ambiente por la muerte y la descomposicién
0 son excretados como desechos por algunos animales. Los microorganismos desaminan el N
organico, utilizando el carbono como fuente de alimento y liberando amonio en el proceso. Las
plantas y microorganismos pueden absorber al nitrato y reducirlo a amonio para su posterior
asimilacion en compuestos organicos que contienen N. Muchos procesos biolégicos que
cambian el estado de oxidacion del N son catalizados exclusivamente por procariotas. Estos
incluyen la nitrificacion (flechas verdes; NH4*, o NO2 , son oxidados y la energia liberada es
utilizada para fijar carbono inorganico), la denitrificacion (flechas rojas; el N sirve como aceptor
de electrones y se reduce durante la respiracién anaerébica), la oxidacion anaerdbica del i6n
amonio (flecha purpura; la produccién anaerébica de N molecular a partir de NH4* y NO29) y la

fijacion de N [flecha azul; gas N (N2) se reduce a NH4*] (modificado de Buchanan et al., 2015).

10



CAPITULO |

A través de procesos tanto fisicos como quimicos en el ambiente, es donde la
integracion de una serie de interacciones de factores bidticos y abioticos, hace que la
fuente de N tenga la transformacién necesaria para ser utilizado por los diferentes

organismos (Cuadro 1.2).

Cuadro 1.2 Principales procesos del ciclo del nitrégeno (Perdomo et al., 2006).

Proceso

Definicion

Fijacion atmosférica

Conversion fotoquimica de nitrégeno molecular a amonio

Fijacion biolégica

Conversion procarittica de nitrégeno molecular a nitrato

Inmovilizacion

Absorcidén microbiana y asimilacion del amonio o nitrato

Amonificacion

Catabolismo de la materia organica del suelo a amonio (por
bacterias y hongos)

Nitrificacion

Oxidacion del amonio a nitrato (Nitrosomas sp.) y oxidacion
de nitrito a nitrato (Nitrobacter sp.)

Fijacion de amonio

Fijacion fisica de amonio en las particulas del suelo

Mineralizacion

Catabolismo de la materia organica del suelo a nitrégeno
mineral a través de la amonificacion o nitrificacién (accion
por bacterias y hongos)

Volatilizacion

Pérdida fisica de amoniaco gaseoso a la atmdsfera

Denitrificacion

Conversién del nitrato a nitrdgeno molecular (por bacterias)

Lixiviacion del nitrato

Flujo fisico de nitrato disuelto en el agua del suelo

Absorcion por plantas

Absorcion y asimilacion del nitrato o del amonio por las
plantas

La materia organica, en forma de N organico, es una de las reservas mas grandes de N

en el suelo, ya que puede alcanzar hasta un 98% de compuestos organicos, como lo son

11
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las proteinas, los aminoacidos y los azucares aminados (Cuxim, 2012; Stevenson,
1982).

El N presente en el suelo bajo formas organicas, tampoco esta disponible como tal para
las plantas, sino que para poder ser absorbido, tiene que convertirse a formas
inorganicas (Perdomo et al., 2006). Estas formas inorganicas como lo son el nitrato, el
amonio y el nitrito son transitorias en el suelo, formando parte entre 2 y 3% del N total
(Marschner, 2002). Generalmente, los cultivos requieren de la toma de ambas fuentes
inorganicas de N, donde se ha evidenciado que las concentraciones en el suelo varian
entre si (Hakeen et al., 2014), pudiendo existir desde unos pocos gramos hasta mas de
100 kg ha' de N total. Por lo general, en los suelos agricolas las concentraciones de
nitrato se encuentran en un rango entre 1 y 5 mM, mientras que las concentraciones de
amonio se pueden encontrar en un rango entre 20 y 200 yM. Debido a que ésta es la
forma en que el N es absorbido por las plantas, el N inorganico es muy importante para

la nutricion vegetal (Perdomo et al., 2006).

El N es un componente importante de diferentes compuestos organicos y estructuras en
las células, ya que tiene un papel relevante en la transferencia de energia, al ser parte
de compuestos como el adenosin trifosfato (ATP) que es responsable de la
conservacion y el uso de la energia durante el metabolismo de las células (Hakeem et
al., 2014). También, constituye compuestos vitales como aminoacidos, proteinas,
enzimas, nucleoproteinas, acidos nucleicos, hormonas, alcaloides, algunos metabolitos
secundarios, pigmentos, antibidticos, asi como también forma parte de las paredes

celulares y de la clorofila en los cultivos vegetales (Perdomo et al., 2006).
1.2.3 EFECTOS DEL N EN LAS PLANTAS

La deficiencia de N causa efectos significativos en las enzimas fosfoenolpiruvato
carboxilasa (PEPC), la piruvato fosfato dicinasa (PPDK) y la ribulosa 1,5 bisfosfato
carboxilasa-oxigenasa (RuBisCo), que provocan la disminucion en el nivel de sus
respectivos mRNAs en los tejidos fotosintéticos (Hakeem et al., 2014; Khamis et al.,
1990).

En la productividad agricola, el N influye tanto en el rendimiento como en la calidad de
los cultivos, ya que la deficiencia de este importante elemento produce clorosis y por

ende, baja tasa fotosintética que provoca bajos rendimientos productivos (Hakeem et al.,

12
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2014; Khamis et al., 1990). De igual forma, el N debe cumplir con dos condiciones para
que pueda ser utilizado por las plantas: 1) debe estar en una forma disponible en la
solucion del suelo y 2) debe encontrarse en una forma que pueda ser asimilable para la
planta. Es de ésta ultima forma en la que se encuentra en menor proporcion (Molina,
2001). De manera natural el N del aire puede llegar a estar disponible para las plantas a
través de dos mecanismos principales: ya sea por fijacién simbidtica o asimbidtica, en
donde ambos procesos son llevados a cabo por las bacterias del suelo, 6 disuelto en el
agua de lluvia, siendo el proceso de fijacion simbidtica el que mas N disponible aporta

para las plantas (Perdomo et al., 2006).

1.2.4 ABSORCION DEL N POR LAS PLANTAS

Son el nitrato y el amonio las dos principales fuentes de N inorganico que la planta
absorbe del suelo, donde la disposicion de una o de otra depende del pH de la solucién.
Por ejemplo, el amonio predomina en suelos con pH entre 4.0 y 6.0 y la fuente de nitrato
predomina en suelos con pH entre 6.0 y 8 (Zhao et al., 2013; McGrath y Rorison, 1982).
La manera en que las plantas sensan el N varia dependiendo de la disponibilidad y la

localizacién de este elemento en la solucion (Hakeem et al., 2014).

La primera fuente de N preferida por la mayoria de los cultivos es el nitrato, el cual es
transportado desde el suelo a través de la membrana plasmatica por medio de las

células epidérmicas y corticales de la raiz (Hakeem et al., 2014; Miller y Cramer 2004).

La toma de ambas fuentes nitrogenadas ya sea nitrato 6 amonio se encuentran bajo
estricto control genético, ya que es por medio de transportadores de baja o alta afinidad
que los iones de ambas fuentes nitrogenadas son acarreados a través de la membrana
plasmatica de las células de la raiz de las plantas. La activacion de dichos
transportadores depende de la concentracién de la fuente nitrogenada (Figura 1.3),
donde se activan los transportadores de alta afinidad cuando dicha concentracion se
encuentra a niveles bajos en el medio de crecimiento o los de baja afinidad cuando la

concentracion es alta (Mitra, 2015b).

13
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1.2.5 TRANSPORTE DEL N A NIVEL CELULAR

Para la toma tanto de nitrato como de amonio las células de las plantas usan sistemas
de transportes especificos. Por ejemplo, para la asimilacion de amonio existen dos
sistemas: de baja y de alta afinidad. Para el caso del sistema de alta afinidad involucra
transportadores de la familia AMT/Rh, que para el caso de Arabidopsis existen seis
genes AMT, que van de AMT1;1-5 y AMT2;1, todos ubicados en el area radicular
(Buchannan et al., 2015; Mitra, 2015a). Los transportadores AMT para NH4* funcionan
como uniporte (en un solo sentido) (Buchannan et al., 2015). Las proteinas involucradas
en el sistema de baja afinidad aun no han sido dilucidadas, pero algunos estudios
sefialan que los canales de potasio, canales catidnicos no selectivos o aquaporinas
podrian dirigir este tipo de transporte para la fuente de amonio a nivel celular (Mitra,
2015b).

Membrana plasmatica

(MP) Bomba de
protones

Vacuola

H+
Q NO; (5-75 mM)
NHF
pH=5.5

Sistema de transporte —
de alta afinidad Ql
) NO;

NO3_ o omm

Sistema de transporte
de baja afinidad NO:;

NO; . 1mm m \

Figura 1.3 Sistema de transporte del N a nivel celular. El sistema de transporte de alta afinidad
(HAST) y de baja afinidad (LAST) de NOs y NHs* a través de la membrana plasmatica (MP) y
reduccion del NOs a NO2 en el citosol y de NO2 a NH4* en el cloroplasto de la célula vegetal.
La concentracion de NOs en el citosol es de 1 a5 mM y en la vacuola de 5 a 75 mM. El pH del
citosol es de 7.2 y de la vacuola de 5.5 (modificado de Mitra, 2015b).
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Los transportadores AMT en plantas son regulados a nivel transcripcional y
postraduccional, donde los niveles de transcritos para AMT1;1-3 y 1;5 son regulados
positivamente en condiciones deficientes de N, y las proteinas AMT1.1 y AMT1.2 son
reguladas por transactivacion alostérica. Ademas, el potencial de membrana es una
fuerza que impulsa la absorcion de amonio por alta afinidad a través de la membrana
plasmatica mediada por los transportadores AMT, mientras que la acidificacién de la
vacuola podria ser el principal factor de acumulacion de amonio en este organelo
(Buchannan et al., 2015).

Por otro lado, se sabe que el nitrato es la fuente de N que se encuentra en mayor
cantidad en el suelo, pero el proceso de toma y asimilacién por parte de las plantas tiene
un costo energético. El nitrato puede ser tomado tanto por la parte radical como por la
parte foliar de las plantas, este ultimo siendo importante durante las aplicaciones foliares

de fertilizantes a los cultivos agricolas (Buchannan et al., 2015; Maldonado, 2005).

El transporte de nitrato en plantas funciona como simporte o antiporte; donde existen
dos tipos de simporte, mediado por los transportadores NRT1 y NRT2, y un tipo de

antiporte, mediado por CLC, este ultimo actua en el tonoplasto (Buchannan et al., 2015).

Las plantas utilizan don sistemas de toma de nitrato: el de baja afinidad con una K, de 5
mM vy el de alta afinidad con una Kn de 50 uM. Ambos casos estan mediados por el
gradiente generado por H*-ATPasa como una fuerza motriz de importacion de nitrato al

interior de la célula (Buchannan et al., 2015; Mitra, 2015a).

En Arabidopsis se ha evidenciado que para la familia de transportadores NRT1 existen
el AINRT1.1 y el AtINRT1.2 y de manera similar la familia de NRT2 se presentan cuatro
transportadores diferentes (AINRT2.1, AINRT2.2, AtINRT2.4 y AtNRT2.5), los cuales son
asistidos por la proteina NAR2 (AtNAR2.1) todos para la toma de nitrato y que estan
localizados en la membrana plasmatica (Buchannan et al., 2015; Chopin et al., 2007,
Okamoto et al., 2006). Estos son los transportadores que se sugieren median la toma de
nitrato desde la solucion del suelo hacia las raices; sin embargo, existe un mayor
numero de transportadores pertenecientes a ambas familias, los cuales se conoce que
llevan a cabo esta funcién en otras partes de la planta, e incluso para los NRT1, la gran

mayoria de sus miembros no han sido caracterizados.
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De manera mas especifica, los transportadores AINRT1.2 y AtINRT2.1 son inducibles por
nitrato. Para el caso de AtNRT1.1 es un transportador que se involucra en la toma de
nitrato tanto para baja como alta afinidad (Li et al., 2007), el cual es regulado por la
fosforilacion y la desfosforilacion del residuo 101 de treonina, de modo que funciona
como transportador de alta afinidad cuando la T101 es fosfoforilada, mientras que la
forma desfosforilada es un transportador de baja afinidad para nitrato. Este cambio de
fosforilacion es dirigido por cambios por la disponibilidad externa de nitrato; esto permite
qgue la funcién de los transportadores se adapte a los niveles disponibles en el entorno

de la raiz (Buchannan et al., 2015).

Como se muestra en la Figura 1.3 el sistema de transporte de baja afinidad (LATS, por
sus siglas en inglés) se activa cuando la concentracién externa de nitrato se encuentra
entre 1-50 mM. Caso contrario, cuando la concentracién externa de nitrato no supera la
concentracion de 0.2 mM se activa el sistema de transporte de alta afinidad (HATS por
sus siglas en inglés), donde puede operar de forma constitutiva (CHATS) o de forma
inducida (iIHATS), por el nitrato presente (Mitra, 2015a). Por medio de todo este sistema
mencionado anteriormente es que las plantas pueden absorber este mineral
imprescindible, involucrado en diversos procesos para su 6ptimo desarrollo. Se ha
evidenciado que las plantas contienen entre 1 y 6% de N en su peso total. En
condiciones de disponibilidad de suficiente nitrato en el suelo, la concentracion de este
en las raices y los brotes es de aproximadamente 100 mM, donde la mayoria se

almacenan en la vacuola (Figura 1.3) (Mitra, 2015a; Crawford y Glass 1998).
1.2.5.1 ENZIMA NITRATO REDUCTASA

La enzima nitrato reductasa (NR) dependiente de NADH/NADPH (EC 1.7.1.1/2/3)
cataliza la reduccion de nitrato a nitrito utilizando a NADH/NADPH como donadores de
electrones y es el primer paso en la via de asimilacion desde nitrégeno hasta
compuestos organicos (Nemie-Feyissa et al., 2013). Ya que el nitrato por si mismo no
puede ser incorporado a la célula, éste debe ser reducido a amonio en un proceso que
involucra dos pasos. El nitrato es primero reducido a nitrito por la accién de la enzima
NR, el cual es reducido a amonio por la enzima nitrito reductasa (NiR). Esta reaccion
involucra a la enzima ferredoxina reducida (Fdxd), donde el resultado final es la

asimilacién de amonio como aminoacidos que también consume carbono organico. Las
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plantas reducen nitrato y nitrito tanto en raices como en su parte aérea (Buchannan et
al., 2015).

A continuacion, se presenta la reaccién que describe la reduccién de nitrato a amonio

por la accion de las enzimas NR v NiR.

NR NiR
5*)'NO3 G*YNO, G INH4*
NADH NAD* 6Fdred 6 Fdox
+H* +H,0 +8 H* +2 H,0

La ferredoxina reducida (Fd.s) 0 ferredoxina oxidada (Fd.x) deriva del transporte de
electrones de la fotosintesis en los cloroplastos y el NADPH generado por la via
oxidativa de las pentosas fosfatos en los tejidos no fotosintéticos (Pereyra-Cardoso,
2001).

Por lo general, el NHs" en las plantas es formado después de la reduccién del NO; que
es tomado del suelo, donde el NH4* se requiere para ser asimilado para la sintesis de
aminoacidos y se involucran dos enzimas mas: la glutamina sintetasa (GS) y la
glutamato sintasa (GOGAT), donde la GS cataliza el primer paso de la asimilacion de
glutamato para la sintesis de glutamina; y la GOGAT cataliza la sintesis de dos

moléculas de glutamato (Hakeem et al., 2014; Suzuki y Knaff, 2005).

Glutamato + ATP + NH,* S, Glutamina + ADP + Pi

Glutamina + ATP + NH,* GCGAT , 2 Glutamato

La enzima NR es un homodimero compuesto de dos subunidades idénticas de
aproximadamente 100 kDa, cada subunidad contenida en tres grupos prostéticos, los
cuales son: un equivalente de flavina adenina dinucleétido (FAD), hemo-Fe y un
complejo de molibdeno (Mo). EI Mo esta unido a la enzima por un complejo organico

llamado pterina formando el Mo-molibdoterina (Mo-MPT). En consecuencia, como se
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muestra en la Figura 1.4, la enzima contiene tres cofactores internos: FAD, heme y dos

iones metalicos: Fe y Mo en cada subunidad (Buchannan et al., 2015).

La NR es una enzima soluble, que en plantas se puede encontrar en el citosol de las
células de la epidermis de la raiz, en células corticales y en células de mesdfilo de brotes

(Hakeem et al., 2014), y la cantidad total de esta enzima depende simultaneamente de

su sintesis y su degradacion (Buchanan, 2015).

Figura 1.4 Estructura de la enzima nitrato reductasa. (A) Un monémero de NR tiene tres dominios
principales que se unen al cofactor molibdeno (MoCo), heme y FAD, respectivamente. La regién
de unién a FAD recibe electrones de NAD(P)H, y la region de uniéon a MoCo recibe los electrones
de lanzadera de dominio heme, que transfiere electrones a nitrato. Hinge 1y 2 (hl y hll) separan
los dominios funcionales. Estructura cristalina del dominio de unién a FAD de NR. (B) El I6bulo C-
terminal esta unido a FAD, mientras que el lI6bulo C-terminal se une a NAD(P)H (tomado de
Buchanan et al., 2015).

En las células vegetales la reduccion de nitrato ocurre en el citosol, donde se ha
evidenciado su presencia tanto en raices como en la parte aérea de las plantas y su

distribucion depende de las condiciones ambientales (Buchanan et al., 2015).

Se ha demostrado que el proceso fotosintético es necesario para la activacién de esta
enzima, ya que se ha reportado que la disponibilidad del oxigeno y el nivel de luz son
factores externos de rapida y reversible modulacion de la NR, y el consumo de azucares
en la parte foliar de las plantas en la oscuridad la activa. Por otra parte, existen
evidencias que en las raices que sufren una subita anoxia la enzima es modulada

rapidamente mediante mecanismos que implican la fosforilacion de la proteina NR o la
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union de Mg?* u otro catiéon divalente, obteniéndose una respuesta de su actividad en

minutos (Hakeem et al., 2014).

Como estrategia alternativa, cuando las plantas presentan deficiencias de N, al ser un
elemento mdvil, puede tomarse de hojas viejas y translocarse a hojas jovenes para asi
poder sostener su desarrollo y crecimiento, y este proceso no sélo puede darse en la
etapa vegetativa del cultivo, sino también en la etapa reproductiva, donde el N puede
pasar desde las hojas hacia el sumidero (Fan et al., 2009; Schiltz et al., 2005; Rossato et
al., 2001; Wendler et al., 1995; Simpson et al., 1983). Diversos estudios sobre la
removilizacion del N demuestran que esta asociado con la protedlisis y la senescencia
del 6rgano fuente y esa fuente de N desde otros sitios esta conformado de aminoacidos
que fueron sintetizados en la fase vegetativa de la misma planta (Fan et al., 2009;
Masclaux-Daubresse et al., 2008; Jukanti y Fischer, 2008; Good et al., 2004,
Hortensteiner y Feller, 2002).

Por lo general, en plantas superiores son los aminoacidos asparagina (Asn) y glutamina
(GIn) los compuestos nitrogenados exportados por los tejidos senescentes. Ademas, el
nitrato como N inorganico también puede ser traslocado hacia diferentes 6rganos de la
planta (Fan et al., 2009; Caputo y Barneix, 1997; Rochat y Boutin, 1991).

1.2.6 LA ACIDEZ DEL SUELO Y LAS FUENTES NITROGENADAS

Los iones acidos que se liberan de la descomposicion de la materia organica favorecen
la condicion acida de los suelos. Residuos vegetales y de animales depositados en el
suelo llegan a formar compuestos acidos, condicidn comunmente encontrada en suelos
cafetaleros, donde existen altos volumenes de materia organica en constante
descomposicion. Ademas, el cultivo intensivo de los suelos causa remocion de
nutrimentos importantes para el mantenimiento del equilibrio y de las buenas
condiciones del mismo, tal es el caso del calcio, magnesio y potasio, a través de la
cosecha constante. Las plantas por si mismas también contribuyen a incrementar la
acidez de los suelos, ya que al absorber cationes liberan iones hidrogeno para mantener
el equilibrio en su interior, lo que favorece a la reduccién de pH en el suelo (Molina,
2001).
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En el suelo, por ejemplo, el amonio y el nitrato son las formas mas cominmente
tomadas por las raices de las plantas, donde el amonio es convertido a nitrito y nitrato
por las bacterias nitrificadoras del suelo, conocidas como Nitrosomas sp y Nitrobacter sp
respectivamente, donde las plantas son las mas beneficiadas en este tipo de
transformacion (Rosas et al., 2015). Debido a esta condicién de suelo, las plantas han
debido ajustar sus mecanismos para regular el flujo de nitrato y amonio como fuente

nitrogenada (Glass et al., 2002).

En condiciones acidas la supervivencia de las plantas se convierte en un factor critico
por la presencia de amonio, el cual es la fuente de N predominante, de donde se da el
proceso de nitrificacion (Zhao et al., 2008; Watanabe et al., 1998). La oxidacion
microbiolégica de amonio a nitrato no se lleva a cabo en suelos acidos, lo que hace que
las concentraciones de nitrato sean bajas y por lo tanto sea necesario realizar
enmiendas agricolas para mejorar tanto la disponibilidad de esta fuente nitrogenada

como la condicion de pH (Zhao et al., 2008; Do Boer y Kowalchuk, 2001).

Por lo tanto, en los suelos acidos no predomina unicamente el Al, sino también el
amonio, y en suelos neutros y calcareos, aunque no se presentan concentraciones
téxicas de Al, se presentan concentraciones considerables de nitrato (Zhao et al., 2008;
Rorison 1985).

1.3 INTERACCION ALUMINIO — FUENTE DE NITROGENO

Existe poca informacion acerca de la interaccién AlI-N en suelos acidos, ya que se ha
asumido que la solucién nutritiva en el suelo esta formada mayoritariamente por nitrato y
no por amonio como fuente nitrogenada cuando se ha estudiado la toxicidad por el Al en
las plantas. Por lo tanto, el papel que juega el Al en el desarrollo de las plantas no ha
sido evaluado de forma directa con las condiciones reales de las fuentes nitrogenadas

inorganicas en suelos acidos (Zhao et al., 2008).

Se han realizado estudios en varios cultivos para analizar el efecto del Al en el
crecimiento, utilizando tanto NH4+* como NO3s como fuente de N total, pero las respuestas
han sido variadas. El estudio presentado por Taylor y Foy (1985) citado por Zhao (et al.,
2008), demostraron que ha pesar de que el cultivo de trigo es tolerante al Al existe un

cultivar que no demostrd tener esta tolerancia, ya que su interaccion con el NHs* fue
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negativa, pero demostréd ser tolerante en presencia de NOs. Los mismos autores
sugieren que la preferencia por la fuente nitrogenada es la que determina las diferencias

del pH y por lo tanto la solubilidad del Al en la solucién del suelo.

También, Zhao et al., (2013) reportaron que, para el caso del cultivo del arroz anegado,
la fuente de N por preferencia es el amonio, evidenciando una respuesta positiva del
cultivo bajo condiciones acidas de sustrato y, bajo condiciones toxicas de Al®*, la fuente
nitrogenada que favorece la tolerancia es el amonio, ya que se genera un efecto
sinérgico en el desarrollo del cultivo, no asi cuando la fuente nitrogenada fue el nitrato,

donde mas bien su respuesta es antagodnica.

Existen estudios sobre la respuesta de las plantas a las diferentes fuentes nitrogenadas
disponibles en el suelo, pero la utilidad del N y las condiciones que provocan la toxicidad
por AP** son estudiadas por separado (Zhao et al., 2013). Ya que se ha comprobado la
asociacion en paralelo del Al y las formas inorganicas de N con el pH es necesario
estudiar este mecanismo, donde las plantas han tenido que desarrollarlo bajo estas
condiciones, probablemente como resultado a la adaptacion ecoldgica y a la seleccion

natural, como sucede en el cultivo de cafeto.

1.4 EL CULTIVO DE CAFETO

El cafeto es, de los productos agricolas, el mas importante tanto en el mercado nacional
como internacional, ya que representa una fuente de ingresos para millones de personas

productoras de Asia, Africa y Latinoamérica (Escalante, 2012).

Este cultivo es originario de Africa Oriental, de la parte alta (superior a 1000 msnm)
(Leon, 2000). Actualmente se conocen mas de 70 especies de cafeto, siendo las de mas
importancia econdmica las variedades Coffea arabica L. y Coffea canephora Pierre, de
las cuales C. arabica se produce en alrededor del 70% y de C. canephora (conocida
también como robusta) el restante 30%. Existen otras especies como C. congensis, C.
dewevrei y C. recemosa, ya que por su resistencia a pesticidas y enfermedades estan

cobrando interés para su uso en programas de mejoramiento genético (Eira et al., 2006).

1.41 CLASIFICACION TAXONOMICA

Como se indica en el cuadro 1.3, el cafeto pertenece al género Coffea, donde varios

autores han determinado diversas especies. Se han incluido entre 60 a 100 especies
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que los agrupan en cuatro secciones 0 sub-secciones: Eucoffea, Mascoffea, Paracoffea

y Argoffea.

Como lo indican Alvarado-Soto y Rojas-Cubero (2011) el subgénero mas utilizado es el
Eucaffea, donde se encuentran las dos especies mas cultivadas comercialmente: Coffea

arabica L. y Coffea canephora Pierre (Escalante, 2012).

1.4.2 DESCRIPCION BOTANICA

La planta de cafeto es un arbusto que puede llegar a medir hasta siete metros de altura,
de forma conica e irregular, que bajo condiciones normales se desarrolla con un solo eje
central, con una parte meristematica en su extremo de crecimiento permanente que
forma nudos y entrenudos. Su sistema radical cuenta con una raiz principal o pivotante,
que a partir de ésta se desarrollan de cuatro a ocho raices axilares y numerosas

ramificaciones laterales (Alvarado-Soto y Rojas-Cubero, 2011).

En su parte aérea presenta dos tipos de crecimiento, puede ser vertical u ortotropico,
donde lo caracteriza su tallo central con pocas ramificaciones laterales; 6 lateral o
plagiotropico, donde posee sus ramas primarias, que pueden originar ramas secundarias
y terciarias. Estas son de suma importancia, ya que contienen el fructificacion del cafeto.
La morfologia de las hojas es eliptica, oblongas o lanceoladas, situadas en el mismo
plano, de crecimiento opuesto, de color verde oscuro en el haz y un verde mas palido en

el envés (Escalante, 2012; Alvarado-Soto y Rojas-Cubero, 2011).

Las flores brotan de los entrenudos de las ramas. Son individuales, completas,
hermafroditas y autdégamas, de color blanco, con inflorescencia conocida como cima
(Ramirez, 2009). Su fruto es una baya conocida como “cereza”, ligeramente aplanada,
de forma eliptica, cuyos tres ejes principales miden entre 12 y 18 mm de longitud, y de 8
a 14 mm de ancho y con un espesor de aproximadamente 10 mm (Serrano, 2013). Es
de superficie lisa y brillante, de pulpa delgada, con tres partes: el epicarpio o epidermis,
el mesocarpio o pulpa y el endospermo o semilla. Cuando ésta llega a su maduracion
puede ser de color rojo o amarillo, dependiendo del cultivar (Alvarado-Soto y Rojas-
Cubero, 2011).
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Cuadro 1.3 Taxonomia del cultivo del café segun Calderon y Guambi (2014).

Taxonomia del cafeto
Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Super divisién Spermatophita
Division Magnoliophita
Clase Magnoliophita
Sub-clase Asteridae
Orden Rubiales
Familia Rubiaceae
Género Coffea
Especie Coffea arabica
Nombre cientifico Coffea arabica L

En la Figura 1.5 se presenta la morfologia de la parte aérea y el desarrollo 6ptimo de la

planta de cafeto (Coffea arabica).
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Frutos originados Rama Ortotrdpica de una de una yema
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Figura 1.5 Represetacion esquematica del desarrollo del cafeto (Coffea arabica). (Cleves, 2008).

1.4.3 PRODUCCION DEL CULTIVO DE CAFETO EN MEXICO

El cafeto se introdujo al pais en el aflo 1796 en la region de Cordoba, Veracruz, y hoy en
dia se ha extendido a todo el territorio nacional, siendo 11 estados los de mayor

produccién. Estos estados se agrupan en cuatro grandes regiones como son:

a. Vertiente del Golfo: comprendido por San Luis Potosi, Hidalgo, Puebla, México y
Veracruz.

b. Vertiente del Océano Pacifico: comprendido por Colima, Guerrero, Jalisco,
Nayarit y parte de Oaxaca.

¢. Region Soconusco: conformada por gran parte de Chiapas. Aqui es donde se
produce la mayor cantidad de café organico de exportacion.

d. Region Centro Norte de Chiapas.

Para el caso de la produccidn mexicana de cafeto, este cultivo se desarrolla
principalmente en suelos acidos, por sus requerimientos de condiciones agroecolégicas,

donde el pH del suelo fluctua entre 4.5 y 5.5 (Bojorquez, 2010; Castillo et al., 1996).
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En el Cuadro 1.4 se especifica la produccion de café cereza en toneladas, por su

rendimiento por hectarea, asi como su valor en moneda local al afio 2014.

Cuadro 1.4 Produccioén agricola de café cereza por estado. Anuario estadistico de la produccién
agricola-SIAP, 2014.

Entidad Producciéon | Rendimiento | Valor de produccion

(Ton) (Ton/Ha) (miles de pesos)

Chiapas 532,582.79 2.09 3,481,899,684.22

Veracruz 369,455.21 2.65 2,584,749,838.42
Puebla 202,947.48 3.43 1,564,469,924.11
Oaxaca 117,439.81 0.94 440,579,491.44
Resto del pais | 114,500.00 0.88 578,053,177.54

Total Nacional | 1,336,882.11 1.92 8,647,580,349.05

El cafeto por lo general se desarrolla en suelos con altos contenidos de materia
organica, bajo éstas condiciones el Al se vuelve toxico por la acidez presente (Martinez-
Estevez et al., 2001). Al ser uno de los cultivos con mayor impacto econémico en el
mundo, es relevante conocer los factores que afectan su desarrollo y productividad. Las
plantaciones de café por lo general se desarrollan en suelos de condiciones acidas,
donde altos contenidos de Al toxico como el Al(OH)s estan presentes. El Al disponible en
la solucion del suelo, y por ende toxico, es un grave problema para los paises

productores de cafeto (Martinez-Estévez et al., 2001; Pavan et al.,1982).

Con base a lo mencionado es pertinente realizar mas estudios acerca de la fuente
nitrogenada presente en el suelo y la interaccion que existe con el Al a pH menores a
5.5, asi como la repercusion en el desarrollo del cultivo del café que se produce bajo

estas condiciones.
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1.5 MODELO EXPERIMENTAL

Para llevar a cabo este proyecto de investigaciéon se utilizd como modelo experimental
suspwnsiones celulares de C. arabica L. var. Catuai de la linea L2, provenientes de
callos disgregados que fueron obtenidos de hojas cotiledonares de plantulas de C.
arabica L. germinadas in vitro (Martinez-Estevez et al., 2003), los cuales son transferidos

a medio liquido para su disgregacion y de esta forma obtener las células en suspension.

El establecimiento de las condiciones 6ptimas para poder llevar a cabo el estudio de la
toxicidad por aluminio en el modelo de las células en suspension de C. arabica L. se
realizé por Martinez-Estévez y colaboradores (2001), quienes modificaron la composicion
del medio de cultivo de una linea de células en suspension de C. arabica, disminuyendo
la concentracion del medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) (1962) a la mitad de la
fuerza idnica a pH 4.3; de esta forma las condiciones se asemejan a las condiciones de

toxicidad presentes en suelos.

Se ha observado, en trabajos previos, que el Al inhibe el crecimiento de esta linea
celular en comparacion con las células control (Martinez-Estévez et al., 2003) y que este
efecto ha sido relacionado con la inhibiciéon de la actividad de la enzima fosfolipasa C
(PLC), con la inhibicién de la formacion de segundos mensajeros como el inositol 1,4,5-
trifosfato (IP3) y el diaglicerol (DAG) (Chee-Gonzalez, 2009; Martinez-Estévez et al.,
2003), asi como la inhibicion en la formacion de acido fosfatidico (PA) proveniente de la
via PLC (Ramos-Diaz et al., 2007) en presencia de este metal. También, en el grupo de
trabajo se ha analizado la actividad enzimatica total de la superdxido dismutasa (SOD)
en las suspensiones celulares de C. arabica L. tratadas con AICI; a diferentes tiempos de
exposicion, asi como los niveles de H>O, excretados por las células (Esquivel-
Hernandez, 2016; Ramirez-Benitez et al., 2011) y la actividad de la cafeina sintasa en el
mismo modelo de estudio en tratamientos con AICIl; y en condiciones de luz (Pech-Ku,
2016).

Actualmente existen pocos estudios sobre la relacién que existe entre la fuente de N y el
Al en cultivos de importancia agricola y no se cuenta con antecedentes sobre la relacion
que puede existir entre la fuente nitrogenada y la toxicidad por Al en suspensiones
celulares de manera conjunta, por ello es importante evaluar si la fuente de nitrégeno

tiene un efecto en la toxicidad por Al en el crecimiento de suspensiones celulares de C.
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arabica L., en el contenido de Al total y libre, asi como en su perfil proteico, en la
localizacion intracelular del AIP* y el contenido de NOs; en los extractos celulares

expuestos o no a AlCls.

1.6 JUSTIFICACION

Conociendo la problematica que existe con la acidez de los suelos y la toxicidad por Al®*,
que resulta en la disminucion de la productividad del cultivo de cafeto, asi como los
antecedentes sobre los efectos a nivel celular ante estas condiciones en el modelo de
suspensiones celulares de C. arabica L., es posible determinar si la fuente de N afecta la
toxicidad por Al, teniendo en cuenta que la toma por parte de las células de las fuentes
de N contenidas en el medio varia el pH de la solucién en la que se encuentre y por

ende la presencia de AI** en las suspensiones celulares de C. arabica L.

1.7 HIPOTESIS

La fuente de N afecta la toxicidad por Al en suspensiones celulares de C. arabica L.

1.8 OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la fuente nitrogenada en la toxicidad por Al en suspensiones

celulares de C. arabica L.
1.8.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar el crecimiento de las suspensiones celulares de C. arabica L. con

diferentes fuentes de N.

2. Evaluar el efecto de las diferentes fuentes de N en la toxicidad por Al en dos

etapas del ciclo de cultivo de las suspensiones celulares de C. arabica L.

3. Evaluar el efecto de la fuente nitrogenada en la concentracion de Al libre y Al

total en suspensiones celulares de C. arabica L. tratadas con AlCls.

4. Estudiar la localizaciéon del AI** a nivel celular en suspensiones celulares de C.

arabica L. crecidas con la fuente nitrogenada y tratadas con AICls.

5. Determinar el efecto de la fuente nitrogenada sobre el perfil proteico de las

suspensiones celulares de C. arabica L. tratadas o no con AlCls.
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6. Evaluar el efecto de la fuente nitrogenada sobre el contenido de NO; en las

suspensiones celulares de C. arabica L. tratadas o no con AICls.
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1.9 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia experimental que se siguid en el presente trabajo de investigacion se

representa en la figura 1.6.
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Figura 1.6 Estrategia experimental realizada en el presente trabajo de investigacion.
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CAPITULO Il

ESTUDIO DEL EFECTO DE LA FUENTE NITROGENADA EN EL CRECIMIENTO
CELULAR EN UN MODELO DE SUSPENSIONES CELULARES DE C. arabica L.

2.1. INTRODUCCION

Las células crecidas en cultivo de tejidos proporcionan una poblacién mas homogénea
de células y también son mucho mas convenientes para trabajar en el laboratorio. Si se
brinda el entorno adecuado, este tipo de cultivos pueden multiplicarse e incluso expresar
propiedades diferenciadas en condiciones in vitro. Otra facilidad de este sistema es que
las células pueden ser observadas continuamente bajo el microscopio o analizadas por
métodos bioquimicos, y los efectos de afadir o eliminar moléculas especificas, tales
como hormonas o factores de crecimiento, pueden explorarse sistematicamente (Alberts
et al., 2015).

Cuando se cultivan tejidos vegetales en un medio estéril que contiene nutrientes y
reguladores de crecimiento apropiados, muchas de las células se estimulan para
proliferar indefinidamente de una manera desorganizada, produciendo una masa de
células relativamente indiferenciadas llamadas callos. El callo puede disociarse
mecanicamente en células individuales, que creceran y se dividiran como cultivo en
suspension. Si los nutrientes y los reguladores del crecimiento son cuidadosamente
manipulados, se obtiene un modelo ideal para evaluar diferentes condiciones de
crecimiento (Alberts et al., 2015).

El N es el cuarto elemento mas abundante en los organismos vivos, lo cual lo convierte
en un macronutriente necesario para el crecimiento y desarrollo normal (Hakeem et al.,
2014), y muchos organismos tienen la capacidad de utilizar diferentes formas de este

elemento, ya sea como N organico, NO3 6 NH4* (Bloom, 2015).

En el caso de las plantas son el NOs y el NH4" las fuentes de N preferidas (Rehman et
al., 2014; Hakeem et al., 2011; Leleu y Vuylsteker, 2004), las cuales desarrollaron
diferentes estrategias para poder asimilarlas, como la de utilizar vias de sefalizacion
para poder tomar una u otra fuente nitrogenada. Estas vias funcionan a nivel celular para
la coordinacion del crecimiento y desarrollo, de acuerdo con su contenido tanto externo

como interno. Actualmente, la identificacion y la caracterizacion de la sefializacion a nivel
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local y sistémico, asi como la integracion, coordinacién y organizacion de la respuesta a

N en plantas es aun escasa (Hakeem et al., 2014).

Otro elemento que también se encuentra presente en el entorno de la mayoria de los
cultivos que se desarrollan en condiciones de suelos acidos es el Al, donde se ha
observado que en concentraciones micromolares de AI** el crecimiento de la raiz de
muchas especies de plantas es inhibido (Chee-Gonzalez, 2009; Delhaize et al., 1995;
Kochian, 1995), y también se tiene evidencia que en sistemas de cultivo de tejidos
vegetales in vitro el Al inhibe el crecimiento celular, tal es el caso de modelos como
Glycine max (Stass y Horst, 1995), Nicotiana tabacum (lkegawa et al., 2000) Coffea
arabica (Martinez-Estevez et al., 2001), Lycopersicum esculentum (Yakimova et al.,
2007) y Arabidopsis thaliana (Matsumoto et al., 2015).

Con base a los antecedentes descritos, el objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto
del N sobre la toxicidad por Al en suspensiones celulares de C. arabica L, en medios de

cultivo modificados en su fuente de N total.

2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1 MATERIAL VEGETAL Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO

Para este estudio se utilizaron suspensiones celulares de C. arabica L, linea 2, que
provienen de callos disgregados obtenidos de hojas dicotiledonares de embriones
cigdticos de semillas de cafeto, cultivada in vitro en medio Murashige y Skoog (MS)
(1962) modificado por Martinez-Estévez et al., (2001). Estas suspensiones celulares
fueron cultivadas cada catorce dias, utilizando como fuente de nutrientes la mezcla de
sales basales, como se indica en el Cuadro 2.1. El pH del medio fue ajustado a 4.3
antes de su esterilizacion. Las condiciones en el cuarto de cultivo consistieron en
oscuridad, a una temperatura de 25°C, humedad relativa de 65% y en agitacion

constante en orbitador a 100 rpm.
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Cuadro 2.1 Componentes y concentracion del medio MS a la mitad de su fuerza iénica.
Medio de cultivo utilizado para el mantenimiento de las suspensiones celulares, utilizando

como fuente de nutrientes la mezcla de sales basales comercial.

Medio MS - de la fuerza i6énica
Componente Reactivo Concentracion gL
Sales MS Basal 2.16
Cisteina-HCI 0.025
Myo-inositol 0.1
Tiamina-HCI 0.01
Componentes
organicos ]
Acido 2,4-diclorofenoxiacético 0.001
6-N-bencil amino purina 0.001
Sacarosa 30

2.2.2 CARACTERIZACION DEL CRECIMIENTO CELULAR DE LA LINEA L2

Se realizo la caracterizacion de las suspensiones celulares de C. arabica L. a partir de
suspensiones de catorce dias de crecimiento. Estas fueron separadas de su medio de
cultivo por filtracién al vacio en condiciones estériles, se tomd de este filtrado un gramo
de peso fresco de células y se resembraron en 50 mL de medio MS a la mitad de su
fuerza ionica, a pH 4.3. Las suspensiones celulares se trataron bajo condiciones de
oscuridad a 100 rpm, 25°C y a una humedad relativa de 65%. Se evaluaron los
parametros de crecimiento por peso fresco, peso seco del paquete celular, asi como el
pH y la conductividad del medio de cultivo, en los dias cero, siete y catorce de

crecimiento.
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2.2.3 EVALUACION DEL CRECIMIENTO CELULAR, pH Y CONDUCTIVIDAD
ELECTRICA

Para evaluar el peso fresco se peso el paquete celular obtenido al dia cero, siete o
catorce, luego de separar a las células del medio de cultivo por filtracion al vacio.

Para obtener el peso seco, en el correspondiente dia de evaluacién, se congeld el
paquete celular obtenido a -20°C y se liofilizé en el equipo LABCONCO 4.5 por un
periodo de tres dias. Transcurrido este tiempo se tomé el material liofilizado y se peso,
obteniendo de esta manera el peso seco.

Para la determinacion del pH y la conductividad eléctrica del medio de cultivo se realizé
la medicién al medio obtenido, luego de separar las células por filtracién al vacio en cada
dia de evaluacion. Para medir estas variables se utilizd un potenciometro marca
Conductronic Pc 18 para obtener el dato de pH y para la conductividad se utilizé un

conductimetro marca HANNA Instruments modelo HI 8733.

2.2.4 EFECTO DE LA CONCENTRACION DE K EN EL MEDIO DE CULTIVO EN EL
CRECIMIENTO CELULAR

Como lo indica el Cuadro 2.2, el reactivo utilizado para la fuente de NO3 fue KNO3, el
cual adiciona una importante cantidad de potasio (K) al medio de cultivo, modificando la
concentracion original en el medio MS. Por lo tanto, fue necesario evaluar el efecto de la
concentracion adicional de K sobre el crecimiento de las suspensiones celulares.

Los medios elaborados para este experimento fueron los siguientes:

a) Medio MS " de la fuerza idnica: se elabor6 el medio MS a la mitad de la
fuerza ionica con las soluciones madre (Cuadro 2.2), adicionado con 30 gL' de

sacarosa, ajustando el pH a 4.3 previo al proceso de esterilizacion.

b) Medio MS "2 de la fuerza iénica + K: se elabor6 el medio MS a la mitad
de la fuerza idnica, con las soluciones madres (Cuadro 2.2), adicionado con 30
gL' de sacarosa y con 20.6 mM de KCI. De igual forma se ajusto el pH a 4.3

previo a su esterilizacion.

Para evaluar ambos medios de cultivo se tomaron suspensiones celulares de C. arabica

L de catorce dias del ciclo de cultivo. Las células fueron separadas del medio de cultivo
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por filtracion al vacio en condiciones estériles, y se tomo de este filirado un gramo de
células, el cual se resembré en 50 mL de cada medio correspondiente (MS 7% fuerza

idnica y MS 7% fuerza idnica + K).

Cuadro 2.2 Componentes y concentracion del medio MS elaborado con soluciones madre a la

mitad de la fuerza idnica utlizado para las evaluaciones en el presente trabajo.

Medio MS ' fuerza idnica

Solucion Reactivo [mM]
NHs NO3 20.6
KNO3 9.4
A MgSQ4.7H.O 0.75
CaCl2.2H0 1.5
KH2PO4 0.62
Kl 0.0025
H2BO3 0.05
B MnSO4.H20 0.1
ZnS04.7H0 0.03

NazMo0O4.2H,0 0.0005
CuS04.5H,0 0.00005

¢ CoCh.2H,0 | 0.00005
5 Na,EDTA 0.05
FeS0..7H,0 0.05
Cisteina-HCI 0.14
Componentes I\/_Iyo-_inositol 0.56
organicos Tiamina-HCI 0.03
24D 0.0136
6-BAP 0.0044

Las evaluaciones de peso fresco y peso seco del paquete celular, pH y conductividad del
medio se realizaron por duplicado, cada tres dias, durante veinticuatro dias de

crecimiento, utilizando la metodologia descrita en el apartado 2.2.3 de este documento.
2.2.5 EVALUACION DEL EFECTO DE LAS FUENTES NITROGENADAS EN EL
CRECIMIENTO CELULAR EN SUSPENSIONES CELULARES

Para la evaluacién de las dos fuentes nitrogenadas en el crecimiento celular en

suspensiones celulares de C. arabica L. se utilizaron soluciones madre para la
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elaboracion de las distintas formulaciones, cambiando la fuente nitrogenada total
(Cuadro 2.3) y asi medir parametros como peso fresco, peso seco, pH y conductividad.

Los medios de cultivo se modificaron de la siguiente forma:

a) Medio MS "2 de la fuerza idnica + K: este medio es el mencionado en el
punto b del apartado 2.2.4 de este documento y los componentes se especifican en el
Cuadro 2.2. Este medio de cultivo se utilizd como testigo para la evaluacién de las
distintas fuentes nitrogenadas. Se le adicion6 20.6 mM de KCIl y se ajusté el pH a 4.3

previo a su esterilizacion.

b) Medio MS ' de la fuerza iénica + [NO; ]: medio de cultivo MS a la
mitad de la fuerza iénica (Cuadro 2.2), donde la unica fuente de N fue el KNO3 (30 mM)
como N total. Se adiciond 30 gL' de sacarosa y el pH se ajusté a 4.3 previo a su

esterilizacion.

c) Medio MS 'z de la fuerza iénica + [NH4 *]: también es un medio de
cultivo MS a la mitad de la fuerza i6nica (Cuadro 2.2); se eliminé el componente KNOs3
de la formulacién original y se adicioné 30 mM de NH4" como unica fuente de N total en
forma de NH4Cl. Se agreg6 30 gL' de sacarosa y el pH se ajusté a 4.3 previo a su

esterilizacion.

d) Medio MS 2 de la fuerza iénica + [NH, *]+[NO3 ]+[K]: en este medio de
cultivo se modificé la relacion NOs : NH4 * de la formulacién original de MS (1962),
donde se utilizaron los reactivos de KNO3; y NH4Cl a una concentracién de 9.85 mM y
20.6 mM respectivamente, y se agregé ademas 20.1 mM de KCI. Se agrego 30 gL' de

sacarosa y el pH del medio de cultivo se ajustd a 4.3 previo a su esterilizacion.

Para iniciar con la evaluacion de las fuente de N en el crecimiento celular se tomé un
gramo de las suspensiones celulares de catorce dias de crecimiento, los cuales fueron
separadas del medio de cultivo por filtracion al vacio en condiciones estériles, y se
resembraron en 50 mL de cada medio correspondiente, segun los tratamientos
mencionados en el apartado 2.2.5. Se realizaron evaluaciones de pH, conductividad,
peso fresco y peso seco en el dia cero, siete y catorce del ciclo de cultivo, segun la

metodologia mencionada en el apartado 2.2.3.
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Cuadro 2.3 Modificacion del medio MS en la fuente de N total. Medios utilizados para
evaluar el efecto de la fuente nitrogenada en el crecimiento celular de suspensiones

Medio A Medio B Medio C Medio D
Medio Base
MS 2 modificado, [K*] = 30.6 mM
(MB)
9.35 mM KNOs; 9.85 mM KNO;
Fuente de N 30 mM KNO3; 30 mM NH,CI
10.30 mM NH4NO; 20.60 mM NH,4ClI
Relacion

NOs : NH.* 20:10 30:0 0:30 10:20

N Total 30 mM 30 mM 30 mM 30 mM

2.3 RESULTADOS
2.3.1 CARACTERIZACION DEL CRECIMIENTO CELULAR

Las suspensiones celulares de C. arabica L2 normalmente son cultivadas en un medio
MS a la mitad de su fuerza iénica (Cuadro 2.1), a pH 4.3. Sin embargo, para este estudio
y debido a que posteriormente se realizaron diversos cambios en el medio de cultivo, fue
necesario hacer una caracterizacién del crecimiento celular, y asi conocer el
comportamiento de las suspensiones celulares antes de ser cultivadas en los medios de

cultivo modificados.

Para llevar a cabo dicha caracterizaciéon se midié el peso fresco, el peso seco de la
masa celular, el pH y la conductividad eléctrica del medio de cultivo, segun la
metodologia mencionada en el apartado 2.2.3, en los dias cero, siete y catorce del ciclo

de cultivo de las suspensiones celulares de C. arabica L.
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Figura 2.1. Caracterizacién de suspensiones celulares de C. arabica L en medio MS a la mitad
de su fuerza idnica a pH 4.3. Las células se mantuvieron en cultivo por 14 dias y se realizaron
evaluaciones en el dia cero, siete y catorce del ciclo de cultivo, (A) peso fresco, (B) peso seco,
(C) pH y (D) conductividad del medio de cultivo. Cada valor representa la media de tres
experimentos independientes con dos réplicas + SE.

Como se puede observar en la Figura 2.1, tanto para el peso fresco y seco tuvieron
valores crecientes durante el periodo de evaluacion, el cual demostré que existié
crecimiento celular, y, por lo tanto, toma de nutrientes, como se muestra en la Figura
2.1D con los valores de conductividad en el medio de cultivo donde disminuye
gradualmente. Este resultado evidencio la toma de nutrientes por parte de las células del
medio de cultivo, ya que este parametro indica la cantidad de iones o electrolitos
disueltos en esta solucion. En cuanto al pH (Figura 2.1C), este aumenté en una unidad

desde el dia cero de evaluacion, pasando de 4.3 a 5.3, y este valor se mantuvo también
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en el dia siete, pero al dia catorce hubo un leve aumento, donde alcanzé valores

cercanos a seis.

2.3.2 EFECTO DE LA CONCENTRACION DE K EN EL MEDIO DE CULTIVO EN EL
CRECIMIENTO CELULAR, EN EL VALOR DE pH Y CONDUCTIVIDAD

Como se indica en el apartado 2.2.4, para determinar el efecto de la concentracién de K
en el medio en el crecimiento celular se evaluaron dos medios de cultivo diferentes,
elaborados segun Murashige y Skoog (1962) a partir de soluciones madre. En la Figura
2.2 se muestran los resultados obtenidos para ambos medios de cultivo evaluados cada
tercer dia durante 24 dias para los medios de cultivo Medio MS 2 de la fuerza iénica y

Medio MS V2 de la fuerza i6nica + K.

A pesar de que el medio de cultivo MS 7 de la fuerza i6nica + K contenia 20.6 mM de
KCI en comparacion con el medio MS Y% de la fuerza idnica, los resultados obtenidos
para los parametros de peso fresco, peso seco y pH fueron muy similares entre si, con la
diferencia que en el parametro de conductividad si se presentaron diferencias entre los
dos medios de cultivo evaluados, donde se obtuvo una mayor conductividad a lo largo
de los dias de evaluacion en el medio adicionado con K (Figura 2.2B) en comparacion

con el medio MS 2 de la fuerza idnica (Figura 2.2A).

Considerando que en el grupo de trabajo, y en este modelo de estudio en particular, los
dias de evaluacion para la determinacién de la toxicidad por Al son los dias catorce, los
resultados presentados en las Figuras 2.2.A y 2.2.B no presentaron mayores variaciones
en este dia de crecimiento celular, lo que sugiere que sera posible evaluar en este
mismo dia de cultivo los tratamientos con AICI; en las suspensiones celulares cultivadas

en los medios de cultivo modificados en la fuente de N total.

2.3.3 EVALUACION DEL EFECTO DE LAS FUENTES NITROGENADAS EN EL
CRECIMIENTO CELULAR

Para establecer las condiciones para el estudio del efecto de la fuente nitrogenada ante
la toxicidad por Al en las suspensiones celulares fue necesario evaluar dos fuentes
inorganicas de N, como lo son el NH4* 6 el NO3 como fuente total de N en el medio de

cultivo, en los dias cero, siete y catorce de crecimiento.
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Figura 2.2. Efecto de la concentracion de K en el medio de cultivo en el crecimiento celular.
Células del dia catorce de cultivo fueron colocadas en (A) medio MS V2 de la fuerza idnica a
pH 4.3, y (B) medio MS 'z de la fuerza iénica adicionado con 20.6 mM de KCI, a pH 4.3;
ambos medio a partir de soluciones madre, evaluadas en un ciclo de cultivo de 24 dias. Los
parametros evaluados fueron ( A) pH,( A ) conductividad, ( @) peso fresco y () peso seco.
Cada valor representa la media de tres experimentos independientes con dos réplicas + SE.
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Figura 2.3 Valor de pH en el medio de cultivo modificado en la fuente de N total. () Medio MS
% de la fuerza iénica + 20.6 mM KCI; () Medio MS %z de la fuerza i6nica + [NOs ]; (Il) Medio
MS % de la fuerza ionica + [NH4 *]; () Medio MS % de la fuerza ionica + [NH4 *]+[NOs ]+[K],
evaluados en los dias cero, siete y catorce de crecimiento de las suspensiones celulares. Cada
valor representa la media de tres experimentos independientes con tres réplicas + SE.

Como se observa en la Figura 2.3, el valor de pH obtenido para el dia cero, en los cuatro
medios de cultivo se mantuvo alrededor de 5. En el dia siete, las células que crecieron
en los cuatro medios de cultivos empezaron a modificar el pH del mismo. En el medio
testigo y el medio modificado con la fuente de NO3 aumentaron este valor, a un pH entre
5.5 y 6. El medio modificado con la fuente de NH4* presenté una disminucion en este
parametro, que comparandolo con el testigo disminuyd en dos unidades, llegando a un
pH de 4, y en el medio modificado en la relacién NO3 : NH4s* 1:2 se mantuvo similar al
valor obtenido desde el dia cero de evaluacién. Estos resultados fueron aun mas
marcados en el dia catorce de evaluacion, ya que el medio testigo y el medio modificado
con la fuente de NO3 obtuvieron valores de pH similares entre si, con valores cercanos a
6. Por otro lado, tanto el medio modificado con NH4+* (medio C, Cuadro 2.3) como el
modificado en su relacion NOs: NH4* 1:2 (medio D, Cuadro 2.3), disminuyeron en dos
unidades el valor de pH en relacion al valor obtenido en el dia siete de evaluacion,

donde se obtuvo un valor pH de 4.
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Figura 2.4 Conductividad eléctrica en el medio de cultivo modificado en la fuente de N total.
(O) Medio MS 7% de la fuerza ionica + 20.6 mM KCI; () Medio MS 2 de la fuerza idnica +
[NOs ]; () Medio MS ' de la fuerza iénica + [NH *]; () Medio MS %z de la fuerza ionica
+ [NH4 *]+[NOs ]+[K], evaluados en los dias cero, siete y catorce de crecimiento de las
suspensiones celulares. Cada valor representa la media de tres experimentos
independientes con tres réplicas + SE.

En la Figura 2.4 se muestra como las células incubadas en el medio de cultivo que se
utilizé como testigo (medio A, Cuadro 2.3) y el modificado con NO3 (medio B, Cuadro
2.3) consumieron los nutrientes del medio de cultivo, ya que los valores de
conductividad, en los tres dias evaluados mantuvieron un comportamiento decreciente
conforme pasaban los dias de crecimiento, iniciandon con valores alrededor de 5 mS y
finalizando en el dia catorce con valores alrededor de 2 mS. Caso contrario sucedidé con
el medio modificado con NH4* (medio C, Cuadro 2.3) y con el medio modificado en su
relacion NO3z : NHs* 1:2 (medio D, Cuadro 2.3), ya que los valores obtenidos de
conductividad eléctrica para estos medios de cultivo no muestran mayores diferencias a
lo largo de los dias de evaluacion, ya que el primero se mantuvo en 7 mS y el segundo
se mantuvo alrededor de 5 mS durante los catorce dias de evaluacion.

Por otro lado, los parametros de peso fresco y peso seco del paquete celular cultivado
en los distintos medios de cultivo, son claves para conocer si existe un efecto al
modificar la fuente de N total en el medio de cultivo. Por lo tanto, se realizaron
mediciones de dichos parametros en los mismos dias mencionados anteriormente y se

pudo observar diferencias en los cuatro medios de cultivo evaluados (Figura 2.5). En el

42



CAPITULO I

dia cero, los cuatro medios de cultivo se comportaron de forma similar, tanto para peso
fresco como para peso seco, pero en los dias siete y catorce las diferencias fueron mas
marcadas, sobre todo en las células del medio modificado con NH.* y del medio
modificado en la relacion NOs : NHs™ 1:2, en las cuales existion una disminucién en el
crecimiento en relacion con el testigo de hasta tres veces en el dia catorce de

evaluacion.
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Figura 2.5 Crecimiento del paquete celular de las suspensiones celulares cultivadas
en medios modificados en la fuente de N total. (A) peso fresco y (B) peso seco en ([1)
Medio MS %z de la fuerza iénica + 20.6 mM KCI; (OJ) Medio MS % de la fuerza i6nica +
[NOs ]; () Medio MS 2 de la fuerza i6nica + [NH4 *]; (Il ) Medio MS % de la fuerza
ionica + [NH4 *]+[NOs ]+[K], evaluados en los dias cero, siete y catorce de crecimiento
de las suspensiones celulares. Cada valor representa la media de tres experimentos
independientes con tres réplicas + SE.

43



CAPITULO I

En el dia siete de evaluacion, los paquetes celulares obtenidos, tanto en el medio testigo
como en el modificado con NO3, se obtuvieron poco mas de 2 g en peso frescoy 0.2 g
en peso seco; mientras que para el dia catorce, se obtuvieron cerca de 6.5 g en peso

fresco y alrededor de 0.45 g en peso seco para ambos medios de cultivo.

Para el medio de cultivo modificado con NH4" se obtuvieron paquetes celulares con
pesos por debajo a 1 g en peso fresco para los dias siete y catorce, evidenciandose
poco crecimiento celular en comparacién con el obtenido en el medio de cultivo testigo
mencionado anteriormente, ya que la diferencia entre los pesos de los paquetes
celulares obtenidos al final de la evaluacién (dia catorce) es de un 85%. De igual forma,
el peso seco para el mismo tratamiento en los dias siete y catorce de evaluacion se
obtuvieron pesos por debajo de 0.05 g, presentando una diferencia cercana al 90% en

comparacion con el testigo en el dia catorce de evaluacion.

Para el caso del medio de cultivo modificado en la relacion NOz: NH4* 1:2, el crecimiento
en peso fresco obtenido en el dia siete fue similar al medio control y al modificado con
NO; , donde se obtuvieron poco mas de 2 gramos; pero, para el dia catorce de
evaluacién, este mismo tratamiento presentd una disminucién cercana al 50% en su
peso fresco en relacion al obtenido en el dia siete, mientras que para el peso seco, en el
dia siete se obtuvieron cerca de 0.2 gramos y en el dia catorce 0.16 gramos,
evidenciando una importante disminucion en comparacién con el testigo, mayor al 50%

al dia catorce de evaluacion.

2.4 DISCUSION

El N es, cuantitativamente el nutriente mas esencial para el crecimiento y el metabolismo
en el ciclo de la vida de las plantas (Liu et al., 2014). Es por lo anterior, que se decidié
estudiar el efecto de este elemento en la toxicidad por un factor abidtico, como lo es la
toxicidad por Al, considerando que el N, al ser un macroelemento requerido en
importantes cantidades por las células vegetales, tanto la toma como la asimilacion,

puede estar involucrado en un 6ptimo funcionamiento.

Para esto fue necesario caracterizar el crecimiento celular en el modelo de estudio
utilizado en el grupo de trabajo, y asi fue posible conocer el comportamiento en las

condiciones normales de crecimiento.

44



CAPITULO I

Al estudiar la respuesta de las células con el medio de cultivo a la mitad de la fuerza
idnica y a pH 4.3, (Figura 2.1), los resultados obtenidos en los parametros evaluados
como el pH y la conductividad eléctrica fueron similares a los obtenidos por Martinez-
Estévez y colaboradores (2001), quienes obtuvieron la linea L2 de las suspensiones

celulares de C. arabica L. en el grupo de trabajo.

Para realizar dicha caracterizacion se eligieron dias de crecimiento especificos. En el dia
cero es posible conocer los valores en el inicio de la evaluacion, el dia siete se utilizd
como parametro en el inicio de la fase exponencial de crecimiento, y el dia catorce es el
dia que, en promedio, las células se encuentran en la mitad del periodo de la tasa
especifica de crecimiento, la cual es constante y es medible (Martinez-Estévez et al.,
2001). Utilizando estos tres puntos para evaluar el comportamiento del modelo de
estudio es posible utilizarlo como parametro en otros estudios en las modificaciones en

el medio de cultivo para las suspensiones celulares de C. arabica L.

La modificacion en el medio de cultivo para el estudio del efecto de la fuente nitrogenada
fue necesario para obtener las condiciones adecuadas para determinar si la fuente de N
modifica la respuesta celular ante el tratamiento con AICIs, en diferentes condiciones de
cultivo. Como lo indica Ohira y colaboradores (1973), es necesario adaptar el medio de
cultivo, dependiendo de los requerimientos del modelo de evaluacion. Por lo anterior, se
decidi6é adicionar en el medio de cultivo testigo la concentracion de 20.6 mM de K, la
cual varié al utilizar KNO3 como fuente de NOs , y asi estandarizar las condiciones de

crecimiento de las células en suspension.

Como lo mencionan Atafar y colaboradores (2008), la adicion de los diferentes
componentes nutricionales al medio puede variar el valor de pH en la solucién y por
ende la concentracion de algunos metales pesados, provocando efectos adversos al
desarrollo 6ptimo de los cultivos. Los autores lograron determinar que la mezcla de altos
niveles de algunos de los compuestos utilizados comunmente como fertilizantes (N, P,
K) disminuyen el valor del pH en la solucién y aumentan la disponibilidad de algunos
metales pesados como lo son el Pb, Cd y As, evidenciando efectos adversos en el

6ptimo desarrollo radical de las plantas de trigo y en su productividad.

Lo anterior puede compararse con los resultados de las evaluaciones del medio de

cultivo modificado en el contenido de N total, especificamente el medio modificado con
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NH4* (Figura 2.3), ya que fue en este medio de cultivo el valor de pH disminuyo hasta en
un 50% en comparacion con el testigo, mientras que el modificado con NO3 mantuvo el
valor de pH similar al del medio testigo, evidenciando la estabilidad de las condiciones

en este parametro evaluado.

En cuanto a las modificaciones con las distintas fuentes nitrogenadas en el medio de
cultivo de las suspensiones celulares (Figura 2.5), se pudo notar la preferencia de la
fuente de nitrato en el crecimiento, ya que en el dia siete y en el dia catorce de
evaluacion los resultados en peso fresco y peso seco fueron similares al medio testigo,

no asi con la fuente de amonio, donde si se notaron diferencias.

Plett y colaboradores (2015), indican que la fuente de nitrégeno preferida para por las
plantas es el NOs, donde utilizan los transportadores NRT1 Y NRT2 para su absorcion,
aunque también afecta la interaccién con factores ambientales, las concentraciones y las
variaciones de las formas de N que se encuentren disponibles en el suelo. Esta
preferencia por NOs como fuente de N por parte de las plantas se ha observado en el
cultivo de maiz. Al evaluar la formacion de los diferentes aminoacidos y la medicién de la
actividad de diferentes enzimas involucradas en la asimilacion de N en hojas y raices de
este cultivo, los niveles aumentaron especificamente a lo largo del ciclo de cultivo,

cuando se utilizd nitrato como fuente de N total.

En condiciones en las que se desarrolla el cultivo de cafeto, que son suelos aerobios, las
dos fuentes predominantes de N inorganico son el NO3; y el NH4*, pero la forma mas
comun de encontrar es el NOs (Hakeem et al., 2014), tal es el caso del medio de cultivo
modificado con NOs, donde se obtuvo un crecimiento similar al obtenido en el medio

testigo.

Ademas, a nivel celular la fuente de N puede alterar las propiedades de la pared celular.
Wang et al., (2015) indican que los contenidos de pectina y hemicelulosa decrecen
cuando las plantas crecen en presencia de NH4" pero los niveles se incrementan cuando
son cultivadas con NOs , produciendo un desbalance en su estructura dependiendo de la

forma de N que se encuentre disponible.

El pH es también un factor importante, ya que los cambios en este parametro dependen
de la forma predominante de N presente en la solucion en la que se encuentre (Figura

2.3) (Wang et al., 2015). Cuando el NH4" es la fuente dominante de N, el pH disminuye
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considerablemente, caso contrario cuando es el NOs la fuente de N total disponible,
donde el valor de pH aumenta al ser asimilados por las células. Estos cambios en el
valor de pH provoca modificaciones en la carga eléctrica de la pared celular, haciéndola
sensible en la parte superficial de la misma (Shomer et al., 2003). Esto podria sugerir los
cambios tan marcados obtenidos tanto en el valor de pH en los medios de cultivo (Figura
2.3), como el efecto en el crecimiento celular (Figura 2.5), en las suspensiones
cultivadas en el medio modificado con NH4* y el modificado con NH4* : NO3 2:1, en

comparacion con el testigo.

Hakeem y colaboradores (2014), también indican que el nitrato puede afectar
directamente la expresion de genes asociados con la toma especifica para esta fuente
nitrogenada, asi como su transporte y su asimilacion en plantas superiores, como el
caso del cafeto. Existen reportes donde se ha visto que la mayoria de los cultivos
prefieren al NOs como fuente de N 6 una mezcla de NH4*-NOs (Zhao et al., 2013). Esto
puede explicar el efecto que se observd en los resultados obtenidos en este trabajo,
principalmente en el crecimiento de las células en las suspensiones celulares, cuando se
expusieron ante los diferentes medios de cultivo evaluados modificados en el contenido
de N total (Figura 2.5).

Por lo tanto, las condiciones o6ptimas para poder llevar a cabo el estudio de la
modificacion de la fuente nitrogenada en el efecto en la toxicidad por Al en las
suspensiones celulares de C. arabica L., es utilizando como unica fuente de N total el
NO; , ya que al utilizar esta fuente de N inorganico las suspensiones celulares no se ven
afectadas en el crecimiento, y es posible realizar evaluaciones de hasta 24 dias de

cultivo.

En resumen, el medio modificado con NOs como fuente de N total fue el medio
seleccionado para evaluar la toxicidad por Al en suspensiones celulares, aplicando
tratamientos de 500 pM de AICl;. Como se presenta a continuacion se evaluaron
aspectos fisiolégicos de crecimiento, contenidos de Al extra e intracelular, localizacion
intracelular y parametros bioquimicos, que nos permitieran conocer el efecto de esta
fuente nitrogenada en el mismo modelo de estudio en el grupo de trabajo y, de esta

forma, poder integrarse en estudios anteriores.
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CAPITULO Il

EFECTO DEL NO; EN LA TOXICIDAD POR Al EN LAS SUSPENSIONES
CELULARES DE C. arabica L.

3.1 INTRODUCCION

En el presente capitulo se analizd el efecto del NO; en la toxicidad por Al en las
suspensiones celulares de C. arabica L. que se cultivaron en tres medios de cultivo MS
modificados y que se trataron o no con 500 uM de AICIs;, evaluando el crecimiento

celular, el contenido de Al total y libre, y la localizacién intracelular de Al®*.

Se conoce que la asimilacion de N determina el crecimiento y la productividad de
muchos cultivos (Krapp et al., 2014), y como lo afirman Crawford y Forde (2002), el NO;
es la primera fuente de N disponible en la mayoria de los suelos y la preferida por la

mayoria de los cultivos agricolas.

Como lo indica Xu et al., (2016), en el suelo no solo se encuentran nutrientes que
favorecen el desarrollo de las plantas, también se pueden encontrar compuestos, que
aunado a otras condiciones pueden afectar, de una u otra forma el 6ptimo crecimiento y
desarrollo de los cultivos, como lo es la presencia de Al, el cual se ha caracterizado
como el primer factor limitante para el desarrollo de las plantas en suelos de condicion
acida. Uno de los factores que puede afectar la toxicidad por Al en la rizosfera son las
formas nitrogenadas que podrian estar presentes en dicha solucion (Wang et al., 2015),
y también, las altas concentraciones de Al en el medio, las cuales pueden causar
alteraciones en el proceso bioquimico del N a nivel celular de dichos cultivos, el cual se

considera importante en la produccion de proteinas (Castro de Souza et al., 2016).

El APR*e 6H,0 y el Al(OH)?** 4H,0 son los compuestos que mas dafio ocasionan a los
cultivos a nivel intracelular, lo que demuestra que los polimeros de Al son, en general,
mas toxicos que las formas monoméricas de este metal. (Kochian et al., 2015). Es
posible que la membrana plasmatica, por su composicidon quimica, sea poco permeable
a las formas ionizadas del Al, mientras, que los compuestos de Al electrénicamente
neutros o los complejos de Al, como Al(OH)3s-3H20 o AICI; sean mas moviles (Casierra-

Posada y Aguilar-Avendafio, 2007; Casierra-Posada, 2002).
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De la misma manera, diversos estudios han evidenciado que la presencia de las formas
inorganicas de N en la rizosfera afectan el pH en esta zona. Por ejemplo, la toma de
NO; por parte de las plantas, la vuelve alcalina, debido al consumo de iones H*,

mientras que la toma de NH4* la vuelve acida (Wang et al., 2015).

Existen antecedentes que afirman que la solubilidad del Al aumenta cuando el pH de la
solucion en la que se encuentra disminuye, por lo que es posible especular que la
presencia de NH4* en la solucion aumenta la presencia de AI** y la toxicidad por este
metal en plantas sensibles, mientras que la presencia de NOs; causa el efecto opuesto
(Wang et al., 2015).

Se sabe que el Al afecta negativamente a las plantas, especialmente a las mas
sensibles; sin embargo, los estudios que implican fuentes de N inorganico y el estrés por

APR* son incipientes (Castro de Souza et al., 2016).

El objetivo de este capitulo fue estudiar el efecto del NO3 como Unica fuente de N sobre
la toxicidad del Al que afecta el crecimiento celular, evaluando tanto el contenido como la
localizacién de este metal en las suspensiones celulares de C. arabica L., que fueron
tratadas con 500 uM de AICls.

3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 TRATAMIENTOS CON AICl;

En el capitulo anterior se pudo determinar como el NO; es la fuente de N que permite
evaluar el crecimiento celular cuando se utiliza como fuente de N total, en el medio MS a

la mitad de su fuerza iénica en las suspensiones celulares C. arabica L.

Para conocer si la fuente de N afecta la toxicidad por Al en el modelo de estudio, fue
necesario elaborar tres medios de cultivo MS modificados, que se amplian a

continuacion:

a) Medio MS: Este medio de cultivo se presenta en el cuadro 2.1 de este
documento. Es el medio base utilizado para el mantenimiento de la linea de

suspensiones celulares de C. arabica L. linea L2.
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b) Medio MS + K: Este medio es el mencionado en el apartado 2.2.5a de este

documento.

c) Medio MS + NO; : Los componentes y la formulacién de este medio de

cultivo se especifica en el apartado 2.2.5b.

Para iniciar con los tratamientos con Al, se tom6 un gramo en peso fresco de células
filtradas al vacio para separarlas del medio de cultivo, y se colocaron en matraces con
50 mL de medio MS, medio MS + K 6 medio MS + NOs , en condiciones estériles. Los
tratamientos con AICIl; se realizaron a una concentracion final de 500 uyM. Las
condiciones de crecimiento se llevaron a cabo en la oscuridad, a una temperatura de 25

°C, a una humedad relativa de 65% y a una agitacion constante en orbitador a 100 rpm.

Las evaluaciones se realizaron en los dias 13, 14, 15 para la etapa exponencial de
crecimiento de las suspensiones celulares y en los dias 23, 24 y 25 para la etapa
estacionaria de crecimiento, midiendo los parametros de peso fresco y peso seco del
paquete celular, asi como el pH y la conductividad del medio de cultivo, de la misma

manera que se especifica en el apartado 2.2.3 de este documento.
3.2.2 CUANTIFICACION DEL CONTENIDO DE Al

Para la cuantificacion del contenido de Al total en las suspensiones celulares, se
tomaron células de 14 dias de crecimiento cultivadas en cada medio de cultivo evaluado
(medio MS, medio MS + K y medio MS + NOs ). Posteriormente fueron separadas del
medio de cultivo respectivo por filtracion al vacio, y se tomé un gramo en peso fresco de
células, el cual fue inoculado de manera individual en 25 mL de medio de cultivo fresco
correspondiente segun su caso y se mantuvieron en condiciones de adaptacion por 30
minutos, en oscuridad y a una agitacion continua de 100 rpm. Transcurrido este tiempo,
se adiciond AICIlz a una concentracion final de 500 uM, y se incubd por una hora y se
utilizaron las mismas condiciones mencionadas anteriormente. Cuando se cumplio el
tiempo de tratamiento, las células se separaron nuevamente del medio de cultivo por
filtracion al vacio, y se colect6 tanto el medio de cultivo como el paquete celular por

separado.
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3.2.2.1 NIVELES DE Al TOTAL EN CELULAS

El paquete celular que se obtuvo, como se indica en el apartado 3.2.2, se coloco en
crisoles previamente enjuagados con HNO3 al 5% (v/v) y se secé en un horno a una
temperatura de 80 °C durante un dia para obtener el peso seco. Posteriormente se pasé
a una mufla, donde se realizé una rampa de calentamiento, iniciando con 100°C hasta
llegar a 500°C, y se mantuvo a esta temperatura por 3 horas para, de esta manera,
obtener las cenizas. Estas cenizas fueron digeridas en una placa de calentamiento con 5
mL de HCI 40% (v/v) hasta secar. Posteriormente, las muestras se disolvieron con 1 mL
de HCI Q. P. y se afor6 hasta 5 mL con agua destilada. La concentracién de Al total fue

determinada a través de espectrometria de absorcion atémica (PERKIN-ELMER).

Para la cuantificacidon de Al total se realizé una curva estandar de hasta 1000 uM de Al a
partir del reactivo comercial Al(NOs)s: en acido nitrico al 2% (PERKIN-ELMER). Dicha
curva se preparé con diluciones en una solucion de cloruro de lantano al 0.1% (p/v) para
evitar la ionizacion de los estandares. Las absorbancias de las muestras fueron leidas a

una longitud de onda de 309.3 nm en un espectrometro de absorcion atémica.

Para dicho experimento se realizoé una curva estandar de Al. En la Figura 3.1 se muestra
el resultado después de evaluar diferentes concentraciones de Al, donde se observa la
linearidad cercana a 1 (R?=0.9972), que indica la precision en la preparacion y dilucién

de los patrones utilizados.
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Figura 3.1 Curva estandar de la concentracién de Al total. Se utilizé el reactivo comercial
AI(NOs)s en acido nitrico al 2% (PERKIN-ELMER) como estandar. La absorbancia de las
muestras se midié en el espectro de absorcion atémica a 309 nm. En la curva se indico la recta
de calibrado (y) y el coeficiente de determinacién (R?). El resultado es el promedio de tres
determinaciones por triplicado.

3.2.2.2 DETERMINACION DE Al LIBRE

El medio de cultivo que se colectd luego de filtrar las suspensiones tratadas o no con
AICI; que se menciond en el apartado 3.2.2, se incub6 con el reactivo morin (2,3,4,5,7—
pentahidroxiflavona) (Figura 3.2), disuelto en dimetilsulféxido (DMSO), a una

concentracion final de 500 uM durante una hora en condiciones de oscuridad.

OH O

OH
| - XHQO

HO O
HO OH

Figura 3.2 Estructura quimica de morin
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El morin al acomplejarse con el A** (Figura 3.3) emite fluorescencia, la cual se cuantifico
en el fluorometro marca Eppendorff BioSpectrometer® fluorescence, a una longitud de

onda de 400 nm de excitacion y 520 nm de emision.

HO

OH

OH

Figura 3.3. Complejo formado por Al-morin

En la Figura 3.4 se muestra el resultado de la curva estandar luego de evaluar diferentes
concentraciones Al**. Mediante el analisis de regresion lineal de las concentraciones de
los patrones de AICI; empleados para el tras ado de la curva de calibracion, se observa
linearidad cercana a 1 (R2= 0.9815), que indica la precision en la preparacion y dilucién

de los patrones utilizados.
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Figura 3.4 Curva estandar de la concentracion de AlI*. Se utilizd AICls como estandar. La
absorbancia de las muestras se midi6 en el fluorémetro a 520 nm. En la curva se indicé la
ecuacion de la recta (y) y el coeficiente de determinacion (R?2). El resultado es el promedio de tres

determinaciones por duplicado.

3.3 LOCALIZACION INTRACELULAR DE AI**

Para la localizacion de AlI** a nivel intracelular se utilizaron suspensiones celulares de 14
dias de cultivo, y con la ayuda de la observacién en microscopio confocal FlouView™
FV1000 (Olympus, Japan) con lampara de mercurio, fue posible identificar el fluoréforo

morin.

Figura 3.5 Visualizacion con morin, fluorocromo selectivo para AI¥*, en células de raiz de

Camellia sinensis. Tomado de Hajiboland y Poschenrieder (2015).
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Para facilitar la identificacion intracelular de la presencia del Al en diferentes organelos
se utilizd el DAPI (4,6-diamidio-2-fenilindol), el cual permite visualizar el ADN en el
nucleo de las células (Figura 3.6), ya que se une fuertemente a las regiones ricas en

adenina y timina y emite la sefal al excitarse a 360 nm y a una emisién de 405 nm.

- 2HCI
HN

I=

NH2 H

NH,

4,6-diamidio-2-fenilindol

Figura 3.6 Estructura quimica y visualizacién de DAPI, fluorocromo selectivo para nucleo en
células de raiz de Camellia sinensis. Tomado de Hajiboland y Poschenrieder (2015).

Otro fluoréforo que se empled fue el blanco de calcofluor (CFW por sus siglas en inglés)
que se compone de una sal disddica del acido 4,4’-bis-(4-anilino-bis-dietilamino-5-
triazin-2-ilamino)-2,2 -estilbeno disulfénico, que se acompleja con los polisacaridos con
uniones B 1-3 0 B 1-4 de celulosa y quitina que se encuentran en la pared celular (Figura
3.7), que emite fluorescencia a una longitud de onda de excitacion de 365 nm y de

emision de 367 nm.

4,4’ -bis-(4-anilino-bis-dietilamino-5-triazin-2-ilamino)-2,2"-estilbeno disulfénico

Figura 3.7 Estructura quimica y visualizacion de CFW, fluorocromo selectivo para pared celular
en suspensiones celulares de Daucus carota. Tomado de Flores-Rico et al., (2009).
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Para esta identificacion intracelular se inicid6 tomando un gramo en peso fresco de las
suspensiones celulares cultivadas en los tres medios de cultivo evaluados (MS, MS + K
6 MS + NO3 ), se transfirieron a su respectivo medio de cultivo nuevo y se mantuvieron
en condiciones de adaptacion por 30 minutos, en oscuridad y a una agitacién continua
de 100 rpm. Transcurrido este tiempo, se adiciond AlIClz a una concentracién final de 500
puM, y se incubd por una hora en las mismas condiciones mencionadas anteriormente.
Luego se tomd 1 mL de las suspensiones celulares y se transfirid a tubos eppendorff, se
centrifugd a 1000xg por un minuto, se retir6 el sobrenadante y se realizaron 3 enjuagues
consecutivos con MES (2-morfolin-4-acido iletosulfénico) a pH 6, con las mismas
condiciones de centrifugacion mencionadas anteriormente. Luego se incubaron con los 3
fluoréforos utilizados: morin (500 uM), DAPI (10 uM) y blanco de calcofluor (20 uM)
durante 30 minutos. Finalmente, las muestras se colocaron en portaobjetos y se

cubrieron con cubreobjetos, justo antes de ser observadas en el microscopio confocal.

3.4 RESULTADOS

3.4.1 EFECTO DEL TRATAMIENTO CON AICI; EN EL CRECIMIENTO CELULAR

Para conocer el efecto de 500 uM de AICI; en el crecimiento celular de las suspensiones
cultivadas en medios de cultivo modificados en la fuente de N total, fue necesario
evaluar los parametros tales como el pH y la conductividad eléctrica del medio de cultivo,
el peso fresco y el peso seco del paquete celular, segun la metodologia mencionada en
el apartado 3.2.1, en los dias 13, 14, 15, 23, 24 y 25 del ciclo de cultivo.

Como se observa en la Figura 3.8, el valor de pH obtenido en los medios de cultivo de
las suspensiones tratadas o no con AICls hasta por 25 dias presentan diferentes valores
entre si. En la Figura 3.8A, se presentan los resultados en los dias 13, 14 y 15 de
evaluacién, para los tres diferentes medios de cultivo en los que se cultivaron las
suspensiones celulares, los cuales se encuentran en la fase exponencial de la curva de
crecimiento del ciclo de cultivo, y en la Figura 3.8B se presentan los resultados para los
tres medios de cultivo en los dias 23, 24 y 25, los cuales se encuentran en la fase
estacionaria de la curva de crecimiento correspondiente a las suspensiones celulares de
C. arabica L. Se puede observar que en el dia 13 de evaluacion, las suspensiones que
no se trataron con AIClz mantuvieron el valor de pH entre 5y 6, a diferencia de las que si

fueron tratadas con AICl; en los medios testigo y el modificado con K, donde el valor de
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pH disminuyé alrededor de 1.5 unidades. Por otro lado, en el medio MS + NOs , tanto

para las suspensiones tratadas como sin tratar con 500 uM de AICIs el valor de pH fue

similar al obtenido en el medio control. En el dia 14 de evaluacion se presentaron

valores de pH cercanos a 5 en los tres medios de cultivo de las suspensiones sin

tratamiento, pero en sus respectivos tratamientos con AICl;, tanto en los medios MS

como en el MS + K los valores de pH disminuyeron a 4.45, no asi en el medio MS +

NOs el cual se mantuvo cercano a 5. En el dia 15 de evaluacién, en los tres medios de

cultivo de las suspensiones que crecieron en ausencia de AICIl; se obtuvieron valores

alrededor de 5.2, mientras que en las tratadas con AICIl; 500 uM se obtuvieron valores de

pH cercanos a 4.7, con la diferencia que en el medio MS + NO3 se obtuvo un pH de 5.
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Figura 3.8 Efecto del AICIs en el valor de pH en el medio de cultivo de las suspensiones de C.
arabica L. evaluados en (A) etapa exponencial y (B) etapa estacionaria. Cada valor representa la

media de tres experimentos independientes con tres réplicas + SE.
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Por otro lado, en la Figura 3.8B, se pueden observar los valores de pH para los tres
medios de cultivo evaluados en la fase estacionaria, especificamente en los dias 23, 24
y 25 de cultivo. Para el dia 23, en el caso de los medios de cultivo de las suspensiones
que crecieron en ausencia de AICl3 tanto en el medio MS como el medio MS + K se
obtuvieron valores de pH alrededor de 4.8, mientras que las que se desarrollaron en
presencia de AICI; obtuvieron valores alrededor de 4.3. En el medio MS + NOs , el valor
de pH de las suspensiones que crecieron sin AICI; fue cercano a 6 y en el que si tuvo
tratamiento con AICI; fue de 5.2, valores superiores a los obtenidos en los otros medios

de cultivo evaluados.

Para los demas dias evaluados, tanto para el dia 24 como el dia 25 de cultivo los
resultados fueron similares a los mencionados anteriormente. En los medios MS y MS +
K el pH fue inferior a 5, pero en el medio MS + NOs el pH es muy cercano a 6, esto en el
medio sin tratamiento, mientras que en el medio que si tuvo tratamiento el pH llegd a
5.5, siendo estos valores menos acidos en comparacion con los mencionados para los

otros medios evaluados.

En la Figura 3.9 se muestran los resultados para la conductividad eléctrica para los tres
medios de cultivo evaluados, que fueron tratados o no con 500 uM de AICl; por 25 dias

de evaluacion.

En la Figura 3.9A se puede observar una clara diferencia en los valores obtenidos de
conductividad entre los tres medios de cultivo evaluados, y es aiun mas marcada entre el
medio testigo en comparacion con los medios MS + Ky MS + NO; , ya que en estos
ultimos se obtuvieron valores de conductividad mayores en relacion con el medio testigo.
En el medio MS, en los dias correspondientes a la fase exponencial (13, 14 y 15) los
resultados para los medios de cultivo de las suspensiones cultivadas en ausencia de
AICI; obtuvieron valores alrededor de 1 mS y de 1.5 a 2.5 mS en los medios que
estuvieron en presencia de AlICIs, que en este ultimo caso fue aumentando gradualmente
durante los dias de evaluacién mencionados anteriormente. La conductividad eléctrica
para el medio MS + K en ausencia de AICl; inicié con 2.8 mS en el dia 13, y se mantuvo
cercano a este valor en los dias 14 y 15, hasta que en el dia 23 se evidencia un
aumento a 4.6 mS, el valor mas alto obtenido para los tres medios de cultivo evaluados.
En el mismo medio, pero tratado con Al, el valor de la conductividad inicié con un valor

cercano a 3.5 mS, y se mantuvo con valores similares en el resto de dias de evaluacion.

59



CAPITULO Il

Para el caso del medio MS + NO; existié una marcada diferencia en los valores iniciales
de conductividad eléctrica entre el medio que no fue tratado y el que si fue tratado con
AICl; para los dias 13, 14 y 15. En este sentido, en el medio MS + NO3 de las
suspensiones sin tratamiento, el resultado obtenido en el dia 13 de evaluacion fue de 2.1
mS, y se mantuvo cercano a este valor en los dias 14 y 15, pero, al evaluar en los dias
de la fase estacionaria, especificamente en el dia 23, presenté un aumento, y llegé a 3.5
mS. De igual manera, este comportamiento se mantuvo en los dos dias restantes
evaluados, mientras que en el medio con tratamiento con Al se obtuvieron valores
variables a lo largo de los dias de exposicién, los cuales iniciaron con 3.7 mS en el dia
13, luego se presentaron valores fluctuantes entre 3.5 mS y 2.7 mS hasta el dia 24, y en

el dia 25 de evaluacién se obtuvo el valor mas alto, el cual fue de 4 mS.
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Figura 3.9 Efecto del AICIs en la conductividad eléctrica en el medio de cultivo de las
suspensiones de C. arabica L. Evaluados en (A) etapa exponencial y (B) etapa estacionaria.
Cada valor representa la media de tres experimentos independientes con tres réplicas + SE.
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Al evaluar el crecimiento celular, entre los parametros mas importantes se encuentran el
peso fresco y el peso seco del paquete celular, ya que al conocer la masa obtenida para
este caso en particular es posible determinar el efecto en el crecimiento de la fuente de

N ante la toxicidad por Al en nuestro modelo de estudio.

En la Figura 3.10 se muestran los valores obtenidos de peso fresco de las células para

cada medio de cultivo en los diferentes dias de crecimiento evaluados.

En la Figura 3.10A, se presentan los resultados en los dias de la etapa exponencial de la
curva de crecimiento de las suspensiones celulares y se observan marcadas diferencias
entre los medios de cultivo sin tratamiento y sus respectivos tratamientos con AICIs,

donde los pesos de las masas celulares de las suspensiones celulares sin tratamiento
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Figura 3.10 Efecto del AICIs; en el peso fresco de las suspensiones de C. arabica L. Evaluado
en (A) etapa exponencial y (B) etapa estacionaria. Cada valor representa la media de tres
experimentos independientes con tres réplicas + SE.
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aumentaron durante el transcurso de la evaluacién, y se obtuvo el mayor peso en fresco
en el paquete celular de las suspensiones cultivadas en el medio MS + NOs , el cual se
acercé a 11 g en el dia 15. También se puede apreciar como las suspensiones que si
fueron tratadas con AICIl; disminuyeron su crecimiento en comparacion con el testigo, el
cual disminuyd hasta en un 50%, como es el caso de las suspensiones cultivadas en el
medio de cultivo (MS + NO3 ), el cual en el dia 15 de evaluacion su peso en fresco fue

cercano a4 g.

Para el caso de los resultados obtenidos en los dias ubicados en la fase estacionaria los
resultados varian segun el medio de cultivo y su respectivo tratamiento. En estos dias de
evaluacién, como se aprecia en la Figura 3.10B los pesos obtenidos en los tres medios
de cultivo disminuyeron conforme avanzaron los dias de evaluacién. Es importante
destacar que en los medios de cultivo MS y MS + K el efecto en el crecimiento en las
suspensiones celulares que se trataron con AICI; se afectaron entre un 30 y 50% en
comparacion con su testigo, mientras que en el medio MS + NO; en el dia 23 y 24 de
evaluacién se obtuvieron pesos superiores en las suspensiones tratadas en
comparacion con las no tratadas, donde las diferencias son de hasta 2 g entre el testigo
y el tratamiento. En el dia 25 de evaluacion, en los tres medios de cultivo, el peso fresco
en las suspensiones que fueron tratadas con AICI; se vieron afectadas entre un 20 y
30% con respecto al testigo, que en este caso, en las células cultivadas en el medio MS
se obtuvieron pesos de 10.5 g, seguido de las suspensiones que crecieron en el medio
MS + K, con 9.7 g, y por ultimo las suspensiones crecidas en el medio MS + NO; con
7.4 g; mientras que las que fueron tratadas con AICl; obtuvieron pesos de 7.5 g, 7 gy

5.5 g respectivamente.

Como se menciond anteriormente, se evalud el peso seco (Figura 3.11), como el
parametro del crecimiento celular en donde se ha extraido el exceso de liquido, por lo
gue se considera que es una mejor estimacion del crecimiento del paquete celular. Para
este caso en particular, es la misma muestra que se obtuvo para peso fresco, pero se

elimino el exceso de agua por medio del proceso de liofilizacion.

En las suspensiones celulares cultivadas en los tres distintos medios de cultivo y
evaluadas en los dias de la etapa exponencial (Figura 3.11A) se puede observar como
los pesos en seco de las suspensiones que no fueron tratadas con Al se mantuvieron,

para el caso de las que fueron cultivadas en el medio MS, alrededor de 0.35 g en los
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dias 13, 14 y 15, y las que si fueron tratadas se obtuvieron pesos alrededor de 1.5 g en
los mismos dias de evaluacién. Para las suspensiones que se cultivaron en el medio MS
+ K los pesos en los mismos dias de evaluacion fueron alrededor de 0.4 g y los tratados
fueron alrededor de 0.3 g, mientras que para las que se cultivaron en el medio MS +

NO; fueron diferentes con respecto a las que se cultivaron en los otros medios de
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Figura 3.11 Efecto del AICI; en el peso seco de las suspensiones de C. arabica L. Evaluados en
(A) etapa exponencial y (B) etapa estacionaria. Cada valor representa la media de tres
experimentos independientes con tres réplicas + SE.

Por otro lado, en la Figura 3.11B, donde se encuentran los dias 23, 24 y 25 de cultivo,
las diferencias varian tanto entre los medios de cultivo control como en sus respectivos
tratamientos. Llama la atencion como los mayores valores en peso seco fueron los
obtenidos en el medio MS y el medio MS + K sin tratamientos en estos dias evaluados,

ya que se obtuvieron valores cercanos a 0.5 g, no asi para las suspensiones cultivadas
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en el medio MS + NOs , ya que en los mismos dias de evaluacion los pesos obtenidos
sonde 04 g.

Para las suspensiones celulares tratadas con 500 uM de AICl; se vieron afectadas entre
un 20 a un 30% en el crecimiento en los tres medios de cultivo, en los dias de la etapa
estacionaria evaluados, con excepcion del dia 23, que en el caso de las suspensiones
que se cultivaron en el medio MS + NO; los resultados obtenidos, tanto en presencia

como en ausencia de tratamiento obtuvieron el mismo peso (0.35 g).
3.4.2 CUANTIFICACION DEL CONTENIDO DE Al
3.4.2.1 Al TOTAL

La determinacion del Al total en este modelo de estudio, modificado en la fuente
nitrogenada, nos permite evaluar como esta fuente de N inorganico afecta la
disponibilidad del Al en las suspensiones celulares de café, las cuales fueron tratadas

durante una hora con 500 pM de AIClI;,

Como se muestra en la Figura 3.12A, el contenido de Al total en las células cultivadas en
los diferentes medios de cultivo fue similar entre ellos, donde se obtuvo alrededor de de
4.5 umol por gramo de células en las que se trataron con 500 uM de AICls, mientras que

en las que no se trataron no fue detectable.

Por otro lado, el contenido de Al total en los medios de cultivo (Figura 3.12B), que se
determind luego del tratamiento con 500 uM de AICI; evidencié cambios entre los
distintos medios de cultivo evaluados. En el medio testigo, en el que no se traté con Al,
el contenido de Al total no fue detectable, mientras que en el que si se tratd con Al se
obtuvo 0.15 umol en 25 mL de medio de cultivo. En el medio MS + K, de igual forma que
en el testigo, no se detectaron niveles de Al total en el medio que tuvo tratamiento con Al
pero en el que si se tratd se obtuvo 0.19 umol por 25 mL de medio de cultivo, el valor
mas alto obtenido en este experimento. Y por ultimo, cabe resaltar que en el medio MS +
NO3 , tanto en el medio sin tratamiento como con tratamiento con 500 pM de AICl; no se
detectaron niveles algunos de Al total, notdndose la amplia diferencia entre los valores
obtenidos en la Figura 3.12B.
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Figura 3.12 Determinacion de la concentracion de Al total en las suspensiones celulares. de C
arabica L. en tres distintos medios de cultivo tratadas o no con 500 uM de AICIz. Resultados
obtenidos en (A) células y (B) medios de cultivo. Cada valor representa la media de tres
experimentos independientes con tres réplicas + SE.

3.4.2.2 CONTENIDO DE AI**LIBRE EN EL MEDIO DE CULTIVO

En la Figura 3.13 se muestran los resultados obtenidos en la determinacion de la
concentracion de Al libre en el medio de cultivo de las suspensiones celulares de C.

arabica L., de 14 dias de cultivo, tratadas o no por una hora con 500 uM de AICls,
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Figura 3.13 Determinacion de la concentracion de Al libre. Suspensiones celulares de C arabica L.
de 14 dias de crecimiento en los tres distintos medios de cultivo tratadas o no con 500 pM de
AICIs. Cada valor representa la media de tres experimentos independientes con tres réplicas + SE.
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Las suspensiones al incubarlas tanto en el medio MS como en el medio MS + K y luego
de tratarlas con 500 uM de AICI; por una hora presentaron valores similares de Al libre,
80 uM aproximadamente, mientras que para el medio MS + NOs , la concentraciéon de
AI** es considerablemente menor, cercano a 60 veces menos con referencia al testigo,
llegando a 20 pM, lo que quiere decir que existe una disminucion de aproximadamente
un 75% en el contenido de Al libre en el medio MS + NOs , en relacién con los medios
MS y MS + K.

3.5 LOCALIZACION DE AI** INTRACELULAR

La visualizacion de la presencia del AI** se realizo en células de 14 dias de cultivo en los
tres medios evaluados, mediante el uso de los fluoréforos especificos (morin, DAPI y
blanco de calcofluor), donde fue necesario establecer las condiciones adecuadas para

este modelo de estudio.

En la Figura 3.14 se muestran las micrografias obtenidas en las observaciones

realizadas por microscopia confocal.

Como se puede apreciar en las micrografias, es posible identificar, en el campo claro
(Figura 3.14A), la integridad de las células observadas y su apariencia adecuada para
evaluar tanto la presencia como el efecto del Al intracelular. Es de esta forma que se
puede afirmar que en las suspensiones de los tres medios de cultivo que no se trataron
con Al presentaron una buena apariencia, con adecuada turgencia, con los limites de la
pared celular con buen aspecto y un Optimo desarrollo durante el transcurso del
experimento; pero en las tratadas con Al se empiezan a notar diferencias entre las
células cultivadas en los distintos medios de cultivo evaluados, observando posible

formacion de pequenas vesiculas en el citosol y pérdida de turgencia.

En la Figura 3.14B es posible identificar y diferenciar los nucleos y la pared celular de las
células evaluadas, ya que se utilizaron los fluorocromos DAPI y blanco de calcofltor
para poder distinguir estos componentes. Como se puede observar en las micrografias
mencionadas anteriormente (Figura 3.14A) es posible notar algunas diferencias entre las
células tratadas vy sin tratar con AICls, como por ejemplo, en las células cultivadas en el
medio MS, en la micrografia sin tratamiento es posible observar definida la pared celular
y se identifica claramente el nicleo, mientras que en la micrografia de la célula donde si

existio tratamiento con Al se nota un doblés en la pared celular, indicando la posible
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Figura 3.14 Localizacién intracelular de Al*. Suspensiones celulares de 14 dias de cultivo en los
medios MS, MS + K y MS + NOs tratadas (+) o no (-) con 500 uM de AICI3 durante una hora y
observadas al microscopio confocal. (A) morfologia de las células en campo claro, (B) células
incubadas con blanco de calcofluor y con DAPI, (C) células incubadas con morin y (D) co-
localizacion.

pérdida de turgencia provocada por la exposicién al Al. En las micrografias de las células
cultivadas en el medio MS + K es posible notar un engrosamiento en la pared celular
tanto en las células sin tratamiento como las que tuvieron tratamiento con Al, pero
intracelularmente se puede apreciar perfectamente el nucleo, sugiriendo que los
componentes del medio de cultivo, y posiblemente la modificacion en la concentracion
de K esté contribuyendo en estas caracteristicas que en las células cultivadas en el
medio testigo no se observaron. Cabe mencionar ademas que en la micrografia de la
célula cultivada en este mismo medio pero que fue tratada con Al se nota el posible
desprendimiento de la membrana, ya que se puede observar que en el citosol se
contienen restos de pared o membranas que con el blanco de calcofluor emiten sefal,

indicando que pudo haber sido provocado por la presencia del Al durante el tratamiento.
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Para el caso de las células cultivadas en el medio MS + NO3 se puede observar como
en la micrografia de la célula sin exponer al Al como la que si tiene tratamiento con Al
muestran integridad, tanto en la pared celular como en el nucleo al utilizar el blanco de
calcofluor y el DAPI respectivamente, sugiriendo que posiblemente sea la modificacién
en el contenido de N total de este medio de cultivo el que esté favoreciendo a las células

ante los efectos del AlICls.

En la Figura 3.14C, donde se identifica al AI** intracelular por medio del uso de morin,
fue posible identificar algunas diferencias muy marcadas entre las células cultivadas en
los diferentes medios modificados y entre las que tienen tratamiento de 500 uM de AICls

y las que no lo tienen.

En la micrografia de la célula de las suspensiones celulares del medio MS sin
tratamiento con Al no se percibe ningun tipo de senal, pero en la que si se traté con
AICl; se logra identificar el AI** ubicado en el ntcleo, al compararla con la Figura 3.14B.
Para el medio MS + K, de igual forma que en las células testigo no se percibe ninguna
sefal en la micrografia obtenida de la muestra sin tratamiento, pero la que si se traté con
Al es posible notar al AP** en el nucleolo, alrededor del nicleoy en los posibles restos de

tejidos de pared desprendidos que se menciond anteriormente.

De manera diferente se logra observar las micrografias de las células obtenidas de las
suspensiones cultivadas en el medio MS + NOs, ya que en la micrografia donde se
presenta la célula con tratamiento con 500 uM de AICI; no es posible observar ninguna
sefial de presencia de AI** en el area intracelular, inicamente se observa una leve sefial
de la presencia de esta forma de Al en algunas zonas de la pared celular, indicando el
importante efecto de la modificacién del medio de cultivo ante el efecto de los

tratamientos con AICl;,

Por ultimo, en la Figura 3.14D es posible ver y comparar la co-localizacién de todos los
fluorocromos utilizados para las células de las suspensiones de cultivo desarrolladas en

los diferentes medios evaluados.

68



CAPITULO Il

3.6 DISCUSION

La toxicidad por Al es una de las mayores limitantes para el crecimiento y desarrollo de
las plantas que se encuentran en suelos de condicion acida (Grevenstuk y Romano,
2013), mientras que el N es un elemento de suma importancia para las plantas y los
cultivos en general, el cual esta disponible en suelos agricolas como un macronutriente

en las formas inorganicas del mismo, como lo son el nitrato y el amonio (Krapp, 2015).

En la actualidad, se estima que aproximadamente la mitad de las tierras cultivables y
con gran potencial para la produccién de alimentos y biomasa son acidificados, es decir,

estan sujetos a toxicidad por el aluminio (Kochian et al., 2004).

De esta manera, en el presente capitulo se evaluaron ambos elementos, tanto el Al

como el N, en el modelo de suspensiones celulares de C. arabica L.

Se tiene reportes que el Al, en altas concentraciones, afecta el crecimiento al interferir en
procesos metabdlicos en la parte radical de las plantas. A nivel celular, esto da lugar a
alteraciones de los procesos fisiolégicos y bioquimicos y, por consiguiente, su
productividad (Merifno-Gergichevich et al., 2010). En este capitulo se observé que el
AICI3 a una dosis de 500 uM afectd entre un 40 y un 50% el crecimiento celular (Figura
3.10 y 3.11), especificamente en la etapa estacionaria de evaluacién para ambos

parametros.

Es importante resaltar que en el medio de cultivo que fue modificado con nitrato (MS +
NO; ), durante 25 dias de evaluacion, el efecto por Al disminuyé considerablemente
(Figura 3.11B). Como se puede observar en el dia 23, no se evidencia diferencia en el
peso seco de las células cultivadas en el medio modificado con nitrato como fuente de N
total sin tratamiento con Al y las que se cultivaron de la misma forma, pero tratadas con
500 uM de AICI3,

Como lo indican Krapp y colaboradores (2014), la asimilacion de nitrato en plantas
completas provee modificaciones en la arquitectura de las raices de los cultivos y
optimiza también la asimilacion y el transporte, mejorando a su vez el metabolismo. De
hecho, el nitrato, ademas de ser un nutriente, es una importante molécula de

senalizacion.
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Esto podria explicar los resultados obtenidos en este capitulo, ya que en el medio de
cultivo donde se modificd la fuente de N total por Unicamente nitrato (medio de cultivo
MS + NO3 ), presentd variaciones en todos los parametros evaluados en comparacion

con el medio MS y el medio de cultivo MS + K.

Ademas, tomando en cuenta los valores de pH obtenidos en las evaluaciones de los tres
medios de cultivo, los resultados para el medio MS + NO; fueron un tanto alcalinos en
relacion con los obtenidos en los otros medios de cultivo, lo cual puede provocar una
disminucién en el efecto del AI** en las muestras tratadas, ya que se conoce que a pH
acidos este metal se hace disponible en el medio en el que se encuentre, y al no

encontrarse esta condicion no causa el efecto de toxicidad esperado (Ryan et al., 2011).

La fuente de N puede provocar cambios importantes en las plantas, y a nivel celular este
efecto puede percibirse en cuestion de minutos, donde pueden existir cambios en la
expresion de mas de 1000 genes que se pueden involucrar hasta en la misma
asimilacién de nitrato (Krapp, 2015), asi como en la regulacion de la expresién de
muchas proteinas que requieren ser usadas por la planta (transportadores de nitrato y
enzimas para su asimilacion, entre otros) (Krapp et al., 2014). Ademas, se ha sugerido
que los transportadores de NOs , NRT1.1 y NRT2.1 podrian actuar como sensores del
NO; (Celis-Aramburo et al., 2011), que para este caso podrian estar activandose de
sobremanera, precisamente en las suspensiones celulares de C. arabica L. cultivadas en
el medio modificado con nitrato y asi, desencadenar la disminucion en el efecto en la

toxicidad por Al.

Como se evidencia en la Figura 3.12, el contenido de Al total, tanto en células como en
los medios de cultivo, presentd valores mayores en las suspensiones celulares
cultivadas en el medio MS y en el medio MS + K, que en el medio de cultivo MS + NO3 ,
existiendo una marcada disminucion en el contenido de Al total en las suspensiones que
fueron cultivadas en el medio de cultivo MS + NOs . Este resultado se puede relacionar
con los datos obtenidos en el efecto en el crecimiento, donde se evidencia que a mayor
acumulacién de Al total, menor es el crecimiento celular, tanto para peso fresco (Figura

3.10) como para peso seco (Figura 3.11).

De igual manera, estos resultados pueden ser apoyados con los datos obtenidos en el

contenido de Al libre (Figura 3.13), recordando que esta es la forma de Al que se
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encuentra disponible para las suspensiones y que provoca la fitotoxicidad. Para esta
evaluacion los datos obtenidos son congruentes con los obtenidos en el peso fresco y en
el peso seco, al evidenciar, con respecto al medio MS y al medio MS + K, diferencias
marcadas en el contenido de AI** en el medio de cultivo, y en el medio modificado con
nitrato (MS + NOs ), luego de ser tratados con 500 uM de AICl;. Tal resultado puede
sugerir que el 6ptimo crecimiento en las células cultivadas en el medio que utilizé al
nitrato como fuente de N total puede estarse beneficiando, aunque esté siendo expuesto

a tratamientos con Al.

Se han realizado estudios en el cultivo de trigo (Triticum sp) donde se evidencia que
algunos metales pesados como Co, Cu, Mo, Ni, Zn, Pb, Cd y As aumentan su
concentracion en la rizosfera luego de realizar fertilizaciones con los macronutrientes,
entre ellos el N, lo cual provoca fitotoxicidad en los cultivos expuestos a estas areas
(Wuana y Okieimen, 2011). Esto a su vez puede ser confirmado por otro estudio también
realizado en trigo (Triticum bicolor), el cual relaciona el cambio en el valor del pH de la
rizosfera por la adicion de elementos fertilizantes y la disponibilidad de metales pesados,
los cuales aumentan su concentracion al diminuir el pH en la solucion del suelo,
afectando la integridad radical del cultivo y el 6ptimo desarrollo del mismo, asi como su
productivida (Atafar et al., 2008).

Lo anterior puede relacionarse con el resultado presentado en la Figura 3.8, donde al
evaluar el valor de pH en los medios modificados con N aumentaron alrededor de un
20% en relacion al testigo en la fase estacionaria del cultivo, y aunado a esto, el
resultado en la concentracion del Al** en el medio de cultivo modificado con NO3 (Figura
3.13) es 60 veces menor en relacion con el medio testigo, lo que puede sugerir que la
fuente nitrogenada, en este caso el NOs provocd cambios en el valor del pH y este a su
vez provocd un efecto en la concentracion del AI** en el medio de cultivo, presentando el
efecto inverso al presentado por los autores, el cual seria la disminucion de la

disponibilidad de este metal en dicha evaluacién.

Como se puede apreciar en la Figura 3.14, en las micrografias obtenidas utilizando
microscopia confocal, el Al** es facilmente perceptible en las suspensiones cultivadas en
los diferentes medios evaluados y ademas se pueden ver claras diferencias en el efecto
qgue provoco la composicion del medio de cultivo cuando las células fueron expuestas a

AICIs. En las suspensiones de 14 dias de cultivo y expuestas a 500 uM de AICl; durante
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una hora, tanto en el medio MS como en el medio MS + K fue posible encontrar AI**
intracelular, especificamente en el nucleo, confirmando su localizacion al comprarar las
micrografias obtenidas con DAPI, fluorocromo especifico para la identificacién de este
organelo. En las células cultivadas también por 14 dias en el medio modificado con NO3
(medio MS + NO; ) no se percibe la misma sefial del AI** intracelular, unicamente se
aprecia la presencia de este metal a nivel de pared celular, notdndose como se acumula
en esta parte de la célula, pero no logré internalizar. Posiblemente por este motivo las
células en este tratamiento se aprecian integras y de buen aspecto, a pesar de que

fueron expuestas a 500 uM de AICls.

En otros modelos de estudio, como en plantas de maiz (Zea mays) (Plett et al., 2016) se
evidencia como la fuente de N inorganico mejora la utilizacion de este macronutriente.
Celis-Aramburo y colaboradores (2011), sugieren que la vigorosidad mostrada en las
plantas cultivadas con fuentes nitrogenadas es debido a la disminucion en los efectos
por estrés abidtico, entre ellos el estrés por Al, ya que parece estar mediado por sefiales

derivadas del estado de N a nivel interno, desencadenando en un proceso inhibidor.
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CAPITULO IV

EFECTO DEL Al EN EL CONTENIDO DE NITRATOS Y EN EL PERFIL
PROTEICO EN EL MODELO DE SUSPENSIONES CELULARES DE C.arabica
L.

4.1 INTRODUCCION

En este capitulo se presentan los resultados de las evaluaciones realizadas en el
modelo de estudio de suspensiones celulares de C. arabica L. y de como el Al puede
provocar cambios bioquimicos cuando se utilizan diferentes medios de cultivo,
evaluando el perfil proteico y el contenido total de nitratos en este modelo de estudio

cultivado en tres medios diferentes.

El N es un elemento de suma importancia para las plantas y es requerido en grandes
cantidades ya que representa entre el 1 y el 6% del peso de la mayoria de los cultivos, y
forma parte de proteinas, acidos nucleicos y de la mayoria de metabolitos secundarios
involucrados en el metabolismo y crecimiento de las plantas (Patterson et al., 2010), y
bajo condiciones de suficiente N disponible las células vegetales pueden almacenar
hasta 100 mM de NO; en la vacuola (Mitra, 2015).

Las plantas deben sintetizar los aminoacidos que requieren tanto para el metabolismo
primario (sintesis de proteinas) como para el metabolismo secundario, y esta sintesis de
aminoacidos utiliza una gran parte de N asimilado, pues estos funcionan como
precursores de las mismas proteinas y de muchos otros compuestos especializados
(Buchanan et al., 2015).

Factores abidticos como la presencia del Al afectan negativamente a las plantas,
especialmente las mas sensibles. Sin embargo, los estudios que implican al
metabolismo del N sometido a estrés por AI** son incipientes (Castro de Souza et al.,
2016). Se conoce que el aluminio puede causar efectos nocivos en la asimilacién de
nitrégeno en las plantas (Pal'ove-Balang y Mistrik, 2011). Esto provoca una reduccion en
la concentracion de nitrato en presencia de Al (Souza et al., 2014). Por lo tanto, altas
concentraciones de este elemento causan alteraciones en el proceso bioquimico del
nitrdgeno, que como se menciond, se considera importante en el éptimo desarrollo de

los cultivos (Castro de Souza et al., 2016).
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En el presente capitulo se muestran algunas determinaciones bioquimicas, como lo son
el perfil proteico y el contenido total de NO3 , con el fin de conocer el efecto del Al en las
suspensiones celulares cultivadas en tres medios de cultivo diferentes y modificados en

la fuente de N total.

4.2 MATERIALES Y METODOS
4.2.1 TRATAMIENTOS

Para llevar a cabo estas determinaciones el protocolo se realizé de la misma manera
como se indica en el apartado 3.2.1 de este documento, donde las evaluaciones se

llevaron a cabo en el dia siete 6 14 de cultivo, segun cada caso.

Luego, las suspensiones se separaron del medio de cultivo por filtracion al vacio y se

continué el protocolo como se especifica en el apartado 3.2.2 de este documento.
4.2.2 EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE PROTEINAS

Las células obtenidas y congeladas en N liquido, se maceraron con mortero de
porcelana y pistilo hasta obtener un polvo fino al que se le afadi6 amortiguador de
extraccion conformado por Tris-HCI 50 mM pH 7.4, NaCl 50 Mm, EGTA 1 mM, sacarosa
250 mM, glicerol 10% v/v, NasP-O7 10 mM, NazVO40.2 mM, DDT 0.5 M, PMSF 1 mM; en
una relacién de 2 mL por 1 gramo de peso fresco de células, las cuales se
homogenizaron con un politrén durante un minuto en bafo de hielo para evitar la
degradacién de las proteinas. Una vez homogenizadas las células maceradas y el
amortiguador, se centrifugaron a 20100 xg por 30 minutos a 4°C y se colect6 el

sobrenadante.

La cuantificacion de proteinas en los extractos se realizé6 por el método de Bradford
(1976), el cual se considera como un meétodo estable, rapido y sencillo para la
determinacion de proteinas. El método consiste en el cambio de color del colorante azul
de Coomassie brilliant blue G-250 que forma un complejo al unirse a las proteinas en
solucion, provoca un cambio en el maximo de absorcion del colorante a 595 nm, el cual
se midié en un espectrofotdmetro. El colorante se une principalmente a residuos de

arginina, triptofano, tirosina, histidina y fenilalanina (Olson, 2016).
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Figura 4.1 Estructura quimica del azul de Coomassie G 250 (Tomado de Olson vy
Markwell, 2007).

Se realizé una curva estandar de proteinas utilizando albumina de suero bovino (BSA)
(Figura 4.2). Mediante el analisis de regresion lineal de las concentraciones de los
patrones de BSA para el trazado de la curva de calibracién, se observa linearidad
cercana a 1 (R?=0.9982) lo que indica la precision en la preparacion y diluciéon de los

patrones utilizados.
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Figura 4.2 Curva estadndar de la concentracion de proteinas. Se utilizé albumina de suero
bovino (BSA) como estandar. La absorbancia de las muestras se midié en el espectro de luz
ultravioleta a 595 nm. En la curva se indicd la ecuacién de la recta de calibrado (y) y el
coeficiente de determinacién (R2). El resultado es el promedio de tres experimentos por
duplicado.

75



CAPIiTULO IV

4.2.3 PERFIL PROTEICO

Las proteinas presentes en los extractos totales se separaron por electroforesis
desnaturalizante en geles de poliacrilamida, de acuerdo con Laemmli (1970), con
algunas modificaciones. Se utilizé el sistema de mini geles de BioRad, con geles de 1
mm de espesor con dos fases. La fase inferior de separacion formada por el tampon
Tris-HCI 0.75 M pH 8.8 + 0.2% SDS, acrilamida/bisacrilamida 15%, TEMED y persulfato
de amonio 10%; y la fase superior de concentracion formada por el tampén Tris-HCI 0.25
M pH 6.8 + 0.2% SDS, acrilamida/bisacrilamida 4%, TEMED vy persulfato de amonio al
10%. 50 pg de la muestra proteica se mezclaron con la solucién de carga (Tris 0.5 M pH
6.8, SDS 2%, glicerol 20%, azul de bromofenol 0.01% y B-mercaptoetanol 2%, y se

calentaron durante 5 min a 95°C antes de ser cargadas en el gel.

Para determinar el peso molecular de las bandas obtenidas en la corrida del gel se

utilizé un marcador de peso molecular marca BioRad.

La separacion electroforética se realizé utilizando el amortiguador Tris-glicina 0.33 M pH
8.3, aplicando una intensidad de corriente de 80 mA en los primeros 20 min hasta notar
las muestras cargadas en los pozos totalmente alineadas y luego se incrementé a 120

mA hasta terminar la corrida del gel.

Una vez concluida la corrida del gel, este se tifi6 con una solucion de Coomassie R-250
al 0.1%, diluido en 50% de metanol y 10% de acido acético. Luego de la hora el gel se
cambi6 a una solucion que contenia 40% metanol y 10% acido acético para desteiir el

exceso Yy obtener bandas azules en un fondo transparente.
4.2.4 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE NITRATO

Para la determinacion del contenido de NO; en los extractos celulares obtenidos en el
apartado 4.2.2 se siguio el protocolo sugerido por Cawse (1967). Se tomaron 10 pL de
muestra y se adicionaron 1.49 mL de agua destilada en tubos de ensayo. Luego se
agrego6 0.1 mL de acido sulfamico al 20%, se mezcld y se dejo reposar por 2 minutos.
Después de transcurrido el tiempo de reposo se adicionaron 0.4 mL de acido perclérico
al 10%, se mezcld nuevamente y se midid la absorbancia inmediatamente en un

espectrofotdmetro a una longitud de onda de 210 nm.
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Para llevar a cabo la curva estandar de NO; se utilizé una solucion de KNO; de 1
mg/mL en un rango de 0 a 20 pg (Figura 4.3). Mediante el analisis de regresion lineal de
las concentraciones de los patrones de KNO3 para el trazado de la curva de calibracion,
se observa linearidad cercana a 1 (R? = 0.9997) lo que indica la precision en la
preparacion y dilucién de los patrones utilizados. El procedimiento fue el mismo que el

realizado con las muestras.

y=0.035x + 0.0021
0.7 | R2=0.9997

0.6 |
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0.3 |
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0.2 |
0.1}

0o
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

NO; (ng)

Figura 4.3 Curva estandar de la concentracion de NOs . Se utilizé una solucion de KNO3
como estandar. La absorbancia de las muestras se midié a 210 nm. En la curva se indico la
ecuacion de la recta de calibrado (y) y el coeficiente de determinacion (R?2). El resultado es
el promedio de tres determinaciones por duplicado.

4.3 RESULTADOS

4.3.1 EFECTO DEL AICI; EN EL PERFIL PROTEICO

La evaluacion de parametros bioquimicos en modelos biologicos de estudio es de suma
importancia para conocer, en este caso, la respuesta a factores abidticos que puede
afectar el contenido de nitrato, y por ende, el contenido proteico. Es por esto que en el
presente capitulo se evalud tanto el el perfil proteico (Figura 4.4) como el contenido de
NO; (Figuras 4.5 y 4.6), ambos como parametros evaluados en los extractos celulares
de las suspensiones que fueron tratadas o no con 500 uyM de AICIs por una hora, luego

de haber crecido en los respectivos medios de cultivo.
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Se realizé un perfil proteico de los extractos celulares de las suspensiones cultivadas en
los tres medios evaluados, tratadas o no con 500 uM de AICls;, como se muestra en la
Figura 4.4.

Se puede observar una gran cantidad de proteinas, la mayoria con una movilidad
electroforética entre 0.06 a 0.46, donde se observaron algunos cambios entre los carriles
que contenian las muestras de los extractos tratados o sin tratar con Al, y entre los

medios de cultivo modificados en los que se cultivaron las suspensiones.

En el perfil proteico se puede observar que los extractos totales obtenidos del medio MS
sin Al (carril 1) presenté un incremento en la intensidad de las bandas proteicas

comparandolas con los extractos del medio MS con Al (carril 2).

En las bandas de los carriles 3 y 4, los cuales corresponden a los extractos del medio
MS + K sin y con tratamiento con Al, se nota una mayor intensidad en las bandas que se
encuentran en el carril numero 3, que son las que no se trataron con Al, a diferencia de
las si se trataron, las cuales se encuentran en el carril nUmero 4. Ademas, en el carril 4,
a una movilidad electroforética de 0.17, 0.20 y 0.24 desaparecen bandas que en el carril

3 estan presentes.

Rf 1 2 3 4 5 6 MM KDa
€—200
0.06
= 116
0.12 —=> 97
017 = <—66
0.20 —> &— 45
0.24 —> —— -
0.32 —>
< 31
0.46 —>
< 21

Figura 4.4 Perfil proteico al 15% SDS-PAGE. Se utilizaron 50 pg de proteina de los extractos
totales de las suspensiones celulares de C. arabica L. de 14 dias de cultivo, cultivadas en los
medios MS, MS + Ky MS + NOgs , tratadas con o sin 500 uM de AICI3 por una hora. La tincion se
realizé con azul de Coomassie. Carriles: extractos de las suspensiones cultivadas en medio 1.
MS sin Al, 2. MS con Al, 3. MS + K sin Al, 4. MS + K con Al, 5. MS + NOs sin Al, 6. MS + NO3
con Al.
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En los carriles 5 y 6, correspondientes a los extractos totales de las suspensiones que se
cultivaron en el medio MS + NOs , la intensidad entre las bandas tratadas y sin tratar con
500 uM de AICIs es similar, pero, en el carril nUmero 6 no se encuentran algunas bandas
que en el carril numero 5 si se pueden observar, esto a una movilidad electroforética de
0.06, 0.12 y 0.20.

Ademas, es posible notar como existen diferencias en el perfil proteico entre los tres
medios de cultivo evaluados. En el caso de los extractos de las suspensiones que se
cultivaron por 14 dias en el medio MS + NOs no presentan las bandas a una movilidad
electroforética de 0.32, que en los otros 4 carriles (1, 2, 3 y 4) si estan presentes,

indistintamente si fueron tratadas o no con AICls.
4.3.2 CONTENIDO DE NO;

Para conocer el contenido de NO; que habia sido asimilado por las suspensiones
celulares se decidio evaluarlas sin realizarles ningun tratamiento con Al ni exponerlas a
medios de cultivo fresco, realizando las mediciones en las células del dia siete y catorce
de cultivo. Al observar el resultado de la Figura 4.5 se puede ver una marcada diferencia
en los valores de NOs en los diferentes medios en los que se cultivaron las células como
entre los dias de evaluacion, lo que indica que las diferencias en la composiciéon de los
medios de cultivo influyd en la disponibilidad y la asimilacién de las fuentes nitrogenadas
disponibles y la posible respuesta de las células que metabolizaron el N asimilado, ya
que los contenidos de NO; disminuyeron del dia siete al dia 14 de cultivo en los tres
medios de cultivo evaluados. Las suspensiones celulares que se cultivaron en el medio
MS + NO;3 tuvieron un mayor contenido de NO3 en comparacion con las suspensiones

cultivadas en los otros medios de cultivo, tanto en el dia siete como en el dia 14.
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Figura 4.5 Determinacién del contenido de nitrato en células con siete y 14 dias de cultivo. Se
utilizé extractos celulares de las suspensiones celulares de C. arabica L. cultivadas en los
medios MS, MS + K y MS + NOs . Cada valor representa la media de dos experimentos
independientes con tres réplicas + SE.

Por otro lado, para conocer si la exposicion del Al afectaba el contenido de NO; , se
evaluaron las suspensiones celulares de 14 dias cultivadas en los diferentes medios de
cultivo, en esta ocasion tratadas o no con 500 pM de AICI; como se indica en el

apartado 4.2.1.

Como se muestra en la Figura 4.5, el contenido de NO3; es un tanto mayor en las
suspensiones que se trataron con AlClz, en comparacion con el testigo (sin tratamiento),
esto en los tres medios de cultivo evaluados. El contenido de NO3 para este momento
de crecimiento celular, al ser expuestas al Al durante una hora de tratamiento, no se

presentaron diferencias en las células cultivadas en los tres medios de cultivo evaluados.
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Figura 4.6 Determinacion del contenido de nitrato en el dia 14 de cultivo. Se utilizd extractos
celulares de las suspensiones de C. arabica L. cultivadas en los medios MS, MS + Ky MS +
NOs , tratadas o no con 500 uM de AICIs. Cada valor representa la media de tres experimentos
independientes con tres réplicas + SE.

4.4 DISCUSION

El estudio del efecto de factores abidticos en modelos de estudio de alta importancia
econdmica en la producciéon agricola ha venido cobrando relevancia para la
investigacion, ya que la productividad esta relacionada con la habilidad de los mismos en
la adaptacion en respuesta a estos factores abiodticos, como es el caso del estrés por Al

en el modelo de estudio evaluado en el presente trabajo.

Los sintomas de fitotoxicidad por Al no siempre se correlacionan unicamente con una
concentracion critica de Al en el medio de crecimiento (Sivaguru et al., 2003). Asi,
aunque la presencia de Al es relevante en la expresion de la respuesta al dafio por parte
de este elemento, otros factores del medio tales como, pH, genotipo de la planta y
especie vegetal, asi como la edad fisiolégica, entre otros factores, pueden también
actuar en la modificacién de la respuesta del modelo de estudio al Al (Gallardo et al.,
2005).
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Es por lo anterior que es importante considerar el contenido y las modificaciones del
medio de cultivo que en este trabajo se realizaron para determinar las respuestas del
modelo de estudio ante los diferentes factores evaluados, como lo es el perfil proteico
total y contenido de NO3 total en las suspensiones celulares len los distintos dias de

crecimiento.

En el caso del perfil proteico total (Figura 4.4) es evidente que los factores evaluados,
como el contenido del medio de cultivo y los tratamientos con 500 pM de AICls afectaron
el contenido proteico en los diferentes carriles obtenidos, como se puede apreciar en los
carriles 1y 2, correspondientes a los extractos de las suspensiones celulares del medio
MS, con o sin tratamiento con Al, respectivamente; carriles 3 y 4 correspondientes a los
extractos de las suspensiones cultivadas en el medio MS + K, con o sin tratameinto con
Al respectivamente y los carriles 5 y 6 que refiere a los extractos totales de las
suspensiones cultivadas en el medio MS + NOs;, con o sin tratamiento con Al
respectivamente. Se puede apreciar que en los carriles 5 y 6 la intensidad de las bandas
es mayor, esto puede deberse a lo que indican Krapp y colaboradores (2014), donde los
autores afirman que el NO3 funciona como molécula sefial en la activacién de proteinas
transportadoras de la misma molécula y de enzimas requeridas para la asimilacion de

esta fuente nitrogenada.

De igual forma, en el perfil proteico, al observar la presencia o ausencia de algunas
bandas y la diferencia en la intensidad, se puede sugerir que es debido a los
tratamientos con Al, donde la concentracion de este metal puede estar afectando la
expresion de algunas proteinas o enzimas importantes para el adecuado funcionamiento

celular en el modelo de estudio.

Como se muestra en la Figura 4.5, el contenido de NO; varié6 segin la etapa de
crecimiento celular y el medio en el que se cultivd, evidenciando que los componentes
del medio de cultivo juegan un papel crucial en el contenido y el aprovechamiento de
esta fuente nitrogenada, que asi como lo afirma Krapp (2015), la disponibilidad de
fuentes inorganicas de N y en especial el NO3 funciona como molécula sefial a nivel
celular y dirige la absorcidon y la acumulacion intracelular de este importante
macronutriente. Por lo tanto, es posible que por tal razén existe un mayor contenido de
NO; en las suspensiones celulares en el dia siete de evaluacion que en el dia 14, y

esto indistintamente en el medio de cultivo evaluado, ya que en todos los casos existe
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contenido de NOj; y posiblemente sea este el que las células estén asimilando com

primera fuente de N.

En las suspensiones celulares que se cultivaron en el medio modificado con NO3; (medio
MS + NO; ) existe un mayor contenido de este N inorganico, tanto en el dia siete como
en el dia 14 de crecimiento, en comparacion con los otros dos medios de cultivo
evaluados, que como se esperaba, las células al tener disponible inicamente NO3; como
fuente de N total su contenido fue mayor en relacién con los demas extractos evaluados
(Figura 4.5).

Al evaluar el efecto del Al en el contenido de NO; (Figura 4.6) en las suspensiones
celulares de 14 dias de cultivo y realizar el protocolo mencionado en el apartado 4.2.1,
en el cual se expusieron los paquetes celulares a medios de cultivo fresco y luego se
realizé el tratamiento con 500 uM de AICIs pudo influir el hecho de que se estimulara la
nueva toma de nutrientes, ya que como se evidencia en la Figura 4.6 los valores
obtenidos en el contenido de NO3 no evidenciaron diferencias entre las suspensiones

cultivadas en los distintos medios de cultivo evaluados ni en los tratamientos con Al.

Es posible que estos resultados tengan relacién con lo mencionado en los antecedentes
de este trabajo, donde esta respuesta pudieran estar involucrada con la actividad de los
transportadores para las fuentes de N inorganico y su adecuada asimilacion y posible
almacenamiento intracelular. La interaccién de estos transportadores, en el caso de los
nitratos, con sus distintos patrones espaciales de expresion temporal, pueden estar
estrechamente regulados por senales internas y externas, y asi asegurar la apropiada
asimilacion y distribucién del NOs; en diversas condiciones ambientales, disponibilidad
de N y de desarrollo del modelo de estudio, donde se conoce que estas respuestas

pueden darse en cuestion de minutos (Krapp, 2015).

Esto podria explicar la similitud en la respuesta y los datos obtenidos presentados en la
Figura 4.6, que a pesar de las diferencias en la composicién de los medios de cultivo y el
tratamiento con Al, el contenido de NOs; en los extractos celulares tuvo la misma
tendencia, y mas aun en los datos obtenidos entre las suspensiones que se cultivaron en

el medio MS y el medio MS + NO; , tanto en ausencia como en presencia del Al.

Al modificar la fuente de N total utilizada en los medios de cultivo se considerd de suma

importancia evaluar el comportamiento proteico en nuestro modelo de estudio a los 14
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dias de cultivo. Las proteinas producidas por las plantas superiores en respuesta al
estrés pueden ser afectadas de una u otra forma (Krapp, 2015). La cuantificacién de
proteinas de manera precisa es esencial para todos los experimentos relacionados a
proteinas. En muchos temas de investigacién se han desarrollado diferentes métodos
para cuantificar proteinas totales (Sivaguru et al., 2003), como en el caso del presente
estudio, donde se realizé un perfil proteico para analizar y comparar el efecto de la

modificacion del medio de cultivo en el efecto de los tratamientos con Al

La rapida regulacion postraduccional, como la modificacién de proteinas, es el segundo
mecanismo que controla la absorcién y asimilacion de nitrégeno (Masclaux-Daubresse et
al., 2010) y este efecto puede ser aun mas marcado con la presencia de un factor de
estrés abidtico (Kochian et al., 2015), como lo es AICI3 500 pyM utilizado en esta

investigacion.

Los resultados obtenidos en este capitulo lograron demostrar un efecto en el contenido
de NOs en los extractos de las suspensiones celulares, al modificar la fuente
nitrogenada en los medios de cultivo evaluados. Sin embargo, los tratamientos con 500
MM de AICI; durante una hora no se presentaron diferencias entre los valores obtenidos
entre los medios de cultivo evaluados, lo que puede sugerir que el factor de estrés
genera un efecto en la asimilacion de este macronutriente en el modelo de estudio. Por
otra parte, el perfil proteico demostré como la modificacion de los medios de cultivo y la
adicion de Al a los tratamientos genera algunas diferencias en la visualizacion de
bandas, lo que implica que las condiciones de cultivo y el estrés abidtico al que fueron
sometidas afectd la expresion de proteinas, y que como lo afirma Krapp (2015), esto
puede estar relacionado con la respuesta al estrés abidtico al que se exponen las

suspensiones celulares, y la expresion de algunas proteinas puede verse afectada.
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CAPITULO V
DISCUSION GENERAL

La toxicidad por Al en cultivos de alta importancia agricola, que se desarrollan en
condiciones de suelos acidos ha sido ampliamente estudiada, pero aun no se ha
profundizado en modelos de suspensiones celulares, que involucren la interaccion de los
componentes de la soluciéon en la que se desarrollen los cultivos, principalmente los
macronutrientes presentes y que son requeridos para un optimo crecimiento, como lo es

la fuente de N inorganico (Souza et al., 2014).

Es por lo anterior que se decidio realizar este estudio, a partir de suspensiones celulares
de C. arabica L; en el que se evalud el efecto de la fuente inorganica de N ante la
toxicidad por Al, considerando que el N es el elemento que es cuantitativamente es mas
requerido por los cultivos, mientras que el Al es el tercer elemento en abundancia en la
corteza terrestre (en este estudio al evaluar el efecto de la modificacion de la fuente de N
total y la toxicidad del AI*).

En los resultados mostrados en el capitulo dos (Figura 2.3), se determind que la fuente
de N contenida en el medio de cultivo afecta este parametro, corroborando lo sugerido
por Wang y colaboradores (2015), quienes mencionan que el NH4*, al ser asimilado por
las células, acidifica el valor de pH de la solucion, pero cuando es el NOs la fuente de N
disponible y es asimilada por las suspensiones celulares, el pH se basifica, lo que hace a
esta condicién un factor importante en los medios de cultivo evaluados y en la integridad
de las células de C. arabica L. Por lo tanto, las condiciones 6ptimas para poder llevar a
cabo el estudio de la modificacion de la fuente nitrogenada y el efecto por la toxicidad
por Al en las suspensiones celulares de C. arabica L. fue utilizando NO3; como Unica

fuente de N total.

Al utilizar esta fuente de N inorganico las suspensiones celulares no se afectaron en el
crecimiento y fue posible realizar evaluaciones en los mismos tiempos de cultivo celular,
por lo que también fue posible realizar evaluaciones utilizando 500 uM de AICIl; en
medios de cultivo modificados con NOs . Esto lo confirman Ryan y colaboradores (2011),
quienes observaron que el NOs mejora desde la arquitectura hasta el rendimiento de los
cultivos, lo que evidencia que las fuentes nitrogenadas y especialmente el NOs;

favorecen el desarrollo y la capacidad de respuesta de las plantas en los que se utiliza.
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Se conoce que el estrés abidtico en los tejidos vegetales puede danar a las células, pero
existen estudios en los que se evidencia que concentraciones pequefias de algunos
metales, por ejemplo el Al, pueden ayudar a la planta en la tolerancia a condiciones
extremas, que como lo indican Gil y Tujeta (2010), el Al puede actuar como molécula
sefal y puede desencadenar respuestas a la defensa de la planta y activarse varios
procesos fisioldgicos como la fotorrespiracion, la fotosintesis, el ciclo celular y la muerte

celular programada.

Debido a que Al es un elemento reactivo en el medio en el que se encuentre, existen
muchos mecanismos de toxicidad que implican su interaccién con la pared celular de la
raiz, la membrana plasmatica y el simplasma, y se han reportado ampliamente los
efectos fitotoxicos que desencadenan la presencia de este metal, de los cuales se
pueden presentar desde estrés oxidativo (Esquivel-Hernandez, 2016), dafio estructural
en la pared celular (Krapp, 2015) y la integridad de proteinas y enzimas (Kochian et al.,
2015).

Plett y colaboradores (2016), aseguran que factores abidticos afectan directamente el
optimo desarrollo de los tejidos vegetales, ya que dichos factores limitan la disponibilidad
de fuentes nutricionales de alto requerimiento, entre ellas, las fuentes de N. esto puede
compararse con el resultado mostrado en la Figura 3.11, ya que el peso seco de los
paquetes celulares obtenidos en el dia 14 de cultivo es mayor cuando las suspensiones
se cultivaron en el medio modificado con NOs como unica fuente de N total, en
comparacion con su control, indicando que el NO3; es un nutrimento de alta importancia
en el crecimiento celular, y, al comparar con las células del mismo dia de cultivo, pero
expuestas a 500 uM de AICI; se afectaron en aproximadamente un 50% en el

crecimiento.

De esta manera, fue posible determinar el efecto del Al en el peso seco de las
suspensiones celulares en dos etapas de crecimiento celular, etapa exponencial (Figura
3.11A) y etapa estacionaria (Figura 3.11B), cultivadas en los tres medios de cultivo
distintos. Al evaluar la etapa exponencial de crecimiento (3.11A), el efecto en el
crecimiento, en los tres medios de cultivo, al aplicar 500 uM de AICl; fue de
aproximadamente el 50% con respecto a su control; pero en la etapa estacionaria
(Figura 3.11B) este efecto disminuy6, principalmente en las suspensiones cultivadas en

el medio modificado con NOs (medio MS + NOs), en el dia 23 de cultivo, donde las
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diferencias entre el control y el expuesto al Al fue minimo. A raiz de estos resultados se
pudo concluir que la fuente nitrogenada y la etapa de desarrollo de las suspensiones
celulares son factores importantes al evaluar el efecto por el AICI; en el crecimiento

celular.

Estos resultados se pueden comparar con lo que enfatizan Plett y colaboradores (2016),
en el cultivo de maiz (Zea mays). Ellos demostraron que el NO3 tiene la capacidad de
disminuir el efecto por el estrés abiotico, en este caso, al utilizarlo en altas cantidades
como fuente de N total, en plantas completas de maiz, ya que mejoré tanto la
arquitectura como las condiciones de los tejidos radicales, y mejor6é también la
capacidad de respuesta ante factores abidticos, ya que esta fuente de N fortalece la

integridad de las células de la raiz en las plantas de maiz.

En el presente trabajo también se evidencio el efecto de la composicion del medio de
cultivo en relacion al contenido de Al total, tanto en células (Figura 3.12A), como en los
medios de cultivo modificados (Figura 3.12B), y llamé especialmente la atencion el
resultado mostrado en la Figura 3.12B, en el cual el medio MS + NO; tratado con 500
uM de AICI; no presenté ningun contenido de Al total, demostrando una posible reaccion
quimica entre los componentes contenidos en este medio de cultivo modificado y el Al

adicionado.

En cuanto al contenido de Al libre (AI**), evaluado en los tres medios de cultivo (Figura
3.13) fue posible determinar la disminucién de hasta un 75% en el contenido de esta
forma de Al en el medio que se modificé con NO3 como fuente de N total (medio MS +
NO; ), en comparacién con el control, evidenciando nuevamente que el contenido del
medio de cultivo y el uso de nitrato como fuente de N total modifica la disponibilidad del
AI®*. Este resultado, a su vez, se correlaciona con el obtenido en la Figura 3.14. En estas
micrografias fue posible observar e integrar, con los datos obtenidos en experimentos
anteriores, la ubicacion intracelular del AI** en células cultivadas en los medios MS y MS
+ K y tratadas con Al, pero en las células cultivadas también por 14 dias en el medio MS
+ NO; vy tratadas con la misma concentracion de AICI; por una hora se pudo observar
como el AP no ingresa mas allad de la pared celular, esto probablemente debido a la
modificacion en la fuente nitrogenada, que le confiere una mayor resistencia al

tratamiento con Al (Krapp et al., 2014).
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Diversos estudios han sugerido que la interaccion del Al con la pared celular provoca la
modificacion de las propiedades de la misma, especificamente en la reduccién de la
plasticidad-elasticidad, en importantes enzimas como las expansinas, 0 aumentos en la
solubilidad del AI** en la pared celular (Kochian et al., 2015)., ademas de la interaccion
del AP** con las pectinas presentes en la pared celular de los tejidos vegetales que han
sido expuestos a diferentes concentraciones de Al, datos que han demostrado Liu y
colaboradores (2014).

En el mismo estudio (Liu et al., 2014), se abordd el papel de la sefalizacion de Al en
células en plantas, asi como los mecanismos de resistencia al Al y la integridad y la
funcién de algunos genes y de algunas proteinas desde el inicio de las respuestas de

resistencia a Al.

Zhao (et al., 2013), mencionan que la fuente nitrogenada es un factor importante en lo
que a absorcion de Al por parte de los tejidos vegetales se refiere. Dichos autores
concluyeron en sus estudios realizados en raices de arroz, que el tratamiento con NO3
aumento la carga negativa de la superficie de las raices, mientras que los tratamientos
con NHs* la redujo, lo que modificd la absorcidon del Al en las raices cultivadas en
soluciones de NO; o de NH4* en las mismas concentraciones y expuestas a tratamientos
con Al, lo que evidencia nuevamente que la composiciéon del medio de cultivo juega un
papel relevante ante la disponibilidad y la toxicidad por Al en modelos de estudios en

plantas.

Al evaluar el contenido de nitratos en el modelo de suspensiones celulares de C. arabica
L, se pudo determinar una amplia diferencia en el contenido de NO3 entre los extractos
celulares obtenidos de las suspensiones cultivadas en los diferentes medios de cultivo y
entre los dias evaluados (Figura 4.5), ya que el contenido de nitrato en el dia siete fue
mayor que el obtenido en el dia 14 de cultivo. De esta manera estos resultados pueden
compararse con los obtenidos por Zhu (et al., 2016), quienes reportan que en el modelo
de algas (Ulva prolifera) a mayor contenido de NOs en el medio de cultivo se presenta

una mayor asimilacion de esta fuente de N inorganico por parte de las algas.

Cabe ademas destacar, que en los extractos de las suspensiones celulares cultivadas
en el medio de cultivo modificado con NO3 , el contenido de nitrato fue ain mayor en

comparacion con los demas extractos evaluados, superando hasta en un 20% el
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contenido de NO; en las suspensiones de siete dias de cultivo y hasta en un 60% en las
células de 14 dias de cultivo, en comparacion con las suspensiones celulares cultivadas
en los medios MS y MS + K.

Buchanan y colaboradores (2015), aseguran que el nitrato funciona como molécula
sefal y como regulador de la toma y asimilacion del mismo nitrato, ya que induce a la
transcripcién de los transportadores de nitrato, aumenta la actividad de las enzimas NR y

NiR 6 ya sea aumentando o reduciendo las necesidades de su propia asimilacion.

Los mismos autores (Buchanan et al., 2015), mencionan que la regulacion
transcripcional en respuesta al NO; puede ser activado desde los 10 minutos luego de
la adicion de cantidades tan pequefas de 100 nM de nitrato y no requiere de nueva
sintesis de proteinas. Esto podria explicar el resultado mostrado en la Figura 4.6, ya que
no se presentan diferencias en los contenidos de NOs entre los tres medios de cultivo
evaluados y tratados o no con 500 uM de AICI; Este resultado puede deberse a la
exposicion previa de las suspensiones celulares al medio de cultivo fresco por 30
minutos, para seguidamente ser tratados con AICls. Es posible que las suspensiones
tuvieron una rapida respuesta a la composicion del medio de cultivo fresco,
especialmente la fuente de N que se encontré disponible, haciendo uso de los

transportadores ampliamente descritos anteriormente.

Al evaluar el perfil proteico de las suspensiones celulares cultivadas en los diferentes
medios de cultivo, utilizados en este trabajo, se notaron algunas diferencias que se
presentan en la Figura 4.4, que como lo mencionan Del Pozo y colaboradores (2002), la
actividad metabdlica se puede ver afectada por diversos factores, y se puede ver

reflejada en la sintesis de proteinas.

En un estudio recopilado por Kochian (et al., 2015) en el cultivo de trigo (Triticum spp) se
demostro que la presencia intracelular de Al esta implicada en la regulacion directa en la
expresion de genes y en la funcidon de proteinas, como el caso de la proteina
transportadora TaALMT1, la cual esta involucrada en el transporte de este metal al
interior de la célula, esto en células de raiz de este modelo biolégico. Ademas, los
mismos autores mencionan que otros mecanismos involucrados en la resistencia al Al

podria incluir cambios inducidos en el contenido de Ca?*, cambios en el pH o en el
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contenido de K* citosolico, y a su vez podrian desencadenar componentes adicionales

en una via de senalizacion provocada por el Al y afectar la sintesis de proteinas.

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran el efecto de la fuente nitrogenada
contenida en el medio de cultivo ante la toxicidad por Al, asi como el contenido del Al
total y libre en las suspensiones celulares de C. arabica L., evidenciando que el NOs
como fuente de N inorganico modifica la respuesta de las suspensiones celulares al
evaluar el contenido tanto en medios de cultivo como a nivel intracelular de Al, asi como
en el contenido de nitratos y el perfil proteico, ya que se evidencié que en la etapa
estacionaria en los cultivos celulares esta fuente de N disminuyé el efecto de la
fitotoxicidad por Al en el crecimiento celular, modificé el valor del pH en el medio de
cultivo, disminuy6 el contenido de Al total en la solucion del medio, disminuyd la
concentracion de la forma de AI**y a su vez la presencia a nivel intracelular, aumento los
niveles de NOs en los extractos celulares y modifico el perfil proteico en suspensiones

celulares de 14 dias de cultivo.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES Y PRESPECTIVAS
6.1 CONCLUSIONES GENERALES

¢ La modificacion en el contenido de K en el medio de cultivo no afectd en

crecimiento celular en las suspensiones de C. arabica L.

e EINO; fue la fuente de N inorganico que permitié evaluar el crecimiento en las
suspensiones celulares de C. arabica L. por tiempos prolongados (hasta 25 dias

de cultivo).

e La fuente de N, en este caso el NO; , modifico el efecto de la toxicidad por Al en
el modelo de suspensiones celulares de C. arabica L., ya que el tratamiento de

las células con AICI; no modifico el crecimiento celular.

e EI NO; utilizado como fuente de N total en el medio de cultivo disminuyé el
contenido tanto de Al libre como del Al total en las suspensiones de C. arabica L.
tratadas con 500 uM de AIClI;.

e A nivel intracelular, la modificacion en el medio de cultivo con la fuente

nitrogenada disminuy6 el contenido de AI** en las células de C. arabica L.

e La modificacion en la fuente nitrogenada en los medios de cultivo no afecto el
contenido de nitratos en las suspensiones celulares de C. arabica L. tratadas con
AICls.
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6.2 PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en el presente trabajo constituyen a los primeros reportes en el
estudio de la fuente de N y las suspensiones celulares de C. arabica, por lo tanto, se

plantean las siguientes perspectivas:

o Realizar evaluaciones a tiempos cortos (minutos, horas) sobre el efecto de la
toxicidad por Al en suspensiones celulares de C. arabica L., caracterizando con

diferentes fuentes de N.

o Estudiar y caracterizar proteinas transportadoras especificas tanto para Al como
para N, relacionadas con la asimilacion y el efecto de la fuente nitrogenada y la

toxicidad por Al en el modelo de suspensiones celulares de C. arabica L.
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Anexo |. Determinacion de la actividad de la Nitrato Reductasa

Extraccién proteica

10.

11.

12.

13.

14.

Congelar con N liquido células de 14 dias de cultivo.

Macerar con un mortero de porcelana y pistilo amortiguador de extraccion hasta

obtener un polvo fino.

Anadir amortiguador de extraccién (Tris-HCI 50 mM pH 7.4, NaCl 50 Mm, EGTA
1 mM, sacarosa 250 mM, glicerol 10% v/v, NasP207 10 mM, NazV040.2 mM, DDT
0.5 M, PMSF 1 mM), en una relaciéon de 2 mL por 1 gramo de peso fresco de

células

Homogenizar con un politrén durante un minuto en bafio de hielo.
Centrifugar a 20100 xg por 30 minutos a 4°C.

Tomar el sobrenadante.

Cuantificar la concentracion proteica por el método de Bradford (1976).
Tomar 75 ug de proteina a partir del extracto.

Anadir la mezcla de reaccién (1.3 mL Tris HCI 0.05 M pH 7.5, 0.2 mL KNO3 0.02

M pH 7.2) y el extracto proteico total en tubos de ensayo.
Preincubar a 30°C por 2 minutos.

Anadir 0.2 mL de NADH 0.003 M para iniciar la reaccion.
Incubar a 30°C durante 10 minutos

Detener la reaccion afiadiendo 1 mL de Sulfanilamida al 1% (m/v) y 1 mL de N-

1naftilendiamina al 0.2%.

Dejar reposar por 20 minutos.
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15. Centrifugar a 2500 rpm durante 15 minutos
16. Separar el sobrenadante.
17. Medir en el espectro a 540 nm.

18. Realizar una curva estandar de NaNOzen un rango de 0 a 50 nmol.
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Anexo Il. Curva estandar de NaNO:

Absorbancia (540 nm)

0.7 |

0.0

y= 0.0115x + 0.018
R?= 0.9983

1 1 1 1

20 30 40 50
NaNO, (nmol)

60
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Anexo lll. Localizacion de Al®* intracelular con el fluorocromo Lumogallion
en suspensiones de C. arabica L. de 14 dias de cultivo y tratadas con 100 y
500 pM de AIClI3

1.

10.

11.

Tomar tres alicuotas de 5 mL de las suspensiones celulares de C. arabica L., de

14 dias de cultivo.

Adicionar o no diferentes concentraciones de Al (reactivo comercial a 37 mM en
2% de HNO3; PERKIN-ELMER).

Mantener las muestras en agitacion constante durante 24 horas.
Tomar 1 mL de la muestra y centrifugar a 2000xg por 2 minutos.

Retirar el sobrenadante y adicional 1 mL del medio de cultivo fresco y centrifugar

nuevamente. Realizar tres enjuagues consecutivos de la misma manera.

Agregar 1 mL de lumogallion 1 mM e incubar durante 1 hora en agitacion

constante.

Transcurrido el tiempo realizar de 2 a 3 enjuagues con medio de cultivo fresco y

centrifugando a 2000xg.
Dejar la muestra en medio de cultivo fresco.
Tomar 50 uL de la muestra y colocarla en un portaobjetos.

Observar en el microscopio de epifluorescencia a una longitud de onda de

emision de 580 nm y de exitacion de 500 nm.

Realizar evaluaciones a las 48 y 72 horas de tratamiento con Al.
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Anexos IV. Micrografias de observacion de Al intracelular con lumogallion
en suspensiones celulares de C. arabica L. de 14 dias de cultivo y tratadas
con 100 y 500 uM de Al
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Anexo V. Determinacion de la concentacion de Al libre en suspensiones
celulares de C. arabica L. de 14 dias de cultivo tratadas con 100 y 500 uM de

AICIs.
1.

Tomar tres alicuotas de suspensiones celulares de 14 dias de cultivo de 5 mL

cada una.

Adicionar 0 pM, 100 uM 6 500 uM del reactivo comercial de Al 37 mM (en 2% de

HNO:s) a las suspensiones, segun cada muestra.
Mezclar con la ayuda de vortex e incubar por 24 horas.
Tomar 1200 pL de la muestra y centrifugar a 3000xg por 3 minutos.

Tomar 900 uL del sobrenadante y adicional 100 pL de morin (1 mM), dejando 10

minutos de tiempo de espera entre cada muestra.

Medir inmediatamente en el fluorometro utilizando una celda de cuarzo,
ajustando el equipo a una excitacion de 10 nm, a una emisiéon de 5 nm y a un

tiempo de lectura de 600 segundos.
Realizar mediciones de la misma muestra a las 48 y 72 horas.

Realizar una curva estandar para Al** para cada dia de evaluacion.
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Anexo VI. Curva estandar para la determinaciéon de Al libre en 24 horas de
tratamiento.

Lectura
Excitacion: 10 nm
Emision: 5 nm.

Tiempo de lectura: 600 segundos.

24 Horas
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Anexo VII. Curva estandar para la determinacion de Al libre en 48 horas de
tratamiento.

Lectura
Excitacion: 10 nm
Emision: 5 nm.

Tiempo de lectura: 600 segundos.

48 Horas
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Anexo VIIl. Curva estandar para la determinacion de Al libre en 72 horas de
tratamiento.

Lectura
Excitacion: 10 nm
Emision: 5 nm.

Tiempo de lectura: 600 segundos.

72 Horas
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ANEXOS

Anexo IX. Determinaciéon de la concentraciéon de Al libre en 24, 48 y 72 horas en

suspensiones celulares de C. arabica L. de 14 dias de cultivo, tratadas o no con
100 y 500 pM de Al.

N 24 horas 48 horas 72 horas
Control 0 uM O uM 0OuM

100 uM de Al 34. 4 uM 41.3 uM 39.6 uM

500 uM de Al 204 uM 170 uM 231 uM
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