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RESUMEN

El arroz es considerado uno de los cereales mas tolerantes al estrés inducido por
aluminio (Famoso et al., 2010). Sin embargo, aun no se conocen con claridad los
mecanismos involucrados en dicha tolerancia. Diversos estudios sugieren que la
tolerancia al aluminio parece estar relacionada con la composicion de la pared
celular, especificamente con el contenido de pectinas y el grado de metilacion de
las mismas (Yang et al., 2008). EIl poder identificar un mecanismo asociado a la
tolerancia diferencial observada en los genotipos de arroz, brindaria informacion
gue podria emplearse en la identificacion de variedades cultivables en los suelos
acidos.

Por lo anterior, en este proyecto se evalud la relacion del grado de metilacion de
pectinas de la pared celular en células de la raiz y la tolerancia al aluminio en los
genotipos Azucena y BGI (O.sativa) y OG89 y OG130 (O.glumaepatula). Para ello
se confirmé la tolerancia diferencial entre los genotipos mediante una curva de
respuesta a concentraciones de aluminio de 0 uM y 100 uM y ensayos de tincién
con hematoxilina. Adicionalmente mediante mediciones del didmetro y del tamafio
celular, se evaluaron los cambios potencialmente inducidos por el aluminio en
estos parametros. Finalmente, se prepararon cortes de las raices de las plantas
expuestas al aluminio, y se trataron con un protocolo de inmunofluorescencia con
los anticuerpos JIM5 y JIM7, especificos para evaluar el estado de metilacion de
las pectinas. Usando microscopia confocal se midié la intensidad de la
fluorescencia emitida por los anticuerpos en cada corte y se calculé el grado de
metilacion como el indice relativo de fluorescencia JIM7/JIM5.

Los resultados obtenidos en la curva de respuesta al aluminio confirmaron tanto la
tolerancia de los genotipos Azucena y OG89, como la susceptibilidad de BGI y
0OG130. La tolerancia diferencial de los genotipos también fue ratificada por los
patrones de tincibn con hematoxilina y los cambios observados en el diametro
radicular y el tamafio de las células de la raiz. En cuanto al grado de metilacion de
las pectinas, se observd que los genotipos tolerantes de ambas especies
presentaron un mayor grado de metilacion de pectinas que los genotipos
susceptibles, el cual que parece estar asociado a diferencias constitutivas en la
composicién de la pared celular. Por otro lado, en el genotipo mas susceptible al
aluminio, BGI, se observé desmetilacion de las pectinas en respuesta al aluminio.
Los patrones de metilacion de pectinas coincidieron con los patrones de ligacion
de aluminio a la pared celular observados mediante tincion con hematoxilina.

Nuestros resultados permiten concluir que existe una relacion entre el grado de
metilacion de pectinas y la tolerancia diferencial exhibida por los genotipos
estudiados. Sin embargo, para determinar si efectivamente la metilacion de
pectinas es un mecanismo de tolerancia, es necesario realizar otros experimentos,
evaluando otros parametros.
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Palabras clave: Arroz, tolerancia, hematoxilina, metilacion, pectinas, Oryza sativa,
Oryza glumaepatula, anticuerpos monoclonales.

ABSTRACT

Rice is considered one of the most tolerant cereals to aluminum stress (Famoso et
al., 2010). However, the mechanisms involved in such tolerance are not fully
understood. Several studies have suggested that aluminum tolerance is related to
the cell wall composition, specifically with the pectin content and its degree of
methylation (Yang et al., 2008). The identification of the mechanisms associated to
the differential tolerance observed in rice genotypes, would provide information
valuable for the identification or breeding of rice cultivars for acid soils.

In this project we evaluated whether there is any relationship between the degree
of methylation of cell wall pectins in root cells and the level of aluminum tolerance
observed in the genotypes Azucena and BGI (O. sativa) and OG89 and OG130
(O. glumaepatula). With this aim, the differential aluminum tolerance reported for
the four genotypes was confirmed by exposing them to aluminum (100 uM Al
and by staining their roots with hematoxylin, which revealed the degree of
aluminum ligation to cell walls. Morphological and structural root changes caused
by aluminum stress were estimated by measuring the root diameter and root cell
dimensions. The degree of pectin methylation of root cell walls was assessed by
staining with the specific monoclonal antibodies JIM5 and JIM7.

The results obtained confirmed that Azucena and OG89 are relatively tolerant to
aluminum, while BGI and OG130 are susceptible. The differences in tolerance
seem to be related to the degree of pectin methylation in the root cell walls.

Key words: Rice, tolerance, hematoxylin, methylation, pectins, Oryza sativa,
Oryza glumaepatula, monoclonal antibodies.
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1 INTRODUCCION

El aluminio es uno de los elementos mas téxicos que limita la produccion de
cultivos alrededor del mundo (Horst et al., 2010). Este se encuentra mayormente
concentrado en los suelos acidos, que representan un 40% de la superficie
agricola. Dentro de los cultivos mas afectados en todo el mundo, se encuentra el
arroz, que es una de las fuentes principales de energia y vitamina B para el
consumo humano (FAO, 2004).

Estudios previos han confirmado que el arroz es uno de los cereales mas
tolerantes a la condicion de estrés que supone el aluminio en los suelos acidos
(Famoso et al., 2010). Sin embargo, aun se desconocen los mecanismos
especificos de tolerancia que presenta este cereal. Yang et al., 2008 demostraron
que los cambios en la composicion de la pared celular, especificamente
relacionados con el grado de metilacion de las pectinas, podrian estar
involucrados con la tolerancia diferencial observada entre genotipos de arroz. De
ser cierto lo anterior, se podria establecer si diferentes especies muestran
mecanismos diferenciados a nivel radicular, particularmente a nivel de la pared
celular, lo cual podria emplearse como un test diagndstico de tolerancia aplicable
a la identificacion de variedades aptas para los suelos acidos.

La tolerancia y susceptibilidad en diferentes genotipos se ha visto asociada a un
mayor y un menor grado de metilacion, respectivamente (Yang et al., 2008). Estos
grados de metilacién son evaluados mediante la expresion de JIM7 y JIM5, dos
anticuerpos monoclonales especificos que se unen a las pectinas dependiendo de
su grado de metil-esterificacion. JIM7 une especificamente a las pectinas con un
alto grado de metil-esterificacion mientras que JIM5 se une a las pectinas con un
bajo grado de metilacion (Willats et al., 2000). En diferentes estudios como los de
Eticha et al., 2005, Yang et al., 2008 e incluso en uno mas reciente (Li et al.,
2016), se ha visto que los genotipos tolerantes presentan una mayor expresion de
JIM7 mientras que las susceptibles presentan una mayor expresion de JIM5.

Basado en lo anterior, con este proyecto se busca establecer si efectivamente la
tolerancia diferencial a concentraciones fitotoxicas de aluminio observada entre
genotipos de la especie cultivada Oryza sativa (BGI y Azucena) y la especie
silvestre Oryza glumaepatula (OG130 y OG89) se relaciona con el grado de
metilacion de las pectinas que componen la pared de las células de la raiz. Para
ello se confirmd la tolerancia diferencial de los genotipos mediante una curva de
respuesta y se evalud el grado de metilacion de las pectinas a partir de la
intensidad de la fluorescencia presente en cortes semifinos de las raices de
plantas sometidas a concentraciones contrastantes de aluminio (0 y 100 uM),
tratados con los anticuerpos monoclonales especificos JIM 5 que se une a las
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pectinas con bajo grado de metil-esterificacion y JIM 7, el cual se liga a las
pectinas metil-esterificadas.
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2 DESCRIPCION DEL PROYECTO

2.1 Planteamiento de la pregunta o problema de investigacion y su
justificacion en términos de necesidades y pertinencia

De acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura, el arroz es una fuente muy importante de energia y vitaminas para el
consumo humano (FAO, 2004). Sin embargo, su produccién en Colombia
particularmente en la region de los Llanos Orientales, se ha visto limitada debido a
las altas concentraciones de aluminio presentes en los suelos acidos
caracteristicos de esta zona (Carrefio & Chaparro-giraldo, 2013). Esto hace
necesario el desarrollo de estudios que permitan identificar o desarrollar
variedades tolerantes a este tipo de estrés, lo cual contribuiria al aumento en los
rendimientos de produccion de este cultivo no solo a nivel nacional sino en todo el
mundo ya que los suelos acidos abarcan el 40% de la superficie agricola
(Casierra-posada, 2007).

Aungue se ha demostrado que el arroz es uno de los cultivos més tolerantes al
estrés por aluminio (Famoso et al., 2010), todavia no se conocen en profundidad
todos los mecanismos especificos que contribuyen con la tolerancia observada en
este cereal. De ahi que desarrollar un proyecto que involucre la investigacion de
los posibles mecanismos involucrados en la tolerancia al aluminio resulta
realmente importante.

De acuerdo a estudios recientes como los llevados a cabo por (Yang et al., 2008)
se ha reportado que los efectos dafiinos causados por las concentraciones
fitotoxicas de aluminio, se relacionan principalmente con el ligamiento de este
elemento a la pared celular de las células de la raiz. Este fendbmeno de ligacion
esta relacionado con la composicion de la pared celular, especialmente con el
contenido de pectinas y el grado de metilacion de éstas. Un estudio previo
realizado en arroz indica que este mecanismo podria explicar las diferencias en
tolerancia al aluminio observadas entre genotipos de Oryza sativa L. (Yang et al.,
2008), la especie cultivada de arroz.

Es por lo anterior, que e el problema a tratar en este proyecto de investigacion es
evaluar si las diferencias en la tolerancia al aluminio observadas entre Oryza
sativa L. y la especie silvestre Oryza glumaepatula Steud, se relacionan con una
composicién diferencial de la pared celular, especificamente con el grado de
metilacion de pectinas. Para ello, se utilizaron dos anticuerpos monoclonales
especificos JIM5 y JIM7 disefiados para unirse a las pectinas dependiendo del
grado de metilacion de las mismas, que permitieron evaluar las diferencias entre
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los genotipos de cada especie con tolerancia contrastante a concentraciones
fitotoxicas de aluminio.

Este proyecto proveera informacion sobre un mecanismo estructural propuesto
como posible explicacién para la tolerancia diferencial al aluminio, importante en
la identificacion de variedades cultivables en los suelos acidos tropicales.

2.2 Marco tedrico y estado del arte

2.2.1 Importancia del cultivo de arroz

Los cereales suplen cerca del 56% de la energia y 50% de la proteina que se
consume en el mundo (Cordain, 1999). En la mayoria de paises latinoamericanos,
incluyendo a Colombia, el arroz representa una de las mayores fuentes de
alimento y suple el 20% de las necesidades alimenticias de las poblaciones de
escasos recursos (Zorrilla et al., 2013).

El arroz en conjunto con el maiz y el trigo comprenden aproximadamente el 75%
de la produccion de cereales a nivel mundial (Cordain, 1999). EIl arroz se cultiva
principalmente en Asia, pero también en América, Europa, y algunas partes de
Africa, donde también representa la fuente principal de energia y vitamina B
(Zibaee, 2013).

En Colombia la produccion de arroz es afectada por una serie de factores bioticos
(plagas por insectos, malezas y fitopatbgenos) vy abidticos (alta temperatura,
exposicion a metales toxicos) (FEDEARROZ, 2010), dentro de los cuales las
concentraciones fitotdéxicas de aluminio en los suelos, especialmente en los Llanos
Orientales, limita el crecimiento de este cultivo (Carrefio & Chaparro-giraldo,
2013). Adicionalmente, cabe destacar que esta problematica no es exclusiva en el
territorio colombiano, sino que abarca la mayor parte de la produccion de cultivos
a nivel mundial, ya que cerca del 40% de los suelos arables alrededor del mundo
son acidos (Casierra-posada, 2007).

2.2.2 Oryza glumaepatula

Dentro del género Oryza existen diferentes especies, la mayoria silvestres
(Vaughan et al., 2005). Una de ellas es Oryza glumaepatula Steud., una especie
originaria de Suramérica que se encuentra establecida en diversos ambientes
incluyendo aquellos donde los suelos acidos con altas concentraciones de
aluminio estan presentes, lo que indica su capacidad de soportar este tipo de
estrés (Posso, Llano, Londofio, Lentini, & Ghneim, 2013).
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Estudios sobre tolerancia al aluminio en esta especie se han venido desarrollando
en el Laboratorio de Fisiologia Vegetal de la Universidad Icesi, lograndose
identificar genotipos con tolerancia contrastante que seran utilizados en este
proyecto (OG89 y OG130). Estos estudios previos han permitido establecer las
concentraciones optimas de aluminio para observar una respuesta contrastante, el
tiempo de incubacién 6ptimo y las condiciones de crecimiento mas adecuadas
((Posso et al., 2013), (Tello, 2015))

2.2.3 Aluminio como factor estresante en plantas

El aluminio es el elemento metalico de mayor abundancia en la tierra (Cai et al.,
2011), y se encuentra en la forma Al,O3 en un poco mas del 15% de la superficie
terrestre (Casierra-posada, 2007). Esta forma es insoluble en los suelos, no
participa en los ciclos biogeoquimicos y no representa ningun peligro para las
especies vegetales (Cai et al., 2011). Sin embargo, cuando el pH de los suelos se
torna acido, alcanzando valores por debajo 5.5 (Cai et al., 2011), el aluminio se
solubiliza en los suelos en su forma AI**, resultando en uno de los principales
factores limitantes en la produccién de cultivos a nivel mundial (Horst et al., 2010),
ya que mas del 40% de los suelos usados en agricultura son acidos (Samac &
Tesfaye, 2003).

En su forma Al**, el aluminio llega a ocupar mas de la mitad de los sitios de
intercambio i6nico en el suelo, lo que genera el desplazamiento de los cationes
nutritivos como el magnesio, el calcio y el potasio y da lugar a una disminucion en
la disponibilidad de los nutrientes esenciales para las plantas, generando sintomas
de deficiencias en las mismas (Casierra-posada, 2007). Adicionalmente, la
acumulacion de aluminio en el sistema radicular incrementa la rigidez de la pared
celular mediante el ligamiento a residuos de pectina, lo cual inhibe el relajamiento
de la pared celular requerido para el crecimiento de las raices (Wang et al., 2015).
Esto irrumpe con la dinamica de absorcién de agua y desencadena una serie de
sintomas que afectan el adecuado desarrollo y crecimiento de la planta (Carrefio &
Chaparro-giraldo, 2013).

2.2.4 Sintomas de estrés por aluminio en plantas

Las plantas tienen la capacidad de responder a las diversas condiciones
ambientales que les impone su entorno, mediante modificaciones a nivel
morfoldgico y fisiologico (Villamizar, 2012). Sus estructuras aéreas y subterraneas
son capaces de enfrentar condiciones de estrés tanto bidtico como abiético (Fang
et al., 2013). Sin embargo, algunos cambios en la morfologia debido a estos
factores puede traer desventajas en el desarrollo de las plantas, tales como los
que ocasiona el aluminio en su forma AI** (Carrefio & Chaparro-giraldo, 2013).
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Es importante tener en cuenta, que no todas las especies vegetales presentan el
mismo grado de susceptibilidad frente a este elemento, ya que este también
depende de otras variables como genotipo, las condiciones de crecimiento, la
concentracion del aluminio disuelto en el suelo, y el tiempo de exposicion al mismo
(Carrefio & Chaparro-giraldo, 2013). No obstante, la mayoria de especies
incluyendo el arroz presentan un sintoma clave de toxicidad por aluminio que es la
reduccion del sistema radicular (Alvarez et al., 2012), el cual esta asociado a los
efectos del aluminio sobre la dinamica del intercambio de cationes en la pared
celular, cambios en el potencial de membrana, induccion de estrés oxidativo y
reemplazo de Mg®* y Fe®* en algunas reacciones celulares (Carrefio & Chaparro-
giraldo, 2013).

La reduccion del sistema radicular se ha visto involucrada con la ligacion del
aluminio en la zona distal de transicion (ZDT) de la raiz que se ubica entre los tres
primeros milimetros después del apice (Horst et al., 2010). En un estudio realizado
en maiz, se demostré que aplicar aluminio solo en esta zona inducia la misma
disminucién del crecimiento que si se aplicaba aluminio en 10mm de la raiz (Horst
et al.,, 2010). La reducciéon del crecimiento radicular se asocia a los procesos
celulares que se llevan a cabo en esta zona, en donde las células cambian su
modo mitético y se someten a una fase de rapida elongacién (Sivaguru, Liu, &
Kochian, 2013).

Adicional a la disminucion del crecimiento del sistema radicular se han reportado
otros sintomas como la fragilidad de las raices y un engrosamiento tanto de los
apices como de los pelos radiculares, asi como también un cambio en la
coloracion la cual adquiere un tono marrén (Mossor-Pietraszewska, 2001).

2.2.5 Mecanismos de tolerancia al aluminio en arroz

Los mecanismos asociados a la tolerancia al aluminio identificados en varios
cultivos pueden ser clasificados como internos o externos (Zheng et al., 2005). Los
mecanismos externos consisten en la exclusion del aluminio desde las células de
la raiz e incluyen: 1) la exudacién de acidos organicos y fosfatos, 2) el incremento
de pH en la rizésfera, y 3) la permeabilidad selectiva en la membrana plasmética
para reducir la entrada de los iones AI** al interior de las células (Zheng et al.,
2005). Por otro lado, los mecanismos internos se caracterizan por proveer
resistencia a los iones de aluminio una vez estos han ingresado al citoplasma
celular. El secuestro de iones de aluminio al interior de las vacuolas y la
activacion de procesos metabdlicos en el citosol que hacen frente a estos iones,
son dos de los mecanismos que se incluyen dentro de esta categoria (Zheng et
al., 2005).

Si bien se conoce que el arroz es uno de los cultivos con mayor tolerancia a la
toxicidad por aluminio (Famoso et al., 2010), aun no estan claros los mecanismos
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especificos involucrados en su tolerancia. Aunque los mecanismos anteriormente
mencionados han sido bien documentados en otras especies, estos no han
demostrado ser determinantes en las respuestas de tolerancia en genotipos de
arroz. Sin embargo, en un estudio realizado por (Wang et al., 2015) se mostré que
los genotipos susceptibles de arroz tienen un mayor porcentaje de pectinas y
posiblemente una mayor proporcion de pectinas no metiladas que contribuyen a
una mayor ligacion del aluminio a la raiz como lo indica (Eticha et al., 2005) . Esto
coincide con un trabajo realizado por (Yang et al., 2008) en el cual se indica que
diferencias en el grado de metilacion de las pectinas de la pared celular esta
asociado con el grado de tolerancia en genotipos de arroz, observandose un
mayor porcentaje de pectinas no metiladas en un genotipo susceptible de arroz.
Esto indica que dinamicas en la composicién diferencial de la pared celular entre
genotipos de arroz, suponen un mecanismo de tolerancia clave en este cereal.

2.2.6 Papel de la pared celular en la tolerancia al aluminio

La pared celular es la primera estructura de las raices en tener contacto con el
aluminio, de manera que es alli donde ocurren los primeros cambios que
posteriormente se reflejan en la disminucion de la elongacién longitudinal de las
raices (Souza, Cambraia, & Ribeiro, 2016). El aluminio tiende a acumularse en
esta estructura alterando la viscosidad y elasticidad requeridas para que el
proceso de extension se lleve a cabo con normalidad. Esto se debe a que la
acumulacion de este elemento interfiere con el recambio adecuado de los
componentes necesarios para el mantenimiento de la rigidez éptima de la pared
celular (Ma, Shen, Nagao, & Tanimoto, 2004).

La union del aluminio a la pared celular ocasiona un endurecimiento de la misma
que se asocia al desbalance iénico de calcio y la produccién de callosa que
engrosa la pared celular (Jones et al.,, 2006), e inhibe el intercambio de
componentes celulares entre células adyacentes (Panda, Baluska, & Matsumoto,
2009).

El aluminio se une principalmente a los grupos carboxilos cargados negativamente
presentes en la matriz péctica de la pared celular; la carga negativa de las
pectinas depende del grado de metilesterificacion de las mismas, que puede ser
modificado por la actividad de la pectin-metilesterasa (PME) (Pelloux et al., 2007).
El grado de metilesterificacion determina la cantidad de aluminio que se puede
unir a estas (Eticha et al., 2005). Adicionalmente, la desmetil-esterificacién de las
pectinas puede dar lugar a la formacién de las “egg-box”, que son estructuras
formadas a partir de enlaces de Ca®" , que favorecen la gelatinizacién de las
pectinas y la degradacion de las mismas, dando lugar a la alteracion de la rigidez y
la textura de la pared celular (Pelloux et al., 2007).
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En algunos estudios se ha demostrado la importancia de las pectinas en la
tolerancia al aluminio, se ha observado que genotipos de especies tolerantes al
aluminio presentan un menor contenido de pectinas y un mayor grado de
metilesterificacion de las mismas, lo que parece influir en la exclusién del aluminio,
pues al estar metiladas, el aluminio es incapaz de unirse a los grupos carboxilos y
por tanto no causar efectos fitotoxicos en las plantas ((Yang et al., 2008), (Eticha
et al., 2005)).

2.2.7 Metilacion de Pectinas

La pared celular vegetal es una compleja estructura macromolecular compuesta
por polisacéridos, proteinas, compuestos aromaticos y alifaticos, cuya funcion
radica principalmente en la proteccién celular (Marcus, Vale, Knox, Shewry, &
Tosi, 2015).

Entre los polisacaridos se encuentran las pectinas, que comprenden diversos tipos
estructurales de polisacaridos, dentro de los cuales se incluyen los
homogalacturanos, xylogalacturanos, apiogalacturanos y rhamnogalacturanos
(Hosmer & Mohnen, 2009). Estos polisacaridos, constituyen gran parte de la
matriz de la pared celular y el espacio intercelular entre estas. En dicotiledoneas
las pectinas representan aproximadamente el 30% de los componentes de la
pared celular, mientras que en monocotiledéneas de la familia Poaceae
representan el 10% (Hosmer & Mohnen, 2009).

En estudios realizados por (Wang et al., 2015), se ha propuesto que la metilacién
de las pectinas puede ser un mecanismo importante de tolerancia al aluminio en
especies de arroz, ya que el grado de metilacién y la ligacion de aluminio a estos
polisacaridos varia en gran medida entre los genotipos con tolerancia diferencial.
En general se ha reportado que los genotipos susceptibles tienen una mayor
proporcion de pectinas no metiladas en comparacion con los genotipos tolerantes
((vang et al., 2008), (Li et al., 2016)).

El grado de metilacion esta relacionado con la disponibilidad de grupos carboxilos
cargados negativamente, a los cuales el catién AI** es atraido y se une con mayor
facilidad (Yang et al.,, 2008). Sin embargo, las pectinas no son los Unicos
componentes de la pared celular a los cuales se liga el aluminio, ya que se ha
reportado en otras especies que el 45% del aluminio absorbido se liga a las
hemicelulosas, mientras que solo el 20% se liga a las pectinas (Yang, Zhu, Peng,
etal., 2011).

Adicionalmente, el grado de metilacion de las pectinas se ha visto asociado a
distintos procesos de proteccién de la planta frente a diversos factores como el
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ataque a patdégenos, la sequia y el frio. En un estudio realizado por (Lionetti,
Bellincampi, & Cervone, 2012), se identific6 que la de-esterificacion de las
pectinas mediada por PME aumenta la susceptibilidad de la pared celular al
ataque por patégenos. También, se ha documentado que las pectinas presentes
en las paredes celulares Tipo | y el grado de metilacion de las mismas son un
elemento clave en el estatus hidrico de la matriz péctica durante el estrés
generado en condiciones de sequia. Adicionalmente en estudios realizados bajo
condiciones de frio, se ha encontrado que las especies mas tolerantes responden
a esta condicion con un aumento en el contenido de pectinas, especialmente de
xilogalacturanos y homogalacturanos, presentandose un mayor grado de
esterificacion en esta ultima (Gall et al., 2015) .

Los estudios de metilacién de pectinas no so6lo se han realizado en arroz, sino en
otro tipo de cereales como el maiz y el trigo. En estos estudios se ha demostrado
tanto el grado de metilacion de pectinas como su relacion con otros componentes
asociados a la pared celular. Por ejemplo en un estudio realizado en maiz se
encontré que el genotipo susceptible Lixis, no sélo presentd mayor contenido de
pectinas en la zona de transicion distal sino también un bajo grado de
metilesterificacion lo que da lugar a una carga negativa que promueve un mayor
grado de unién de AI** a la pared celular; adicional a ello, se observé una mayor
sintesis de callosa en este cultivar, que se asocia a la sensibilidad al aluminio
(Eticha et al., 2005).

En un estudio realizado por Ye et al., 2011 en dos genotipos de trigo con
tolerancia diferencial, se comprobd el efecto negativo del aluminio sobre la
elongacion de la raiz, el cual se relaciona con la composicion quimica diferencial
en los apices radicales inducida por el efecto fitotoxico de aluminio. Estudios
adicionales se han realizado en arroz, no sélo para identificar el mecanismo de
tolerancia sino para evaluar la heredabilidad del mismo, Chang et al.,, 2015
demostraron que la subespecie japonica es tolerante al aluminio y la Indica
susceptible. Sin embargo los hibridos entre variedades de estas subespecies
heredan la caracteristica susceptible de la variedad indica.

2.2.8 Anticuerpos para componentes especificos de la pared celular

Los anticuerpos monoclonales se obtienen de un hibridoma generado a partir de la
fusibn de wuna célula inmune especifica y wuna célula cancerigena.
Esta célula hibrida se divide indefinidamente de manera que cada una de las
células producidas son clones que secretan el anticuerpo especifico (Pandey,
2010).

Se han descrito diferentes marcadores para los distintos componentes de la pared

celular, los cuales han permitido el desarrollo de varios estudios relacionados con
las dinamicas de la pared celular, frente a diversos factores, en diferentes
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especies y genotipos de las mismas (Marcus et al., 2015) . En estudios donde se
ha evaluado el grado de metilacion de pectinas, utilizan JIM5 y JIM7, dos
anticuerpos monoclonales especificos que se unen a pectinas con bajo grado de
metil-esterificacion y pectinas altamente esterificadas, respectivamente (Yang et
al., 2008).

Tanto JIM5 como JIM7 vy el anticuerpo secundario Goat IgG anti-Rat conjugado
con fluoresceina de isotiocianato seran utilizados en este proyecto, pues
permitirdn evaluar el grado de metilaciéon de las pectinas en los genotipos de arroz
con tolerancia diferencial al aluminio. Sin embargo, se debe tener en cuenta que
estos anticuerpos no pueden brindar informacién especifica acerca de la
distribucion espacial de las pectinas ni del desarrollo del estado de
metilesterificacion (W. Willats & Knox, 2003).

2.2.9 Inmunofluorescencia como herramienta para el estudio de la
tolerancia al aluminio

La inmunofluorescencia es una técnica de marcaje en la cual se emplean
anticuerpos conjugados con moléculas fluorescentes, las cuales permiten
identificar la presencia de algin proceso especifico mediante la union de los
anticuerpos, ya sea de manera directa o indirecta, a los antigenos o moléculas de
interés (Robinson, Bs, & Kumar, 2009). Generalmente en esta técnica, los
anticuerpos estan conjugados quimicamente a moléculas fluorescentes como la
fluoresceina de isotiocianato (FITC), de manera que al unirse a la molécula de
interés se puede identificar su ubicacion mediante la deteccion de la fluorescencia
(Costa & Plazanet, 2016). Esta técnica es muy usada en estudios de la pared
celular debido a que permite ver en detalle su microestructura ademas de localizar
polimeros especificos en diferentes partes del tejido (Costa & Plazanet, 2016).

En el estudio llevado a cabo por (Yang et al., 2008), se realizé un proceso de
inmunofluorescencia indirecta en donde se utilizaron los anticuerpos monoclonales
primarios JIM5 y JIM7, y el anticuerpo secundario anti-rat IgG conjugado con
FITC, con el fin de evaluar la relacién entre el grado de metilacion de las pectinas
y la tolerancia diferencial entre genotipos de arroz, ya que tanto JIM5 como JIM7
son anticuerpos especificos para las pectinas de la pared celular (Yang et al.,
2008).

2.2.10 Tincion de hematoxilina para la evaluacion de tolerancia al aluminio

La hematoxilina es un compuesto que se obtiene de la especie arborea
Haematoxylum campechianum, conocida comunmente como palo de Campeche.
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Este compuesto ha sido ampliamente utilizado en el desarrollo de estudios
histopatologicos e histoquimicos gracias a la capacidad de tefiir diferentes tejidos
mediante la union a distintas moléculas (Avwioro, 2011) .

Este compuesto es utilizado para evaluar el grado de tolerancia de las especies
vegetales al aluminio. La hematoxilina tiene la capacidad de unirse al aluminio y
formar un complejo que se torna de color azul, lo que permite evaluar la
penetracion y retencion de este metal en los tejidos. Asi mismo, la intensidad de la
tincién sirve como un indicador directo del grado de tolerancia, pues a mayor
intensidad de la tincibn mayor es la presencia de aluminio en los tejidos; siendo
esto una caracteristica comun en variedades susceptibles a este elemento
(Cancado et al., 1999).

2.2.11 Microscopia epifluorescente y confocal en estudios de
Inmunofluorescencia

Para la deteccion de la presencia de moléculas fluorescentes en tejidos, se
pueden utilizar técnicas de microscopia, que involucran el uso de microscopios
especializados como el de fluorescencia y el confocal (Spring, 2003).

El microscopio de fluorescencia puede revelar la presencia de una Unica molécula
fluorescente a partir de un proceso que involucra la excitacion de la muestra con la
longitud de onda requerida y la separacion de las fluorescencias emitidas. No
obstante, a pesar de que las moléculas fluorescentes se pueden detectar con gran
facilidad por debajo del limite de difraccion del objeto, este microscopio no pude
proporcionar una resolucién espacial por debajo de este limite (Spring, 2003).

A diferencia del microscopio de fluorescencia, el microscopio confocal crea
imagenes espaciales muy detalladas de la muestra en observacion, que no se
pueden distinguir nitidamente en otro tipo de microscopio (Semwogerere & Weeks,
2005). Adicionalmente, en el confocal, es posible cuantificar la sefial de
fluorescencia y asociar las diferencias en emisibn al proceso en estudio
(Semwogerere & Weeks, 2005).
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2.3 OBJETIVOS

2.3.1 Objetivo General
Establecer si la tolerancia diferencial a concentraciones fitotoxicas de aluminio
observada entre genotipos (BGI 9311 y Azucena) de Oryza sativa y (OG130 y
0G89) Oryza glumaepatula se relaciona con el grado de metilacion de las pectinas
que componen la pared de las células de la raiz.

2.3.2 Objetivos Especificos

Confirmar la tolerancia diferencial y de crecimiento en las especies Oryza
sativa y Oryza glumaepatula.

Indicadores:

» Reduccion del crecimiento del sistema radicular en las plantas
sometidas a estrés por aluminio.

» Tincidn observable con hematoxilina.

» Alteracion de los patrones de extension celular.

Optimizar un protocolo de inmunofluorescencia con anticuerpos especificos
(JIM 5y JIM 7) para la identificacion del grado de metilacion de pectinas.

Indicadores:

» Protocolo en el cual se definan las condiciones, pasos y reactivos para
la ligacién de los anticuerpos en los tejidos del sistema radicular.

» Tincién observable de las raices sometidas a tratamiento de aluminio y
control.

Evaluar el grado de metilacion de pectinas en las paredes de las células
radicales de los genotipos susceptibles (OG89 y BGI 9311) y tolerantes
(OG130 y Azucena) al aluminio, mediante ensayos de inmunofluorescencia.

Indicador: Observacion de la presencia de los anticuerpos monoclonales
en los cortes de raices mediante microscopia confocal.

Identificar si las diferencias en tolerancia a concentraciones fitotoxicas de
aluminio se relacionan con el grado de metilacién de pectinas en la pared
celular de las células de la raiz.

Indicador: Observacion de la intensidad de la fluorescencia y comparacion

de la misma entre las raices de los genotipos tolerantes (Azucena y OG89)
y susceptibles (BGI 9311y OG130).
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2.4 METODOLOGIA PROPUESTA

2.4.1 Material vegetal

Se usaron semillas de dos genotipos de Oryza glumaepatula con niveles de
tolerancia contrastante al aluminio (OG89, tolerante y OG130, susceptible),
previamente identificados por (Posso et al., 2013). De igual manera se escogieron
semillas de genotipos con tolerancia contrastante de la especie Oryza sativa
(Azucena, tolerante y BGI9311, susceptible) (Famoso et al., 2010). Estas semillas
se obtuvieron de la coleccién Oryza existente en la Universidad Icesi.

2.4.2 Esterilizacion

Por cada genotipo se seleccionaron 30 semillas y se esterilizaron con protocolos
especificos dependiendo de la especie, para garantizar un buen porcentaje de
germinacion.

Las semillas de O. glumaepatula se expusieron a un choque térmico de 50°C
durante 24h previo al proceso de esterilizacion. Pasadas las 24 horas las semillas
se escarificaron y se pusieron en tubos de ensayo en grupos de a 6. Una vez
escarificadas se inici6 el proceso de esterilizacion con el siguiente protocolo:

1. Lavado con agua estéril durante 3 minutos.

2. Lavado con nistatina (150 pl/ 100 ml) durante 10 minutos.

3. Lavado con solucién desinfectante (4ml hipoclorito de sodio 1%, 1 pellet de
hidroxido de sodio, 3g de cloruro de sodio, en 100 ml de agua estéril).

4. Lavado con hipoclorito de sodio 1% durante 20 minutos.

5. Breve lavado con agua estéril.

Paralelo al proceso de esterilizacion de las semillas de O. glumaepatula se realiz6
el protocolo de esterilizacion para las semillas de O. sativa, el cual consistio en la
transferencia de las semillas a dos Erlenmeyer con magnetos, a los cuales se
adicionaron 50 ml de hipoclorito de sodio al 2,5%. Los Erlenmeyer se pusieron en
una plancha de calentamiento con agitacién constante y una temperatura
promedio de 37°C, durante 30 minutos. Posterior a ello se realizaron 3 lavados,
cada uno de 5 minutos, con agua estéril autoclavada.

Una vez terminado el proceso de esterilizacién, las semillas se colocaron sobre
algodon humedo en cajas Petri autoclavadas. Las cajas se envolvieron en
aluminio y se incubaron  en un horno a una temperatura de 37°C. Se dejaron en
estas condiciones durante 3 dias para dar promover la germinacion. Finalmente,
una vez germinadas, las plantulas se expusieron a la luz para promover la sintesis
de clorofila.
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Es importante resaltar que la esterilizacion se realizé al interior de la cabina de
flujo laminar para garantizar mayor esterilidad en el proceso.

2.4.3 Montaje experimental

Las plantas se cultivaron en condiciones hidropdnicas. Después de la germinacion
y una vez las plantulas desarrollaron la raiz principal, fueron colocadas en una
base de foami e introducidas en beakers de vidrio con solucion nutritiva Kimura B
durante dos dias, en los cuales se cambidé gradualmente el pH antes de
transferirlas a los tratamientos a pH 4.0.

Completados los dos dias, 10 plantulas de cada genotipo fueron transferidas al
tratamiento de estrés por aluminio (100 uM) en solucién Kimura B pH 4.0 y otras
10 al control con Solucién Kimura B pH 4.0 durante 5 dias. La distribucion de las
plantas en los tratamientos se realizO de manera aleatoria. Es importante resaltar
la seleccion de la concentracion de aluminio de 100 uM se bas6 en estudios
previos realizados en el laboratorio de fisiologia vegetal de la Universidad Icesi
((Tello, 2015) (Posso et al., 2013)). Esta concentracion permite observar la
tolerancia diferencial entre genotipos (Tello, 2015).

Durante la exposicion a los tratamientos, las plantas estuvieron bajo condiciones
controladas de luz (12 horas luz/oscuridad), temperatura (entre 30°C y 32°C) y pH
(4.0).

2.4.4 Medicién del crecimiento de laraiz

La construccion de una curva de respuesta que se realizé previamente al inicio de
este trabajo de grado, permiti6 establecer que 5 dias de exposiciéon de las
plantulas, a concentraciones fitotéxicas de aluminio son suficientes para observar
la tolerancia diferencial en cada uno de ellos y por tanto evaluar la respuesta de
metilacion.

La curva de respuesta fue realizada por Posso y colaboradores (2017) en el
Laboratorio de Fisiologia Vegetal. Como estudiante tesista participé en su
construccion y el andlisis de imagenes digitales. Para la construccion de la curva,
se fotografi6 el sistema radicular de las plantas antes de exponerlas a los
tratamientos; registro que se tomO como dia O para el analisis posterior.
Nuevamente se tomaron fotografias de las plantulas cada 5 dias hasta el dia 20
después de haber sido expuestas a los tratamientos. A fin de observar cambios
en el crecimiento de las raices, se analizaron las imagenes mediante el software
Rootreader2D v.4.3.2 (Clarck & Kochian, 2006) , que permitio medir la longitud del
sistema radicular que segun Posso et al, 2013 es el parametro 6ptimo para
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observar las diferencias del crecimiento radicular entre los genotipos tolerantes y
susceptibles de las dos especies en estudio.

2.4.5 Protocolo detincion con hematoxilina

Una vez establecido el tiempo de exposicion éptimo al aluminio para observar
diferencias en la respuesta de los genotipos, se procedio a establecer un segundo
experimento para evaluar la respuesta a nivel de ligacién de aluminio (tincion con
hematoxilina), cambios en el grado de metilacion de pectina (JIM5 y JIM7), y
cambios en el didmetro y volumen celular. En este experimento, las plantulas de
cada genotipo fueron sometidas a un tratamiento de estrés por aluminio (100 puM)
en solucion Kimura B pH 4.0 y otras 10 al control con Solucién Kimura B pH 4.0
durante 5 dias, siguiendo los pasos indicados en la seccién 2.4.3.

Las raices de las plantulas fueron tefiidas con hematoxilina, para establecer de
manera cualitativa si las diferencias en el grado de tolerancia al aluminio exhibida
por Azucena,0G89, BGI9311 y OG130, se relacionan con diferencias en la
ligacién de aluminio a los tejidos de estos genotipos.

Una vez se completaron los 5 dias del tratamiento se seleccionaron 5 raices de
cada genotipo por tratamiento, las cuales se tifieron teniendo en cuenta el
protocolo estandarizado por Posso, 2013.

Cada raiz seleccionada fue cortada a 2cm desde el apice de la raiz, estos
fragmentos se lavaron en tubos Falcon con 25 ml de agua destilada con agitacion
continua durante 15 minutos. Luego las raices se secaron empleando Kimwipes y
se tifieron sobre cajas Petri con una solucion de hematoxilina (0,2% (p/v) y loduro
de potasio (0,02% (p/v) por 20 min.

Completado el proceso de tincion, las raices se lavaron con 35 ml de agua
destilada con agitacion continua durante 15 min y se observaron bajo un
estereoscopio acoplado a una camara Nikon SM28000, y se fotografiaron
haciendo uso del Software Nis elements BR.

Una vez fotografiada las raices, se realizaron cortes semifinos a mano en los
primeros tres milimetros sobre el apice, seccion de la raiz correspondiente a la
zona distal de transicion, con el fin de observar los patrones de tincion interna en
cada uno de los genotipos. Los cortes se observaron bajo el microscopio Nikon
Eclipse 55i trinocular en condiciones de luz blanca, y se fotografiaron mediante el
software Nis elements F v.3.2.

2.4.6 Fijacion de las raices para analisis de inmunofluorescencia
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Cinco raices de cada genotipo fueron seleccionadas y seccionadas manualmente
en fragmentos de 2,5 cm de longitud. Los segmentos se almacenaron en solucion
fijadora. La solucion fijadora se prepard segun las concentraciones indicadas por
Yang et al., 2008: paraformaldehido al 4% en PIPES 50 mM, sulfato de magnesio
(MgS0O4) 5mM, EGTA a pH 6.9, en agua destilada.

Con estos segmentos se realizaron cortes semifinos a mano que posteriormente
fueron tratados con el protocolo de inmunofluorescencia. Los cortes semifinos se
realizaron a mano alzada sobre una caja Petri de vidrio haciendo uso de cuchillas
Minora y bajo la observacion de la raiz en un estereoscopio. Para asegurar que
los cortes se realizaban en la zona de los tres milimetros después del pice, se
pegd con cinta debajo de la caja Petri un cm? de papel milimetrado; de manera
que al observar por el estereoscopio, se pudiera determinar con mayor precision el
grosor de los cortes.

Con ayuda de un pincel niumero 000, se trasladaron los cortes desde la caja de
Petri a los pozos de una placa ELISA, que contenian 20 ul de solucion fijadora.
Cada pozo tenia asignada la nomenclatura (genotipo y concentracion) y el
anticuerpo con el cual se tratarian los cortes de cada pozo. La distribucion de los
cortes para una misma concentracion y genotipo se realizé de manera aleatoria.

Los cortes se dejaron 24 horas en solucion de fijacion a 4°C antes de ser tratados
con el protocolo de inmunofluorescencia.

2.4.7 Protocolo de Inmunofluorescencia

Los cortes realizados previamente y contenidos en solucién de fijacién se trataron
con un protocolo de tinciébn con anticuerpos basado en el trabajo de Yang et al.,
2008. Los cortes contenidos en la placa de ELISA con solucién fijadora, se lavaron
después de 24 h con 30 pl de buffer fosfato salino (10X pH 7.4) o PBS (por sus
siglas en inglés) durante 3 minutos. Después de este tiempo, los cortes se
trasladaron de los pozos a portaobjetos con ayuda de una micropipeta de 200 pl.
Usando una micropipeta de 2.5 ul se retird0 cuidadosamente el exceso de PBS,
procurando que los cortes no se deshidrataran.

Con el fin de bloquear uniones inespecificas de los anticuerpos se agregaron 30 pl
de albumina sérica bovina al 0,2% en PBS (10X pH 7.4) vy se esperd por 30
minutos. Nuevamente se retird el exceso de solucion con ayuda de la micropipeta
de 2.5 ul. Luego se inicio el proceso de incubacién por 2h con los anticuerpos
primarios JIM5 y JIM7. Para ello se agregdé a cada placa 30 ul de anticuerpo
diluido 1:10 en albumina sérica bovina 0,2% en PBS (10X pH 7.4). Este proceso
de incubacion se llevé a cabo a temperatura ambiente y oscuridad. Culminado el
periodo de incubacion, se retir6 el exceso de anticuerpo primario realizando 3
lavados de 5 minutos con PBS (10X pH 7.4); en cada lavado se agregaron 30 pl

27



de PBS y se retir6 el exceso del mismo. Luego se adicionaron 30 ul de
anticuerpo secundario (anti-rat IgG conjugado con fluoresceina de isotiocianato)
diluido 1:50 en albumina sérica bovina 0,2% en PBS (10X pH 7.4). La incubacién
se llevd a cabo por dos horas a 37°C. Es importante resaltar que este proceso se
debe realizar en incubadora para garantizar su eficacia.

Finalmente se realizaron tres lavados con PBS (10X pH 7.4) durante 5 minutos y
se retir0 el exceso. Para realizar el montaje se adicionaron 20 ul de una solucion
50:50 PBS/ Solucion fijadora en los portaobjetos y se pusieron los cubreobjetos.
Para evitar el secado de los cortes se sell6 el cubreobjetos con una capa doble de
esmalte transparente.

Los anticuerpos primarios JIM5, JIM7 y el secundario que se utilizaron en este
proyecto se obtuvieron del Complex Carbohydrate Research Center de la
Universidad de Georgia mediante el servicio Carbosurce que ahi se ofrece
(University of Georgia, 2016).

Con la finalidad de corregir la autofluorescencia de los tejidos radiculares se
incluyé un control de tincién, para lo cual cortes obtenidos de las plantulas
sometidas a los distintos tratamientos fueron procesados empleando el mismo
proceso de tincidn pero sin incubarlos en presencia de JIM5 o JIM7.

2.4.8 Preparacion de tejidos para observacién en microscopio confocal

Después de realizar el montaje de las muestras tratadas con los anticuerpos, se
realizé una observacion inicial en el microscopio Nikon Eclipse 55i trinocular con
contraste de fase de fluorescencia que dispone la Universidad Icesi, con el fin de
comprobar la emision de fluorescencia. Posteriormente, los montajes se llevaron a
la Universidad del Valle sede San Fernando y se observaron en el microscopio
confocal (LSM 700). Haciendo uso del software Zen 2009 se tomaron las fotos de
los cortes con las siguientes condiciones:

Tabla 1. Condiciones requeridas para la visualizacion éptima de los cortes en el
microscopio confocal.

Parametro Valor
Laser 488nm
Diafragma de punto 350.8
Ganancia( Master) 726
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Ganancia de compensacion 0

Ganancia digital 1.2

Velocidad 1

2.4.9 Medicion del tamafo celular y diametro de la raiz

Para evaluar alteraciones del aluminio en la extension de la pared celular, se midio
el didmetro de las raices y el tamafo celular en la region del cértex (Anexo 1).
Para ello, las fotografias obtenidas previamente se analizaron con el programa
ImageJ (Schneider, Rasband, & Eliceiri, 2012) delimitando de manera circular el
area de cada célula (Figura 1-A). En el caso de células irregulares se utilizé la
herramienta de seleccion manual para delimitar el area. Se utilizaron 10 imagenes
corresspondientes a cada accesion en cada uno de los tratamientos (control y 100
uM APPY).

En cada imagen analizada, se seleccionaron 5 raices y se midi6 la longitud

transversal de las mismas (Figura 1-B). Se analizaron 10 imagenes para cada
accesion en cada tratamiento para los dias 0 y 5 de exposicion a los tratamientos.
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Figura 1.Tratamiento de las imagenes para el calculo del area y diametro
celular. Con ayuda de la herramienta de seleccion circular del programa ImageJ,
se midi6 el area de cada célula en el cortex de la raiz (A). El didmetro se
cuantificé delimitando la longitud transversal de la raiz (B).

2.4.10 Medicién de la intensidad de fluorescencia

Para comparar el grado de metilacion de pectinas en la pared celular de las
células de la raiz, se midi6 la intensidad de la fluorescencia emitida por los
anticuerpos mediante el analisis de las fotografias obtenidas en el microscopio
confocal. Este andlisis se realizO con el programa Nis Elements BR (Nikon
Corporation, 2014).

En cada fotografia se tomaron 5 medidas de fluorescencia, a partir de areas
seleccionadas en la region del cortex de la raiz (Figura 2). Para cada genotipo
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se analizaron 5 imagenes por tratamiento y anticuerpo especifico (JIM5, JIM7) y
los controles (cortes de cada tratamiento sometido al proceso de tincion sin JIM5 o
JIM7).
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Figura 2. Seleccion de areas para mediciéon de la intensidad. Se realizaron 5
rectangulos en el cortex y se midi6 la intensidad en el area delimitada por estos.

2.4.11 Disefo experimental y analisis estadisticos

Se realiz6 un disefio factorial de 2 factores: genotipo y concentracion de aluminio,
con 4 y 2 niveles, respectivamente. Para cada nivel de tratamiento se tomaron
medidas repetidas en dos ocasiones (0 y 5 dias de exposicion a los tratamientos).
Para el analisis del crecimiento de las raices se evaluaron 10 réplicas, mientras
que el analisis histolégico con hematoxilina y los anticuerpos se consideraron 5
réplicas.
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Los analisis estadisticos fueron realizados con el programa Minitab 17.1.0.
(Minitab Inc., n.d.)

Previo a los analisis estadisticos, las respuestas de crecimiento radicular fueron
normalizadas con respecto al dia 0, para cada plantula en cada tratamiento con el
fin de eliminar las diferencias iniciales exhibidas en el desarrollo radicular, como se
muestra a continuacion:

Longitud dia x

Normalizacién =
Longitud dia 0

La existencia de diferencias significativas en la respuesta de crecimiento de raices
en los tratamientos de aluminio se evalué mediante una prueba T para datos
pareados, dado que cumplieron con los supuestos de normalidad y homogeneidad
de varianzas. Los datos de intensidad de fluorescencia cumplieron con los
supuestos de normalidad y se evalud la existencia de diferencias significativas en
las respuestas de los distintos genotipos bajo los diferentes tratamientos,
mediante un modelo lineal general y prueba de comparacién de Tukey.

Los valores del diametro de raices no cumplieron con el supuesto de normalidad,
por tanto se ajustaron mediante una transformacion de Johnson Posteriormente,
se analizaron con un modelo lineal general y pruebas de comparacion de Tukey
para establecer la existencia de diferencias significativas. Los datos del tamafio
celular no cumplieron con el supuesto de homogeneidad de varianza, por lo que
las diferencias entre los datos se evaluaron mediante la prueba no paramétrica
Kruskall-Wallis.

2.4.12 Matriz de marco légico

Tabla 2. Matriz de marco légico

Evaluacion de larelacidon entre el grado de metilacion de pectinas de la
pared celular en células de laraiz y la tolerancia al aluminio en genotipos de
las especies de arroz Oryza sativa y Oryza glumaepatula

Objetivo General: Establecer si la tolerancia diferencial a concentraciones
fitotoxicas de aluminio observada entre genotipos de Oryza sativa y Oryza
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glumaepatula se relaciona con el grado de metilacién de

componen la pared de las células de la raiz.

las pectinas que

Objetivos Actividades Indicadores Supuestos
especificos:
Confirmar la | Seleccion, esterilizacion | Reduccion del | Contar con el
tolerancia y germinacion de | crecimiento del | material vegetal
diferencial de | semillas. sistema requerido.
crecimiento en las radicular  en
especies  Oryza | Toma de medidas | las plantas | Disponibilidad del
sativa y Oryza | radiculares antes vy |sometidas a | material para la
glumaepatula. después de la | estrés por | elaboracion  de
exposicion al estres. aluminio. los cultivos
hidroponicos.
Preparacion de cultivos | Incremento en
hidroponicos. el numero de | Contar con
pelos elementos de
Traspaso de las | radicales. medicion de
plantulas a los cultivos longitudes.
hidroponicos y
exposicion a
tratamiento durante 3
dias.
Tratar las raices con
una solucion fijadora.
Obtener cortes de las
raices y exponerlos a un
protocolo de
inmunofluorescencia.
Optimizar un | Realizar una busqueda | Protocolo en el | Disponibilidad de
protocolo de | bibliografica sobre | cudl se definan | los reactivos y los

inmunofluorescenc
ia con anticuerpos
especificos (JIM 5
y JIM 7) para la

identificacion  del
grado de
metilacion de
pectinas.

diferentes protocolos de

inmunofluorescencia
especificos para la
identificacion del grado
de metilacion de
pectinas.

Germinacioén de
semillas de los

genotipos de la especie

las
condiciones,
pasos y
reactivos para
la ligacion de
los anticuerpos
en los tejidos
del sistema
radicular.

anticuerpos
requeridos en el
protocolo.

Viabilidad de
anticuerpos.

los

Obtencion de los
cortes ultrafinos
de las raices.
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Oryza sativa y Oryza
glumaepatula.

Someter las raices de
las plantas a los pasos

Tincion
observable de
las raices

sometidas a
tratamiento de

Contar con la
disponibilidad de
la persona
encargada de

propuestos en el | aluminio y | realizar los cortes

protocolo. control. ultrafinos.

Ajustar inconsistencias Contar con el

en el protocolo para su material vegetal

optimizacion. requerido.
Evaluar el grado | Someter las raices a | Observacion Disponibilidad vy
de metilacion de | estrés fitotoxico por | de la | buen estado del
pectinas en las | aluminio y condiciones | presencia de | microscopio
paredes de las | control. los anticuerpos | confocal.
células radicales monoclonales
de los genotipos | Obtener los cortes |en los cortes | Buena
susceptibles (89 y | ultrafinos de las raices | de raices | conservacion de
BGI) y tolerantes | tratadas con solucién de | mediante los cortes de
(130 y Azucena) al | fijacion. microscopia raices  tratados
aluminio, mediante confocal. con el protocolo.
ensayos de | Tratar los cortes
inmunofluorescenc | ultrafinos acorde con el
ia. protocolo de

inmunofluorescencia

previamente

estandarizado.

Observar los cortes

tratados con los

anticuerpos  mediante

microscopia confocal.

Identificar si las
diferencias en
tolerancia a
concentraciones

fitotoxicas de
aluminio se
relacionan con el
grado de
metilacion de

Observar bajo el
microscopio y mediante
programas de andlisis

de imagenes las
diferencias de la
ligacion de los

anticuerpos a los tejidos
radiculares entre los

Observacion
de la
intensidad de
la
fluorescencia y
comparacion

de la misma
entre las
raices de los

Disponibilidad vy
buen estado del
microscopio
confocal.

Habilidades en el

manejo de un
programa de
analisis de
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pectinas en la | distintos genotipos. distintos imagenes  para
pared celular de genotipos. establecer la
las células de la comparacion del
raiz. grado de
metilacion de
pectinas.

2.5 RESULTADOS

2.5.1 Implementacién de protocolo para obtencién y manipulacion de
cortes semifinos

Para el desarrollo de este proyecto fue necesario implementar un protocolo de
obtencion y manipulacion de cortes semifinos, con el fin de poder observar la
ligacion del aluminio al interior del tejido radical mediante tincion con hematoxilina,
y la metilacién de las pectinas, mediante el uso de anticuerpos monoclonales.

En la mayoria de estudios histologicos el proceso de obtencion de cortes consta
de diferentes etapas, desde la inclusion de las muestras en resinas especiales y
posterior corte con instrumentos especializados como el ultra-micrétomo.

Sin embargo, no en todos los estudios utilizan cortes obtenidos a partir del
micrétomo. En diversos estudios, como el de Yang et al.,, 2008 se han obtenido
excelentes resultados a partir de cortes hechos a mano, si bien estos estudios no
especifican las condiciones ni las herramientas que se deben usar para la
obtencion y manipulacion de los cortes.

Dado que en el laboratorio no se disponia de un ultramicrotomo, decidimos
obtener los cortes semifinos a mano alzada. En un primer intento, ensayamos
incluir las raices de arroz en un blogue con agar al 3%, con el objetivo de facilitar
la manipulacion de las muestras y obtener varios cortes de forma simultanea.. No
obstante, el agar a esta concentracion no mostro la rigidez necesaria para soportar
la presiéon ejercida durante la ejecucién de los cortes. Por tanto, se opté por
obtener cortes a mano “alzada” con ayuda de una cuchilla minora y un
estereoscopio.

La primera etapa del proyecto de grado (2 semanas), se concentré en la
optimizacién de un procedimiento para la obtencién de los cortes a mano alzada.
Nuestro protocolo final incluye el corte de las raices con la ayuda de un
estereoscopio, con las muestras de raices mantenidas en cajas de Petri de vidrio
con un volumen pequefio de agua (20 uL). La obtencion de cortes completos y
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finos requiere el recambio constante de cuchillas Minora. La manipulacion de los
cortes también es fundamental para mantener la integridad de los mismos durante
los procedimientos de tincion. En nuestro protocolo empleamos un pincel nimero
000 para transferir los cortes desde la caja Petri hacia los portaobjetos o las placas
Elisa. La metodologia implementada para la obtencion de los cortes semifinos fue
exitosa (Figura 3). En un inicio los cortes quedaban gruesos y poco a poco se
lograron manipular las muestras de tal forma que se lograron obtener cortes
semifinos completos, los cuales fueron tratados posteriormente con los protocolos
de tincién con hematoxilina y los anticuerpos monoclonales JIM5 y JIM7.
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Figura 3. Cortes durante y después de la optimizacion del protocolo. Cortes obtenidos durante la
implementacion del protocolo (A, B, C). Cortes obtenidos aplicando el protocolo optimizado y la manipulacion
adecuada (D, E, F). Fotografias tomadas a 40x, la barra de escala mide 0,05mm.
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2.5.2 Optimizacion de protocolo de inmunofluorescencia

Para evaluar el grado de metilacion de pectinas, se realizaron modificaciones al
protocolo de tincién publicado por Yang et al., 2008. En el protocolo original los
cortes son expuestos a una solucién fijadora (paraformaldehido 4% en 50mM
PIPES, MgSO4 5mM y EGTA 5mM, pH 6.9) durante 1 hora a temperatura
ambiente. Luego se lavan repetidamente con buffer fosfato salino (PBS) y se
bloquean con albumina sérica bovina al 2% en PBS durante 30 minutos. Pasado
este tiempo, las muestras se incuban por dos horas con los anticuerpos JIM 5y
JIM 7 diluidos 1:10 en albumina sérica bovina al 2% en PBS. Después de ello las
muestras se lavan 3 veces con PBS y se incuban con el anticuerpo secundario
anti-rat IgG conjugado con fluoresceina de isotiocianato durante dos horas a 37°C
y finalmente se montan en portaobjetos y se observan bajo el microscopio.

Al aplicar este protocolo a nuestras muestras no se observdé emision de
fluorescencia (Figura 4). De manera que se ajustaron diferentes parametros del
mismo (tiempos de incubacién, volumen de soluciones, implementos) hasta
obtener una metodologia éptima para evaluar el grado de metilacion de pectinas
de la pared celular mediante tincion con JIM5 y JIM7.

El primer cambio, consistié el extender el tiempo de incubacién en la solucion
fijadora de 1h a 24 h, empleando 30 pl de solucion fijadora a 4 °C.

Posteriormente se establecié que la concentracion y pH del buffer PBS, 6ptimos
para los lavados y la preparacion de la albumina sérica y dilucion de los
anticuerpos, son 10X y 7,4 respectivamente.

Los tiempos de lavado también fueron ajustados. El primer lavado que se realiza
con PBS debe tener una duracién de 3 minutos, y los lavados para quitar exceso
de anticuerpos 5 minutos cada uno. Es importante resaltar que en los procesos de
lavados se retird el exceso de PBS con ayuda de una micropipeta de 2.5 ul,
procurando que los cortes nunca se secaran.

Para la incubacién con los anticuerpos se establecieron las condiciones y los
implementos necesarios para desarrollar estos pasos con mayor efectividad. Para
la incubacion con los anticuerpos primarios se adicionaron 30 ul de anticuerpos a
cada muestra y la incubacion se llevé a cabo a temperatura ambiente y en
completa oscuridad durante dos horas. La incubacion con el anticuerpo secundario
(anti-rat 1IgG conjugado con fluoresceina de isotiocianato) diluido 1:50 en albumina
sérica bovina 0,2% en PBS (10X pH 7.4) se realiz6 a la temperatura indicada en el
protocolo de Yang et al., 2008. Sin embargo, es importante resaltar que este
proceso se realiz6 en incubadora. Durante los primeros ensayos, este paso se
hizo en horno y en plancha de calentamiento y no se pudo observar fluorescencia
en los cortes.
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Finalmente para realizar el montaje se adicionaron 20 ul de una solucion 50:50
PBS/ Solucion fijadora en los portaobjetos y se colocaron los cubreobjetos. Para
evitar el secado de los cortes se sell6 el cubreobjetos con una capa doble de
esmalte transparente.

Los ajustes realizados al protocolo originalmente propuesto por Yang et al. (2008)
permitié6 observar la emisién de fluorescencia luego del tratamiento de los cortes
con los anticuerpos monoclonales JIM5 y JIM7. (Figura 4).
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Figura 4. Optimizacidn del protocolo de inmunofluorescencia con los anticuerpos monoclonales JIM5y JIM7. (A, B, E, F, I, J)
Muestras tratadas con el protocolo propuesto por Yang et al. (2008) sin optimizar. (A-B) Control de tincién, cortes sometidos al
procedimiento de tincidon excepto incubacion con JIM5 y JIM7. Cortes incubados en presencia de JIM5 (E-F) y JIM7 (I-J), obsérvese la
ausencia de fluorescencia. (C, D, G, H, K, L) Muestras tratadas con el protocolo optimizado. (C-D) Controles de tincién, Cortes incubados
en presencia de JIM5 (G) y JIM7 (K-L).
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2.5.3 Respuesta al estrés por aluminio en los genotipos Azucena, BGI,
OG89y OG130.

Con el fin de confirmar la respuesta contrastante al aluminio exhibida por los
genotipos de O. sativa (Azucena y BGI) y O. glumaepatula (OG89 y OG130)
estudiados, se construyeron curvas de respuesta al aluminio (0 uM y 100 uM).
Para ello se evaluaron las diferencias en el crecimiento del sistema radicular a
través del tiempo (0-20 dias) empleando como medida la longitud total del sistema
radical (LSR). Las curvas de respuesta permiten observar el comportamiento a
través del tiempo de los genotipos expuestos a aluminio y por tanto brindan
informacion acerca del momento de activacion de los mecanismos de tolerancia al
estrés por aluminio.

Las curvas presentadas en la Figura 5 fueron construidas con los datos de LSR
corregidos por los valores iniciales al dia 0 (normalizados dia 0), por ello el punto
inicial presenta valor 1 para cada uno de los genotipos. Valores superiores a 1 en
los puntos correspondientes a los dias 5, 10, 15 y 20 indican crecimiento de las
raices, mientras que valores iguales 1 para tales puntos indican que el crecimiento
de las raices fue inhibido por la exposicién a 100 uM A",

En Azucena (Figura 5-A), se observdé que el crecimiento no fue afectado
significativamente por la exposicion 100 pM Al®, lo que indica que este genotipo es
tolerante a esta concentracion de aluminio. En contraste, BGI mostré una clara
susceptibilidad al estrés inducido por esta concentracion de aluminio,
observandose diferencias estadisticamente significativas a partir del dia 5 de
exposicion al estrés (Figura 5-B).

En los genotipos de O. glumaepatula se observdé comportamientos contrastantes.
Para OG89 (Figura 5-C) se observé inhibicion del crecimiento en los primeros 5
dias de exposicién al AI** (LSR=1), pero el crecimiento fue recuperado a partir de
este punto, lo que podria indicar la activaciéon de posibles mecanismos de
tolerancia. No obstante, OG89 no mostr6 el mismo nivel de tolerancia que
Azucena.

En contraste con OG89, el crecimiento radicular de OG130 (Figura 5-D) fue
inhibido por el aluminio desde el inicio del experimento, aunque no se detectaron
diferencias estadisticamente significativas entre el control y el tratamiento de
aluminio para el dia 0. La tolerancia al estrés inducido por la exposicion al aluminio
también fue evaluada cualitativamente mediante tincion de las raices con
hematoxilina (Figura 6). La tincion con hematoxilina permite observar la inclusion
del aluminio en las células de la raiz. La hematoxilina vira a color azul cuando
forma complejos con aluminio. La reaccion entre la hematoxilina y el aluminio es
especifica (baja interferencia debido a otros compuestos) y permite evaluar la
penetracion y retencion de estos complejos en los tejidos de raiz. Entre mayor la
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intensidad de la tincidbn, mayor es el contenido de aluminio en el tejido, lo cual ha
mostrado estar asociado a una mayor susceptibilidad (Cancado et al., 1999).

En este estudio, las raices colectadas de plantas sometidas a estrés por aluminio
mostraron una mayor intensidad de tincion con hematoxilina comparadas con los
controles para todos los genotipos estudiados (Figura 6) Sin embargo, se observa
una mayor intensidad en los genotipos OG130 y BGI, confirmando la
susceptibilidad de los mismos (Figura 6). A fin de evaluar la penetracion del
aluminio al interior de la raices y su ligacion a las paredes celulares, se realizaron
cortes transversales de las raices tefidas (Figura 6).Para todos los genotipos
estudiados se observo tincion azul en los tejidos internos de la raiz
(esclerénquima, cortex, estela) (Anexol), lo que indica que el aluminio penetra las
raices. Sin embargo, la tincibn es mas intensa en BGI en todas las capas
celulares, lo que confirma su mayor susceptibilidad.

0OG130 a pesar de ser susceptible no presenta una tinciéon tan pronunciada como
BGI, aunque hay acumulacion de aluminio en el haz vascular. Para los genotipos
Azucena y OG89 la tincion fue menos intensa y se restringié al haz vascular y al
esclerénquima.
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Figura 5.Curvas de respuesta al aluminio. Evaluacion del cambio del crecimiento del sistema radicular (LSR) a lo
largo del tiempo, en dos concentraciones de aluminio (OuM y 100uM).
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Figura 6 Ligacion de aluminio a raices de Azucena, BGI9311, OG89 y OG130 observada mediante tincion con
hematoxilina. Vista interna y externa de la tincion en los diferentes genotipos.
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El aluminio no solo afecta el crecimiento longitudinal de la raiz, también altera los
patrones de extension de la pared celular, por lo cual el tamafio celular y el grosor
de la raiz pueden verse afectados. Con el fin de evaluar estos efectos potenciales
del aluminio en el sistema radicular de los genotipos estudiados, se cuantificé el
tamanfo celular promedio de las células del cértex y el diametro de las raices.

En la Figura 7, se puede observar un aumento significativo (p<0,001) del tamafio
celular en respuesta al aluminio en los genotipos tolerantes Azucena (Figura 7-B)
y OG89 (Figura 7-A). En contraste, BGI (Figura 7-D) y OG130 (Figura 7-C)
muestran una disminucion significativa (p<0.001) del tamafio celular.
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Figura 7. Tamafio promedio de las células del cortex paralos genotipos Azucena, BGI, OG89 y OG130.
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En relacion al diametro de la raiz se observaron respuestas diferenciales entre los
genotipos (Figura 8). En los genotipos de O. sativa, Azucena (Figura 8B) y BGI
(Figura 8D), se detectdé un aumento significativo en el diametro en respuesta al
tratamiento con 100 puM AP**. Para los genotipos de O. glumaepatula, OG89
(Figura 8A) y OG130 (Figura (8C), se observé un incremento en el didmetro de las
raices durante los cinco dias de incubacion pero este no es inducido por la
exposicion al aluminio puesto que se observan cambios similares en los
tratamientos control y de aluminio.
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Figura 8. Cambios del didametro de la raiz en respuesta al aluminio.
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2.5.4 Grado de metilacion de pectinas

Diversos estudios han propuesto que la tolerancia diferencial al aluminio exhibida
por especies de plantas estd asociada a diferencias en el grado de la metilacion
de las pectinas que constituyen la pared celular de las células radiculares. Por ello,
en este estudio se evaluo el grado de metilacion de pectinas mediante ensayos de
inmunohistoquimica, utilizando los anticuerpos monoclonales especificos JIM7 y
JIM5 que se unen a las pectinas con un grado alto y bajo de metilacidn,
respectivamente. La ligacion de cada anticuerpo a las pectinas correspondientes
se observa como emision de fluorescencia.

Para cada genotipo, se realizaron cortes de raices expuestas a cada tratamiento y
se trataron con los anticuerpos JIM5 y JIM7 por separado. Los cortes tratados en
la inmunohistoquimica se observaron en un microscopio confocal y se
fotografiaron con el fin de comparar la intensidad de la fluorescencia de los
anticuerpos y la variacion de la misma en respuesta al tratamiento con aluminio.

Los tejidos radiculares de arroz exhiben autofluorescencia, por lo tanto, para cada
genotipo se corrigio la fluorescencia emitida por cada anticuerpo monoclonal
restando la autofluorescencia del tejido. Para la preparacion de estos blancos,
cortes de las raices de cada genotipo fueron sometidos al protocolo de tincién de
inmunohistoquimica pero omitiendo la incubacién en presencia de JIM5 y JIM7.

Las paredes celulares de las células radiculares contienen pectinas y estas
pueden exhibir diferentes grados de metilacion aun en ausencia de aluminio. La
evaluacion de los cortes de los distintos genotipos mostr6 emisién de
fluorescencia para JIM5 y JIM7 tanto en los tratamientos control (sin aluminio)
como aluminio (100 pM AP*) y cambios en la emisién de fluorescencia fueron
observados para cada uno de los anticuerpos en cada uno de los genotipos en
respuesta al aluminio, especificamente en la zonas del cértex (Figuras 10-17).
Dado que el objetivo de este estudio es establecer si diferencias en el grado de
metilacion de las pectinas se relacionan con la tolerancia diferencial al aluminio,
consideramos calcular un indice relativo de fluorescencia JIM7/JIM5 que
permitiera establecer los cambios en el grado de metilacion en respuesta al
tratamiento con aluminio. Para el calculo del indice se considerd especificamente
la zona del cértex. Valores de este indice superiores a 1 indican mayor
abundancia de pectinas metiladas, mientras que valores menores a 1 indican
mayor abundancia de pectina no-metiladas.

Los resultados obtenidos (Figura 9) muestran que la susceptibilidad al aluminio
exhibida por BGl esta acompafiada por una disminucion significativa en la
fluorescencia de JIM7 respecto a JIM5 (indice 0,5) bajo el tratamiento de aluminio.
Es interesante notar que el aumento de pectinas no-metiladas revelada por la
tincion con JIM5 coincide con el patron de tincion con hematoxilina, lo cual indica

49



un mayor ligamiento de aluminio en los tejidos constituidos por pectinas con bajo
grado de metilacion.

En contraste Azucena, OG89 y OG130 mostraron un ligero incremento en el indice
de intensidad relativa de fluorescencia JIM7/JIM5 luego de exponer las plantas por
5 dias al aluminio, aunque este aumento no fue estadisticamente significativo
(Figura 9).

La observacion detallada de los cortes con aumento 100X en el microscopio
confocal, reveld diferencias en la distribucion de pectinas metiladas/no-metiladas
en las paredes celulares. Para todos los genotipos, la emisién de fluorescencia de
JIM7 aumentdé en la region del cortex, luego de la exposicion al aluminio. En
Azucena y BGI, se observo una mayor emision de fluorescencia para JIM7 en los
espacios intersticiales (Figuras 11 y 15).

En Azucena (Figura 10), no se observan cambios en la composicion de pectinas
inducidas por aluminio. Sin embargo, se observa una mayor presencia de JIM7 en
ambas concentraciones de aluminio, especialmente en la region del cértex, lo que
sugiere una posible composicién constitutiva de mayor cantidad de pectinas
metiladas para esta accesion en dicha region. Cuando se enfoca a 100X (Figura
11), se puede observar un patron de ligacibn de JIM7 diferencial entre la
concentracién 0 pM y 100 uM Al** que corresponde a los espacios intersticiales.
En cuanto a JIM5, se observo un leve aumento de este anticuerpo en la zona del
haz vascular, es decir un mayor grado de pectinas no metiladas en esta zona bajo
el tratamiento de 100 uM AI®*.

En BGI (Figura 12), se observé una disminucién de emision de fluorescencia de
JIM7 en el tratamiento de 100 uM AI** en comparacion con el tratamiento control,
lo que indica una disminucion en el grado de metilacién de las pectinas inducido
aparentemente por el efecto fitotoxico de aluminio. También se observé un
aumento de JIM5 en el tratamiento 100 uM AP*, lo que indica que el grado de
metilacion de las pectinas es menor. Estos cambios son evidentes en la Figura 13,
correspondiente al aumento 100X de la region del cortex.

En el genotipo tolerante de O. glumaepatula OG89 (Figura 14) se observé un
aumento tanto de JIM7 como de JIM5 en el cOrtex bajo el tratamiento de aluminio
(Figura 15). En OG130 (Figura 16) también se observé un aumento de la emision
de fluorescencia de ambos anticuerpos, pero relativamente mayor para JIM7 en el
tratamiento de aluminio (Figura 17).
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Figura 9. Relacion JIM7/JIM5 en los tratamiento control y 100 pM AI*" para
cada genotipo. Se observl una disminucion significativa de este pardmetro para

el genotipo susceptible BGI en 100uM.
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Azucena

Control JIM 5 JIM 7

100puM

100 uM de aluminio. No hay variacion del contenido de pectinas entre los tratamientos, pero hay mayor presencia
de pectinas metiladas (JIM7) que no metiladas (JIM5) en ambas concentraciones. Escala 20um.
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Azucena

JIM 5

OouM

100uM

Figura 11. Detalle (100X) de la ligacién de JIM 5y JIM7 en el genotipo tolerante Azucena en concentraciones
Oy 100 uM de aluminio. No hay variacion del contenido de pectinas entre los tratamientos. Ligacion diferencial de
JIM7 en los puntos de interseccion entre células en el esclerénquima. Escala 10um.
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BGI9311

Control JIM 5 JIM 7

Figura 12. Patrones de ligacion de JIM5 y JIM7 en el genotipo susceptible BGI en concentraciones 0y 100
uM de aluminio. Aumento de pectinas bajas en metilacion (JIM5) en 100uM de aluminio. Y disminucion de JIM7 en
respuesta al aluminio. Escala 20um.
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BGI9311

Control JIM 5 JIM 7

Figura 13. Detalle (100X) de la ligacion de JIM 5y JIM7 en el genotipo susceptible BGI en concentraciones 0
y 100 uM de aluminio. Disminucion de JIM7 en el cortex en 100uM en comparacion con OuM, y aumento de JIM5
en el cortex en 100uM. Escala 10pum
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Control JIM5 JIM 7

100uM

Figura 14. Patrones de ligacion de JIM5 y JIM7 en el genotipo tolerante OG89 en concentraciones 0y 100 uM
de aluminio. Aumento tanto de pectinas no metiladas (JIM5) y metiladas (JIM7) en presencia de aluminio (100uM).
Escala 20pum.
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Figura 15. Detalle (100X) de la ligacion de JIM 5y JIM7 en el genotipo tolerante OG89 en concentraciones 0y
100 uM de aluminio. Aumento evidente tanto de pectinas no metiladas (JIM5) y metiladas (JIM7) en presencia de
aluminio (100uM). Escala 10pum.
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Control JIM 5 JIM 7

Figura 16. Patrones de ligacion de JIM5 y JIM7 en el genotipo susceptible OG130 en concentraciones 0y
100 uM de aluminio. Aumento de pectinas bajas (JIM5) y altas en metilacion JIM7, en 100uM en comparacion con
OuM. Escala 20um.
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Control JIM 5 JIM 7

Figura 17. Detalle (100X) de la ligacion de JIM 5y JIM7 en el genotipo susceptible OG130 en concentraciones
Oy 100 uM de aluminio. Aumento de intensidad de fluorescencia de ambos anticuerpos en las dos
concentraciones. Escala 10pum.
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2.6 DISCUSION

2.6.1 Respuesta al estrés por aluminio en los genotipos Azucena, BGI,
OG89y OG130.

El principal sintoma de estrés por aluminio en plantas es la inhibicion del
crecimiento de las raices (Souza et al., 2016). Por lo cual, la evaluacion de este
parametro (LSR) mediante curvas de respuesta, permitio evidenciar la tolerancia
diferencial existente entre los genotipos de las especies O. sativa y
O.glumaepatula utilizadas en este proyecto y por tanto evaluar si estas diferencias
estan relacionadas con una ligacion diferencial del aluminio a la pared celular y a
la metilacion diferencial de las pectinas.

Los comportamientos susceptibles y tolerantes entre los genotipos de O.sativa y
O.glumaepatula descritos en este estudio, coinciden con la previa caracterizacion
realizada de estos genotipos en los estudios de Posso et al., 2013 y Tello, 2015.

El tiempo de retardo en la respuesta de tolerancia al aluminio en OG89, coincide
con lo observado en el estudio realizado por Tello, 2015, en el cual el genotipo
OG89 también mostré un tiempo de retardo de 5 dias antes de recuperar el
crecimiento. Adicionalmente este comportamiento se ha reportado en Brachiaria
decumbens, una especie perteneciente a la familia Poaceae, que es tolerante al
estrés por aluminio (Arroyave et al., 2011). El estudio desarrollado por Arroyave et
al., 2011 demostré mediante una curva dosis-respuesta que la tasa de elongacion
en B. decumbens es inhibida por el aluminio durante las primeras 20 horas de
exposicion al aluminio, sin embargo después de este lapso de tiempo la tasa de
elongacion se recupera.

El retardo en la respuesta de tolerancia en algunas plantas se ha relacionado con
el periodo de sintesis de &cidos organicos y la exudacion de los mismos (Ma et al.,
2002). Sin embargo, esta explicacibn no podria sugerirse para el retardo
observado en OG89, puesto que en arroz se ha demostrado que este mecanismo
no estd implicado en la tolerancia al aluminio ( (Cai et al., 2011) (Yang et al.,
2008)). En un estudio realizado por Ma et al., 2002 se evalu6 la exudacion de
acidos organicos en respuesta al aluminio en Koshihikari y Kalasath, dos
genotipos de arroz con tolerancia y susceptibilidad al aluminio, respectivamente.
Se encontrd6 que la exposicion al aluminio no indujo la exudacion de acidos
organicos como el acido malico y el oxalico, pero se detectd citrato en los
exudados. A pesar de ello, la cantidad de citrato exudada fue muy baja en ambos
genotipos y no se observaron diferencias significativas entre los mismos.
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La construccion de las curvas de respuesta realizada por Posso y colaboradores,
no soélo logré confirmar la tolerancia diferencial al aluminio entre los genotipos,
sino que se comprobd que la concentracion de 100uM es suficiente para alterar
los patrones de crecimiento, y poner en evidencia la capacidad de hacer frente a
este tipo de estrés por parte de los genotipos tolerantes. Ademas se pudo
establecer que 5 dias de exposicion a los tratamientos es el tiempo éptimo para
evaluar los posibles mecanismos implicados en las respuestas de tolerancia de los
genotipos de las dos especies de arroz.

La confirmacién de la tolerancia de los genotipos se complement6 con un ensayo
de tincidbn con hematoxilina, que permitic evaluar de manera cualitativa la
presencia de aluminio en los tejidos. Una mayor tincion de color azul, indica mayor
ligacién de aluminio a los tejidos (Radmer et al., 2012) y esto a su vez se asocia a
la susceptibilidad de los genotipos, pues una mayor ligacién de aluminio indicaria
gue estos no poseen mecanismos para excluir el aluminio de sus tejidos (Cancado
et al., 1999). En este estudio se encontr6 que las raices de los genotipos
expuestos al tratamiento de aluminio mostraron tincion en las capas externas del
tejido radicular, lo que indica que hay una ligacibn de este elemento a la
epidermis. Aun asi, la tincibn mas intensa estuvo presente en los genotipos
susceptibles BGI y OG130, en comparacién con los tolerantes, lo cual coincide
con las tolerancias diferenciales observadas en la curva de respuesta.

En los genotipos susceptibles, la tincion fue mas intensa en el apice y en la zona
distal de transicidn la cual estd implicada en el crecimiento de las raices (Horst et
al.,2010). Esto coincide con el estudio realizado por Miftahudin et al., 2007 en dos
genotipos de arroz, IR64 y Krowal, susceptible y tolerante , respectivamente; en
este estudio las raices expuestas a concentraciones fitotoxicas de aluminio
mostraron tinciones con hematoxilina diferenciales entre los genotipos, viéndose
una mayor intensidad de la tincion en IR64 que en Krowal, en la zona de un
milimetro anterior al apice.

Al interior de las raices de los genotipos tolerantes OG89 y Azucena, se observo
que la ligacion del aluminio se restringi6 a la zona del haz vascular y del
esclerénquima (Figura 6). A diferencia de los tolerantes, los genotipos BGI y
OG130 presentaron una tincion mas generalizada a través de las distintas capas
celulares. No obstante, BGI mostré ser mas susceptible que OG130 pues la
intensidad de la tincidon con hematoxilina en las diferentes capas es mayor, lo que
sugiere que BGI presenta una mayor cantidad de componentes celulares, a los
gue se puede ligar el aluminio. Segun Ma et al., 2004, el sitio de mayor ligacién del
aluminio es la pared celular, especificamente las pectinas cargadas negativamente
gue conforman la matriz péctica (Horst et al., 2010). En estudios realizados por
Yang et al., 2008 y Eticha et al., 2005, en genotipos susceptibles y tolerantes de
arroz y maiz, respectivamente, se encontré un mayor contenido de pectinas en los
genotipos susceptibles, lo que representaria una mayor cantidad de componentes
estructurales a los cuales puede ligarse el aluminio, y en consecuencia estos
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genotipos mostrarian una mayor ligacion de aluminio en sus tejidos. Esto sugiere
que la alta ligacion de aluminio observada en BGI puede estar relacionada con un
mayor contenido de pectinas.

Segun Hossain et al., 2006 y Panda et al., 2009 el aluminio se une fuertemente a
la pared celular de las células de la epidermis y del cértex en las raices. En los
genotipos OG89 y Azucena (Figura 6), se observa ausencia de tincion en el
cortex, lo que sugiere que en esta zona debe haber una composicion diferencial
de la pared celular que inhibe la unién del aluminio y que por tanto le confiere una
mayor tolerancia a estos genotipos frente a este metal.

La inhibicién del crecimiento debido a la toxicidad por el aluminio, esta relacionada
con alteraciones en los parametros de extensibilidad y viscosidad de la pared
celular (Ma et al., 2004), los cuales podrian verse reflejados en cambios del
tamafo celular y diametro radicular. Por tanto, cambios en estas caracteristicas
podrian ser indicadores tanto de la tolerancia diferencial observada en los
genotipos como del tipo de mecanismo implicado.

En cuanto al tamafo celular hubo aumento significativo de este parametro en los
genotipos tolerantes (Azucena y OG89), mientras que los genotipos susceptibles
(BGIl y OG130) presentaron una disminucion significativa del mismo. Se podria
esperar que el patron observado en el tamafio celular tuviese una relacion
directamente proporcional con el didmetro radical; sin embargo, un aumento
significativo del diametro en respuesta al aluminio, se observo para los genotipos
de O.sativa (BGI y Azucena), mientras que para los genotipos de O.glumaepatula
(OG89 y OG130) hubo un aumento del didmetro, pero este no fue una respuesta
frente al estrés por aluminio.

El aumento del tamafio celular y del diametro radicular en Azucena, puede estar
relacionado con un proceso de vacuolizacibn como mecanismo complementario
de tolerancia al aluminio que ocurre principalmente en las células corticales de la
raiz (Zelinova et al., 2011). Se ha reportado que la tolerancia al aluminio en arroz,
esta relacionada con la composicion diferencial de la pared celular y que la
vacuolizacién puede ser una manera complementaria de reducir la cantidad de
aluminio presente en la pared celular que puede alterar la dinAmica de esta
estructura y por tanto afectar el crecimiento. De modo que el aluminio presente en
la pared es transportado al citoplasma y de ahi es transportado hacia y
secuestrado en vacuolas (Kochian, Pi, & Liu, 2015). En O.sativa se ha visto que el
mecanismo de secuestro de aluminio en vacuolas se debe a la accion conjunta de
las proteinas “Natural resistance-associated macrophage protein Al transporter 1”
(OsNrat1), y “vacuolar ABC transporter O.sativa Al-sensitive 1” (OsALS1), la
primera se encarga del transporte del aluminio al citoplasma y la segunda del
secuestro en las vacuolas (Kochian et al., 2015).
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En BGI hubo un aumento significativo del diametro, pero una disminucion
significativa del tamafio celular en respuesta al aluminio. Esto puede explicarse
por la formacion de aerénquima que se observo en algunos de los cortes, y que se
relaciona con el efecto téxico inducido por el aluminio en este genotipo (Anexo 3).
El aerénquima es un tejido parenquimatoso que se forma generalmente en
respuesta a la inundacién para promover un mayor intercambio de oxigeno en los
tejidos. Sin embargo, su formacion es mediada por especies reactivas de oxigeno
y etileno (Steffens et al., 2011), cuya produccion aumenta en presencia de
aluminio. El aluminio, es capaz de inducir la produccion de especies reactivas de
oxigeno o ROS( por sus siglas en inglés) debido a la alteracion de los balances
idnicos de los componentes celulares (Ribeiro et al., 2012). De igual manera, el
aluminio induce la formacion de etileno que se ve implicado en la expansién de los
tejidos radicales (Zelinova et al., 2011). La formacion del aerénquima empieza
cuando las células del cortex sufren muerte celular programada, luego los
componentes celulares de las células muertas son degradados y reabsorbidos de
manera que se forma un espacio de gas en la zona del cortex, que podria explicar
el aumento del diametro observado en BGI. Este proceso requiere de la presencia
de perdxido de hidrogeno, que actia como una sefal para que se active la muerte
celular mediada por etileno (Steffens et al., 2011).

El proceso de formacion de aerénquima empieza en la célula mas grande y se
expande radialmente a las células vecinas (Steffens et al., 2011). Este proceso se
restringe a la zona media del cortex, de modo que las células mas internas del
cortex permanecen intactas (Yamauchi et al., 2014). Sin embargo, estas células
son las mas pequefias en el cortex, lo que puede explicar la disminucion del
tamafo celular en respuesta al aluminio.

Los genotipos de O.glumaepatula, OG89 y OG130, presentaron un aumento
significativo del didmetro radical, pero este no fue inducido por la exposiciéon al
aluminio, pues se observo tanto en el tratamiento control como en el tratamiento
de aluminio. Por otro lado, el tamafio celular en las raices de OG89 aumentd en
respuesta al aluminio, a diferencia de OG130 cuyo tamafio celular disminuy6. Al
igual que en Azucena, el aumento del tamafio celular en OG89 podria estar
relacionado con un aumento del nimero de vacuolas o del volumen vacuolar en
las células del cértex, pero es probable que este aumento no sea tan alto en OG89
como para inducir diferencias significativas a nivel de todo el diametro. Esta
diferencia entre los genotipos tolerantes, podria estar relacionado con el nivel de
tolerancia exhibido por Azucena y OG89 (Azucena es mas tolerante). Por otro
lado, en OG130, también se observé presencia de aerénquima, pero en menor
proporcidn en comparacion con BGI.

Es importante aclarar que aunque en Azucena y OG89, también se observd
aerénquima en tejidos expuestos al aluminio, las células intactas del cortex
presentaron un mayor tamafo que las del control, lo cual permite proponer que
adicionalmente hubo un proceso de vacuolizacion.
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Estos resultados sugieren que el aluminio, efectivamente induce multiples
alteraciones morfologicas y estructurales en las células de las raices y que los
genotipos de arroz, dependiendo de su grado de tolerancia, presentan respuestas
diferenciales ante el estrés inducido por el aluminio.

2.6.2 Metilacion de las pectinas

Como se ha mencionado anteriormente, la pared celular es la principal estructura
a la cual se liga el aluminio (Horst et al., 2010). Se ha comprobado que en
monocotiledéneas cerca del 80 al 90% del aluminio se acumula en la pared
celular, desencadenando una serie de alteraciones dentro de las cuales la
inhibicion del crecimiento de la raiz es la mas notoria (Wang et al., 2015). La
union del aluminio a la pared celular, se da de manera especifica a las pectinas
gue presentan grupos carboxilos cargados negativamente, como resultado de la
accion de la pectin-metilesterasa. El contenido de pectinas y el grado de
metilacion de las mismas ha sido propuesto por Yang et al., 2008 y Eticha et al.,
2005 como un posible mecanismo de tolerancia en genotipos de arroz y maiz. Por
lo anterior en este proyecto se evalu6é el grado de metilacion de pectinas en
genotipos de O.sativa y O.glumaepatula.

Para la evaluacion del grado de metilacion de pectinas, se trataron las muestras
con anticuerpos monoclonales JIM7 y JIM5 especificos para el grado de metilacion
alto y bajo, respectivamente.

En Azucena, no se observaron cambios en el grado de metilacion de pectinas
inducidos por aluminio. Sin embargo, bajo ambas concentraciones de aluminio se
observé una mayor emision de fluorescencia de JIM7 en comparacion con JIM5,
especialmente en el coértex, lo cual sugiere que Azucena contiene, de manera
constitutiva, una mayor cantidad de pectinas metiladas en esta regién. Por otro
lado, en el genotipo susceptible BGI se observé una disminucion de la emision de
fluorescencia de JIM7 en el tratamiento de 100 uM en comparacion con 0 uM, lo
que indica que hay una disminucion en el grado de metilacion de pectinas
inducido por aluminio, que concuerda con una mayor presencia de JIM5 en el
tratamiento de 100 uM. Estas observaciones fueron comprobadas al calcular los
indices de fluorescencia relativa de JIM7/JIM5 obtenidos para Azucena y BGI,
segun los cuales Azucena exhibié un ligero incremento, no significativo, de
pectinas metiladas en 100 pM AI**, mientras que para BGI se observé que la
susceptibilidad al aluminio esta acompafiada con una disminucion significativa de
este indice.

Los resultados obtenidos para Azucena y BGI coinciden con lo observado en el
estudio realizado por Yang et al., 2008, al comparar dos genotipos de O.sativa
con tolerancia diferencial al aluminio Zhefu802 (susceptible) y Nipponbare
(tolerante). Los investigadores detectaron una mayor cantidad de pectinas no
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metiladas en Zhefu802 en respuesta al aluminio y una mayor presencia de
pectinas metiladas en Nipponbare tanto en condiciones control como en aluminio.
Esto sugiere que los genotipos tolerantes exhiben de manera constitutiva, una
mayor proporcion de pectinas metiladas, en comparacion con los susceptibles.
Adicionalmente en este estudio, las variaciones en el grado de metilacion de las
pectinas también se detectaron principalmente en la region del cértex.

La mayor proporcion de pectinas metiladas en la region del cértex observada en
Azucena, no solo coincide con el estudio realizado por Yang en arroz, sino con el
estudio de Eticha et al., 2005 realizado en dos cultivares de maiz con tolerancia
diferencial.

El grado de metil esterificacion diferencial observado en las raices de Azucena,
coincide con lo observado en los cortes tratados con hematoxilina, en este ensayo
la region del cértex no presentd una tincién pronunciada con hematoxilina, lo cual
podria relacionarse con el alto grado de metilaciébn de pectinas presente en esta
zona que impide la union de aluminio a la pared celular. La hipétesis de que
Azucena podria secuestrar aluminio en las vacuolas, dado que se observd un
aumento el volumen celular, no contradice los resultados obtenidos en la
evaluacion inmunohistoquimica con JIM7/JIM5. En este genotipo hay pectinas no
metiladas a las cuales el aluminio puede unirse y por tanto luego ser secuestrado
por los transportadores reportados para O.sativa. En soporte a esta idea, se
observo un leve aumento de JIM5 para Azucena en 100 uM en la region del haz
vascular.

En Azucena, la observacion de los cortes tratados con JIM7 con el objetivo 100X,
mostré un patron de ligacion diferencial entre la concentracion 0 uM y 100 pM,
correspondiente a los espacios intersticiales. Resultados similares han sido
reportados en otros estudios. En la investigacion realizada por Eticha et al., 2005,
un genotipo tolerante de maiz (ATP-Y), mostré6 una mayor proporcion de pectinas
metiladas en los espacios intercelulares. Una alta metilacion de pectinas en esta
zona puede darse para evitar la unién de aluminio en los espacios intersticiales, lo
cual podria generar efectos dafiinos sobre las pectinas de esa zona, las cuales
desemperfian un papel importante en la union intercelular indispensable para una
adecuada comunicacion entre células (Iwai et al., 2002)

En BGI, el cambio drastico en la composicién de las pectinas en respuesta al
aluminio, puede estar ligado a la accion de la Pectin-Metilesterasa (PME), la cual
es una enzima que se encarga de modificar la estructura de las pectinas que se
encuentran en la pared celular (Pelloux et al., 2007). Esta enzima, cataliza des-
metilaciones especificas de las pectinas, quitando los grupos metanol y los
protones, de manera que deja expuestos los grupos carboxilo cargados
negativamente, a los cuales el cation AlI** se une con mayor afinidad (Eticha et al.,
2005). En el estudio realizado por Yang et al., 2008 se evalud, mediante ensayos
colorimétricos, la actividad de la pectin-metilesterasa, y se encontré que en
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ausencia de aluminio, la actividad de esta enzima es mayor en el genotipo
susceptible que en el tolerante; no obstante, la accion de esta enzima aumenta en
presencia de aluminio en los dos genotipos, aunque su actividad es mucho mayor
en el genotipo susceptible . En otros estudios como el de Yang et al., 2011 en
maiz, y Li et al., 2016 en Pisum sativum, se encontré que la accion de esta enzima
aumenta en presencia de aluminio y que su actividad siempre es mayor en el
genotipo susceptible en comparacion con el tolerante.

La mayor emision de fluorescencia de JIM5 en el tratamiento con aluminio para
BGI, coincide con el patron de tincidn con hematoxilina. De manera que el bajo
grado de metilacion de las pectinas en las distintas capas celulares, podria ser
responsable de la alta ligacion de aluminio observada, especialmente en el haz
vascular. En el estudio de Yang et al., 2008, también se evidencié un aumento de
JIM5 en el haz vascular del genotipo susceptible, inducido por la exposicion al
aluminio.

En el genotipo tolerante de O.glumaepatula OG89 se observé un aumento tanto
de JIM7 como de JIM5 en el cértex para la concentracion de aluminio de 100 uM.
El indice relativo de intensidad de la fluorescencia JIM7/JIM5.mostré valores
ligeramente superiores a 1, tanto en el control como en el tratamiento de aluminio,
lo cual indica una mayor proporcién de pectina metiladas. Aunque no se observo
un cambio significativo en este indice en respuesta al aluminio, el grado de
metilacion fue ligeramente superior en las plantas expuestas al metal. Esto
coincide al igual que en Azucena, con el patron de tincion con hematoxilina.

Por otro lado, en el genotipo susceptible de O.glumaepatula, se observo un grado
de metilacién diferencial en comparacion con BGI. En OG130 también observé un
aumento de la fluorescencia de ambos anticuerpos, pero hubo una mayor emision
de JIM7. Estas observaciones fueron soportadas por el indice de intensidad de
fluorescencia JIM7/JIM5, el cual mostré valores mayores bajo el tratamiento de
100 uM AP* y por el patrén de tincién con hematoxilina que mostré una menor
ligacion de aluminio en OG130 en relacion con lo observado para BGI. En
conjunto estos resultados indican que OG130 es mas tolerante al estrés inducido
por el aluminio que BGI, lo cual podria deberse a la capacidad de limitar la ligacion
de aluminio a las paredes celulares.

La alta metilaciébn de pectinas en OG130 durante los 5 dias de exposicion al
aluminio, puede ser el resultado de un proceso de hormesis. Este proceso se ha
considerado como la respuesta adaptativa que presenta un organismo a una dosis
baja de un agente quimico o ambiental, que en altas dosis puede ser dafino
(Lopez-diazguerrero et al., 2013). El proceso de hormesis generalmente se da en
respuesta al estrés oxidativo causado por diversos factores incluyendo los metales
pesados (Lopez-diazguerrero et al., 2013), como lo hace el aluminio. De manera
qgue la metilacion de pectinas en este genotipo se puede dar en un principio como
respuesta ante la exposicién al aluminio no como un mecanismo de tolerancia,
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sino como una respuesta de hormesis, para evitar la union del mismo y reducir el
estrés oxidativo que este genera. Sin embargo, como la exposicion al aluminio es
continua, este logra alcanzar el umbral de toxicidad en este genotipo, generando
efectos fitotoxicos como la inhibicion del crecimiento que se observa en la curva
de respuesta (Figura 5D).

Adicionalmente este comportamiento en OG130, es coherente con lo encontrado
por Tello, 2015. En donde OG130, a una concentracion de aluminio 172,2 uM
cercana a 100uM, no presento inhibicion del crecimiento durante los primeros 5
dias de exposicién al tratamiento, sugiriendo la expresion de algun tipo de
respuesta hormeética sélo durante este periodo de tiempo, ya que posterior a este
lapso la inhibicion del crecimiento fue evidente. De modo que el aumento de JIM7
observado en este genotipo puede estar relacionado mas a una respuesta
hormética, que a un mecanismo de tolerancia en este genotipo, pues la inhibicién
del crecimiento se hace evidente en la curva de respuesta.

Los resultados obtenidos en este estudio indican que la tolerancia diferencial al
aluminio exhibida por los genotipos estudiados podria estar asociada a diferencias
en el grado de metilacion de las pectinas de la pared celular. Lo cual podria
explicar la ligaciéon diferencial de aluminio observada al realizar la tincion con
hematoxilina.

Sin embargo, para confirmar si efectivamente este es un mecanismo de tolerancia
importante en arroz, resulta necesario desarrollar otra investigacion en donde se
analice la composicion de la pared celular en cada uno de los genotipos, para
determinar el contenido de pectinas, y se cuantifique la actividad de la enzima
pectin-metilesterasa. Adicionalmente, también podrian realizarse ensayos de
inhibicion de la pectin-metilesterasa para evaluar como afecta esto a la tolerancia
diferencial al aluminio entre los distintos genotipos. Finalmente, se deben hacer
experimentos con el fin de validar si existen cambios de este mecanismo a través
del tiempo y establecer la concentracion umbral de aluminio para la funcionalidad
de este mecanismo.
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2.7

CONCLUSIONES

A continuacion se presentan las conclusiones de este estudio, en relacion a los
objetivos propuestos:

Confirmar la tolerancia diferencial y de crecimiento en las especies Oryza
sativa y Oryza glumaepatula:

» Se evidencio que el aluminio induce alteraciones diferenciales en las
células de las raices en cuanto al tamafio y el diametro celular, para
cada genotipo en estudio.

» La concentracion de 100uM de aluminio es suficiente para generar
respuestas diferenciales en los diferentes genotipos.

» Se determind que la exposicion al aluminio durante 5 dias, es un
tiempo Optimo para evaluar los posibles mecanismos implicados en
las respuestas de tolerancias de los genotipos de las dos especies
de arroz.

» Se evidenci6 una mayor ligacion de aluminio en los genotipos
susceptibles en comparacién con los tolerantes, segun la intensidad
de la tincién con hematoxilina.

» Se evidenci6 baja ligacion de aluminio en el cortex de los genotipos
tolerantes, segun los patrones de tincion con hematoxilina.

» La tincién con hematoxilina en los genotipos susceptibles fue mas
generalizada en todas las capas celulares, indicando una mayor
ligacién de aluminio en estos genotipos.

Optimizar un protocolo de inmunofluorescencia con anticuerpos especificos
(JIM 5y JIM 7) para la identificacion del grado de metilacion de pectinas:

» Se optimizé un protocolo de inmunofluorescencia con anticuerpos
especificos en el cual se definen las condiciones, pasos y reactivos
requeridos para la ligacién de los anticuerpos en el tejido radicular.

Evaluar el grado de metilaciébn de pectinas en las paredes de las células
radicales de los genotipos susceptibles (OG89 y BGI9311) y tolerantes
(OG130 y Azucena) al aluminio, mediante ensayos de
inmunofluorescencia:
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» Los genotipos tolerantes OG89 y Azucena presentaron un mayor
grado de la metilacion de pectinas tanto en el tratamiento control

como en 100uM A",

» El genotipo susceptible BGI presento una disminucion en el
contenido de pectinas metiladas en respuesta al aluminio.

» EIl genotipo susceptible OG130 presentd un aumento de pectinas
metiladas en respuesta al aluminio.

e |dentificar si las diferencias en tolerancia a concentraciones fitotoéxicas de
aluminio se relacionan con el grado de metilacion de pectinas en la pared
celular de las células de la raiz:

» La alta metilacion de pectinas observada en ambos genotipos
tolerantes, tanto en condiciones control como de estrés, sugieren
que la metilacion de pectinas es de caracter constitutivo en estos
genotipos.

» Se determiné que la tolerancia diferencial al aluminio exhibida por
los genotipos estudiados podria estar asociada a diferencias en el
grado de metilacion de las pectinas de la pared celular, lo cual podria
explicar la ligacion diferencial de aluminio observada en la tincién
con hematoxilina.
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2.8

RECOMENDACIONES

Analizar la composicion de la pared celular en cada uno de los genotipos,
con el fin de determinar el contenido de pectinas y su contribucién en la
tolerancia diferencial observada entre genotipos.

Cuantificar la actividad de la enzima pectin-metilesterasa en cada uno de
los genotipos y establecer una relacién con la tolerancia diferencial
observada entre genotipos.

Realizar ensayos de inhibicion de la actividad enzimética de la pectin-
metilesterasa y evaluar su efecto en la tolerancia diferencial entre los
diferentes genotipos.

Determinar cambios de la metilacion de pectinas a través del tiempo con el
fin de establecer si este mecanismo es constitutivo o inducido por aluminio
en los diferentes genotipos.

Evaluar hasta que concentracion de aluminio se puede presenciar la
activacion de este mecanismo de tolerancia en los diferentes genotipos.

Implementar un protocolo para bloquear la autofluorescencia del tejido

radical y observar con mayor claridad los patrones de tincibn de los
anticuerpos.
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4 ANEXOS

Anexo 1. Representacion esquemética de la organizacion de las capas
celulares en un corte transversal en raiz. Las capas celulares estan separadas
por colores, y a la derecha se indican los nombres de las mismas (Coudert et al.,
2010).
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Anexo 2. Protocolo de inmunofluorescencia modificado.

PROTOCOLO PARA INMUNOFLUORESCENCIA

1. Someter las plantulas (aproximadamente de 5 dias) a cultivos
hidroponicos: control y tratamiento (100 pul) AICls.

N

Realizar cortes de 1 a 3mm en la zona anterior al apice de las raices.

3. Poner los cortes directamente en 30 ul de solucién de fijacion* contenida
en pozos de una Placa de ELISA, durante 24 horas a 4°C.

4. Lavar las muestras con 30 ul de Buffer fosfato salino (PBS) 10X pH 7.4.

5. Trasladar los cortes de los pozos a portaobjetos con ayuda de una
micropipeta de 200pl.

»

Retirar el exceso de PBS con una micropipeta de 2.5ul. Procure que los
cortes no se deshidraten.
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7. bloquear con 30 ul de albumina sérica bovina 0.2% en PBS (10X pH 7.4)
durante 30 minutos.

8. Retirar el exceso.

9. Incubar las muestras con 30ul de los anticuerpos monoclonales JIM5 y
JIM7, diluidos 1:10 en PBS (10X pH 7.4) con albumina sérica bovina al
0.2% en PBS por 2 horas a temperatura ambiente y en completa oscuridad.

10.Realizar 3 lavados de 5 minutos cada uno, con 30 pul PBS (10X pH 7.4).
Retirar el exceso después de cada lavado.

11. Incubar las muestras a 37°C con 30 ul de anticuerpo secundario (anti-rat
IgG conjugado con fluoresceina de isotiocianato) diluido 1:50 en albumina
sérica bovina 0,2% en PBS (10X pH 7.4).

12. Lavar las muestras tres veces con PBS (10X pH 7.4) durante 5 minutos y
retirar el exceso.

13. Adicionar 20 pl de una solucion 50:50 PBS/ Solucion fijadora en los
portaobjetos y poner los cubreobjetos.

14. Sellar los cubreobjetos con una capa doble de esmalte transparente.

15.Observar en el microscopio confocal LSM 700

Nota: Las muestras control se procesan de igual manera pero no se incuban con
los anticuerpos primarios JIM5 y JIM7.

*Solucion de fijacion: Paraformaldehido 4% en 50mM PIPES, MgSO4 5mM y
EDTA 5mM, pH 6.9.
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Anexo 3. Presencia de aerénquima en corte transversal de una raiz de BGI
tratada con aluminio 100uM.
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