OPEN 8ACCESS

Freely available on line

Uniw. Sci. 2013, Vol. 18 (3): 283-310

\ Univers\(as.scientiarum . .
. doi: 10.11144/Javetiana.SC18-3.taev

REVIEW PAPER

Tolerancia al aluminio en especies vegetales:
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Aluminum tolerance: mechanisms and genes

Abstract

Agricultural production in the Colombian Orinoco is affected by the high aluminum content found in 4.5
million hectares. Genotypes of different species have acquired different levels of tolerance and signaling
pathways through various mechanisms, making a single model impossible. Some of the molecules
commonly involved in the tolerance response have already been identified. To identify candidate genes to
produce aluminum-tolerant cultivars, we consulted scientific articles published between 1987 and 2013. We
obtained data of aluminum-tolerant materials and molecular mechanisms for tolerance through reports
of techniques using hybridization, mutation, molecular marker-assisted selection and gene transfer. We
found several reports on wholly or partially characterized genes with potential use in genetic engineering
and in marker assisted selection to obtain aluminum tolerant genotypes.
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Introduccion

La toxicidad por aluminio es el primer factor que
limita la produccién de cultivos en suelos acidos,
debido a que el 50% de la tierra potencialmente
arable es acida. Mas del 60% de los suelos acidos en
el mundo, estan en paises subdesarrollados, donde
la producciéon de alimentos es critica (Von Uexkill
& Mutert 1995). Cerca del 80% de los suelos en
Colombia, en especial los suelos de la Orinoquia,
son suelos acidos (Camacho et al. 2008).

Ademas de diversas estrategias de manejo
de suelos acidos, otra tactica posible, es la
generacion de genotipos tolerantes a la toxicidad

por aluminio. Estas aproximaciones son
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tanto convencionales, mediante procesos de
hibridacién mendeliana o mutaciones, como
moleculares, con el uso de seleccion asistida con
marcadores, y biotecnologicas, con el uso de
transferencia de genes mediada por ingenierfa
genética. Un elemento esencial en la aplicacién de
aproximaciones moleculares y biotecnolégicas, es
la identificacién de genes que confieran tolerancia
al aluminio. Para ello es necesario entender en el
nivel molecular, tanto los efectos de la toxicidad,
como los mecanismos de tolerancia.

Se identificaron genes con potencial uso en
programas de fitomejoramiento por transferencia
de genes, mediada por ingenierfa genética. Estos
genes corresponden a mecanismos de tolerancia,
tales como la detoxificacion interna y la exclusion
del aluminio.

La estrategia de busqueda de articulos cientificos
se baso en el uso de palabras claves, relacionadas
con los temas de interés (“aluminum toxicity” y
“aluminum tolerance”), mediante los cuales se
identificaron documentos utiles para establecer
limites temporales y tematicos de la revision. La
busqueda se hizo en las bases de datos del Sistema
Nacional de Bibliotecas de la Universidad Nacional
de Colombia (SINAB) a partir de 1987. La lectura
de documentos, dentro del contexto biolégico del
fenémeno revisado, orientd busquedas especificas,
combinando palabras claves generales con
términos que permiten delimitar los temas. Asi,
por ejemplo, para buscar efectos de la toxicidad,
se combinaban las palabras “aluminum toxicity”
con “oxidative stress”, o con “DNA alteration”.
La busqueda de genes que confieran tolerancia, se
realiz6 sobre literatura mas reciente, después del
afio 2000, teniendo en cuenta reportes con bases
empiricas. Se utilizaron diferentes combinaciones,
como, por ejemplo, “aluminum tolerance”,
“gen” y “transcription factors”. Las estrategias
de fitomejoramiento, se buscaron combinando
las palabras “aluminum tolerance” con “plant
breeding”, entre otras combinaciones.

Los topicos de esta revision, incluyen:
toxicidad por aluminio en plantas, captacion y
transduccion de sefiales, mecanismos de tolerancia,
genes que confieren tolerancia al aluminio, y
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fitomejoramiento para la tolerancia al aluminio.
Se presenta un modelo que permite razonar
el escenario molecular de los mecanismos de
tolerancia, a partir del cual se identifican genes con
uso potencial en programas de fitomejoramiento,
orientados a la produccién de genotipos
tolerantes. Estos genes fueron identificados en
relaciéon con proteinas transportadoras, factores
de transcripcién y, mitigacion del estrés oxidativo.

Toxicidad por aluminio en plantas: El aluminio
es el elemento metilico mas abundante en la
corteza terrestre, es insoluble y generalmente
no se encuentra disponible para participar en
reacciones biogeoquimicas. Pero, especialmente
bajo condiciones de suelos acidos no solo puede
ser movilizado hacia ambientes acuaticos (Driscoll
& Schecher 1990), sino que también se favorece
su entrada a las raices de las plantas. Alrededor del
30% de los suelos de la superficie terrestre libre
de hielo en el mundo son acidos, presentandose
principalmente en el cinturéon del norte y el
cinturén tropical del sur. El primero bajo clima
frio y himedo templado, esta dominado por suelos
Espodosoles, Alfisoles, Inceptisoles e Histosoles;
mientras que el segundo, bajo condiciones calidas
y humedas contiene predominantemente Ultisoles
y Oxisoles. En los suelos acidos la toxicidad
por aluminio es una de las limitaciones para la
produccion de los cultivos (Von Uesxkull & Mutert
1995). El aluminio en el suelo puede estar unido
por ligandos, o estar presente en otras formas no
fitotoxicas como los aluminosilicatos y precipitados
como silicatos de aluminio, que se encuentran
mezclados con metales tales como sodio, potasio,
hierro, calcio o magnesio (Von Uexkill & Mutert
1995, Baligar & Fageria 1997). No obstante, en
condiciones de suelos acidos (pH 5.5-4.5, o <4.5)
los iones aluminio (Al’") se solubilizan y pueden
penetrar células radiculares, lo cual inhibe el
crecimiento de las raices y dificulta la absorcion
de agua y nutrientes esenciales como fésforo y
calcio (Kochian et al. 2005). Pese a que AIP* es la
forma mas comun relacionada con fitotoxicidad;
mediante mediciones de raiz en plantas, se ha
determinado que la especie de aluminio mas
fitotéxica es AlO4Ali2(OH)24(H20)™ 12 (Kinraide
2003).
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El grado de toxicidad varfa ampliamente
dependiendo de la especie de la planta, las
condiciones de crecimiento, las concentraciones
de aluminio y el tiempo de exposicién (Delhaize
& Ryan 1995, Kochian et al. 2004). La zona de
transicién de la raiz es la mas sensible a aluminio,
esta localizada entre la zona de division celular
activa y la zona de elongacion celular rapida,
y es importante en la percepcion de senales
ambientales y en el desarrollo, debido a que las
células post-mitdticas que la conforman son
competentes para una rapida elongacion al sufrir
vacuolizacién y reorganizacion del citoesqueleto
gracias a las propiedades mecanicas de sus paredes
celulares (Sivaguru & Horst 1998, Verbelen et
al. 2000). La respuesta de mayor susceptibilidad
por fitotoxicidad aluminio ocurre a los pocos
minutos de exposicién y trae como consecuencia
retraso en el crecimiento de la raiz y abundancia
de raices laterales cortas que se tornan gruesas
y fragiles, al parecer debido a la alta afinidad del
aluminio con elementos como grupos fosfatos,
sulfatos y carboxilos entre otros, que constituyen
componentes celulares como pared celular,
membranas y acidos nucleicos (Matsumoto et al.
1976, Chang et al. 1999, MacKinnon et al. 2004).

La dinamica de las respuestas iniciales de
crecimiento de las raices frente a la exposicion a
aluminio varfan de acuerdo a la susceptibilidad o la
resistencia dela planta;al respecto, se han propuesto
tres modelos principales denominados: umbral de
toxicidad, hormesis, y umbral de tolerancia. El
primero puede ser observado como una funcién
del tiempo de exposicién o la concentracion
a aluminio, la fase de retraso en la respuesta, es
decir, cuando la curva del crecimiento de la raiz se
mantiene estable o paralela al eje x, antes de que
inicie la disminucién en el crecimiento; puede ser
interpretada como el tiempo o la concentracion
de aluminio requerida para que se interfiera con
procesos claves en crecimiento y elongacién de
la raiz (Barcel6 et al. 2002). De otro lado, en la
curva tipo hormesis, el crecimiento de la raiz es
estimulado luego de una fase inicial de retraso,
ya sea por exposiciéon a bajas concentraciones
que se encuentran por debajo del umbral de
toxicidad de un elemento no esencial o debido
a un efecto transitorio después de exposiciones
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cortas a concentraciones potencialmente toxicas
(Barcel6 et al. 2002). El mecanismo que podria
explicar la respuesta hormetica frente al estrés
por aluminio parece estar relacionado con
estimulacion de reacciones de defensa que llevan
a la activaciéon general del metabolismo, mejora
de la deficiencia latente de un elemento esencial
o conlleva a la mitigaciéon de la toxicidad por
protones. Finalmente, el modelo del umbral de
tolerancia, aplica para algunas especies en las que
bajas concentraciones de aluminio o tiempos
cortos de exposicion pueden causar inhibicion
significativa de la elongacion de la raiz, mientras
que concentraciones altas o tiempos de exposicion
prolongados tiene efectos téxicos menores o
ningun efecto (Barcel6 et al. 2002).

El apoplasto es el primer compartimento de la
raiz que tiene contacto con especies de aluminio
presentes en el suelo potencialmente toxicas,
y es la zona de mayor acumulaciéon. Gran parte
de los blancos del aluminio corresponden a
componentes de la pared celular, lo cual altera sus
propiedades mecanicas afectando la elongacion
de las células (Barcel6 et al. 1996, Poschenrieder
et al. 2008). A pesar que la membrana plasmatica
parece ser altamente impermeable a cationes
trivalentes, bajas tasas de aluminio toxico para la
célula pueden entrar hacia el citoplasma a través
de mecanismos que aun no son claramente
conocidos (Poschenrieder et al. 2008). Cuando
una pequefia proporcion de aluminio logra cruzar
la pared celular y unirse a grupos carboxilo y
fosfatos de la membrana plasmatica puede alterar
su fluidez (Barcel6 et al. 1996, Kochian et al. 2005),
produciendo efectos caracteristicos del sindrome
de toxicidad por aluminio, como: cambios en el
potencial de membrana, cambios en la actividad
de los canales ionicos, alteracion de la homeostasis
de Ca?* (Rengel & Zhang 2003), inhibicién de la
adenosin trifosfato (H* -ATPasa) (Ahn et al. 2001)
y peroxidacion de lipidos (Yamamoto et al. 2001).

En sintesis la inhibicion del crecimiento de
la rafz podria deberse a los siguientes eventos:
1. Alteracion de la capacidad del intercambio
de cationes de la pared celular, 2. Cambios en el
potencial de membrana; afectando directamente
la toma de cationes como Ca** y Mg?* (Kuhn
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et al. 1995), 3. Induccién de estrés oxidativo
via peroxidacion lipidica, 4. Remplazo de Mg**
o Fe* en reacciones celulares, 5. Interaccion
con el citoesqueleto (Blancaflor et al. 1998), 6.
Interferencia con vias de sefializacién, y 7. Unién
directa con el DNA o RNA (Kochian et al. 2005).

Captaciéon y transduccion de sefnales: Los
procesos de captacion del aluminio por parte
de células de la zona de transiciéon de la raiz
no son totalmente claros, con todo, se cree
que las interacciones con la pared celular, la
membrana plasmatica o sitios del simplasto
pueden jugar un papel importante en este
proceso. El aluminio posiblemente activa un
canal de aniones en la membrana plasmatica
que es permeable a aniones de acidos organicos,
lo cual puede ocurrir a través de tres vias: 1.
Interaccion directa del aluminio con canales
proteicos que causa su activacion; 2. Interaccion
directa del aluminio con la membrana o a través
de receptores especificos de membrana para
iniciar una cascada de segundo mensajeros que
activan los canales proteicos; o 3. Activacion
directa de canales proteicos por aluminio una
vez este ha entrado al citoplasma o activacion
indirecta a través de segundos mensajeros (Ma
et al. 2001). Posteriormente, la transcripcion de
genes que codifican para proteinas involucradas
en la produccién de calosa, en el metabolismo
de 4cidos organicos o que codifiquen para
proteinas transportadoras de acidos organicos
a través de la membrana plasmatica, ocurre a
través de la activacion de cascadas de sefiales (Ma
et al. 2001), que puede estar mas relacionada con
respuesta a exposiciéon a aluminio prolongada,
como ocurre en muchos otros estrés en plantas

(Figura 1).

Elaluminio interviene con la via de transduccion
de sefiales de PLC; favoreciendo el incremento
de segundos mensajeros como e IP y DAG a
partir de PIP2, los cuales estimula la liberacion de
Ca** de lugares de almacenamiento o activando
proteinas quinasas, respectivamente; estas ultimas
estan involucradas en regulacion transcripcional.
Adicionalmente PIP2 participa en la regulacion de
la dinamica del citoesqueleto, trafico de vesiculas y
transporte i6nico. A su vez la liberacion de calcio
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permite la activacién de calmodulinas que regulan
diferentes proteinas y factores de transcripcion para
la induccién de genes de respuesta a estrés como
por ejemplo aquellos que codifican para proteinas
transportadoras o enzimas biosintéticas de acidos
organicos (A.O) y de calosa entre muchos otros.
Sin embargo, el aluminio también podria afectar
esta ruta de transduccion de senales al interactuar
con calmodulinas. El aluminio causa peroxidacion
de lipidos y favorece el incremento de ROS; dicho
incremento junto con el aumento en los niveles
de calcio citoplasmatico estan relacionados con
la activacion de la biosintesis de calosa, 1a cual se
deposita en la pared celular contribuyendo a la
disminucion dela entrada de aluminio del apoplasto
al simplasto. De otro lado, el NO regula los niveles
de expresion de genes de respuesta a estrés como
enzimas detoxificadoras de ROS (SOD, CAT y
APX entre otros), y también esta involucrado en la
modulacién del equilibrio hormonal favoreciendo
el incremento de giberelinas y zeatina ribosa;
asociado con disminucion en division y elongacion
celular, y resistencia a aluminio. Por otra parte el
incremento de putrescina favorece el incremento
de NO, lo cual podria jugar un papel clave en la
estimulacion de la excrecion de acidos organicos,
especificamente de citrato.

Fosfolipasa C (PLC), fosfatidilinositol bifosfato
(PIP2), inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), diaglicerol
(DAG), especies reactivas de oxigeno (ROS),
oxido nitrico (NO), giberelinas (GA), zeatina
ribosa (ZR), superoxido dismutasa (SOD), catalasa
(CAT), ascorbato peroxidasa (APX) (Figura 1).

Diferentes mecanismos han sido propuestos
en la transduccién de sefiales, tales como:
disminucién de la elasticidad de la pared celular
(Gunsé et al. 1997, Ma et al. 2004), alteracion de la
fluidez de la membrana y el potencial de membrana
(Sivaguru et al. 2003) efectos en canales de iones
y homeostasis i6nica (Ahn et al. 2001), inhibicién
de la via de la (PLC) (Ramos et al. 2007), trafico
por vesiculas de membrana (Illés et al. 20006),
alteracion del citoesqueleto (Sivaguru et al. 1999),
incremento en los niveles citoplasmaticos de Ca**
(Rengel & Zhang 2003), inhibicion del transporte
de auxinas o acido indolacético IAA) (Kollmeier
et al. 2000, Doncheva et al. 2005), cambios en las
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Fig. 1. Mecanismo propuesto de transduccion de sefial bajo estrés por aluminio y respuestas de tolerancia. La
detoxificacion del aluminio una vez ha entrado a la célula, involucra su unién con aniones de acidos organicos y
postetiormente el secuestro de estos complejos en vacuolas, mientras que la exclusion del aluminio consiste en
el flujo de acidos organicos desde la rafz hacia la rizésfera, los cuales quelan el aluminio e impiden su entrada
a las células. Flechas punteadas negras: posibles vias que involucran activaciéon de canales de aniones en la
membrana plasmatica permeables a aniones de acidos organicos (A.O) sea por interaccién del aluminio con
receptores de membrana, interaccion directa con canales proteicos sin entrar al citoplasma o al interior del mismo.
Flechas punteadas grises: sintesis de proteinas involucradas en tolerancia aluminio. Flechas solidas: rutas de
transduccion de sefiales que conllevan a respuestas de tolerancia a aluminio.

de manera independiente, en realidad son vias
interconectadas.

concentraciones de 6xido nitrico (NO) endégeno
(Iiés et al. 2006, Tian et al. 2007), e interaccion
con otras fitohormonas (Gunsé et al. 2000,

Massot et al. 2002) (Figura 1). A continuacion se
explica con mayor detalle algunos de los blancos
celulares del aluminio y sus sefializadores mas
importantes. Sin embargo, aunque se traten
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Alteracion del ADN y el ciclo celular: El 6rgano
de la planta visiblemente afectado por aluminio
es la rafz; pocos estudios han evaluado la relacion
entre dicho fenémeno vy las interacciones que el
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aluminio pueda tener con el ADN y el ciclo celular.
Uno de estos estudios analiz6 el efecto del aluminio
en la actividad de las quinasas dependientes de
ciclinas tipo A (CDKA) y en la sintesis de ADN;
al comparar dos lineas celulares en suspension de
Coffea arabica, susceptible y tolerante; se encontré
que esta ultima, mostré un incremento en la
actividad de la CDKA y fue menos sensible a la
inhibicion de la sintesis de ADN, determinada a
través de la incorporacion de [H]-timidina. Dicha
tolerancia es atribuida a la produccién de mayor
cantidad de acidos organicos que interactuan
con el aluminio y con la capacidad de remover
aluminio a través de la compartimentalizacion
en vacuolas. La enzima CDKA, que catalizan
la progresion del ciclo celular, parece tener un
papel clave en la respuesta a aluminio. Esta
respuesta es posiblemente regulada de manera
post-transcripcional, puesto que no se observo
un incremento o disminucion significativa en los
niveles de su mRNA en presencia del aluminio. Se
plantean entonces, tres mecanismo que podtian
regular a las CDKA: 1. Eventos de fosforilacién/
defosforilaciéon involucrados en transduccion
de senales, 2. Incremento del pool de ciclinas y,
3. Disminuciéon en los inhibidores de CDKA.
(Valadez et al. 2007).

En contraste con el estudio anterior, Nezames et
al. (2012) identificaron reguladores del ciclo celular
que detienen el progreso de este en condiciones
de exposicién aluminio, resultando en inhibicion
del crecimiento de la rafz. A partir del mutante
als3-1 hiper-sensible al aluminio de _Arabidopsis
thaliana se aislaron supresores y se identificd
un factor de punto de chequeo del ciclo celular
denominado ~ ALUMINUM  TOLERANTZ2
(ALI2), el cual monitorea y responde a dafios
en el ADN. Adicionalmente, en el mutante a//2-
1 carente de ALT2 funcional, no se detiene el
crecimiento de la rafz después de la exposicion
a aluminio, no acumula ciclina Bl; en el apice
de la raiz, ni es capaz de lograr la diferenciacion
del centro quiescente, y presenta altos niveles de
tolerancia al aluminio con respecto a la silvestre.
Por otra parte el mutante afr también es mas
tolerante al aluminio, y en este se afecta el punto
de chequeo del ciclo celular.

Universitas Scientiarum Vol. 18 (3): 283-310

ATAXIA TELANGIECTASIA-MUTATED
y RAD3-RELATED es una proteina serina/
treonina quinasa, captada y activada por rupturas
de ADN doble cadena; ésta fosforila wvarias
proteinas clave que inician la activacién del punto
de control de dano de ADN, conduciendo a la
detencion del ciclo celular, la reparacion del ADN
o la muerte celular. Los autores plantean que
ALT2 es necesario para activar la detencion del
crecimiento de la rafz después de la exposicion a
aluminio ya que el alelo @#/2-7 es una mutacion de
pérdida de funcién en una proteina que contiene
un motivo putativo WD40 DDBI1-binding,
previamente identificado como TANMEI, el cual
se requiere para la valoracién de la integridad
del ADN, incluyendo la supervisiéon de enlaces
cruzados de ADN. Adicionalmente proponen,
que el aluminio actia como agente danino leve del
ADN 7n vivo y que la inhibicién en el crecimiento
de la raiz ocurre por la deteccién y respuesta
de TANMEI/ALT2 y ATR frente a este dafio,
deteniendo el progreso del ciclo celular y llevando
a la diferenciacién del centro quiescente. Sin
embargo, el dafio del aluminio sobre el ADN no
tiene consecuencias inmediatas en el crecimiento
de las raices, lo cual probablemente ocurre gracias
a la naturaleza reversible de la unién del aluminio a
ADN, debida alas interacciones electrostaticas. Por
otra parte, en un entorno de suelo es posible que
la exposicion a aluminio sea cronica, y pese a que
la union es reversible, el suministro constante de
aluminio podtia activar permanente la via mediada
por ALT2-y ATR lo que finalmente llevaria a la
inhibicién del crecimiento de la raiz (Nezames et
al. 2012).

Estrés oxidativo: Bajo condiciones de no estrés la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
ocurre principalmente en los compartimientos
celulares que contienen una cadena transportadora
de electrones como mitocondrias, cloroplastos
y peroxisomas; siendo las primeras una de las
principales fuentes, ya que la cadena de electrones
mitocondrial alberga electrones con suficiente
energfa libre para reducir directamente el Og;
dicho fenémeno es inevitable en la respiracion
aerobica. Sin embargo, la formaciéon de ROS
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puede incrementar como respuesta a estrés
bibticos y abidticos, causando un desbalance de
su produccion en la célula y ocasionando estrés
oxidativo, el cual afecta diferentes moléculas
organicas y componentes celulares (Gill & Tuteja
2010).

El aluminio causa disfuncién mitocondrial,
inhibe la respiracién celular, reduce el adenosin
trifosfato (ATP) y favorece la produccién de
ROS. La acumulacién de aluminio en la célula,
afecta inicialmente la actividad de la membrana
mitocondrial interna lo que impide el flujo de
electrones y disipa el potencial de membrana, esto
conlleva a la muerte celular después una exposicion
prolongada a aluminio. En células fotosintéticas,
los cloroplastos son unos de los principales
organelos celulares de formacién de ROS a través
dela fotosintesis; mientras que en células de plantas
no fotosintéticas como las células de la raiz y en
cultivos celulares no clorofilicos, se ha evidenciado
que la cadena transportadora de electrones de la
mitocondria es el principal sitio de produccion
(Yamamoto et al. 2003). El incremento instantaneo
y sostenido de ROS en la raiz, y no, la peroxidacion
de lipidos, parece ser un factor determinante en la
rigidificacion de la pared celular y la inhibicion del
crecimiento de la raiz por aluminio (Yamamoto
et al. 2003). En raices de arveja el contenido
de ATP, la respiracion y la elongacion de la raiz
decrecen similarmente de forma dependiente de
la dosis de aluminio o del tiempo de duracion del
tratamiento (Yamamoto et al. 2002). De otro lado,
Jones et al. (2006), encontraron que en plantas de
maiz expuestas a aluminio, la rigidificacion de las
capas epidérmicas ocurre debido a que la calosa se
deposita en la pared celular, y esto se correlaciona
con el incremento en las concentraciones de Ca?*
citoplasmatico inducido por ROS. Por tanto, se
cree que ROS actia como segundo mensajeros en
la cascada de transduccion de sefales relacionada
con la formacién de depésitos de calosa en la
pared celular, previniendo la entrada del aluminio
al simplasma de las células de la rafz.

Pese a la importancia de ROS como segundo
mensajero en diferentes vias de senalizacion
de respuesta a estreses se sabe también, que el
desbalance entre la producciéon de este y los
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mecanismos de detoxificacion (estrés oxidativo),
favorece la interaccion de ROS con diferentes
macromoléculas causando dafos en componentes
celulares, lesiones y mutaciones en el ADN, asi
como disfunciones metabolicas irreparables que
llevan a la muerte celular. Gracias a la recopilacion
de diferentes trabajos relacionados con el efecto
del aluminio en las células de la raiz durante y
luego de la exposicion, se plantea una asociacion
entre el estrés oxidativo con la inhibicion del
crecimiento y cambios estructurales de la rafz.
Esto se observa cuando en la raices tratadas
con aluminio, se incrementa el anién radical de
superoxido (O2e-), que es la mayor fuente de
ROS, formada principalmente en la membrana
plasmatica por la acciéon de la NADPH oxidasa.
Posteriormente ocurre un aumento en los niveles
de perdxido de hidrogeno (H202) y de lignina, y se
presenta un aumento de la rigidez en las paredes
celulares, asi como distorsiones y rupturas en la
estructura de la célula (Matsumoto & Motoda
2011). En la recuperacion de las raices es evidente
la disminucién de radicales Oze-; H202, y en el
contenido de lignina; observandose finalmente
la elongacion del cilindro central en raices
recuperadas (Matsumoto & Motoda 2011).

Una de las respuesta de la célula frente
fenémenos de estrés oxidativo mencionados
anteriormente, es la activacion de sistemas de
detoxificacion de radicales libres. En arveja (Pisum
sativum 1..) 1a induccion de estrés oxidativo a causa
de la exposicion a aluminio, estd acompafiada de
cambios en el perfil de expresion de antioxidantes.
En raices se expresan principalmente las enzimas
glutation-s-transferasa (GST) y catalasa (CAT).
En partes aéreas se incrementa la ascorbato
peroxidasa citosodlica (cAPX), la expresion génica
(SOD) con cobre y zinc fue alta a las 24 horas y
disminuy? a las 48. La expresion de la manganeso
superoxido dismutasa (MnSOD) y (SOD) con
hierro fue elevada en concentraciones altas de
aluminio después de 24 y 48 horas de exposicion
(Panda & Matsumoto 2010).

Por otra parte, en raices de plantulas de trigo
se observaron diferencias entre el genotipo
susceptible y el tolerante respecto al incremento
en la actividad de componentes enzimaticos y no

www.javeriana.edu.co/ scientiarum/ ofs


http://revistas.javeriana.edu.co/index.php/scientarium

290

Tolerancia al aluminio

enzimaticos del sistema de defensa antioxidativo
para la detoxificacion de ROS; la actividad de
la superoxido dismutasa (SOD) y peroxidasa
(POD), fue mayor en el genotipo susceptible,
mientras que en el tolerante hubo mas actividad
de la catalasa (CAT), ascorbato peroxidasa (APX),
monodehydroascorbato  reductasa (MDHAR),
glutation reductasa (GR), glutation peroxidasa
(GXP), monodehydroascorbato (AsA) y glutation
(GSH). A partir de esto los autores proponen que
la capacidad de componentes enzimaticos y no
enzimaticos puede ser un factor determinante en
la tolerancia a aluminio en plantas (Xu et al. 2012).

Finalmente, de acuerdo con el estudio de
Achary & Panda (2010) en A/ium cepa, el aluminio
tiene un modo de accion bifasico en el que altas
dosis inducen dafios en el ADN y bajas dosis
(no toxicas) confieren proteccion gendmica;
ambas fases parecen estar mediadas por ROS a
través de diferentes vias, ya que se observa una
relacién dependiente de la dosis de aluminio en
su generacion. Al someter la rafz de la planta a un
rango de concentracién de 1-10uM de aluminio,
se inducen respuestas adaptativas que confieren
proteccion gendémicaalas células, frentea sustancias
como el cloruro metil mercurio (MMCI genotdxico
de tipo aneugénico), etilmetanesulfonato (EMS
mutageno estandar alquilante) o aluminio; bajo
estas concentraciones de aluminio los niveles
de ROS son también bajos, de esta manera
posiblemente se activan cascadas de sefializacion
de respuestas adaptativas frente a genotoxicidad.
Sin embargo, las concentraciones de aluminio
por debajo de 1uM muestran muy poco efecto al
respecto; mientras que concentraciones mayores
a 10uM incrementan los efectos perjudiciales de
estas genotoxinas.

Alteracion del metabolismo de fosfolipidos de
membrana: Los fosfolipidos son importantes
en la homeodstasis celular, ya que no solo son
los bloques estructurales de las membranas sino
que también participan en procesos celulares
indispensables como transduccién de sefnales,
dinamica del citoesqueleto, transporte o trafico
de vacuolas y cambios en la arquitectura celular
(Pleskot et al. 2013). Debido a que los fosfolipidos

son uno de los blancos celulatres del aluminio; en la
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membrana celular ocurren cambios en el potencial
que inducen su despolarizaciéon y afectan la
homeostasis del Ca?*, afectando a su vez muchos
procesos del crecimiento y el metabolismo celular
regulados por Ca*". Adicionalmente también
se presenta peroxidacion lipidica al aumentar el
contenido de radicales libres y especies reactivas
de oxigeno (ROS) (Pleskot et al. 2013).

Huynh et al. (2012) evaluaron el efecto
del aluminio en el contenido y composicién
de lipidos de membrana, y en la expresion de
genes responsables de su biosintesis en plantas
de arroz, bajo condiciones de hidroponia.
Encontraron que en los genotipos susceptibles
se presentaba inhibicién en el crecimiento de la
raiz y la parte aérea. Ademas, hallaron una relacion
entre el tiempo de exposicion al aluminio y la
disminucién en el contenido de acidos grasos
insaturados y de lipidos. Este efecto fue notorio
en raices y parte aérea con la fosfatidilcolina, y
con los glicolipidosmonogalactosildiacilglicerol
y digalactosildiacilglicerol, en la parte aérea. Por
otro lado, después de 12 horas de exposicion a
aluminio, observaron modificacion en la expresion
de los genes que codifican enzimas biosintéticas
de fosfolipidos y desaturasas de acidos grasos,
que fue menor en los genotipos susceptibles. Por
tanto, se plantea que el aluminio limita la capacidad
de los tejidos para la sintesis de novo de lipidos de
membrana a través la reduccion de la expresion de
genes clave en la biosintesis de los mismos en los
genotipos susceptibles. Sin embargo, pese a que
se cree que los genotipos resistentes mantienen
la estabilidad en la composicién y contenido de
lipidos a través de mecanismos que evitan el dano
a membranas, como detoxificacién de ROS o que
eviten fenémenos lipoliticos; se requieren mas
estudios al respecto.

En general, se conoce que la activaciéon de la
cascada de sefiales de fosfolipidos es otro de los
primeros fenémenos celulares desencadenados
por el aluminio, aunque no exclusivo de este estrés,
ya que también es activada por diferentes tipos
de estreses bibticos y abidticos; dicha cascada de
sefalizacion a su vez activa mecanismos posteriores
de respuesta, como la generacién de segundos
mensajeros que interactian con varias proteinas.
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La fosfolipasa C (PLC) cataliza la formacion de
inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y diaglicerol DAG
a partir de fosfatidilinositol bifosfato (PIP2),
que respectivamente actian como segundos
mensajeros estimulando la liberacién de Ca?* de
lugares de almacenamiento y activando proteinas
quinasas (Haug et al. 1994). Adicionalmente PIP2
también participa en la regulaciéon de la dinamica
del citoesqueleto, trafico de vesiculas y transporte
i6nico; y sus niveles son regulados por diferentes
quinasas y fosfatasas lipidicas (Stevenson et al.
2000).

El aluminio no solo activa sino que interviene
en la via de sefalizacion de inositolfosfato y
vias de fosforilacion de proteinas, alterando el
metabolismo de los fosfolipidos de membrana
que son regulados por la enzima PLC otras
enzimas clave en las vias de transduccién de
sefiales. LLos efectos parecen variar dependiendo
de la especie de planta, el tiempo de exposicion
y la concentracién del aluminio; por ejemplo, en
lineas celulares en suspension de Coffea arabica en
las que la actividad de la PLC e IP3 se incrementa
dos veces mas al estar expuestas a aluminio en
periodos de tiempo de un minuto, mientras que
bajo exposicién alargo término la actividad de PLC
es inhibida en mas del 50% (Martinez et al. 2003).
Por otra parte, en células en suspension de plantas
de tomate expuestas a aluminio, se determind que
las concentraciones bajas estimulan las vias de
sefializacion de la PLC y PLD, lo que conlleva a la
produccion de ROS y posteriormente a la muerte
celular, que parece ser ejecutada por proteasas
tipo-caspasas (Yakimova et al. 2007). Otros
estudios han demostrado que le aluminio inhibe la
actividad de PLC y a su vez inhibe la formacién de
segundos mensajeros como acido fosfatidico (PA)
(Ramos-Diaz et al. 2007) y de DAG (Pejchar et al.
2010) en células en suspension de café y tabaco
respectivamente.

De otro lado, se ha demostrado que las
fosfolipasas Dys son inducidas por aluminio y
contribuyen a las alteraciones de la membrana
a causa de este estrés. La supresion de PLDy a
través de RNAI disminuy6 la expresion de PLDy
1y PLDy 2, ¢ incremento la tolerancia a aluminio
en Arabidopsis thaliana. La plantas knockout y las
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RNAi-suprimidas para PLLDy 1, mostraron mayor
crecimiento radicular respecto a las silvestres. El
dano a nivel de membranas fue mas evidente en
las silvestres en cuanto alteracion de fosfolipidos
y glicolipidos con el tratamiento a aluminio,
en comparacion con las lineas mutantes; por
lo que PLDys podria modular los lipidos de la
membrana bajo este estrés, pero niveles altos de
dichas fosfolipasas modularfan negativamente la
tolerancia a aluminio (Zhao et al. 2011).

Como consecuencia de la fitotoxicidad
por aluminio ocurren dafios estructurales y
funcionales a nivel de membrana, atribuidos a
su unién directa con regiones de fosfolipidos o
proteinas de la membrana plasmatica, afectando
la permeabilidad y los procesos de transporte de
membrana. Sin embargo, la mayor consecuencia
fisiolégica a causa de la alteracion del metabolismo
de los fosfolipidos por aluminio es la inhibicién
del crecimiento y cambios morfoldgicos de la raiz.
Estos cambios podrian estar relacionados con la
alteracion de la funcién proteinas del citoesqueleto
como actin-capping 'y  microtubnle-bundling, que
son transductores clave en sefalizacion lipidica
(Huang et al. 2003, Huang et al. 2000, Staiger &
Blanchoin 2006, Pleskot et al. 2013), puesto que el
citoesequeleto es una de las estructuras celulares
blanco de la accién del aluminio (Poschenrieder et
al. 2009). La unioén directa de isoformas de PLD al
citoesqueleto podrian afectar la dinamica de esta
estructura (Pleskot et al. 2010). Es posible, que
los mecanismos moleculares coordinados entre
PLD-PA y citoesqueleto en las células vegetales,
intervengan en las respuestas frente a la toxicidad
por aluminio especialmente en la elongacion
celular y por tanto en la morfologia y crecimiento
de la raiz.

El papel del calcio: El incremento en la actividad
citosélica del Ca** causado por aluminio es uno
de los mecanismos importantes en transduccioén
de sefiales, ya que altera numerosos procesos
bioquimicos y fisiolégicos involucrados en el
crecimiento de la raiz. Uno de los efectos toxicos
del AP* en el crecimiento y desarrollo de la planta
ha sido atribuido a la ruptura de la homeostasis
del Ca?*; causando inhibicion de la toma de
este por la raiz, bloqueo de los canales de calcio
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regulados por voltaje y por tanto disminucion en
la concentracion de Ca?* en el citoplasma. Cuando
el AIP* permea la membrana plasmatica al parecer
a través de canales de cationes no selectivos, puede
interactuar con canales de Ca*"permitiendo que

este sea liberado e incrementado en el citosol
(Rincén-Zachary 2010).

A través de la técnica de transferencia de
energfa por resonancia de fluorescencia (FRET)
fue posible captar la imagen de raices de
Arabidopsis thaliana expresando un sensor de Ca?*
denominado yellow cameleon 3.60; de esta manera
se evidencié incremento en la concentracion
de Ca?" libre en el citosol a los pocos segundos
de la exposiciéon a AIP*. Se observé que AP*
induce diferentes firmas de Ca?* en las células
dependiendo de la region de la raiz; especialmente
en la zona de transicion (Ja mas sensible al
aluminio), el comportamiento de la concentracion
de Ca?* fue bifasico (Rincon-Zachary et al. 2010).
Recientemente fue propuesto un modelo sobre
los posibles mecanismos y eventos secuenciales a
causa de la exposicion a aluminio que conllevan a
la induccién transitoria de calcio en el citosol y a la
inhibicién en el crecimiento de la raiz. En primer
lugar el AI’* favorece la apertura de canales de
Ca®" en la zona de transicion de la raiz lo que
permite su flujo hacia el interior de las células;
posteriormente el Ca?* en el citoplasma alcanza
su primer pico de la firma bifasica anteriormente
mencionada; la cual activa canales de Ca2' de
estructuras de almacenamiento interno como
vacuolas, reticulo endoplasmatico, mitocondria
o plastidios; produciendo el segundo pico de la
firma de Ca?* (Rincén-Zachary 2010).

A través de ensayo cometa bajo condiciones
alcalinas en raices de A cepa, se identifico
que el aluminio induce dafio en el ADN en
concentraciones de 50, 100 y 200uM. De acuerdo
a la longitud de la cola se determiné que el dafio
fue significativo respecto al control, es dosis
dependiente;y fue comparable con el dafio inducido
por etil metano sulfonato (EMS), un mutageno
alcalino usado como control positivo (Achary et
al. 2008). El dano fue atribuido al aumento de
ROS inducido por el aluminio (Achary et al. 2008).
Los mismos autores proponen que el Ca?* juega
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un papel fundamental en los mecanismos que
inducen dafio en al ADN por acciéon del aluminio.
Mediante tratamientos independientes, previos a
la exposicién a aluminio en raices de A. cepa con
un quelante de calcio (EGTA), dos sustancias
que bloquean canales de Ca** de la membrana
plasmitica y, un antagonista de calmodulinas/
quinasas (CaM/CDPK) dependientes de Ca?*,
se observé una disminucion significativa en la
inducciéon del dano al ADN y en la muerte de
células de la raiz. De acuerdo con los resultados
de este trabajo, la disrupcién de la homeostasis de
ROS/Ca?" y la sefializaciéon mediada por Ca?* son
eventos clave en la induccion de la toxicidad por
aluminio, que produce dafios en el ADN o muerte
celular en plantas (Achary et al. 2013).

Por otro lado, el Ca*" tiene un papel en la
reticulacion de materiales compuestos por pectina,
en condiciones normales se une a la pectina de la
pared celular. Pero, cuando la planta esta expuesta a
aluminio, se considera que el primer sitio de unién
del AP** en al apoplasto es la matriz de pectina,
debido a que puede unirse mas fuertemente a ella,
desplazando las uniones de pectina-Ca**. Este
proceso, altera las propiedades fisicas de la pared
celular (extensibilidad, rigidez y permeabilidad),
afectando negativamente la extension y la division
celular. Ias cargas negativas de los grupos
carboxilo de la matriz péptica también la hacen
altamente afin al AI’* (Chang et al. 1999).

Se ha encontrado una relacién entre la
acumulacién de aluminio y el contenido de pectina
entre diferentes especies de plantas a nivel del
apice de la raiz, asi como una correlacion positiva
entre el contenido de aluminio y su unién con la
pectina en la formacién de calosa (Horst et al.
1999). Por otra parte, el grado de metilacion de la
pectina, controlado por la pectin metiltransferasa
también determina las cargas negativas de la
membrana y por tanto su afinidad por el aluminio
(Eticha et al. 2005). Recientemente Yan et al.
(2011) demostraron a partir del fraccionamiento
de componentes de la pared celular de raices de
Arabidopsis previamente expuestas a aluminio,
que el principal componente de la pared celular
en relacién a la acumulacion de la mayor cantidad
de aluminio (75%) es la hemicelulosal. Sumado a
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ello, la localizacion iz vivo de la actividad de XET
que se encarga de reordenamientos moleculares
de polimeros de xiloglucanos y es la hemicelulosa
mas abundante en dicotiledéneas, mostrd que el
aluminio inhibe ampliamente su actividad a los
30 minutos de exposicion a través de regulacion
transcripcional, tal inhibicién esta acompafiada
por la induccién de la formacion de depositos de
calosa en la rafz (Yan et al. 2011).

El aluminio afecta vias de sefializacion que
involucran Ca?* ya que puede interactuar con
calmodulinas y otras proteinas dependientes
de este (Siegel & Haug 1983). Pese a que las
calmodulinas no parecen estar directamente
involucradas con la resistencia, a través de la
regulacion de la homeostasis del calcio y de los
sistemas de antioxidantes en hojas se mejora
el desempefio de la planta bajo condiciones de
toxicidad por aluminio. Analisis de expresion
de ARN mensajero del gen que codifica para la
calmodulina 1 (VcCaM1) de Vaccinium corymbosum,
mostraron patrones de expresion independientes
entre raices y hojas, posteriores a diferentes
tiempos de exposicion a aluminio. Si bien, los
niveles de expresion en raices no se correlacionan
con la resistencia o susceptibilidad de los cultivares
evaluados, dichos niveles en hojas parecen indicar
que VcCaM1 es importante en diversos procesos
fisiolégicos y de respuesta al estrés. Esto podria
determinar indirectamente la resistencia a aluminio
en plantas de Vaccinium corymbosum (Inostroza-
Blancheteau et al. 2013).

El papel del oxido nitrico (NO): El o6xido
nitrico (NO) es una molécula biologica y gaseosa,
involucrada en el crecimiento y desarrollo de
la planta, asi como también en respuestas a
varios estreses abidticos ya que tiene una fuerte
interaccién con otras moléculas sefalizadoras
como ABA, ROS y Ca?". La retroalimentacion
de Ca* en las actividades nitrato reductasa y
6xido nitrico sintasa (NR/NOS), y las respuestas
cooperativas con peroxido de hidrogeno (H202)
y peréxido de nitrito (OONO_) cuya formacion
ocurre al reaccionar con el anién superoxido
O2-, son procesos tregulados por NO. Las
sefiales de estrés causan un desequilibrio entre la
produccion y la eliminacion de NO, lo cual altera
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la via de transduccion de sefiales del NO. Esta via
regula los niveles de expresion de algunos genes
involucrados en respuestas a estreses abidticos,
como: transportador de malato activado por
aluminio (ALMTT), bax inhibitor-1 (BI-7), proteina
quinasa dependiente de calcio (CDPK), glutation
(GSH) glutatién, S-nitrosoglutation  (GSNO),
glutation S-transferasa (GST), flavin hemoglobin
(HMP), nitrito reductasa inducible (NZR), oxido
nitrico-asociado 1 (NOA1), éxido nitrico sintasa
(NOS), nitrato reductasa (NR), peroxidasa (POD),
gen asociado a la senescencia (5.4G), superoxido
dismutasa (SOD), enzima de procesamiento
vacuolar-1 (I”PE-7) y xantina oxidasa (XO) (He et
al. 2012a).

Laimportancia del NO en el estrés por aluminio
como molécula sefializadora también se debe a su
rol en la tolerancia a aluminio en plantas. Estudios
al respecto proponen que el NO puede prevenir
la toxicidad de ROS en la membrana plasmatica
y asi reducir la entrada y acumulaciéon de AP*
en células de la raiz (Mittler 2002, Wang & Yang
2005, Tian et al. 2007). Adicionalmente NO puede
estimular la capacidad de resistencia a estrés por
la eliminacién de ROS redundante en las células
de tejidos fotosintéticos (Tian et al. 2007) a través
de la induccién de enzimas detoxificadoras como
SOD, CAT y APX y el incremento en el contenido
de prolina (Zhang et al. 2008).

Estudios mas recientes (He et al. 2012b)
reconfirman la capacidad del NO en la tolerancia
a aluminio y proponen otros mecanismos de
accion; como la relaciéon entre el NO y cambios
hormonales. En general se sabe que el crecimiento
y desarrollo de las plantas es regulado por la
interaccion de hormonas endogenas y que la raiz en
un 6rgano importante de sintesis, transformaciony
transporte de estas; por lo que su regulacion podria
influir en la tolerancia a aluminio. Por ejemplo el
aumento diferencial de acido abscisico (ABA) esta
relacionado con tolerancia a estreses, a través de
la degradacion de proteinas y 4acidos nucleicos
que favorece la inhibiciéon del crecimiento de
la planta, ayuda a mantener la estabilidad de las
membranas, promueve absorcion de K* y Ca**, e
induce proteinas relacionadas con estrés. Por otra
parte las giberelinas (GA) estimulan la liberacion
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de Ca?* en la pared celular, y afectan la sintesis y
el transporte de auxinas para promover division y
elongacion celular. A su vez el acido indol acético
(IAA) puede promover la elongacion celular, ya sea
por el incremento en la elasticidad y la capacidad
infiltrativa de la pared celular; o a través de la sintesis
de ARN y proteinas que constituyen el protoplasto
y pared celular. Mientras que zeatina ribosa (ZR),
un tipo de citoquinina, tiene funciones en la
promocioén de la division celular, la inhibicion de la
elongacion celular y la promocion de la expansion
celular. Adicionalmente, IAA junto con la GA
promueven la elongacién celular e incrementan
los efectos de ZR. Por otra parte, GA y ABA se
restringen entre s (He et al. 2012b).

La interaccion NO exégena y hormonas en
la tolerancia a aluminio fueron evaluadas en los
apices de la raiz de centeno y trigo. En primer
lugar encontraron que el centeno es mas tolerante
respecto al trigo, ya que presenta menor inhibicién
en el crecimiento de la raiz y menor acumulacion
de aluminio; posiblemente debido al incremento
de IAA en la raiz, bajo este estrés. En contraste,
la inhibicién significativa de la elongacion de la
raiz evidenciada en trigo puede darse porque le
aluminio interfiere con formacién de la sefial de
unién de TAA a enzimas dependientes de ATP.
Por otra parte, el contenido de GA disminuy6 bajo
estrés por aluminio pero incrementé cuando en
condiciones de estrés se adicioné nitroprusiato de
sodio un donador de NO (SNP), este tratamiento
también redujo la inhibicién en la elongacién de la
raiz debido a la disminucidn en los valores de TAA/
GA y TAA/ZR, dicho efecto fue mis significativo
en trigo. Por tanto, se cree que el NO puede mitigar
la toxicidad por aluminio a través del incremento en
la secrecion de GA, que conduce a la diminucién en
division y elongacion celular. La aplicacion de SNP
también elevé significativamente el contenido ZR
en 4apices radiculares, evidenciandose una relacion
positiva entre la secrecion de ZR y la resistencia
a aluminio. Por otra parte, se encontraron
diferencias entre centeno y trigo en relaciéon a los
patrones de los valores de ABA/GA, GA/ZR
y ABA IAA+GA+ZR) regulados por NO; que
incrementaron en el primero y disminuyeron en
el segundo. Mientras que los valores de GA/ZR
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disminuyeron en centeno e incrementaron en trigo.
En conclusion, los autores plantean que él NO
puede reducir la acumulacién de aluminio en apices
de la raiz a través de la regulaciéon del equilibrio
hormonal para incrementar la tolerancia a aluminio,

en especial en las plantas de trigo susceptibles al
aluminio (He et al. 2012b).

Otro de los mecanismos en los que el NO
podtia favorecer la tolerancia a aluminio involucra
su asociaciéon con las poliaminas en la respuesta
a estreses abibticos en varias especies de plantas.
Wang et al. (2013), encontraron que el estrés por
aluminio incrementa la putrescina endogena libre,
en plantas de frijol (Phaseolus vulgaris); adicionalmente
en plantulas tratadas con putrescina exodgena se
disminuy6 la inhibiciéon en el crecimiento de la
raiz y la acumulacién de aluminio. Ellos también
evidenciaron que la putrescina induce la produccion
de NO bajo este estrés, al parecer a través de la
modulacién de la NR. Por otra parte, investigaron
los efectos del NO en la excrecion de citrato desde la
raiz ylaacumulacion de aluminio en 4pices de raices,
encontrando que la estimulacion en la excrecion de
citrato por la raiz y la reduccién de la acumulacion
de aluminio ocurte a través de donadores de NO;
mientras que detoxificadores de NO inhiben
dicha secrecién e incrementan la acumulacion de
aluminio en la rafz. Debido a que la actividad de la
H*-ATPasa de la membrana ha sido correlacionada
con la exudacién de citrato, es posible que el
NO intervenga en su modulaciéon bajo estrés por
aluminio. Finalmente los autores aclaran que los
mecanismos anteriormente sefialados pueden estar
determinados por la especie de planta ya que otros
estudios similares con especies diferentes, varfan en
los resultados.

Mecanismos de tolerancia a aluminio: La
tolerancia a metales en plantas se ha definido
como la habilidad para sobrevivir en un suelo que
es toxico para otras plantas y es manifestado por
la interacciéon entre un genotipo y su ambiente
(Macnair et al. 2000). Dos mecanismos generales
de tolerancia a aluminio han sido establecidos en
plantas, el apoplastico y el simplastico. El primero
consiste en la exclusiéon de aluminio para prevenir
su penetracion al interior de las células involucrando
barreras fisicas o exudaciéon de compuestos a través
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de la raiz; mientras que el segundo mecanismo
involucta la detoxificacién interna del aluminio.

Dentro de las barreras fisicas que evitan
la entrada a aluminio en plantas se destaca la
permeabilidad selectiva de la membrana plasmatica
frente al flujo de aluminio, la formacién de barrera
de pH en la rizésfera o en el apoplasma de la raiz
e inmovilizacién del aluminio en la pared celular
gracias a la producciéon de calosa (Jones et al.
20006). Recientemente, Arroyave et al. (2013),
demostraron que las barreras apoplasticas podrian
determinar la resistencia a aluminio entre especies
de Brachiaria. 1.a resistencia alta y moderada
de B. decumbens y B. brizantha respectivamente,
fue asociada con el mecanismo de exclusion
determinado por la barrera apoplastica de
exodermis multiseriada de la raiz y el desarrollo
de la banda de Caspary, que controla el acceso
apoplastico de iones, mientras que en genotipo
susceptible a aluminio, B. rugigiensis, carece de
exodermis constitutiva-suberizada.

Las principales sustancias exudadas por la raiz
que evitan la entrada del aluminio fitotoxico a la
misma son los compuestos fendlicos y ligandos
quelatantes; siendo estos ultimos los mas conocidos
(Kochian 1995); sin embargo, los compuestos
fenodlicos parecen favorecer la estabilidad de los
complejos AlP*-acidos organicos evitando la
entrada del aluminio fitotoxico a las células de la
raiz, gracias a reacciones de desprotonaciéon en
presencia de grupos carboxilicos o a través de
la inhibicién de microorganimos que degradan
acidos organicos en la rizosfera (Barcel6 &
Poschenrieder 2002).

Por otra parte, la detoxificaciéon interna del
aluminio sucede cuando éste ya ha penetrado al
simplasma de las células, entonces es quelado por
aniones de carboxilatos que son secuestrados en
vacuolas. La capacidad de detoxificacion difiere
en relacién al tipo de acido organico de acuerdo a
estabilidad del complejo que forma con aluminio;
siendo los mas comunes citrato, malato y oxalato
(Kochian 1995, Kochian et al. 2005). En arroz,
dicho mecanismo es controlado en gran parte por
el transportador half-size ABC, OsALS1, miembro
del subgrupo del transportador asociado con
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procesamiento del antigeno (TAP) y codificado
por el gen Os03g0755100 (OsALST), que es
regulado por el factor de transcripcion de dedos de
zinc tipo C2H2, ART1. La expresion de OsALST
ademas de ser rapida y exclusivamente inducida
por aluminio en la raiz, presenta un patrén y una
localizacion especifica en el tonoplasto de todas
las células de la raiz; lo cual difiere respecto al
patrén de expresion del homologo AzALST de
Arabidopsis, que se expresa en el tonoplasto de
todas las células de las planta. Lineas knokcout para
este gen fueron significativamente mas sensibles
especificamente a aluminio, al ser evaluadas con
otros metales, y acumularon mas aluminio a
nivel de nucleo y citosol en comparacioén con las
silvestres. Finalmente levaduras transformadas
con OsALST fueron sensibles al
posiblemente debido a la localizacién errénea de
la expresion, por lo que los autores concluyen que
la localizacion de OsALS1 en el tonoplasto es
responsable del secuestro de aluminio dentro de
vacuolas permitiendo la detoxificacién interna en
arroz (Huang et al 2012).

aluminio,

Por otra parte, el nivel de tolerancia a aluminio
en plantas también esta determinado por la
especie. Pese a que Arabidopsis thaliana no presenta
un alto nivel de tolerancia a aluminio respecto a
otras plantas, ha sido un modelo biolégico muy
interesante para el estudio de este estrés debido a
su facil manipulacién en el laboratorio y debido a
la secuencia completa de su genoma, entre otros
aspectos. De otro lado, la tolerancia a aluminio
entre diferentes especies de cereales teniendo
en cuenta varios genotipos de cada especie ha
sido evaluada por Famoso et al. (2010), quienes
desarrollaron un sistema de imdgenes de alto
rendimiento y un programa computacional para
radical completo,
encontrando el siguiente orden en relacién a

cuantificaciéon  del sistema
la tolerancia: arroz > mafz > sorgo = trigo. A
partir de estos resultados los autores proponen
que el arroz podria ser un modelo muy util para
la caracterizacion de mecanismos que confieren
altos niveles de tolerancia a aluminio en cereales
(Tabla 1), teniendo en cuenta que adicionalmente
se cuenta con abundancia de recursos genémicos y
genéticos de esta especie.
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Tabla 1. Mecanismos de tolerancia natural a aluminio entre algunas especies. Se incluyen principales mecanismos
que involucran proteinas transportadoras. Los cultivares o lineas de cada especie vatfan en grado de tolerancia. El
grado de tolerancia esta representado en un rango entre muy alta tolerancia (++++) y baja tolerancia (+).Uridina

difosfato glucosa (UDP-Glc).

Especie Gadode . iemo detoleranicia Genes  Funcién del proteina o dominio
tolerancia
1 1 Exclusion: Transportador de citrato Al-activado
Arabidopsis ense : AMATE P
thaliana liberacion malato y citrato. (Liu et al. 2009)
Transportador ABC-like protein
ALS3 (redistribucion del Al acumulado lejos de
tejidos sensibles) (Larsen et al. 2005)
T Transportador de malato Al-activado
e (Hoekenga et al. 2006)
Oriza sativa Exclusion:
. ++++  liberacion de UPD-glc y contenido STARI Dominio de unién a nucledtido.
(cultivar) o
de polisacaridos en la pared celular.
Dominio transmembranal de un transportador
STAR2 tipo bacteriano ATP binding cassette (ABC)
(Huang et al. 2009)
Detoxificacion interna: expresion
rapld.a ?1e 0sALS1 inducida por OsALS1 Transportador half-size ABC, OsALS1.
aluminio, en células en tonoplasto
(Huang et al. 2012)
de células de raiz.
Detoxificacion interna: transportador
localizado en la membrana plasmatica
T 1 Xi 1. 201
de células epidérmicas del apice de la Qe ransportador 1 Nramp (Xia et al. 2010)
raiz especifico para Al’”
Triticum N » Transportador de malato Al-activado
L AFaF Exclusion: liberacién malato TaALMTI1 (Sasaki et al. 2004)
Sorg/]um N . Transportador de citrato localizado en la
bicolor ++ Exclusion: liberacion citrato PN TE S, plasmatica (Magalhaes etal. 2007)
ZmMATEI Transportadores que median el flujo de
Zea mays AParar Exclusion: liberacion de citrato aniones, localizado en membrana
ZmMATE2 (Maron et al. 2010).

Genes que confieren tolerancia a aluminio:
Entre los genes mas importantes que confieren
identificados hasta el
momento se encuentran aquellos involucrados en

tolerancia a aluminio
codificar para proteinas transportadoras de aniones
organicos u otros compuestos, asi como factores de
transcripcion y enzimas detoxificadoras de especies
reactivas de oxigeno (ROS) (Delhaize et al. 2012).
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Proteinas transportadoras: la identificacion
y caracterizacion de genes que codifican para
transportadores de aniones organicos ha sido un
aspecto relevante en los estudios de tolerancia
a aluminio en varias especies que utilizan este
mecanismo para minimizar los efectos perjudiciales
causados por este metal. El primer gen de
tolerancia a aluminio en plantas fue aislado en
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trigo, y se denominé 72ALMTT; dicho gen codifica
para una proteina de membrana transportadora
de malato activada por aluminio que se expresa
constitutivamente en apices radiculares, permitiendo
flujo de malato a desde el apice de la raiz hacia la
rizosfera; aquellos genotipos con mayor expresion
de 72ALMTT, mostraron ser mas tolerantes a
aluminio respecto a los de menor expresion (Sasaki
et al. 2004). Estos resultados fueron también
soportados por Raman et al. (2005); quienes
determinaron que el gen 724 MT7 colocaliza con
un QTL mayor para la tolerancia a aluminio (A/sn)
en trigo. Posteriormente, homologos de aALMTT
fueron identificados en Arabidopsis thaliana, canola
(Brassica napus; Hoekenga et al. 20006, Ligaba et al.
20006) y centeno (Secale cereal’) (Collins et al. 2008).

Por otra parte, el principal gen responsable de la
tolerancia a aluminio identificado en Sorghum bicolor
(sorgo) es sbMATE, el cual colocaliza con un QTL
mayor para la tolerancia a aluminio (AltSB) en esta
especie. Este gen, codifica para un transportador de
citrato en la membrana plasmatica que se activa por
aluminio y pertenece a la familia de transportadores
denominada “de extrusiéon de multiples drogas y
compuestos toxicos” (MATE) (Magalhaes et al.
2007). Homologos funcionales de sbMATE han
sido identificados en cebada (Hordeun vulgare)
(Furukawa et al. 2007) y Arabidopsis thaliana (Liu et
al. 2009). Pese a que en maiz la tolerancia a aluminio
es considerada una caracteristica multigénica,
que a su vez involucra multiples mecanismos, la
liberacién de citrato a través de la rafz parece jugar
un papel muy importante en la tolerancia, ya que
dos miembros de la familia MATE denominados
ZmMATET y ZmMATEZ2, que han sido clonados
y caracterizados en esta especie, colocalizan
con el QTL mayor de tolerancia a aluminio.
Adicionalmente se sugiere que ZmMATET es
un homodlogo funcional de genes que codifican
para transportadores de citrato, involucrados en
tolerancia a aluminio y caracterizados en sorgo,
cebada y Arabidopsis. Mientras que ZmMATE2 al
parecer no codifica para un transportador de este
tipo, pero podria estar involucrado en tolerancia a
aluminio en maiz (Maron et al. 2010).

A partir de estos estudios es posible proponer
una estrategia de fitomejoramiento para conferir

Universitas Scientiarum Vol. 18 (3): 283-310

tolerancia a aluminio, consistente en identificar
y usar alelos de alta expresion de los genes que
codifican para transportadores de acidos organicos
quelantes (Takeda & Matsuoka 2008). A través
de la transferencia de estos genes por ingenierfa
genética, se han logrado obtener plantas de arroz
(Oriza sativa), tabaco (Nicotiana tabacum), papaya
(Carica papaya), trigo (Triticum aestivum) y cebada
(Hordeum vulgare) tolerantes a aluminio (Begum et
al. 2009, De la Fuente et al. 1997, Trejo-Tellez et al.
2011, Delhaize et al. 2009).

Analisis genéticos han revelado que la toxicidad
por aluminio en _Arabidopsis es genéticamente
compleja, con al menos ocho unicos locti, que al ser
mutados confieren incremento en la sensibilidad a
aluminio. La sensibilidad puede surgir ya sea por
mutaciones que causan defectos en los mecanismos
de resistencia a aluminio o por incremento en los
mecanismos de toxicidad por aluminio. Larsen et
al. (1997), aislaron y caracterizaron el mutante de
Arabidopsis sensible a aluminio denominado a/s3,
el cual presenta inhibicién severa del desarrollo de
la parte aérea y en el crecimiento de la rafz frente
a la exposicion a aluminio. Cuando los mutantes
fueron transferidos a medios de cultivo con AlICl3
las raices primarias no recobraron su crecimiento
a diferencia de las plantulas silvestres. El poco
desarrollo de la parte aérea de dichos mutantes
reflejado en hojas que no se expanden, parece ser
independiente de los dafios en la rafz, debido a
que otros metales como LaCl3 o CuSOs, los cuales
inhiben drasticamente el crecimiento de la raiz
no bloquearon el desarrollo de la parte aérea en
las plantulas mutantes. Adicionalmente, teniendo
en cuenta que la alta acumulacién de calosa en
las puntas de las raices es un indicador de estrés
inducido por aluminio; las plantulas mutantes no
acumularon altas cantidades de esta en el apice de
la raiz, a diferencia de las silvestres. Por otra parte,
en plantulas @/s3 expuestas a aluminio se encontrd
acumulacién de niveles significativos de calosa en
los primordios foliares. Posiblemente el fenotipo
de als3 se debe a la reduccion en la disponibilidad
de nutrientes en la parte aérea debido a la toma
reducida de los mismos por parte de la raiz, a causa
de la toxicidad por aluminio (Larsen et al. 1997).
Posteriormente con base en clonacién posicional de
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la mutacion a/s3-1 fue posible aislar el gen ALLS3 el
cual es expresado principalmente en los hidatodos
de las hojas y a través del floema de la planta y en el
cortex de la raiz luego de la exposicion a aluminio.
Este gen codifica para un transportador ABC like-
protein involucrado en la tolerancia a aluminio en
Arabidopsis; cuya funcion es redistribuir el aluminio
acumulado lejos de tejidos sensibles y asi proteger
la raiz en crecimiento de los efectos toxicos del
aluminio (Larsen et al. 2005).

Ma et al. (2005) indujeron mutaciones con rayos
yen arroz (Oryza sativa1..) en el cultivar Koshihikari,
con el fin de comprender mejor el mecanismo de
resistencia en esta especie ya que ha sido reportada
como el cereal cultivado con mayor tolerancia a
aluminio en condiciones de campo (Foy 1988).
El mutante a/s7 fue aislado a partir de 560 lineas;
su fenotipo es similar al silvestre en ausencia de
aluminio sin embargo bajo exposicion a aluminio la
elongacion dela raiz es inhibida en un 70%, mientras
que en el silvestre tan solo es inhibida en un 8%. A
partir de cultivares resistentes que acumulan menos
aluminio en la raiz respecto a cultivares sensibles
se sugiri6 que la resistencia a aluminio en arroz es
debido a mecanismos de exclusion que no parecen
estar relacionados con la exudacién de citrato; sino
con la producciéon de sustancias especificas en la
superficie de la pared celular que modifican su
composiciéon para prevenir la unién a aluminio o
que permiten cambios de pH en la rizésfera (Ma
et al. 2002). Posteriormente Yang et al. (2008),
descartaron los cambios en el pH de la rizésfera
como mecanismo de tolerancia a aluminio en arroz
y lo atribuyeron al contenido de polisacaridos
(pectina, hemicelulosa 1 y 2) en la pared celular ya
que los genotipos tolerantes presentaban un mayor
contenido frente a los susceptibles.

Algunos genes responsables para la tolerancia
a aluminio han sido identificados en arroz. Los
primeros en ser identificados se denominaron
START y STAR2, los cuales son expresados
principalmente en raiz y su expresion responde
especificamente al aluminio. Estos genes codifican
para un dominio de unién a nucledtidos y un
dominio transmembranal de un transportador
tipo bacteriano, respectivamente. START2 es un
homélogo de ALS3 (involucrado en la tolerancia
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a aluminio en Arabidopsis (Larsen et al. 2005)
pero difieren en los patrones de expresion vy
localizacion celular, el primero solo se expresa en
raiz mientras que el segundo lo hace en todos los
6rganos. Los dominios proteicos STAR1 y STAR2
forman un complejo que funciona como un tnico
transportador de membrana ATP binding cassette
(ABC), que permite el flujo uridina difosfato glucosa
(UDP-Glc), que es una forma activada de glucosa
usada como substrato por las glicotrasnferasas para
sintetizar varios glucosidos. Al parecer el mecanismo
de tolerancia a aluminio, radica en que UDP-Glc
es transportado por STARI-STAR2 desde el
citosol dentro de vesiculas y posteriormente éste
o glucésidos derivados, son liberados desde las
vesiculas hacia el apoplasto por exoscitosis y usados
para modificar las paredes celulares evitando la
union del aluminio (Huang et al. 2009).

Otro gen de tolerancia a aluminio identificado
en arroz es Nratl, que codifica un transportador
1 Nramp de aluminio localizado en la membrana
plasmatica de células epidérmicas del apice de la
raiz, especifico para aluminio iénico trivalente.
Pertenece a la familia Nramp (natural resitence-
associated ~ macrophage  protein). lLineas de arroz
knockout de Nrat presentan disminuciéon en la
toma de aluminio, incremento en la cantidad de
aluminio unido a la pared celular y por tanto mayor
sensibilidad a aluminio. Este transportador parece
estar involucrado en mecanismo de detoxificacion
a través del secuestro del complejos de aniones

organicos con aluminio dentro de vacuolas (Xia et
al. 2010).

Factores de transcripcion: Dentro de los genes
involucrados en la tolerancia a aluminio se ha
determinado el papel de algunos que codifican para
factores de transcripcion. En Arabidopsis, a partir
de semillas mutadas con etil metanosulfonato se
aislé un mutante hipersensible a rizotoxicidad por
H*, que se presentaba con una unica mutacion
en el cromosoma 1, de tipo recesivo. A través
de clonaciéon posicional seguida por analisis de
secuencias del genoma se determiné que el gen
mutado codifica para una proteina de dedos de zinc
tipo-Cys2His denominada “sensible a rizotoxicidad
por protones” (STOP1),
mutacién sin sentido en el dominio de dedos de

tratandose de wuna
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zinc de dicha proteina. El mutante s7gp7 no presenta
sensibilidad a cadmio, cobre, lantano, manganeso,
ni a cloruro de sodio, pero causa hipersensibilidad
a rizotoxicidad por Al’". Este mutante carece de la
induccion del gen ALALMTT y de ALS3 (Sawaki
et al. 2009).

Otra de las razones por las que se considera que
STOPT juega un papel importante en la tolerancia
a aluminio en suelos acidos en Arabidopsis, es que el
analisis de transcriptoma en esta especie demostro
que varios genes son regulados negativamente
en el mutante stgp7, lo que indica que este factor
de transcripcion esta involucrado en la via de
transduccion de sefiales a través de la regulacion de
la expresion génica en la respuesta a H* y aluminio.
Sin embargo STOPT no parece estar involucrado en
el mecanismo de variacién fenotipica de tolerancia
a H* y aluminio en Arabidopsis segun estudios de
QTL (Hoekenga et al. 2000), ademas la expresion
de STOP7 es muy estable en accesiones tanto
tolerantes como susceptibles (Luchi et al. 2007).

Recientemente se reporté en arroz, un
factor de transcripcion de dedos de zinc tipo-
C2H2 denominado ART1, el cual se expresa
constitutivamente en la rafz y regula especificamente
la expresion de 31 genes que controlan la tolerancia
a aluminio en arroz, incluyendo START y 2, los
cuales son homologos de genes de tolerancia a
aluminio en otras plantas. Algunos de los genes
regulados por ART1 estan implicados tanto en
detoxificacién interna como externa de aluminio
(Yamaiji et al. 2009). Pese a esto, ART1 no es el
homoélogo mas cercano a STOP1 en el genoma
de arroz ya que solo comparten entre s un 41.2%
de identidad y difieren en las respuestas a estreses
y genes que regulan corriente abajo, a excepcion
de dos genes (STAR2/ALS3 y MATE). Estos
dos factores de transcripcién también regulan dos
genes Nramp independientes que pertenecen a
ramas diferentes de la familia Nramp (Sawaki et
al. 2009). Los mutantes de szgp7 son mas sensibles
tanto a aluminio (Luchi et al. 2007) como a
pH acido mientras que los mutantes ar/7 solo
muestra incremento en la sensibilidad a aluminio;
adicionalmente STAR7 y STAR2 no responde a
pH bajo (Yamaji et al. 2009) lo que posiblemente
explica la amplia diferencia en el nivel de tolerancia
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frente a la toxicidad por aluminio entre arroz y
Arabidopsis que podria deberse a los mecanismos
que utiliza cada especie (Yamaji et al. 2009).

Mitigacion del estrés oxidativo: Una de las
consecuencias del estrés por aluminio es el
estrés oxidativo, lo que lleva al incremento en la
actividad de las enzimas de detoxificacién. Genes
que codifican para Glutatién S-transferasa (GST),
(AGSTT y ArGSTT7), han sido identificados en
Arabidopsis, a través del sereening de genes inducibles
por aluminio. La expresion de los dos genes
AtGST fue caracterizada bajo estrés por aluminio;
logrando determinar que A/GST7se
constitutivamente principalmente en hojas en un

expresa

nivel bajo; mientras que en estrés por calor, frio,
y dafio oxidativo es altamente expresado. Por otra
parte la expresion de A7GSTT1 fue insignificante en
hojas bajo condiciones sin estrés y su expresion fue
constante tanto en hojas como raiz después de ocho
horas de exposicion a aluminio (Ezaki et al. 2004).

Cultivares de arroz resistentes a aluminio
presentan incremento en la expresion de enzimas
detoxificadoras como superoxido dismutasa (SOD)
y peroxidasas (POD) respecto a los no tolerantes
(Meriga et al. 2003). De igual forma, la diferencia
en tolerancia entre lineas de maiz ha sido asociada
significativamente con la produccion las enzimas
antioxidantes como SOD y POD (Giannakoula et
al. 2010). Adicionalmente a través de la expresion
de un gen de trigo denominado WMmSODI1, el
cual codifica para la enzima manganeso superoxido
dismutasa (MnSOD, EC 1 15 1 1) bajo el control
de un promotor constitutivo en canola, se obtuvo
plantas transgénicas fenotipicamente normales y
mas resistentes a estrés oxidativo al estar expuestas
a aluminio (Basu et al. 2001).

Las poliaminas  también
involucradas en disminuir el dafio oxidativo de
componentes celulares y en la regulaciéon de la
concentracion de minerales en la célula. Wen et al.

parecen estar

(2009), transformaron pera europea (Pyrus commmunis
L. Ballad) con el gen MdSPDS7 de manzano (Malus
domestica) que codifica para espermidina sintasa.
Al comparar la linea transformante respecto a la
silvestre luego de haberlas sometido a estrés por
aluminio se encontré que eldesempeno dela primera
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fue mucho mejor, teniendo en cuenta caracteristicas
como el incremento neto en altura de la parte
aérea, el peso fresco, y cambios morfologicos.
Adicionalmente los parametros de antioxidantes
(SOD vy glutatiéon reductasa; GR) se relacionaron
cercanamente con la cantidad de espermidina, y
fueron mayores en la transformantes. Por otra parte
las concentraciones de calcio y algunos metales que
actuan como cofactores de SOD incrementaron en
dicha linea en comparacion con la silvestre, después
del estrés por aluminio. Los niveles de prolina se
encontraron altos en ambas lineas bajo estrés por
aluminio, pero fueron mas pronunciados en la linea
transformada. A partir de estos hallazgos se cree
que la espermidina y el incremento en el contenido
de prolina mejoran la tolerancia a aluminio en la
linea transformante especialmente a través de
la mitigacion del estrés oxidativo y el balance de
elementos minerales.

Recientemente fue descrito otro mecanismo
que permite la reducciéon de ROS en la célula
favoreciendo la tolerancia a aluminio (Panda
et al. 2013). A través de la evaluacion de los
cambios respiratorios y las produccién de ROS; en
mitocondrias aisladas y en células de tabaco bajo
estrés por aluminio de una linea susceptible y otra
tolerante; se demostré alta capacidad en la ruta
de la oxidasa alternativa mitocondrial (AOX) en
comparacion con las ruta del citrocromo; asi como
mayor expresion del gen A0XT en lalinea tolerante.
Adicionalmente,
constitutiva de lineas celulares de tabaco sensibles
al aluminio con el gen N£AOX, se logré mayor
expresion del gen y mayores niveles de la proteina,

gracias a la transformacion

tanto bajo estrés por aluminio como sin el estrés en
las lineas celulares transformadas en comparacioén
con las lineas tolerantes y las susceptibles silvestres.
Las lineas transformadas también mostraron mayor
capacidad respiratoria, reduccion en la produccion
de ROS y mayor capacidad para crecer. De esta
manera los autores concluyen que AOX juega u
papel critico en tolerancia a estrés por aluminio,
ya que desacopla la respiraciéon de la produccion
mitocondrial de ATP y puede mejorar el desempefio
bajo estrés por aluminio previniendo el exceso de la
acumulacién de ROS en lineas celulares de tabaco
(Panda et al. 2013).
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Fitomejoramiento parala tolerancia a aluminio:
Una aproximacion efectiva frente a los problemas
que causan los suelos acidos y la toxicidad por
aluminio en la produccién de los cultivos es obtener
cultivares tolerantes; lo cual podria lograse a través
de tres estrategias principales: 1. Mejoramiento
convencional, que se basa en recombinacion sexual,
por lo que se realizan cruces dirigidos seleccionando
los parentales y sus descendientes en direccion a
una caracterfstica agronomica determinada; 2.
Mejoramiento molecular, que involucra el desarrollo
de poblaciones segregantes para la tolerancia al
estrés y se identifican marcadores moleculares
ligados a loci de caracteristicas cuantitativas
(QTL) que contribuyan a la tolerancia al estrés,
para posteriormente realizar seleccion asistida por
marcadores (MAS); 3. Ingenierfa genética, en la
que se conserva la integridad del genotipo parental,
insertando solo una pequefia porcion adicional de
informacioén que controla la caracteristica deseada.

La seleccion de lineas superiores tolerantes a
aluminio en condiciones de campo es una tarea
complejay costosa por la variacion espacio temporal
del aluminio téxico en los suelos que dificulta
medir con precision la tolerancia. En contraste,
el mejoramiento molecular evaluar
rapidamente un amplio numero de genotipos al

mismo tiempo, empleando marcadores moleculares

permite

como: polimorfismos en la longitud de fragmentos
de restriccion (RFLP), polimorfismos en la longitud
de fragmentos amplificados (AFLP), amplificacion
aleatoria de ADN polimérfico (RAPD), secuencias
simples repetidas (SSR) y polimorfismos de
nucleétido simple (SNP), principalmente. Los
marcadores moleculares también han facilitado el
desarrollo de genotipos tolerantes a aluminio, el
analisis de las relaciones entre marcadores-genotipo
y variacion entre el rasgo fenotipico lo que permite
seleccionar rasgos cuantitativos dentro de QTL.
Cuando estos marcadores se encuentran ligados
a QTL que controlan la tolerancia a aluminio
pueden ser usados en MAS para la incorporacion
de este rasgo. MAS busca hacer selecciéon de uno
o mas rasgos sin requerir de selecciéon basada en
el fenotipo, es una estrategia que tiene ventajas
para caracteristicas con herencia compleja que son
dificiles o costosas de fenotipificar (ST. Clair 2010).
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La tolerancia a aluminio es una caracteristica
compleja
multiples genes, sin embargo, ha sido posible
mapear y clonar genes de efecto mayor en la
tolerancia. Algunos de los trabajos mas recientes

que parece estar controlada por

que involucran el mapeo de QTLs que controlan
tolerancia a aluminio se ha realizado en arroz
(Famoso et al. 2011), trigo (Navakode et al. 2009),
soya (Qi et al. 2008) y maiz (Maron et al. 2010,
Mattiello et al. 2012, Maron et al. 2013) entre
otros. Interesantemente, Mattiello et al. (2012),
integraron datos de microarreglos de plantas de
maiz cultivadas en suelos acidos con datos de
QTLs, lo que permitio la identificacién de varios
genes que codifican para ciclinas, una proteina
de uniéon a RNA, un inhibidor de proteasas,
factores de replicacion y la proteina precursora
8 xiloglucano endotransglicosilasa; que pueden
trabajar conjuntamente y contribuir al papel de
los QTLs en mantener el crecimiento de la raiz
de plantas de maiz en condiciones de suelos
acidos con aluminio fitotéxico. Adicionalmente,
se ha propuesto la importancia en el nimero de
copias del gen MATET en la adaptacion de maiz
a suelos acidos en el trépico, ya que la expansion
en el nimero de copias de este, esta asociada con
una mayor expresion del mismo, lo que conlleva
a su vez a una mayor tolerancia; adicionalmente
sugieren que los cambios estructurales del genoma
pueden ser un respuesta evolutiva rapida a nuevos
ambientes (Maron et al 2013).

La obtencién de plantas tolerantes a aluminio
por medio de ingenierfa genética es otra estrategia
que ha resultado efectiva en algunas especies. Por
ejemplo, Basu et al. (2001), transformaron canola
(Brassica napus) sobre expresando la secuencia de
cDNA (WMn-SOD) proveniente de trigo que
codifica para una enzima antioxidante denominada
manganeso superoxido dismutasa (MnSOD). Las
plantas transgénicas bajo estrés por aluminio,
presentaron mayor retencion de clorofila y menos
fuga de electrolitos bajo estrés oxidativo, asi
como reduccién en la inhibicién de crecimiento
de la raiz y en los niveles de malondialdehido, en
comparacion con la silvestres; lo que indica que la
sobre expresion de WMn-SOD puede mejorar la
tolerancia a la toxicidad por aluminio.
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Por otra parte la enzima piruvato fosfato
diquinasa (PPDK) que cataliza la formaciéon de
fosfoenolpiruvato (PEP), precursor de la sintesis
de acidos organicos protectantes en el citosol,
fue sobreexpresada en raiz de tabaco. Las lineas
transgénicas mostraron una mayor tolerancia a
aluminio, reflejada en mayor crecimiento de la
raiz y menor acumulaciéon de aluminio en apices
radiculares respecto a las silvestres (Trejo et al.
2010). La tolerancia a aluminio también ha sido
lograda en otras plantas a través de la expresion
de genes que codifican para transportadores de
acidos organicos. Lineas transgénicas de cebada
(Hordeum wvulgare 1.) transformadas con el gen
taALMTT de trigo, mostraron incremento en la
tolerancia a aluminio, mayor eficiencia en la toma
de fésforo, y duplicaron la producciéon del grano
respecto a las lineas no transformadas en suelos
acidos (Delhaize et al. 2009). Por tanto los autores
consideran que el gen #ALMIT es un buen
candidato para ser usado en ingenierfa genética
de cultivos susceptibles a estrés por aluminio sin
afectar el rendimiento.

Finalmente, vale la pena resaltar el contexto
colombiano frente a la mejora genética de plantas
en relaciéon con la tolerancia a la toxicidad por
aluminio, ya que cerca del 80% de los suelos del pais
son acidos, en especial los suelos de la altillanura
(Camacho et al. 2008), que son promisorios para la
extension de la frontera agricola. Varios trabajos han
sido desarrollados por el Centro Internacional de
Agricultura tropical (CIAT) y sus socios, dentro de
los que se resalta el desarrollo técnicas para evaluar
toleranciaala toxicidad poraluminio (Howeler 1987)
y metodologias de seleccion de variedades cultivadas
de diferentes especies tolerantes a aluminio con
alto potencial de rendimiento (Nicholaides & Pika
1987); asi como trabajos de mejoramiento en sorgo
(Burgonovi et al. 1987) y gramineas, especialmente
de Brachiaria a través de técnicas de mejoramiento
convencional para desarrollar nuevos hibridos
que combinen resistencia a aluminio y tolerancia a
sequia, y que sean capaces de desempefarse bien en
suelos acidos de baja fertilidad (Grof 1981, Mejia
2011). Adicionalmente el CIAT y sus socios han
desarrollado nuevas lineas de frijol (Phaseolus vulgaris
L.) que ademas de ser resistentes al aluminio y a la
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sequia presentan buenos rendimientos (Thung et
al. 1987, Eticha et al. 2010, Mejia 2011).

Por otra parte, la soya (Glycine max) es otra
de las especies importantes en la cual se han
desarrollado programas de fitomejoramiento para
suelos acidos en Colombia; a través del Instituto
Colombiano de Agricultura (ICA), que dio inicio
en 1984 al programa de mejoramiento a partir de
accesiones de la coleccion mundial provenientes de
Brasil y Taiwan entre otros paises, y de poblaciones
segregantes y lineas avanzadas del ICA; obteniendo
lineas tolerantes al 70% de saturacién de aluminio;
dichas lineas fueron denominadas litas, y de estas,
la primera en ser liberada fue la linea lita 09 con el
nombre de Soyica Altillanura 2; que presenté un
rendimiento promedio de 1,5 t ha' (Valencia &
Ligarreto 2010). Posteriormente, en la Corporacion
Colombiana de Investigacion Agropecuaria
(CORPOICA) en los afios 90s se modifico el
esquema para mejorar el rendimiento aumentando
la saturacién de las bases del suelo en un 50%,
lograndose rendimientos de 1,8 a 4,0 t ha-1. Las
variedades liberadas consecutivamente con este
esquema fueron Orinoquia 3, Corpoica Libertad 4,
Corpoica Taluma 5 y Corpoica Superior; la cuales
presentaron un alto potencial de rendimiento,
tolerancia a enfermedades y buena calidad de
grano. Sin embargo, en Colombia cerca del 80% de
la soya cultivada pertenece a la variedad Soyica P-34
la cual presenta susceptibilidad aluminio (Valencia
& Ligarreto 2010).

La integracién de mejoramiento convencional
con aproximaciones genomicas, fisiologicas y
técnicas de ingenierfa genética, permiten una mejor
comprension y aprovechamiento de los mecanismo
inmersos en la genética de la adaptacion a estreses
abidticos. De acuerdo con Ishitani et al. (2004),
lograr identificar genes que gobiernan rasgos
agronomicos importantes, requiere no solo de la
buena fenotipificacién de los cultivos en diferentes
ambientes sino también de herramientas genémicas
integradas a herramientas bioinformaticas, con las
cuales se facilita y optimiza la obtencion de plantas
de interés agrondémico mas tolerantes a estreses
abidticos, como por ejemplo al estrés o toxicidad
por aluminio.
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Conclusion

El estrés por aluminio en plantas es un problema
para la produccion agricola, debido a que cerca del
30% de los suelos de la superficie terrestre libre de
hielo son acidos (Von Uesxkull & Mutert 1995). En
estos suelos el principal problema es la toxicidad
por aluminio, ya que la acidez favorece la liberacion
de iones aluminio (A**), que son los principales
causantes de fitotoxicidad.

A nivel celular el aluminio puede activar canales
en la membrana plasmatica permeables a aniones
de acidos organicos, ya sea por interaccién con
receptores de membrana o interaccion directa con
canales proteicos involucrando o no la entrada
de este al citoplasma. Como consecuencia de
lo anterior se generan cascadas de sefiales que
activan la transcripcion de genes que codifican para
proteinas involucradas en tolerancia a aluminio
como son las enzimas biosintéticas de acidos
organicos y canales de transporte de los mismos;
asi como intermediarios en la ruta de transduccion
de sefiales como PLC, PIP2, IP3, DAG, ROS y NO.

Elestrés poraluminio se caracterizaespecialmente
por causar inhibicion en el crecimiento de la rafz
como consecuencia de la alteracién de diferentes
mecanismos y estructuras celulares. El aluminio
afectala sintesis de ADN yla regulacion de proteinas
que controlan la progresion del ciclo celular. Por
ejemplo, la toxicidad por aluminio causa disrupcion
en la homeostasis de ROS/Ca?" y la sefalizacion
mediada por Ca?", considerados eventos clave en
la induccion de dafios en el ADN o muerte celular
en plantas (Achary et al. 2013). De otro lado 1a alta
actividad de CDKA que catalizan la progresion
del ciclo celular a través de los principales puntos
de control (G1-S y G2-M), se ha asociado con
tolerancia a aluminio, al parecer a través de regulacion
post-transcripcional que involucra eventos de
fosforilacion y desfosforilacion, incremento en el
pool de ciclinas o por diminucién de inhibidores
de CDKA (Valadez et al. 2007). En contraste, los
reguladores del ciclo celular TANMEI/ALT2y ATR
participan en la detenciéon de su progreso, lo cual
esta relacionado con la inhibicién del crecimiento
de la raiz y diferenciacion del centro quiescente,
bajo exposicion a aluminio (Nezames et al. 2012).
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Lainhibicién en el crecimiento de la raiz, también
esta relacionada con la reduccion en la expresion de
genes clave en la biosintesis de novo de lipidos de
membrana, dafios estructurales y funcionales de la
misma; por tanto los niveles de tolerancia a aluminio
estan en parte determinados por la capacidad de
mantener la estabilidad en la composicién lipidica y
el contenido de lipidos a través de mecanismos que
eviten fendémenos lipoliticos y que favorezcan la
detoxificacion de ROS (Huynh et al. 2012); ya que
sumado a esto, el incremento en las concentraciones
de Ca?* citoplasmatico inducido por ROS es
responsable de la formacion de depésitos de calosa
en la pared celular, lo cual causa rigidificacién de las
capas epidérmicas de la rafz para evitar la entrada
de aluminio a la célula. Sin embargo, esto a su
vez afecta negativamente el crecimiento de la rafz
(Jones et al. 2006, Achary et al. 2013).

En condiciones sin exposicion a aluminio,
a nivel del apoplasto el Ca** se une a la matriz
péptica, sin embargo en presencia de Al**, este
puede unirse mas fuertemente a la pectina respecto
al Ca?* desplazando las uniones pectina-Ca** y de
esta forma alterando propiedades fisicas de la pared
celular, lo que afecta negativamente la extension
y la division celular (Chang et al. 1999). Por otra
parte, al parecer las calmodulinas podtian estar
indirectamente involucradas con la resistencia a
aluminio, al mejorar el desempefio de la planta bajo
condiciones de toxicidad, a través de la regulacion de
la homeostasis del Ca®" y sistemas de antioxidantes
en hojas (Inostroza-Blancheteau et al. 2013).

Se han propuesto dos mecanismos principales
de defensa de la planta al aluminio. El primero es el
apoplastico y consiste en la exclusiéon de aluminio
para prevenir su penetracion al interior de las células.
Esto se consigue a través de mecanismos tales
como la permeabilidad selectiva de la membrana
plasmatica frente al flujo de aluminio, la formacién
de barrera de pH en la rizésfera o en el apoplasma
de la raiz, la inmovilizacién del aluminio en la pared
celular (Jones et al. 2006), o la exudacién de ligandos
quelatantes provenientes del apice de la raiz. Los
dos dltimos son los mas conocidos (Kochian 1995).
El segundo mecanismo es la detoxificacion interna
y sucede cuando el aluminio ya ha penetrado al
simplasma de las células, entonces es quelado por
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aniones de carboxilatos que son secuestrados en
vacuolas (Kochian 1995, Kochian et al. 2005).

Una de las moléculas a la que se le ha atribuido
un papel importante en sefializacion, respuesta y
tolerancia a estrés por aluminio es NO. En general,
el estrés causa un desequilibrio entre su produccion
y eliminacién, alterando la via de transduccion de
sefiales de NO, que regulalos niveles de expresion de
algunos genes involucrados en respuestas a estrés,
como por ejemplo ALMTT, que codifican para el
transportador de malato activado por aluminio.
Adicionalmente el NO puede prevenir la toxicidad
de ROS en la membrana plasmatica y reducir la
entrada y acumulacion de AP en células de la raiz,
a expensas de la inhibicién en la elongacion de esta
(Mittler 2002, Wang & Yang 2005, Tian et al. 2007).
Por otra parte, a través de la inducciéon por NO de
enzimas detoxificadoras como SOD, CAT y APX y
el incremento en el contenido de prolina se estimula
la eliminacién de ROS redundante en las células de
tejidos fotosintéticos (Tian et al. 2007, Zhang et al.
2008). Finalmente, estudios recientes proponen que
¢l NO podria incrementar la tolerancia a aluminio
a través de la regulacion del equilibrio hormonal o
a través su asociacion con las poliaminas (He et al.

2012b, Wang et al. 2013).

De otro lado, la comprension de la toxicidad por
aluminio y los mecanismos de tolerancia en plantas
asi como la identificaciéon de genes involucrados
en estos, entre los que se destacan aquellos que
codifican transportadores de membrana como
(ALMTT, MATE, AILS3, Nrat1, START y STAR2)
(Larsen et al. 2005, Hoekenga et al. 20006, Ligaba
et al. 2006, Magalhaes et al. 2007, Furukawa et al.
2007, Collins et al. 2008, Yang et al. 2008, Liu et al.
2009, Huang et al. 2009, Yamaji et al. 2009, Maron
etal. 2010, Xia et al. 2010); factores de transcripcion
(STOPT1, ARTT); (Hoekenga et al. 2006, Luchi et
al. 2007, Yamaji et al. 2009, Sawaki et al. 2009) y
aquellos que participan en la mitigacion del estrés
oxidativo (WMn-SOD, MdSPDS1, NtAOX) (Basu
et al. 2001, Wen et al. 2009, Panda et al. 2013); han
permitido avances importantes en la obtenciéon de
plantas con mayor tolerancia a aluminio.

La identificaciéon en la litertura, de genes
involucrados en tolerancia a aluminio en plantas,
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y los mecanismos de accién en los que participan,
es una informacion valiosa que puede ser usada
como punto de partida para la obtencion de
plantas tolerantes a este estrés, a través de
ingenierfa genética en Colombia.
detallado y comparativo de estudios en los que se

El analisis

han introducido genes con el fin de incrementar
la tolerancia a aluminio, en diferentes especies
de plantas podria llevar a la seleccion de genes
candidatos para tal proposito, teniendo en cuenta
especialmente el nivel de tolerancia logrado, las
pruebas con las que se evalua la tolerancia, asf
como la libertad de operacion que estas tecnologias
puedan tener en relacion con los derechos de
propiedad intelectual para su uso en genotipos
comerciales; ya que en muchos casos se podrian
usar tecnologfas que no estan patentatas en el pafs o
cuya patente haya caducado. A través de este
ejercicio es posible lograr una conexioén entre la
academia y las necesidades agricolas nacionales en
las que el estrés por aluminio es poco conocido pero
del alto impacto, debido a la abundancia de este
elemento en gran parte de los suelos colombianos.
Este es el principal producto del presente trabajo,
el cual hace parte de un proyecto de investigacion
que tiene el propésito de desarrollar materiales
tolerantes a aluminio, en especies cultivadas como
soya y maiz, para la Orinoquia colombiana.

Finalmente, a través de estrategias como
mejoramiento convencional, molecular e ingenierfa
genética es posible logar plantas tolerantes a
estrés por aluminio entre muchos otros estreses.
Al respecto, el mejoramiento molecular permite
rapidamente un amplio numero de
genotipos al mismo tiempo, empleando marcadores

evaluar

moleculares, lo cual puede facilitar la seleccién
de lineas superiores tolerantes al aluminio, ya
que en condiciones de campo, las formas y las
concentraciones de aluminio varfan en el espacio y
el tiempo, haciendo costosa y compleja esta labor.
Adicionalmente pese a que se cree que tolerancia
a aluminio es una caracteristica poligénica compleja,
ha sido posible mapear y clonar algunos de los
genes que tienen mayor efecto en la tolerancia
con los cuales se han transformado plantas por
ingenierfa genética logrando mayor tolerancia a
este estrés.
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Por otra parte, pese a que cerca del 80% de los
suelos colombianos son acidos, en especial los suelos
de la altillanura (Camacho et al. 2008); la mejora
genética de plantas mas tolerantes o resistentes a
estrés por aluminio dentro del contexto colombiano,
demuestra que las investigaciones mas recientes se
han enfocado principalmente en cultivos de frijol y
Brachiaria por parte del CIAT y soya en Corpoica.
No obstante, pese a estos esfuerzos y avances,
el estudio sobre el estrés causado por aluminio,
permanece relegado en las investigaciones de
cultivos y la mejora genética en el pafs.
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Tolerancia al aluminio en especies vegetales: mecanismos
y genes

Resumen. Un problema para la produccion agricola en la
Orinoquia colombiana, son los 4,5 millones de hectareas
con altos contenidos de aluminio. Genotipos de diferentes
especies presentan niveles de tolerancia a través de diversos
mecanismos, las vias de sefializacion también pueden diferir,
por lo que no se cuenta con un modelo anico. Algunas de
las moléculas comunes que participan en la respuesta de
tolerancia se determinaron. Para identificar genes candidatos
a utilizar en el desarrollo de cultivares tolerantes al aluminio,
se consulté articulos cientificos publicados entre 1987 y
2013. Mediante el reporte de uso de técnicas convencionales
de hibridacién, mutacion, seleccion asistida por marcadores
moleculares y transferencia de genes, se obtuvieron datos
de materiales tolerantes evidenciandose mecanismos
moleculares para tolerancia al aluminio. Se encontraron
reportados genes total y parcialmente caracterizados, con
uso potencial en ingenierfa genética y en seleccién asistida
por marcadores, para la obtencion de genotipos tolerantes
al aluminio.

Palabras clave: Factor de transcripcion; gen; tolerancia al
aluminio.
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Tolerancia ao aluminio em espécies vegetais: mecanismos
e genes

Resumo. Um problema para a producio agticola no
Orinoco da Colombia, sao os 4,5 milhoes de hectares com
alto teor de aluminio. Genotipos de diferentes espécies
apresentam tolerdncia através de diferentes mecanismos, as
vias de sinalizacdo também podem ser diferentes, de modo
que ndo existe um modelo unico. Algumas das moléculas
comuns envolvidas na resposta da tolerancia foram
determinadas. A fim de identificar genes candidatos para
uso no desenvolvimento de cultivos tolerantes ao aluminio
foram consultados artigos cientificos publicados entre 1987
e 2013. Por meio de técnicas convencionais que utilizam a
hibridizacdo, mutacdo, selecio assistida por marcadores
moleculares e de transferéncia de genes, obtiveram-se
dados de materiais tolerantes e se evidenciou mecanismos
moleculares para tolerancia ao aluminio. Encontraram-se
reportados varios genes total e parcialmente caractetizados,
com uso potencial na engenharia genética ¢ na selecao
assistida por marcadores, para a obtencio de genétipos
tolerantes a0 aluminio.

Palavras-chave: Fator de transcri¢io; gen; tolerancia ao
aluminio.
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