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RESUMEN

El aluminio (AI**) es uno de los mayores factores limitantes de la
produccion agricola en suelos acidos con pH menor a 5 en las regiones
tropicales del mundo. El arroz (Oryza sativa L.) ha mostrado ser
tolerante a este factor de estrés, con respuestas diferenciales entre
genotipos. Se evaluo el efecto de tres niveles de Al (0, 200 y 400 uM
AICL, 6H,0) en la solucién nutritiva sobre la concentracién foliar
de micronutrimentos (Cu, Fe, Mn y Zn) y longitud de raiz en cuatro
genotipos de arroz (‘Huimanguillo) ‘Koshihikari, “Temporalero’y ‘Tres
Rios’), en condiciones de invernadero, en un experimento factorial.
La interaccion de los factores evaluados (variedad x concentracion
de Al) mostro efectos significativos en la concentracion de los cuatro
nutrimentos y en la longitud de raiz. En general, a medida que se
aumento la concentracion de Al en la solucion nutritiva, hubo un
aumento en las concentraciones de Cu y Fe en todas las variedades,
mientras que las concentraciones de Mn y Zn disminuyeron. La
mayor disminucién de las concentraciones nutrimentales se observo
en las variedades ‘Huimanguillo, ‘Koshihikari’ y “Tres Rios, en tanto
que la variedad ‘Temporalero’ resulté menos afectada. Respecto a
la longitud de raiz, los mayores niveles de Al en solucién redujeron
significativamente a esta variable, y las variedades mas afectadas fueron
‘Temporalero’y “Tres Rios’ Se concluye que el Al afecta diferencialmente
los genotipos de arroz evaluados, y que este metal muestra sinergismo
con Cu y Fe, y antagonismo con Mn y Zn.
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SUMMARY

Aluminum (AI**) is one of the most limiting factors of agricultural
production in acid soils with pH lower than 5 in tropical regions world-
wide. Rice (Oryza sativa L.) has showed to be tolerant to this stress fac-
tor, and differences in tolerance responses to Al have been observed
among genotypes. We evaluated the effect of three Al concentrations
(0, 200 and 400 uM AICIL, 6H,0) in the nutrient solution on the foliar
concentration of micronutrients (Cu, Fe, Mn y Zn) and root length in
four rice genotypes (‘Huimanguillo, ‘Koshihikari, “Temporalero’ and

“Tres Rios’) grown under greenhouse conditions, in a factorial experi-
ment. Interaction between factors evaluated (variety x Al concentra-
tion) showed significant effects on the concentrations of the four mi-
cronutrients evaluated and on root length as well. In general, as Al
concentration was raised in the nutrient solution, an increase of the
Cu and Fe concentrations was evident in the four varieties, while Mn
and Zn concentrations diminished. The highest reduction on micro-
nutrient concentration was observed in the varieties ‘Huimanguillo,
‘Koshihikari’ and “Tres Rios} whereas the variety “Temporalero’ was less
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affected. Concerning root length, the highest levels of Al in the nutri-
ent solution significantly caused a reduction in this variable, and the
varieties most affected were “Temporalero’ and ‘Tres Rios. We conclude
that Al differentially affects the rice genotypes evaluated, and that this
metal shows diminished to Cu and Fe, and antagonism to Mn and Zn.

Index words: Oryza sativa, copper, iron, manganese, zinc.
INTRODUCCION

En México, la toxicidad por aluminio (Al) es una de las
mayores limitantes para la produccién agricola en suelos
acidos tropicales con pH menor a 5, y se estima que este
problema afecta a mdas de 14 millones de hectareas distri-
buidas principalmente en el sureste del pais (Marin-Garza
et al., 2010).

La forma idnica AI** se considera tdxica para la rizos-
fera, definida ésta como la capa de suelo que es afecta-
da por el metabolismo radical (Berg et al., 2005). Por su
parte, las formas de hidréxido de Al [Al(OH)*, AI(OH),*
y AI(OH), ], presentes en la solucién entre 5y 6.2 de pH,
han mostrado no ser téxicas para las plantas (Trejo-Téllez y
Gébmez-Merino, 2007).

Los efectos toxicos del AI** se relacionan con una rapi-
da inhibicién del crecimiento radical al acumularse en el
apoplasto, la membrana plasmética y eventualmente en el
citosol (Vardar y Unal, 2007). Produccién de especies reac-
tivas de oxigeno (ROS), desbalance nutrimental, acumula-
cion de calosa y pérdida de la homeostasis del calcio (Ca**)
citosdlico, son algunos de los efectos toxicos del AI** una
vez introducido en la célula (Silva, 2012).

La exudacién de malato, de fosfato o ambos en raices de
arroz, puede funcionar como un mecanismo novedoso para
quelatar AP* en el apoplasto de las células del dpice radical.
La funcién primaria de los exudados radicales como meca-
nismo de tolerancia a Al es la exclusion del metal del apice
radical, pero esto no explica los altos niveles de tolerancia a
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Al observados en arroz (Oryza sativa L.). La evidencia mas
clara de este hecho es que la expresion ectdpica del gen de
tolerancia a Al ALMT1 de trigo (Triticum aestivum L.) en
arroz, induce la exudacién de malato pero no modifica la
tolerancia a Al (Sasaki et al., 2004).

Sin embargo, cuando el gen ALMT1 es introducido en el
genoma de cebada (Hordeum vulgare L.), una especie sus-
ceptible a Al, se observa incremento de la tolerancia a este
metal en méds de 100 % en comparacion con plantas testi-
go no transformadas. Ademas, se han identificado loci de
caracteristicas cuantitativas (QTL) de tolerancia a Al muy
cercanos a genes homologos al gen ALMT1I, lo que permite
suponer que este conjunto de genes dan la mayor tolerancia
a Al en arroz. Dado que la mayor parte del Al se acumula en
el apoplasto en células radicales, la pared celular juega un
papel determinante en la tolerancia a este metal observada
en arroz, posiblemente a través de polisacaridos estructura-
les (Famoso et al., 2010).

En arroz, la tolerancia a Al varia entre genotipos. En
general, los cultivares mas tolerantes son de la subespecie
japonica, en tanto que los de indica son mds susceptibles
al aluminio en solucién (Watanabe y Okada, 2005). Marin-
Garza et al. (2010) mostraron que los cultivares ‘Tempo-
ralero, ‘Huimanguillo, ‘Tres Rios’ y ‘Koshihikari’ dieron
respuestas diferenciales al aluminio en la solucion nutritiva,
y el cultivar “Tres Rios’ fue el mas tolerante a Al porque no
mostrd dafios en sus tejidos radicales y logré acumular me-
nores niveles de Al y mayores niveles de Mg y P en hoja.

Los estudios del efecto de Al en la nutriciéon de cultivos,
se han realizado principalmente en macronutrimentos, en
especial P, K, Ca y Mg. Por tanto, en la presente investiga-
cion se estudid el efecto que ejerce la presencia de Al en
la solucién nutritiva en la acumulacion de los micronutri-
mentos Cu, Fe, Mn y Zn, y en el crecimiento radical en los
cultivares de arroz ‘“Temporalero, ‘Huimanguillo, “Tres Rios’
y ‘Koshihikari

MATERIALES Y METODOS
Condiciones de estudio

La investigacion se hizo en un invernadero tipo cenital
de estructura metalica y plastico calibre 600 (transmitancia
luminosa de 50 %) ubicado en Montecillo, Texcoco, Estado
de México (a 19° 20’ N, 98° 53’ O, y altitud de 2250 m).

Material vegetal
El estudio dio inicio con la germinacién de semillas de

cuatro variedades de arroz (las mexicanas ‘“Temporalero,
‘Huimanguillo, ‘Tres Rios™ y la japonesa ‘Koshihikari’), en
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cajas Petri sobre papel filtro humedecido con agua desti-
lada. Ocho dias después de la germinacion, las plantulas
fueron trasplantadas a charolas de plastico que contenian
suelo esterilizado (pH 7.8, conductividad eléctrica 1.09 dS
m*, N 0.05 %, P 59.53 mg kg, K 0.38 cmol(ﬂ kg, capa-
cidad de intercambio catidénico 15.26 cmolm kg, textura
franco arcillosa), donde permanecieron hasta alcanzar 35 d
de edad y 8 cm de altura. Posteriormente, las plantas fueron
extraidas del suelo, sus raices se lavaron con agua destilada,
y luego se trasplantaron a macetas de 3 L de capacidad que
contenian la solucién nutritiva de Steiner (a 20 %, con pH
de 5.5), y mantenidas ahi por una semana como periodo de
adaptacion.

Tratamientos y disefio experimental

Los tratamientos de aluminio (0, 200 y 400 pM Al) fue-
ron aplicados en un experimento con arreglo factorial 4 x
3, donde el factor 1 fue la variedad de arroz (‘Temporalero,
‘Huimanguillo, ‘“Tres Rios’ y ‘Koshihikari), y el factor 2 fue
la concentracién de AI**. Los 12 tratamientos fueron distri-
buidos en un disefio experimental completamente al azar,
en el que una cubeta de 3 L de capacidad con cuatro plantas
fue considerada como unidad experimental, con tres cube-
tas por tratamiento.

Solucién nutritiva

La solucién nutritiva de Steiner (Steiner, 1984) a 20 %
usada para el crecimiento de las plantas contenia los si-
guientes iones (en molC m?3): 2.4 de NO,; 0.2 de H,PO;
1.4 de SO, 1.4 de K*; 1.8 de Ca*; y 0.8 de Mg?**. Adicio-
nalmente se agregd una mezcla de micronutrimentos en las
siguientes concentraciones (mg L*): 1.6 de Mn; 0.11 de Cu;
0.865 de B; 0.023 de Zn; y 5.0 de Fe, en la que Mn, Cuy Zn
fueron suministrados en forma de sulfatos; B como H,BO,;
y Fe como quelato (Fe-EDTA), segun lo descrito por Steiner
y van Winden (1970). El aluminio fue suministrado como
AICL, 6H,0 y el pH de la solucion fue ajustado a un valor
de 4.2, para garantizar que el Al permaneciera en su forma
idnica Al**. La solucidon nutritiva fue renovada cada 48 h,
con un ajuste de pH a 4.2 cada 24 h. Debido a que el arroz
es una especie que se cultiva bajo condiciones de anoxia, la
solucion nutritiva no fue oxigenada.

Variables medidas

Concentraciéon de micronutrimentos. Después de cua-
tro semanas de tratamiento con Al, las plantas fueron cose-
chadas y las hojas fueron separadas y secadas para la deter-
minacién de las concentraciones de Cu, Fe, Mn y Zn. Las
muestras de material seco se sometieron a digestion con
una mezcla de acidos nitrico y perclérico (relacion 2:1, v:v)
(Alcantar y Sandoval, 1999). En los extractos obtenidos se
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cuantificaron las concentraciones de Cu, Fe, Mn, Zn y Al
con un equipo de espectrometria de emision atomica de in-
duccién por plasma acoplado (ICP-AES) marca VARIAN®
modelo Liberty IT (Mulgrave, Australia).

Tamafio y crecimiento de raices. En las semanas 2 y 4
del experimento se midio longitud y didmetro de raices (en
mm), y se tomaron fotografias para registrar su forma.

Analisis estadistico. Los datos obtenidos fueron anali-
zados mediante el programa estadistico SAS (SAS Institute,
2011), con el procedimiento ANOVA y las medias fueron
comparadas por la prueba de Tukey (P < 0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis nutrimental demostr6 que la variedad, la
concentracion de Al y la interaccion entre ambos factores
ejercieron efectos significativos (P < 0.05) sobre la concen-
tracién de Cu, Fe, Mn y Zn en hojas de arroz (Cuadro 1).
El factor variedad y la interaccion entre factores de estu-
dio tuvieron efectos significativos en la concentracion de
los micronutrimentos en estudio, mientras que el factor
concentracion de Al en la solucién nutritiva tuvo efectos
significativos sobre la concentraciéon de Cu, Mn y Zn, pero
no para Fe.

El efecto de la interaccion entre los factores medidos (va-
riedad x concentracion de Al) sobre la concentracion de Cu,
Fe, Mn y Zn en hojas de arroz se muestra en el Cuadro 2.
Se aprecia que la mayor concentracion de Cu se obtuvo en
la variedad ‘Temporalero’ tratada con 400 uM Al. Esta mis-
ma variedad no mostré efecto de las interacciones entre los
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factores en estudio para la concentracién de Fe, y lo mismo
se observa en la variedad ‘Tres Rios. Respecto a Zn, su con-
centracion aumentd conforme se increment6 la concentra-
cion de Al en la solucién en todas las variedades.

La concentracion de Cu, Fe, Mn y Zn en hojas de arroz
sometidas a tres concentraciones de Al en la solucién nutri-
riva por efecto del factor variedad se presenta en el Cuadro
3. Las variedades ‘Koshihikari, “Tres Rios’ y ‘Huimanguillo’
acumularon menos Zn en sus hojas, comparadas con ‘Tem-
poralero, que mantuvo una concentraciéon mayor de este
elemento, y también de Cu y Mn. Respecto a Fe, la variedad
‘Huimanguillo’ present6 la menor concentracion.

El efecto del factor concentracion de Al en la solucién nu-
tritiva sobre las concentraciones foliares de Cu, Fe, Mn y Zn
se muestra en el Cuadro 4. Las mayores concentraciones de
Cu y Fe se presentaron en plantas expuestas a los mayores
niveles de Al en solucién (400 uM Al). Las concentraciones
de Mn y Zn mostraron una respuesta opuesta a Cu y Fe,
dado que la mayor concentracién de Mn y Zn se observo
en plantas testigo (sin Al en la solucidn nutritiva), en tanto
que su menor concentracion se tuvo en plantas tratadas con
el nivel mas alto de Al (400 uM Al), lo que demuestra un
efecto antagénico de Al sobre Mn y Zn.

Estos resultados concuerdan con lo reportado por Macedo
y Jan (2008), quienes encontraron que a mayor concentracion
de aluminio en la solucién nutritiva también hubo incre-
mentos en las concentraciones de Cu y Fe, en tanto que
Ramachandran et al. (2004) observaron que en presencia
de aluminio la concentraciéon de Mn se redujo. De acuerdo
con Fageria y Carvalho (1982), el aluminio ejerce un efecto

Cuadro 1. Efecto del factor variedad, concentracion de aluminio y de sus interacciones en la concentracion de Cu, Fe, Mn 'y

Zn en hojas de arroz.

Catién Fuente de variacién

Grados de libertad Significancia

Cu Variedad

Concentracion

Variedad x Concentracion
Fe Variedad
Concentracion
Variedad x Concentracion
Variedad
Concentracion
Variedad x Concentracién
7n Variedad

Concentracion

Variedad x Concentracion

2 ok

*%
*
*

ns
*

%

%
*

*%

%%

AN W NN WD N WD N W

*

ns: no significativo; * = significativo a 5 %; ** = significativo a 1 %.
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Cuadro 1. Efecto de la interaccion variedad x concentracion de aluminio en la solucion nutritiva sobre la concentracion de

Cu, Fe, Mn y Zn en hojas de arroz.

Concentracion de

Concentracién micronutrimental (g kg de materia seca)

Variedad Al (uM) Cu Fe Mn Zn
‘Huimanguillo’ 0 0.018 ef 0.573b 0.758 a 0.084 cd
200 0.019 ef 0.718 ab 0.389 ¢ 0.096 ¢
400 0.023 cdef 1.641 ab 0.304 cd 0.134 ab
‘Koshihikari’ 0 0.016 f 0.758 ab 0.602 ab 0.062d
200 0.022 def 1.031 ab 0.395 ¢ 0.107 bc
400 0.030 bed 2.123 a 0.176 d 0.135ab
‘Temporalero’ 0 0.026 bede 1.879 ab 0.689 a 0.108 bc
200 0.035b 1.854 ab 0.745 a 0.157 a
400 0.046 a 1.879 ab 0.469 bc 0.163 a
“Tres Rios’ 0 0.021 def 0.617 ab 0.424 be 0.099 ¢
200 0.021 def 1.306 ab 0.377 ¢ 0.109 bc
400 0.032 bc 1.820 ab 0.361 cd 0.112 bc
DMSH' 0.010 1.539 0.192 0.034

Medias con letras distintas en la misma columna indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, 0.05). 'IDMSH = diferencia minima significativa honesta.

Cuadro 3. Concentracion de Cu, Fe, Mn y Zn en hojas de arroz sometidas a estrés por aluminio. I: Efecto del factor variedad.

Concentracion micronutrimental (g kg™ de materia seca)

Variedad

Cu Fe Mn Zn
‘Huimanguillo’ 0.020 ¢ 0.977 b 0.484b 0.105b
‘Koshihikari’ 0.023b 1.247 ab 0.391 ¢ 0.101 b
‘Temporalero’ 0.036 a 1.871a 0.634 a 0.143 a
“Tres Rios’ 0.025 bc 1.247 ab 0.387 ¢ 0.107 b
DMSH' 0.004 0.679 0.084 0.015

Medias con letras distintas en la misma columna indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, 0.05). 'DMSH = diferencia minima significativa honesta.

inhibitorio sobre la absorciéon de micronutrimentos en el si-
guiente orden: Mn > Zn > Fe > Cu > B, lo cual también es
coincidente con los resultados aqui mostrados. Sin embar-
go, Jan y Pettersson (1993) reportaron que a bajas concen-
traciones de Al (35, 70 y 140 uM Al), las variedades BG35,
DA14, y IR4 no mostraron efectos en las concentraciones
de Fe, Zn, Cu ni Mn, lo cual demuestra diferentes mecanis-
mos de respuesta entre los genotipos.

Tsutsui et al. (2012) reportaron que el gen que co-
difica la proteina transportadora de hierro 2 (OsIRT2;
0s03g0667500) fue inducido en presencia de Al. Por su
parte, Ishimaru et al. (2006) encontraron que la absorcion
de Fe es mediada por las proteinas OsIRT1 y OsIRT2 en
arroz, aunque solo el gen OsIRT2 (pero no OsIRTI) es in-
ducido por Al. Ademas, esta induccion en arroz parece ser
unica para la especie, dado que en Arabidopsis (Arabidopsis
thaliana), maiz (Zea mays), trébol (Medicago truncatula) y
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trigo no se ha observado tal mecanismo de respuesta a alu-
minio.

El aluminio induce peroxidacién y formacion de especies
reactivas de oxigeno, y en arroz se han identificado meca-
nismos antioxidantes que contrarrestan la toxicidad por Al
(Meriga et al., 2004; Sharna y Dubey, 2007). Tsutsui et al.
(2012) identificaron un gen con actividad de superdxido
dismutasa (OsSOD) dependiente de Mn, lo que destaca la
importancia de este metal en mecanismos antioxidantes
detonados por el aluminio.

En cuanto a crecimiento, la mayor longitud de raiz (23.1
cm) se presentd en la variedad ‘Koshihikari, en plantas
testigo (0 uM AI**) (Figura 1), en tanto que la menor lon-
gitud (13.6 cm) se registrd en la variedad “Temporalero’
tratada con 400 uM AI**. Por su parte, la concentracion de
200 uM AP* en solucién causé una disminucion ligera de
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Cuadro 4. Concentracion de Cu, Fe, Mn y Zn en hojas de arroz sometidas a estrés por aluminio. II: Efecto del factor concen-

tracion de aluminio.

Concentracion de Al

Concentracion micronutrimental (g kg de materia seca)

(UM) Cu Fe Mn Zn
0 0.020 ¢ 0.957 b 0.618 a 0.883 a
200 0.024 b 1.227b 0.476 b 0.217b
400 0.033 a 1.866 a 0.327 ¢ 0.136 ¢
DMSH' 0.003 0.533 0.066 0.012

Medias con letras distintas en la misma columna indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, 0.05). "'DMSH = diferencia minima significativa honesta.
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Figura 1. Longitud de raiz de cuatro variedades de arroz sometidas a estrés por aluminio durante cuatro semanas. Varieda-
des: Hm: ‘Huimanguillo’; Ks: ‘Koshihikari’; Tm: “Temporalero’; Tr: “Tres Rios. Letras distintas sobre las columnas indican

diferencias estadisticas significativas (Tukey, 0.05).

esta variable en la variedad “Tres Rios.

Estos resultados concuerdan con lo reportado por Goh y
Lee (1999), quienes observaron que la inhibicion del creci-
miento de la raiz en plantulas de arroz depende de la con-
centracion de Al en el medio, dado que las plantas absorben
rapidamente este elemento.

La interaccion del aluminio con los componentes de la
membrana celular altera su permeabilidad, lo cual consti-
tuye uno de los principales factores responsables de la re-
duccidén del crecimiento de la raiz y de la planta (Peixoto et
al., 2001). También existe una relacion inversa entre la inhi-
bicién del crecimiento de la raiz y la acumulacion de Al en
la célula, porque el Al promueve la formacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) mediada por la peroxidacién de
lipidos. En especies vegetales que logran desarrollar meca-
nismos eficientes de destoxificacion por Al la peroxidacién
es mitigada por medio de la activacién del sistema antio-
xidante tanto enzimdtico como no enzimatico (Meriga et
al., 2004).
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En comparacion con el efecto observado en la concen-
tracion de macronutrimentos reportado por Marin-Garza
et al. (2010), en donde se registré mayor tolerancia en la
variedad “Tres Rios, en este estudio la variedad que mas
destaca es “Temporalero, lo cual permite inferir que entre
los genotipos de arroz hay diferentes niveles de importan-
cia o efectos antagdnicos del aluminio con los macro y los
micronutrimentos.

Tsutsui et al. (2012) expusieron plantas de la variedad
‘Koshihikari’ (tolerante a Al) y el mutante starl (Sensitive
to Al Rhizotoxicity 1, sensible a Al) a 20 mM AICI,. Al ais-
lar transcritos de células del apice de la raiz para medir la
expresion génica, encontraron que en el primer genotipo
213 genes mostraron induccién por Al, en tanto que en el
segundo fueron 2015 los genes inducidos. Al analizar los
transcritos de células de la region basal de la raiz, observa-
ron que para ‘Koshihikari’ hubo 126 genes inducidos por Al,
mientras que para el mutante star] fueron 2419 los genes
inducidos por el metal.
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Estos resultados indican que los genes que responden a
Al no son restrictivos del apice de la raiz, sino que también
hay en la regién basal. Ademas del factor de transcripcion
ART1-regulated one (Yamaji et al., 2009), se encontraron
nuevos mecanismos que relacionan la tolerancia del arroz
a Al con la asimilacién de N y con la sintesis de metaboli-
tos secundarios, de pared celular y de etileno (Tsutsui et al.,
2012), los cuales explican, al menos en parte, la alta toleran-
cia de esta especie al Al, dado que especies sensibles a este
metal no muestran induccién de tales mecanismos.

CONCLUSIONES

El aluminio afecta diferencialmente la acumulacion de
micronutrimentos en los diferentes genotipos de arroz ana-
lizados, y en general, al incrementarse la concentracion de
este metal en la solucién nutritiva disminuyen las concen-
traciones de Cu y Fe, pero aumentan las de Mn y Zn, lo
cual demuestra efectos antagonicos y sinérgicos, respecti-
vamente. En todos los casos, la variedad “Temporalero’ lo-
gré mayor concentracién de Cu, Fe, Mn y Fe en hojas, en
comparacién con las otras tres variedades evaluadas. Con
relacion alalongitud de raiz, a medida que aumento el nivel
de Al en la solucién nutritiva esta variable se redujo, y las
variedades mas afectadas fueron “Temporalero’ y “Tres Rios.
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