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RESUMEN 

El déficit hídrico induce respuestas como la modificación en la proporción de proteínas de la pared 
celular. Dicha modificación Juega un papel muy importante y poco entendido. Se estudiaron dos 
clases de proteínas de la pared celular: HRGP (glicoproteínas ricas en hidroxiprolina) y PRP2 
(proteínas ricas en prolina). Se cuantificó y cualificó el entrecruzamiento de las HRGP-PRP de la pared 
celular de plantas de frijol (Phaseolus vulgans L.) en condrc1ones de d€:fic1t hidnco usando cinéticas 
para el crecimiento y desarrollo examinando seis zonas en plantas maduras; nódulo, raíz primaria, raíz 
secundana, tallo-raíz, tallo e intemodo y cuatro regiones anatómicas en plántulas: dMsión-elongación, 
elongación, intermedia y madura. Durante el crecimiento y usando impresión de tejidos, se observó 
que el déficit hídrico indujo la mayor frecuencia de la HRGP e intensidad a la reacción inmune (IRI) 
incrementada y la nula de la PRP2. Durante el desarrollo, HRGP con alta frecuencia e IRI disminuida 
alcanzando un máximo a los 1 5 d, la AGP d1minuyó al 50% la frecuencia. Durante el crecimiento, 
usando 1nmunolocalización se observó que el déficit hídnco indujo HRGP incremente IRI y PRP2 lo 
disminuye. Durante el desarrollo, el déficit hídnco determina incremento de lRI de HRGP a 1 5 d y de 
PRP2 a 22 d. Durante el crecimiento y usando Western blot.. se observó: incremento en frecuencia y 
solubilidad de HRGP, indujo a 1 h el incremento o d1sminuc1ón de solubilidad y/o frecuencia, indujo 
mayor frecuencia y alta solubilidad en las regiones de elongación, 1ntermed1a y madura, determinó 
mayor frecuencia, baJa solubilidad y proteínas de baJO PM en las regiones drv1sión-elongac16n, 
1ntermed1a y madura. Durante el desarrollo, se observó: HRGP incrementó frecuencia y solubilidad, el 
tiempo de incremento de solubihdad para HRGP fué de 8 d y para PRP2 de 1 5 d, HRGP es 
mayontana en las zonas de nódulos, tallo e 1ntemodo, PRP2 es mayontana en las zonas de nódulos, 
raíz pnmana, raíz secundaria y tallo. Durante el crecimiento y usando determ1nac1ón de proteínas 
totales y de hidroxiprolina hubo alta frecuencia de modificaciones en proteínas con prolinas 
h1drox1ladas solubles e insolubles en la región de div"1s1ón-elongación. Durante el desarrollo, el déficit 
hídnco 1ndu10 el incremento de solubilidad de proteinas con prolinas hidroxiladas y de la fracción 
total, donde raíz pnmana y raíz secundana tUVJeron mayor frecuencia con solubtlidad incrementada 
de las proteínas con prolinas h1drox1ladas. Los resultados sugieren que la HRGP funciona como 
proteína estructural que entrecruza temporal y teJido-específicamente a la pared celular. La PRP2 
ademas de tener una función estructural, especulativamente puede funcionar como molécula señal. 
Comparaciones de secuencias de aminoácidos y perfiles hidropdt1cos sug1neron, por un lado, un 
mecarnsmo de acción parecido al que usan algunos virus vegetales en la difusión de la infección, 
usando propiedades de interacción para su transporte con componentes orgánicos como 
c1toesqueleto, chaperonas, cofactores de reconoc1m1enco; y por otro lado, el transporte a través de 
plasmodesmos abiertos y dilatados de regiones fotosintéticamente inactivas, donde el mecanismo 
puede ser regulado por actina, m1osina, calret1culina, centnna y una proteína cinasa dependiente de 
calcio. Este trabajo se realizó con el apoyo de los proyectos DGAPA IN206694 y CONACYT 1888-
N9212. 

2 



DEDICATORIA 

A María del carmen Vlllaseñor Martínez y Gustavo Mergold Sámano 
P"r que t'.<tt' traba¡,, de lrn't'Sf{_'!.c1d1.m /Üe t'rt su n1i.t"unt1r. 1111 ret'1. una n1t'ta /h'r alcanzar ... y die/u• 

"bjetiw st1!" pudt' Ú'._~ark• C'111 su ª!"'Y"· ccn1Hjt1s y alit:ntvs c"11stcu1tt:s. 

A mi amado e5po50 Leonardo 
p,,r m'1strarn1e 11un'C1111er1U el can1ino Sit'nd" 111i luz y la "'ª"" 'f"" "'" lcvantO tantas wcrs. ,gradas P"r 

tus palabras, pacit'rtdc1 y an11.1r lrmmdici"nal m t'I rdnid" de "1 escritura dt' t'~</11 Tt'sis. 

A mis pequeños hUos Abraham y Omar 
Pqr qut' t'I saber dt' su lkgada o Nut'Str'1 lr"gar, nu dhJ t'I Ct,ra¡e y la t'll"...'f:ta para 

culminar aquella ntt'ta ... y ah'1ra ts isu el ri:_f¿aW que hago pari1 Ustt:des. 

3 



AGRADECIMIENTOS 

A Dios 
p,,r ponenut' ,, prut'ba. dd11dt..mu· las hnran1ie111,1s para s,1/ir ad4""1ntt', 

c,wcaiit'11d""'" la vida y la de /4.1s St'res a /,15 que tanf,, a11w. 

A Gladys l. C..ssab López 
P&Jr su cimflanza y apqyo inccmdici""ª': anus, durante y despues dt> la finalización del trabafi1 dt' 

i11wst{_{f,aciJ11 "" su labvnuorio y /Íuri1 dt..· el. 

A todos los con1pañc:ros y amigos en el Laboratorio 
P"r qut' fÚ""" paru impcJrtantt' "" mi crt'cin1ient" perS4.1nal y pr"ft-shmal .•. mi s"Sundt..1 ¡:1111i!M. 

A tod05 
P"r cada tnt1mt'nto. palabra y/t1 aa:idn que cada uno rt'alizJ. 

para focilitarmt' las t:"sas y salir adt'lanu. 

4 



INDICE GENERAL 
Oficio de asignación del Jurado ...................................... . 
Título .....................................................................•. 
Resumen ........................................................................................... . 
Dedicatoria ............................................................................. : .......... . 
Agradecimientos .......................................................•.. 
Introducción ...................................................................................... . 

Estrés biótico y abiótico ...................................................... · ........ . 
Potencial hídrico y presión osmótica .......................................... . 
lQué es la pared celular vegetal? ...................................... : ......... . 
Componentes de la pared celular ....................... ; ............. : ...•..• :;:, 
Antecedentes sobre extensina ..................................... ~ ... '. .. ~.::'. ..• · 

~:~~~~~~~~~-~~~~-~-~~1-~ ................. ·.·.·.·.·.·.-.·::.·::::::.-.·:.-.-.·::::·::.'~+·:.':.:~:_.,~ .. ~-; ... ·.' .. . 
Crecimiento y desarrollo ........................................ : ..•.... : .. ::·.':·:·'- •.• '· 

~~~~~~~~::::·.::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::~:::::::::?::::\(;:· 
;:;.~t::i~1°:·~¿~~;;;~~·::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::.::.::.::.::.\L: .. 

/11\aterial vegetal.. ........................................... , .•.. ::::'.'; ..•. 
Condiciones de crecimiento .............................................. ·,.: .. : .•.•.. 
Impresión de tejidos .......................................................... :.:_. ....... . 
lnmunocitoquímica para microscopía de luz ....................... ; .... . 
Extracción de proteínas de la pared celular ........................ : .... . 
Extracción de proteínas totales .................................................. . 
Determinación de proteínas totales ........................................... . 
Determinación de hidroxiprolina ................................................ . 
Electroforésis de geles de poliacrilamida-SDS .......................... . 
Transferencia de geles de poliacrilamida -SDS ................•..•.•.•... 
Electroforésis de geles catiónicos neutrales .............................. . 
Transferencia de geles catiónicos neutrales .............................. . 
Western blot. ................................................................................ . 

5 

1 
2 
3 
4 
5 
11 
11 
11 
13 
14 
14 
16 
17 
18 
21 
22 
22 
23 
23 
23 
24 
24 
25 
25 
25 
26 
27 
27 
27 
27 
28 



Crecimiento ...... ........ .. . . ....... .. .. . ... . . .. . . .. . . . . .. .. . ... . . ....... .. . . .. . . .. .. . . . . . . . . . . . . 29 
Método cualitativo . . . . . . . .. .. . ... .. .. . . .. . . . . .. .. . ... . . . . .. . . .. . . .. .. .. . ..... .. . .. . .. .. . . 29 

Impresión de tejidos................................................................. 29 
Región de división-elongación (E1 ).................. . . . . . . . . . . . . . . .. 30 
Región de elongación (E2) .. ...... .. .. . . . . ..... .. ... . . .. . . . . . . . . . . . . . . . . . 31 
Región intermedia....... ........................................ 31 
Región madura................................................................. 32 

Análisis por inmunolocalización............................................... 34 
Región de dMsión-elongación (E1) ................................ 34 
Región de elongación (E2) ............................................... 34 
Región intermedia..... ....................................................... ... 34 
Región madura.... .... .......................................................... 35 

Electroforesis y Western blot............................................... .. 37 
Región de divlsión·elongac1ón (E1) .................................. 37 
Región de elongación (E2) .. ............................................... 39 
Región intermedia. ............................................................ .. 40 
Región madura.. ..... ..... .............. .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 41 

Método cuantitativo ............................................................... 44 
Analisis de la determinación de proteínas totales y de 
hidroxiprolina....................................... ............. ...........••... 44 

Región de dMsión-elongación (E1) ................................... 44 
Región de elongación (E2).................................. . . . . . . . . . . . . . . . . 45 
Re91ón intermedia................................................................ 46 
Región 1nadura... .. ................................................ ......... .. .... 47 

Herida................................................................................................... 49 
Región de divtsión-elongación (E1) .................................... 49 
Región de elongación (E2)..................................................... 49 
Región intermedia.. ..................................................... SO 
Región madura.......... ................................... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . SO 

Desarrollo ........... . . . . . . . . . . . . . . ........................................ 52 
Método cualitativo ................... ..................... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 52 

Impresión de tejidos................................................... . . . . . . . . . . • . . . 52 
Zona del Nódulo (N) ......................................................... ... 54 
Zona de la Raíz secundaria (RS)............................................. .. S4 
Zona de la Raíz Primana (RP)................................................ S4 
Zona del Tallo-Raíz (TR)........................................................... .... 55 
Zona del Tallo m......... ....................................................... ... 55 
Zona del lntemodo (1) ....•.............•.•....•.••.••...•.•••••..•••••••••.•••• 56 

,,Análisis por inmunolocalización . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ... 58 
Zona del Nódulo (N) ............................................................ 58 
Zona de la Raíz secundaria (RS) ............................................. ... SS 
Zona de la Raíz Primana (RP) ................................................... 60 
Zona del Tallo-Raíz (TR) .................................... ... ... . .. . . . . .. . . . . ... 60 
Zona del Tallo (T) .........................•.•..•.••...•.......•••.•.••.••.•. •• • •• •••• 60 

6 



Zona del Internado (1) .......................................................... .. 61 
Electroforesis y Western blot . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. . ... 62 

Zona del Nódulo (N) .............................................................. 62 
Zona de la Raíz secundaria (RS) ................................................. 62 
Zona de la Ralz Primaria (RP) .................................................... ... 63 
Zona del Tallo-raíz (TR) .................................................. ... .. ... 63 
Zona de Tallo (T) ..... ............................................................. ... 65 
Zona del Internado (1) ..... ...................................................... 65 

Método cuantitativo .. . . . . . . . . . .. . . .. . .. . . . . .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. 6 7 
Análisis de la determinación de proteínas totales y de 

hidroxiprolina................. ..... ..... . ................................... 67 
Zona del Nódulo (N) .......................................................... 67 
Zona de la Raíz secundaria (RS) ............................................... 68 
Zona de la Raíz Pnmaria (RP) ..................................................... 69 
Zona del Tallo-raíz (TR) ....................................................... ... 70 
Zona del Tallo (T) ................................................. •• . . .. .. .. . • . .. .. .. 71 
Zona del Internado (1) ............................................................ 72 

Análisis computacional . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . • . . . .. . . . • • .. .. . . . . • . . .. . • . ... 73 
Comparación del perñl hidropático de la PRP2 con otras 
proteínas ................................................... _...................... 73 
Función alterna: exportación de la PRP2 ............................ - ..... 79 
Los plasmodesmos . . .. . . . . .. . . .. . .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. • .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. 80 
Modo de acción de la proteína del movimiento de virus 
vegetales ................................................. : ........ _......... 85 

Movimiento de macromoléculas a través de plasmodesmos • . • • . . . . . .. 86 
Modelos.................................................................... 89 

Conclusiones .. . . . . . . . . . .. .. . • . .. .. • . .. .. • .. .. .. .. . .. • .. • .. . .. • .. • .. .. • .. 95 
1-7 ............................................................................ 95 
8-15 ............................................................................ 96 

Perspectivas........................................................................ . . • • . • • • • . . .. 97 
Referencias bibliográficas..................................................................... 98 

APÉNDICE A 
Bonilla l., C. Mergold-Villaseñor, M. E. Campos, N. Sánchez, H. Pérez, L. 
López, L. Castrejón, F. Sanchez y G. l. Cassab. 1997. 

7 



Las paredes celulares aberrantes de los nódulos de la raíz de frijoles 
deficientes de boro no forman uniones covalentes entre las proteínas 
ricas en hidroxiprolina/proteínas ricas en prolina. Plant Physiol. 
115:1329-1340........................................................ 105 

APÉNDICE B 
Fig. 1 b. Secuencia de la proteína del movimiento de la coliflor..... 106 
Fig. 2b. Resultados de la comparación del perfil hidropático de.la PRP2 
con la proteína del movimiento del virus del mosaico de la coliflor 
(cepa CM-1841)........ ................................................... 107 
Fig. 3b. Resultados de la comparación del perfil hidropático de la PRP2 
con la proteína del movimiento del virus del mosaico del 
clavel...................................................................... 107 
Fig. 4b. Resultados de la comparación del perfil hidropático de la PRP2 
con el precursor de la glicoproteína 1 de superficie celular (capa S) 
(proteína B de la capa externa) de Clostndium. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 08 
Fig. 5b. Resultados de la comparación del perfil hidropático de la PRP2 
con el precursor de la cadena alfa del fibrinógeno de lamprea... 109 
Fig. ób. Resultados de la comparación del perfil hidropático de la PRP2 

con nodulina LEN02 de lupina . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 109 
Fig. 7b. Resultados de la comparación del perfil hidropático de la PRP2 
con la involucrina .......................................................... 110 
Fig. 8b. Resultados de la comparación del perfil hidropático de la PRP2 
con la glutenina . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11 O 
Fig. 9b. Resultados de la comparación del perfil hidropático de la PRP2 
con el precursor de la proteína del antígeno S de P/asmoclium . . . 111 
Fig. 1 Ob. Resultados de la comparación del perfil hidropático de la 
PRP2 con proteína hipotética de gene 2 del virus del canal del pez 
gato......................................................................... 111 
Fig. 11 b. Resultados de la comparación del perfil hidropático de la 
PRP2 con proteína del movimiento del virus del mosaico de Ja higuera 

············································································· 112 

8 



Fig. 12b. Resultados de la comparac1on del perfil hidropático de la 
PRP2 con proteína defectiva del córion FC1 06 de Drosophila . . . .. 112 
Fig. 13b. Resultados de la comparación del perfil hidropático de la 
PRP2 con el gene US01 de Saccharomyces.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11 3 
Fig. 14b. Resultados de la comparación del perfil hidropático de Ja 
PRP2 con la cortactina de gallo . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11 4 

ÍNDICE DE FIGURAS 
Fig. 1. Aminoácidos mayoritarios de la extensina .................. . 
Fig. 2. Las posibles estructuras de un compuesto tetramérico 
en tirosina ....................................................................... . 
Fig. 3. Plántula crecida en la oscuridad durante 6 días ........... . 
Fig. 4. Diagrama de extracción proteínas totales de hipocotilos 
sometidos a déficit hídrico ........................................... . 

16 
basado 

18 
24 

25 
Fig. 5. Esquema anatómico representativo observado en la región 
madura que muestra las diferentes zonas anatómicas seccionadas 
en las plántulas del frijol .............................................. . 29 
Fig. 6. Western blot de proteínas de la pared celular durante el 
crecimiento ............................................................ ·. 38 
Fig. 7. Determinación de hidroxiprolina/proteína durante el 
crecimiento.............................................................. 46 
Fig. 8. Western blot de proteínas de la pared celular en plántulas con 
herida durante el crecimiento........................................ 51 
Fig. 9. Esquema de los tejidos observados en tres de las zonas 
anatómicas representativas seccionadas de las plantas del frijol. 52 
Fig. 1 O. Western blot de proteínas de la pared celular durante el 
desarrollo ............................................................... . 
Fig. 11. Determinación de hidroxiprolina/proteína durante el 
desarrollo ............................................................... . 
Fig. 12. Modelo esquemático de un plasmodesmo .................. . 

9 

65 

69 
81 



Fig. 13. La transición sink-source es acompañada por un cambio 
estructural de las formas simple a ramificada de los plasmodesmos 
............................................................................. 83 
Fig. 1 4. Ilustración esquemática del sistema vascular vegetal que 
funciona como un sistema de comunicación lnter-órgano .. . .... 85 
Fig. 1 5. Esquema general de exportación de la proteína del movimiento 
de virus vegetales...................................................... 87 
Fig. 16. Modelo sugerido de exportación de la proteína rica en 
prolina (PRP2) de la pared celular del frijol.......................... 92 
Fig. 1 7. Modelo de tráfico de macromoléculas a través de 
plasmodesmos por medio de chaperonas .................................... 93 

ÍNDICE DE TABLAS 
Tabla 1 . Cinética inmunogénica usando la técnica de impresión de 
tejidos para observar proteínas de la pared celular de plantas en 
condiciones de déficit hídrico durante el crecimiento........... 30 
Tabla 2. lnmunolocalización de proteínas de la pared celular en plantas 
bajo condiciones de déficit hídrico durante el crecimiento. . . . . . 36 
Tabla 3. Cinética inmunogénica usando la técnica de impresión de 
tejidos para observar proteínas de la pared celular de plantas en 
condiciones de déficit hídrico durante el desarrollo............... 53 
Tabla 4. lnmunolocalización de proteínas de la pared celular en 
plantas bajo condiciones de déficit hídrico durante el desarrollo. 60 
Tabla 5. Análisis comparativo de diversas proteínas con la PRP2... 74 
Tabla 6. Análisis comparativo de diversas proteínas con la PRP2... 76 
Tabla 7. Diferencias entre apoplasma y simplasma . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 84 
Tabla 8. Tipos de carga del floema. .... ...... ....... .... ............... 84 

10 



INTRODUCCIÓN 

ESTRES BIÓTICO Y ABIÓTICO 
El estrés se define usualmente como aquel factor externo que e1erce un efecto desventajoso 

en un sistema. Harns (1981), usó el término estrés como sinónimo del estatus hidrico. El concepto 
de potencial o estatus hídnco tiene dos pnncipales usos. Pnmero, el potencial hídrico gobierna la 
dirección del fluJO del agua a través de las membranas y en consecuencia a través de órganos y 
tejidos. El segundo uso es para medir el estatus hídnco de la planta. El d€:fic1t hidnco conduce a 
cambios fis1ológ1cos como la inhibición del crecimiento de la planta disminuyendo la síntesis de 
proteínas, la síntesis de proteínas de la pared celular y la expansión celular, y la fotosíntesis (cierre 
estomatal y acumulación de solutos y ABA) (Taiz et al., 1991). 

En un contexto biológico, "estrés" debe tener una definición biológica, más que una simple 
ecuación. Así en el caso de las plantas, se puede medir por sus efectos en el crecimiento o en 
procesos primanos de asim1iac1ón, como la fijación del CO~ o la captación de minerales (Taiz et al., 
1991). 

Las plantas en vida natural o las crecidas en procesos agrfcolas están constantemente 
sometidas a múltiples formas de estrés, tanto b1ót1co como abiótico. Dentro de los estreses b16ticos 
podemos mencionar pnnc1palmente los causados por patógenos como virus, bacterias, diversos 
protozoarios, nemátodos, hongos, insectos e incluso los causados por el ganado o el mismo 
hombre. 

En cuanto a los estreses ab1ót1cos, podemos mencionar aquellos como la sequía, la salinidad, 
la carencia o exceso de nutnentes minerales, las vanaciones extremas de temperatura y pH, la 
presencia de metales pesados, los insect1c1das, daño mecánico o químico, etc.; lo que limita 
considerablemente su desarrollo (Colmenero-Flores, 1997). 

POTENCIAL HÍDRICO Y PRESIÓN OSMÓTICA 
Se han utilizado diferentes parámetros para designar el estado hídnco de una planta siendo 

uno de los más aceptados el potencial hídnco, el cual se define en términos del potencial químico 
del agua. 

El potencial químico del agua es una expresión cuantitatl\la de la energía hbre asociada con el 
agua. En termodinámica, la energía libre representa un potencial para realizar un trabajo. Un punto 
importante es que el potencial químico es una cantidad relativa, expresada como la diferencia entre 
el potencial de una sustancia en un estado detemiinado y el potencial de la misma sustancia en 
condicíones estándar. Por razones históricas y prácticas, en el área de la fisiología vegetal se ha 
utilizado el potencial hidnco. 

Así, 1os factores pnncipales que contnbuyen al potencial hídnco están representados en la 
ecuación 
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dónde 'f' es el potencial hídrico, que está directamente relacionado con el potencial químico del 
agua; depende de la concentración, ya que a mayor concentración mayor Potencial hídrico; presión 
osmótica, que está asociada con soluciones de diferentes concentraciones; y gravedad cuyo efecto 
depende del peso o densidad del agua. 

P, es la presión osmótica y representa el efecto de la concentrac1ón de salutes en el agua. 
Durante el estrés por defic1t hídnco, se produce una elevación en la concentración de salutes 
intracelulares que permite que el potencial hidnco sea más negativo que el del suelo, y el potencial 
osmót1co se hace más pos1t1Vo, 10 que permite a la planta la absorción de agua del suelo. 

Finalmente 1t, expresa el efecto de la presión hidrostát1ca en el potencial hídnco de una 
solución. Las cé:lulas vegetales tienen una pcjred celular rígida, lo que les proporciona una presión 
hidrostática interna pos1trva. llamada presión de turgor (Ta1z and Ze1ger, 1991 ). 

51 ponemos nuestra atención a definiciones operacionales aplicables a las diferentes clases 
de estrés que pueden ser impuestas a un organismo por un potencial hídnco desfavorable, 
consideremos dos tipos de s1tuac1ones. Una, la menos ambigua de las dos, es el estrés agudo, que 
se da cuando un organismo que está totalmente adaptado a un potencial hídrico es expuesto a 
otro. El organismo deberá a1ustarse físicamente para sobrevMr. la otra s1tuac1ón es el estrés crónico, 
que se presenta cuando un organismo está completamente adaptado a un ambiente que es 
1nh1b1tono en virtud de su potencial hidnco, pero crece en él. 51 el organismo en estas circunstancias 
está o no bajo estrés es menos obvio que en un estrés agudo (Brovvn 1 990). 

Es la norma para cualquier organismo, que tenga un óptimo en cualquier vanable 
fis1coquím1ca y el potencial hídnco no es la excepción. Cualquier organismo, especialmente los que 
crecen en el suelo, deben considerarse afortunados si están en un ambiente óptimo. La gran mayoría 
de los organismos tienen un óptimo, definido por su índice de crec1m1ento, el cuál está por aba10 de 
1 .O (y menor a O MPa). Con valores menores, la respuesta al creom1ento vana ampliamente en los 
organismos más sensibles. Estos valores pueden deberse a incrementos en la salinidad provocando 
resistencia o tolerancia. Hay diferencias entre especies, pero en general tienen la habilidad de 
adaptarse a un amplio rango en el estatus hídnco (Brown 1990). 

Específicamente, el alargamiento de la célula vegetal es afectado grandemente con baJOS 
potenciales hídncos. El desarrollo de los te11dos florales, expansión de hojas y elongación de los 
tallos responden a una disminución en el potencial hidnco antes que las raices (Bozarth, et al. 1987). 
Estas d1ferenc1as pueden ser usadas para 1nvest1gar el efecto que produce una modificación del 
potencial hídnco y por lo tanto de la presión de turgor, en el posible entrecruzamiento de proteínas 
de pared celular en plantas. 

Cuando se crecen pldntulas en la oscuridad y con bajos potenciales hídricos, las raíces 
crecen rápidamente mientras que el crecimiento del los tallos se inhibe. La 1nh1bición es seguida por 
la acumulación de solutos que mantienen el turgor cercano a un valor constante (Cavalieri and Boyer., 
1982; Bozarth et al., 1987), pero postenormente este aumenta considerablemente sus valores de 
presión. Por lo tanto, es posible que la disponibilidad de los sustratos y el aumento en la presión del 
turgor pudieran estar implicados en la inhibición del crecimiento del tallo cuando una plántula es 
sometida a condiciones de estrés hídnco. Se aumenta la pasibilidad de que puedan estar 
ocumendo cambios bioquímicos en las paredes celulares ya que la extens1b1l1dad de las paredes es 
controlada metabóllcamente y puede ser modificada después de largos penados de estrés 
osmótico (N\atthevvs et al., 1984; lraki et al., 1989). 

12 
ITSIS CON 

FALLA DE ORIGEN 



¿QUÉ ES LA PARED CELULAR VEGETAL? 
En contraste con las células de muchos eucanontes, las células vegetales están rodeadas por 

una pared celular (Vamer and linn, 1989). 
La pared celular es un componente importante e intrigantemente complejo con caracteristicas 

únicas relacionadas con el estado de crecim1ento, desarrollo, tipo celular e interacciones ambientales 
(Fry, 1994). /V\ás aún, la función de cada célula está ampliamente definida por su pared. Por lo tanto, 
las paredes celulares, colectiVamente, son responsables directas de la forma y estabilidad de la 
planta como un todo y modularmente de la forma de los diferentes órganos y tejidos con una fuerza 
mecánica colectiva. Está determinada por el patrón de depósito de los componentes de la pared 
celular durante los e'\lentos de d1Vis1ón, crecimiento y maduración celular, así como por los procesos 
de diferenciación que se dan conjuntamente durante el crecimiento y desarrollo de las plantas 
(Walbot, 1985; Cassab and Vamer, 1988). 

La pared celular se divide generalmente en primaria y secundaria. La pared celular pnmaria es 
una pared o capa compuesta de un esqueleto microfibnlar, el cual es formado mientras la pared 
celular está creciendo (con un incremento del volumen irreversible). En la pared celular secundaria 
las microfibrillas son colocadas después de cesado el crecimiento (Fry, 1994). 

Concerniente al significado biológico, las paredes celulares primarias: 1) evitan la explosión 
osmótica de los protoplastos; 2) limitan la expansión de la célula (y así el crecimiento de la planta); 
3) son una barrera a la penetración por patógenos (en interacciones planta-microbio); 4) median la 
adhesión de células adyacentes con un teJ1do; 5) contienen formas latentes de moléculas 
señalizadoras endógenas (oligosacannas); 6) su función es importante durante el desarrollo de la 
planta (nuevos tejidos); y 7) son los más definitivos componentes de distinción de los tipos celulares 
(Fry, 1994; Showalter, 1983). 

COMPONENTES DE LA PARED CELULAR 
La pared celular primaria es una fábrica extraprotoplásmica compuesta de varios horno- y 

heteropo/isacáridos estructurales, pequeñas cantidades de (glico)proteinas estructurales y algunas 
veces /ignina (Fry, 1994; Showalter, 1983). 

Las paredes celulares pnmanas contienen del 5-10% de proteína y 2% de hidroxiprolina 
(Hyp). El contenido de proteínas en ta madera es muy bajo, pero en esclereidas de la testa de 
semillas de soya es del 20% (tienen paredes celulares muy engrosadas), donde la extens1na o HRGP 
representa el 7% del peso seco de las células (Cassab et al., 1985). 

En general, las paredes celulares están compuestas de celulosa, hemicelulosa, compuestos 
péct1cos, lignina, suberina, proteínas (estructurales y enzimas), algunos micronutnentes (calcio y boro) 
yagua. 

Las tres clases mayontanas de proteínas estructurales de la pared celular son: HRGP (o 
extensinas), proteínas neas en prolina (PRP) y proteínas ricas en glicina (GRP). 

Las extensinas son una fam1ha de glicoproteínas con forma de rodillo, son relativamente ricas 
en senna, valina, tiros1na, lisina e h1stidina. Presentan un pentapéptido repetido llamado Ser-(Hyp) .. y 
un patrón de gtycosilac1ón en los residuos de serina e hidroxiprolina. La mayoria están 0-
glicosílicamente unidos a cortas cadenas de arabinosa (de una a cuatro), mientras que las serinas 
están 0-ghcosídicamente unidas a una sola unidad de galactosa. Se cree que después de la 
secreción hacia la pared celular, las extens1nas rápidamente se insolub1/izan formando 
entrecruzamientos intermoleculares de di-isoditirosina (Showalter, 1993). 
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las PRP son proteínas de la pared celular y casi todas miembros que contienen hidroxiprolina. 
Hay dos subclases;: los componentes normales de la pared celular y las de las nodulinas (se 
producen en respuesta a la infección de bacterias fijadoras de nitrógeno) y forman parte de la pared 
celular del nódulo. Todas tienen repetidos Pro-Pro dentro de una vanedad de unidades repetidas 
más largas. las PRP no tienen carbohidratos o muy poco glicosilados con cantidades equimolares de 
Pro y Hyp. Están involucradas en varios aspectos del desarrollo, desde la germinación hasta estadios 
tempranos de noduladón. La expresión puede ser regulada por hendas, ehc1tores endógenos o 
fúngicos, etlleno, cultivo celular y luz. Tienen un patrón de expresión tejido y célula específico 
(Showalter, 1993). 

las GRP se caracterizan por su estructura pnmana repet1tl\fa, con un 70% de glicina arreglado 
en su corta unidad repetida de am1noác1dos: Gly-X donde X es generalmente Gly pero también AJa 
o Ser. Tiene una cierta homologia con las c1toquerat1na. Se expresan en respuesta al desarrollo (de la 
pared celular) y cond1c1ones estresantes (las c1toplásmicas). Generalmente las GRP coloca/izan con 
las PRP, las cuales generalmente se encuentran en haces vasculares (elementos del xilema) y 
particularmente con tejidos que van a ser hgrnficados (Showalter, 1993). 

En las paredes celulares del coleoptilo de maíz, el 24% de la prolina pertenece a 
hidroxiprolina y el resto a prolina (Carpita, 1986). También contienen grandes cantidades de 
aminoácidos aromdticos comparados con prolina o hidroxiprolina (el 0.3 y 1.2% del peso de la 
pared celular en coleopt1los de 2 y 4 días). Por otro lado, se había observado que la hormona 
vegetal auxina no tiene ningún efecto en la incorporación de am1nodcidos en ninguna fracción 
citoplásmica o de la pared celular en ningún estadio de desarrollo. lo anterior fue sugerido porque la 
incorporación de material en la pared celular ocurría después de la elongación celular y así los 
aminoácidos aromáticos participaban en el entrecruzamiento de la pared celular durante la 
diferenciación. 

los modelos tridimensionales de la pared celular aún no son lo suficientemente detallados en 
cuanto a la organización de sus diferentes componentes así como en la participación de agentes de 
entrecruzamiento (Carp1ta, 1986; Cooper and Vamer, 1983; Fry, 1982; Fry, 1983; Lamport and 
Epste1n, 1983; fv'\arkvllalker and Neukom, 1976; Scalbert et al., 1985). 

ANTECEDENTES SOBRE EXTENSINA 
Aparentemente, Tupper-Carey y Prestl'y (1924) fueron Jos primeros en reportar la presencia 

de proteínas en la pared celular pnmana de células meristemdt1cas (Presten, 1974). De las tres clases 
mayoritarias de proteínas estructurales de la pared celular la mejor caractenzada es la extensina, una 
glicoproteina rica en h1drox1prolina, componente importante de la pared celular primaria. Se ha 
sugerido que este polímero integral de la pared es importante en el control del crecimiento y que 
Juega su papel en la arquitectura de la pared celular. Sin embargo, no hay una elucidación total del 
papel que juega en la arquitectura celular. Lamport y Northcote (1960) y Dougall y Shimbayashi 
(1960), descubneron que t-f'yp era el componente aminoacídico mayor de hidrolizados en paredes 
celulares de cultivos de tejido. La evidencia de que estos aminoácidos estaban en una unión 
peptidica ha sido reseñada. Lamport (1965, 1980), asumió que la función de las proteínas que 
contienen hidroxiprolina estaba relacionada con la extensibilidad de ia pared celular y les llamaron 
extensinas. 

Por muchos años, lo que se conocía de las extensinas era por extrapolaciones de la 
caractenzación de otras glicoproteínas ricas en hidroxiprolina y de péptidos obtenidos por digestión 
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enzimática e hidrólisis parcial de paredes de tomate, las cuales contienen arabinosa, galactosa, Hyp y 
otros amino ácidos (valina, serina, treonina, lisina y tirosina) (Fig 1 ). A través de hidrólisis alcalina, se 
pudieron recobrar hyp-0-arabinósidos, confirmando la unión glicosídica con el 4-0H del 
aminoácido (lamport,. 1969). lamport (1974) realizó la primera secuencia de aminoácidos de fa 
extensina: SOOOOYOVYK, SOOOOK, SOOOOV(YKK). El pnmer intento de solubilización de Ja 
extensina de la pared celular fue fallida, con lo que se concluyó que era característicamente insoluble 
en la pared. Chnspeels (1970) fue el pnmero en 1dent1ficar una proteína que contenía Hyp extraible 
con sales en raíces de zanahona y su91nó que esta podía ser el precursor de una extensina 
covalentemente unida a la pared celular. la síntesis y secreción de extensina en raíces de zanahoria 
se mostró que era aumentada por la obtención de rebanadas y aereación del tejido, con lo que se 
sugirió que estos fenómenos estaban involucrados en la reformación estructural de la pared o como 
una forma de resistencia a las enfermedades seguidas de una herida. 

Stuart Y Vamer {1980), fueron los pnmeros en punficar1a de diferentes plantas. Con todo 
esto, las únicas funciones fisiológicas que se le han atnbuido a la extensina son en la protección del 
ataque de patógenos, la desecación en heridas superficiales, la morfogénes1s y el control del 
crecimiento, aunque su papel en la estructura de la pared celular y función se mantiene especulativo 
y controversia!. Estudios en la inversión de Voft..o.)(; fueron los que apoyaron la idea de que esta 
proteína está bajo un estncto control pcr desarrollo, pues observaron que se sintetizaba en menos 
de 1 O min, de las 48 h del ciclo de vida de VoJ\...ox (Schhpfenbacher et al., 1986). 

Tal vez el meJor ejemplo de su función estructural fue el realizado con paredes celulares de 
Clamyclornonas en las cuales los componentes estructurales mayoritanos son vanas HRGP. 
Evolutivamente, las HRGP de las Clamydornonas son antecesoras de las HRGP de plantas superiores y 
además ambas muestran 1nsolubilizac1ón durante el depósito de pared celular usando el 
entrecruzamiento de isodit1rosinas, mecanismo postulado para la dirección de la insolubilización en 
plantas (W"affenschmidt et al., 1993; Brady et al., 1QQ6). Las Clamydomonas elaboran dos tipos de 
pared celular durante el ciclo celular: gamé:t1co/Vegetativo {V) y z1gótico {Z), las cuales se 
1nsolub1hzan después del ensamblaJe. Las paredes V estdn compuestas de dos capas: externa 
soluble en sal {W6) y la interna insoluble extraíble con 505/13-mercaptoetanol (W2). De estas, la W6 
es de particular interés por que se reensambla con un arreglo cnstalino. El sistema para estudiar este 
ensamble fue a través del morntoreo de monómeros W6 por fluorescencia de FITC-estreptavtd1na y 
observado con microscopio electrónico, siendo múltiples los sitios de nucleación para el 
reensamble {Goodenough et al., 1986; Cassab and Vamer, 1988). 

Otro antecedente fue el investigado por Bradley et al. { 1992) quienes enfocaron la atención a 
los cambios rápidos en la pared celular como una forma de actrvac1ón por defensa. Reportaron que 
ehcnores causaban un rdp1do entrecruzamiento de proteínas ricas en (hidrox1)prohna (p33 y p100) 
mediado por H~07 (insolub1lizac1ón completa a los 2 min) y precedían a la activación de defensas 
dependientes de la transcnpción, demostrando que este entrecruzamiento esta baJO control del 
desarrollo. Mostraron que heridas locales inducían un rdpida insolub1Jizac1ón en la región inmediata {5 
mm alrededor), parcial extraibllidad en regiones adyacentes y sin pertubaciones a mayores 
d1stanc1as. Finalmente concluyeron que el 1nsolub1tizac1ón dependiente de un estimulo es una forma 
nueva de regulacJón celular con funciones potencialmente importantes en la flexibilidad de las 
paredes celulares en la arquitectura final de la planta durante el desarrollo y el endurecimiento rilpido 
de las paredes celulares en estadios iniciales de defensa. 

La transcripción de los genes de extensina se regula durante el desarrollo de forma tej1do
específica. Concluyó que la HRGP se expresaba fuertemente en tejidos meristernát1cos y en algunas 
de estas cé:lulas podían estar bajo condiciones de estres (Ye and Vamer, 1 991). Una expresión 
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mayor de exte~sina se ha observado con estimulación mecánica (Tiré et al .• 1994). herida (Showalter 
et al., 1991; Sauer et al., .1990) e infección (Niebel etal., 1993; Corbin et al. 1987). 

H .... ,..., M0N- C ... 0-CM,- CM,-CM,-!-<_ 
1 OH 

NH, 

Flg 1. Nombro y estructura qufmJca de loa amlno•cldo• m•yorltarloa d9 I• exten•ln•. 

OTRAS PROTEÍNAS ESTRUCTURALES 
La extens1na no es la única proteína mayontana estructural de la pared celular. sino como se 

mencionó al pnncipro, también son proteínas mayoritanas las PRP y las GRP. Sin embargo, aquí solo se 
profundizará con las PRP. 

Las PRP son proteínas neas en prolina. El análisis proteico de algunas PRP (SbPRP1, SbPRP2 y 
DcPRP1) han mostrado que el 50% de sus prolinas son h1droxdadas y que la hidrox1lación ocurre 
especificamente en el segundo residuo de las prolinas en los motivos repetidos pentaméricos 
(PPVEK, PPVYK, PPVHK) (Averyhart-Fullard et al., 1988; Kle1s-San Francisco and Tiemey, 1990; 
Undstrom and Vodk1n, 1991; Bradley et al., 1992; Millar et al., 1992). 

Debemos tomar en cuenta que, al menos para leguminosas, vanos productos génicos ricos 
en prohna clonados eran genes de nodulinas tempranas (por ejemplo, ENOD2 y ENOD1 2) que se 
expresan tempranamente en el desarrollo de nódulos fijadores de nitrógeno (Franssen et al.. 1987; 
Scheres et al., 1990). 

Lo antenor sugiere que los resultados de análisis cuantitativos de hidroxiprolina pueden incluir 
algunos componentes de las diferentes familias génicas de PRP y glicoproteínas neas en 
hidroxiprolina, incluyendo a ras noduhnas así como a las llamadas "PRP-like" y "HRGP-like", y 
posiblemente otras. 

Se ha pensado que las PRP forman esqueletos covalentemente entrecruzados pero las 
propiedades estructurales y significado funcional de estos esqueletos no está bien entendido. Tal 
vez, las altas concentraciones de PRP en nódulo regulan la arquitectura molecular del esqueleto de 
una manera que permita nuevos destinos en el desarrollo para las células e infección por Rhizobiurn 
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(Wilson et al. .. 1994). Sin embargo, debe tenerse en cuenta la participación de los carbohidratos que 
rodean a una proteína .. por ejemplo, Kjellbom et al. (1997), demostraron que cuando se agregaba 
H 2 0 2 y peroxidasa a fracciones parcialmente purificadas de dos subfamilias de AGP (82 y 97 kDa), se 
generaban complejos de 170 kDa in vitro y de 11 O y 21 O kDa in w\.;q Jo que sugería que las formas 
con masas moleculares mayores aparecían como el resultado de un entrecruzamiento e incluso 
sugería que las concentraciones usadas eran similares a las acumuladas en presencia de elicitores; por 
otro lado encontraron un control por desarrollo en el entrecruzamiento, es decir, que las hojas 
maduras tenían más complejos entrecruzados que las hojas jóvenes, patrón similar al que presentan 
las PRP y HRGP en las paredes celulares del frijol (Bradley et el., 1992). 

INSOLUBILIZACIÓN 
los constituyentes pohméricos, excepto la lignina y la celulosa, son solubles en agua después 

de su extracción, pero dentro la pared se entrecruzan par enlaces covalentes y no covalentes. La 
ex.tensina extraíble con sales es la mejor caractenzada. 

las extensinas poseen un bloque de tetrahidroxiprolina que está decorado con arabinosa 
para darle rigidez (Van Holtz and Vamer, 1984; Williamson, 1996). Otras repeticiones comunes en la 
secuencia pueden actuar como sitios de reconocimiento para entrecruzamiento, por enzimas que 
ghcos1lan o por áreas de interacción ión1ca con otras proteínas y polisacáridos (Kielisze'\IVSki and 
Lamport, 1994). 

Esta proteína altamente básica se une rápidamente al esqueleto de polisacáridos presentes 
en la pared celular, y tras algunas horas, estos se han unido covalentemente y son inextraíbles de la 
pared celular (Cooper and Vamer, 1983). 

Cuando se produce la elic1tac1ón por infección con hongos patógenos, hay un incremento 
en la expresión de extens1na acompañado postenormente por el entrecruzamiento acelerado de 
esta (Bradley et al., 1992; Bnsson et al., 1994). 

Según Bnsson et al. (1994) y Bradley et al. (1992), los constituyentes de la paredes celulares 
son alterados cuando los teJldos sufren alguna herida o cuando su índice de crecimiento cambia 
(Cassab et al., 1 985; lrak1 et al., 1989; Hiroshi and Boyer, 1990). lo anterior ha sugendo que la 
1nh1b1ción del crecimiento del tallo bajo condiciones de estrés hídnco pudiera deberse a cambios 
ocurridos en las proteínas de la pared celular (rnsolub1lizac1ón). 

Estudios involucrados en el andhs1s de péptidos derivados de tr1ps1na en la pared celular 
revelaron la presencia de un asa 1ntrapolipeptíd1ca, que formaban la ldt de las dos t1rosinas en la 
secuencia Tyr-Lys-Tyr. ldt en esta forma no esta entrecruzada con otros polipéptidos y no contnbuye 
directamente a la fonnación del esqueleto de extensina (Brady et al., 1996). En base a Jo anterior .. 
Brady et al. (1996), aislaron un nuevo aminoácido: di-iscx:Htrrosina, el cual está compuesto de dos 
moléculas de ldt unidas por una unión b1fernl Basados en su estructura, existe la pasibilidad de que 
pueda formar uniones intra o interpolipeptídicas, lo que sería de interes en la arquitectura de Ja 
pared, pues podría atrapar otros polímeros de la pared, como las pectinas o permitirla la 
concatenación interpolipeptídica. 

Así, una probable causa de la insolub1lización covalente de la ex.tensina resulta de la 
formación de un compuesto fonnado por cuatro t1rosinas acopladas oxidativamente llamada 
d1-1sod1tirosina ya que el dímero d1tirosina no se presenta en plantas, siendo la isoditirosina (ldt) la 
que ocurre in vivo y a traves de este intermediario es como se forma esta estructura tetramérica (Fry, 
1 982; Brady et al., 1 996) (figura 2). Se había sugendo que un acoplamiento de residuos de tirosina 
mediado por peroxidasa, forman la ldt,. que puede servir para entrecruzar diferentes polipéptidos 
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de extensina, formando un esqueleto de extensina (Fry, 1988). Se ha sugerido que las familias de 
proteínas ricas en prefina y en glicina, contienen cantidades apreciables de tirosina, que pueden 
1nsolubilizarse en la pared wá entrecruzamiento derivado de tirosina (ShOW"alter, 1993; Brisson et al., 
1994). 

El entrecruzamiento directo interpolipéptido formado por di-isoditirosina, dentro o entre las 
tres familias de proteínas ricas en tirosina, pudiera tener una función en el ensamblaje o 
endurecimiento de fa pared celular. Así, la cantidad y la cualidad de los polímeros individuales y de 
ros entrecruzamientos son Jo que definen las propiedades físicas y biológicas de la pared celular (Fry, 
1994). 
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Q--0-QºO. . . . 
Fig. 2. Las posibles estructuras de un compue•to teir.imlirico t>.aado en tiro•lna. La eatructura D - el 
compuesto de cuatro tirosinas acoplada• OJlidativamente dando lugar a la dl-iaoditiro•lna. 

CRECIMIENTO Y DESARROLLO 
El término crecimiento toma una gran variedad de sentidos. En el dmbito individual, 

usualmente involucra incrementos en masa seca de un organismo (o parte de uno), ya sea que vaya 
acompañado por un aumento en tamaño o no (diccionario). 
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En un organismo, el crecimiento es la expansión irreversible (plástica) del tamaño de la pared 
celular y se acompaña por la combinación: división celular y alargamiento celular. La división celular 
no constituye, propiamente, el crecimiento ya que este puede ocurrir sin incrementar el tamaño de 
las estructuras implicadas. El alargamiento celular implica absorción de agua, pero por sí solo. 
tampoco constituye un crecimiento. Jo que es evidente en plantas en las que hay un considerable 
aumento neto del tamaño celular en regiones maduras. No obstante, con pocas excepciones. el 
crecimiento continuo requiere la producción de nuevas células y su alargamiento. y estos dos 
procesos están cercanamente asociados en espacio y tiempo (Steeves and Sussex, 1989). 

Hay que tomar en cuenta que el índice de crecimiento y su límite varia entre especies e 
indivlduos, pero las bases moleculares de estas variaciones aún no están determinadas (Doonan J., 
1996). Doemer et al., 1996 sugieren que el índice de división celular es un factor crucial. al menos en 
las plantas, para la determinación del índice de crecimiento. 

El crecimiento vegetal depende de las actividades de los menstemos primanos, agrupaciones 
de células ind1ferenc1adas en las extremidades de las raíces y de la región apical. La proliferación 
proporciona a las células el mantenimiento del meristemo y la construcción de nuevos tejidos 
diferenciados (Doemer et al., 1996). 

En teoría (lockhart, 1965), el crecim1ento celular se logra cuando la pared celular se expande 
bajo el estrés de una presión interna (turgor. lf.lp). La absorción de agua de las células en expansión 
es determinada pnncipalmente por el gradiente del potencial hídrico y la conductMdad hidráulica 
entre la célula y el medio externo (.dll-'). 

La alta sensibilidad del crecimiento expansivo con rápidas vanaciones en el potencial hídnco 
(lf.1) sugiere que. el efecto inicial de un lf' reducido sobre la expansión es fis1co y está mediado por 
'+'p (Green et al., 1971; Acevedo et al., 1971). Esto implica que las hoJas de las plantas que pueden 
adaptarse a bajos 'P y mantener su crecimiento, lo hacen manteniendo el 'Pp necesano para el 
crecimiento y 6'-P para la torna de agua. Un mecanismo adaptativo es el aJuste osmótico, en el cual 
una fuente baja de tp es compensado por un bajo potencial de solutos en el tejido ('Ps) (Meyer and 
Boyer. 1972). El ajuste osmótico ha sido observado en hojas maduras y en crecimiento de varias 
especies (Hsiao et al., 1976; IV\atsuda and Riazi, 1981; Michelina and Boyer, 1982), pero en algunos 
de estos estudios el crecimiento foliar se inhibió sin una pérdida aparente de tpp en la zona de 
crecimiento (/v\atsuda y R1azi, 1981; Michelina and Boyer, 1982; fv\atthe-..vs et al., 1984 ). Otro ejemplo 
ñ.Je realizado en hojas de LNa, donde cambios rápidos en la relación 'Pp-crecimiento ocumeron por 
cambios en turgor (Shackel et al., 1987). Esto implica que factores como lf'p limitan el crectmiento y 
que esta relación depende del ambiente. 

El crecimiento en sí no forma un cuerpo organizado, pero si, al menos en teoría, al 
ensamblaje homogéneo de las células. La formación de un cuerpo organizado, implica que células Y 
grupos de células en diferentes regiones del cuerpo sean estructural y funcionalmente d1st1ngu1bles. 
Los cambios que ocurren en estas células y grupos de células y la forma en las que podemos 
distinguirlas constituye lo que se conoce como diferenciación. Hay ocasiones en las cuales el 
crecimiento ocurre sin diferenciación o la diferenciación sin crecimiento, pero casi siempre es cierto 
que ambos fenómenos ocurren en íntima asoc1ac1ón. 

El destino celular en el desarrollo puede estar determinado por la posición. lo cual está 
definido por las células vecinas. Por ejemplo, durante la formación de los pelos radicales, la 
identidad celular es determinada solamente después de que toda actMdad mitót1ca ha cesado y 
son ñ.Jertemente influidas por las células de la capa adyacente. El tejido diferenciado puede 
suponerse que funciona como templado del cual, las células menos maduras son inducidas a seguir 
un destino particular (Doemer et al., 1996). 
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De esta forma. el desarrollo de un cuerpo organizado depende entonces de la actMdad 
integrada del crecimiento y la diferenciación. En el sentido limitado, el desarrollo abarca numerosos 
procesos, como la dMsión celular, el alargamiento celular, la síntesis de proteínas. la elaboración de 
materiales para la pared celular. las alteraciones cuantitativas y cualitativas en los organelos celulares, 
entre muchas otras. Por lo tanto. es importante reconocer dos importantes aspectos del desarrollo y 
analizar sus procesos en términos estas dos categorías: el crecimiento y la diferenciación (Steeves 
and Sussex, 1989). 

Volviendo a la pared celular. Ja complejidad y diversidad de células en una planta es debida, 
en parte, a la composición de estas. Como es bien sabido, da fuerza y forma a toda la planta. Así, la 
diferenciación de las paredes celulares forma una vanedad de tipos celulares especializados. Desde 
el descubrimiento de las proteinas de las paredes celulares, se ha propuesto que su estructura está 
determinada, en parte, por la expresión a través del desarrollo de la planta. Por ejemplo, Shirsat, et al. 
(1991) mencionan que el gen de la extensina esta probablemente expresado en distintas 
localizaciones celulares y órgano-específicas que contribuyen con la habilidad de la planta de 
responder a ambientes específicos y del desarrollo. 

Analicemos el desarrollo de una planta vascular. la planta vascular, como todo organismo 
que se reproduce sexualmente. inicia su existencia como una simple célula, el hue'\lo fertJfizado o 
zigoto. la proliferación de estas células forma un embrión, dentro del cual, en estadios tempranos. 
órganos y te1idos comienzan a ser formados. En la embriogénes1s temprana, dos regiones distintivas 
se separan, aproximadamente en los polos opuestos, que subsecuentemente retienen la capacidad 
de crec1m1ento continuo. Uno es el llamado menstemo apical de las partes aéreas, que produce un 
sistema aéreo en expansión por la formación continua de teJidos y el inicio de una sucesión de ho1as 
y pnmordios. El otro, es el menstemo apical de la raíz, que similarmente forma un sistema de raíces 
en expansión. De esta forma, el desarrollo de estos sistemas de terminación abierta es repetitivo, ya 
que la misma clase de te11dos y órganos es producida en una sucesión continua (Stee'\les and 
Sussex, 1989). 

la actMdad de los menstemos apicales produce un cuerpo en elongación, llamado cuerpo 
pnmano. En muchos casos, este cuerpo pnmano constituye a toda la planta. En otros casos, 
particularmente en plantas con un ciclo de vida largo, hay un componente adicional del desarrollo 
que aumenta el radio de los eJeS. Estos resultados de la actMdad de dos menstemos adicionales 
1rnc1ados en el estadio postembnornco: el cambium vascular, contnbuye a la adición de células al 
sistema de conducción y el cambium de "corcho", que produce el te11do protector que reemplaza a 
la epidermis onginal. Estos menstemos y los te11dos que producen, constituyen el cuerpo secundario 
de la planta. El cuerpo secundano no constituye toda la planta, sino que está compuesta de unos 
cuantos tipos de tejidos sin incluir órganos. En algunos casos, puede constituir la mayor parte del 
cuerpo de la planta. 1\1\ás aún, especificamente la pared celular vegetal, que es una estructura 
d1nám1ca y capaz de alterar su composición a través del desarrollo, es capaz de responder a 
estreses externos como son el ataque de patógenos o la sequía (Shirsat, et al. 1991 ). 

En los párrafos anterrores, se ha usado deliberadamente la palabra desarrollo sin precisar su 
significado. Así, el desarrollo es la suma total de eventos que contnbuyen a la elaboración progresiva 
del cuerpo de un organismo 1nvolucrdndose influencias ambientales y genéticas. Por ello, se deben 
incluir todos o la mayoría de los procesos fisiológicos de los organismos VIVOS. Es especialmente 
cierto en plantas, que todos los fenómenos fisiológicos llevados a lo largo de la vida de un 
organismo, están encaminados a la elaboración progresiva de su cuerpo (diccionario; Steeves and 
Sussex, 1989). 
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JUSTIFICACIÓN 

La Biotecnologia, en nuestros tiempos, Juega un papel protagonista con un gran impacto 
benéfico en la sociedad. Especificamente, uno de los paradigmas b1otecnoló91cos en el que 
contribuiríamos con este proyecto de investigación es en el area de Biotecnología vegetal. con la 
caracterización molecular parcial de una variedad de frijol sometida a condic1ones de sequ~ y su 
efecto durante el crecimiento y desarrollo. 

La sequía es una cond1c1ón ambiental cíchca, recurrente e 1mpredec1ble que aqueja a la 
humanidad. Según Hemández (1996), la sequía comenzó a ser estudiada cuando se convirtió en un 
problema social y deJó de verse como un fenómeno natural, por to cual se carecen de estudios 
actualizados y antecedentes históricos para pre"llenir sus consecuencias. Por ello, muchos proyectos 
de investigación se han enfocado a obtener variedades vegetales resistentes a pestes, a salinidad y a 
sequía. Sin embargo, dicha obtención ha sido por métodos genéticos sin tomar en cuenta la 
caracterización y la sistematización a nivel molecular de estas y otras variedades. 

Por otro lado, a nrvel molecular generalmente se realiza la caracterización de un gen y andlisis 
de su expresión diferencial en diversos órganos y tejidos de una planta bajo ciertos estímulos. Sin 
embargo, dada la regulación del estatus hídrico en distintas regiones anatómicas, órganos y tejidos, 
fué que se consideró el estudio sistematizado del entrecruzamiento de proteínas de la pared celular 
durante el crecimiento y desarrollo del frijol. Por lo anterior, se plantearon las siguientes hipótesis y 
obJetivos. 
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HIPÓTESIS 

El déficit hídrico es un modulador temporal (crecimiento-desarrollo) y espacial (regiones
tejidos) del entrecruzamiento de proteínas de la pared celular. 

OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Investigar el efecto del déficit hídrico durante el crecimiento y desarrollo del frijol (Phaseolus 
vu/gans l.). 

OBJETIVOS PARTICULARES 

Investigar el efecto del déficit hídrico en las diferentes regiones de la plántula y zonas 
anatómicas de ra planta adulta mediante: 

1. Determinación cualitativa de proteínas de la pared celular (localización con anticuerpos 
específicos). 

2. Determinación cuantitativa de proteínas de la pared celular (relación hidroxiprolina/proteína 
soluble, hidroxiprolina insoluble y proteína soluble). 

3. Análisis temporal de solubilidad de proteínas de la pared celular bajo condiciones de déficit 
hídMco (intensidad de reacción a un anticuerpo y entrecruzamiento de proteínas) usando 
cinéticas cortas y largas. 
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MATERIAL Y 
MÉTODOS 

El indice de crecimiento, puede ser un indicador que puede llevar a conclusiones erróneas 
del comportamiento fisiológico. Los bajos patenc1ales hídricos normalmente tienden a bajar la 
velocidad de las reacciones b1oquím1cas y a disminuir los índices de crecimiento en organismos que 
pueden o no estar "estresados" (Brovvn 1990). Sin embargo, vanos estudios indican que el déficit 
hidrico modifica diversas funciones b1ológ1cas, por ejemplo inhibe la expansión foliar en un rango de 
tiempo desde minutos hasta meses, pero comúnmente días (Hsiao, 1973; Schultz and /V\atthews, 
1993). Así, la sensibilidad del crecimiento al déficit hídrico puede cambiar diurna y estacionalmente, 
aunque el entendimiento de la naturaleza de la inhibición es limitado. Por todo lo anterior, fue que 
se diseñaron los métodos que permitieran tener un panorama completo desde diferentes puntos 
de vista. 

MATERIAL VEGETAL 
Semillas de frlJol (Phaseolus vulgans L.) var. Negro Jamapa fueron esterilizadas en su superficie 

con alcohol e htpoclonto de sodio al 5% (v/v), enjuagadas abundantemente y embebidas en agua 
destilada esténl durante 1 h, colocadas sobre toallas de papel húmedo en charolas y finalmente 
cubiertas con papel alum1n10 (lara et al., 1984). 

CONDICIONES DE CRECIMIENTO 
Se realizaron dos tipos independientes de expenmentos, aquellos en los que se analizó la 

etapa de crecimiento y otros en los que la etapa de desarrollo fué analizada. 

Para la etapa de crecimiento, las charolas con las semillas fueron mantenidas a 25°C durante 3 
días en la oscuridad. Las plántulas fueron transplantadas a macetas con vermiculita, previamente 
pesada, estenhzada y saturada con agua (control: 5 mVgr) o solo humedecida (déficit: 1/12 del 
volumen control). Las plántulas transplantadaS se mantuvieron en la verrniculita durante 5 min, 30 
m1n, 12 h, 18 h, 24 h y 36 h. Los hipocot1los de las plántulas se disectaron con una navaja de rasurar 
en cuatro diferentes regiones: re91ón de drv1sión o E1 (zona inmediata al cotiledón de 2-3 mm de 
longitud, contiene células en dMs1ón y en elongación), región de elongación o E2 (corresponde a la 
zona que forma el gancho, de 5-8 mm), región intermedia (células diferenciadas, zona de 7-10 cm) 
y reglón madura (células totalmente diferenciadas, zona de 1 cm). 

Para los expenmentos correspondientes a la etapa del desarrollo, las plántulas de 5 días 
crecidas en la oscundad se transplantaron a macetas de plástico con vermiculita, previamente 
pesada, esterilizada y humedecida con la misma cantidad de agua que para los expenmentos 
antenores. Previamente van Holtst et al. (1980) y van Holst (1981) probaron que los hipocot1los 
crecidos bajo estas condiciones son suficientemente homogéneos para permitir estudios 
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relacionados con el índice de elongación celular y de la composición de las paredes celulares 
primarias. Cada plántula <Fig. 3) fué inoculada con Rhizobium tropki(cepa CIAT 899). Las plantas 
fueron cultivadas en invernadero con luz natural a 25°C durante el día y a 20°C durante la noche. 

Las macetas se pesaron y regaron diariamente para mantener las condiciones de déficit 
hidrico. Las plantas fueron cosechadas a diferentes tiempos después del transplante: 7, 15 o 21 
días. Se d1sectaron seis tejidos: internado, tallo, tallo-raíz, raíz primaria, raíz secundaria y nódulos. 

Flg 3. Pl41ntula de frijol crecida en la oacuridad dur.ant. 5 dlaa. 

IMPRESIÓN DE TEJIDOS 
El anáhsis por impresión de tejidos fué realizado como se describió previamente (Cassab et 

al, 1987). Después del transplante de las plántulas a los medios experimentales durante los tiempos 
deterrrnnados, se disectaron según la región o tejido usando navajas de rasurar. La muestra de tejido 
se colocó sobre una membrana de nitrocelulosa, previamente tratada con cloruro de calcio 0.2 M, 
presionando ligeramente unos segundos. La membrana con la 1mpres1ón dejada por el tejido, fué 
tratada como Westem-blot, usando anticuerpos policlonales dirigidos contra PRP (sbPRP2 de soya) 
o HRGP (extens1na de soya). 

INMUNOCITOQUÍMICA PARA MICROSCOPÍA DE LUZ 
la 1nmunolocallzac1ón muestra la localización de antígenos usando anticuerpos, que pueden 

ser proteínas u otros componentes celulares, generalmente en forma insoluble. Muestras de todos 
los teJ1dos disectados se fijaron por 24 h en paraformaldehído y 1% glutaraldehído en PBS a 4°C. 
Despues de tres cambios del buffer, los teJrdos se deshidrataron con diferentes porcentajes de 
etanol (1 O, 30, 50, 70, 90, 96 y 100%), por 30 min en cada cambio. Las secciones fueron cortadas 
a mano con una navaja de rasurar y montadas en los portaobjetos previamente cubiertos con l
l1s1na. La inmunocitoquimica fué hecha con la tecrnca para Western-blot, excepto que la 
concentración de los anticuerpos primarios fué 1 :25 y se incubaron toda la noche. Se lavaron con 
tns borato de sodio (TBS, Tris 20 mM,. cloruro de sodio 0.5 M,. pH 7.5) y eJ segundo anticuerpo fué 
incubado 1 h. Las muestras se revelaron con buffer AP (Tris HCJ ph 9.71, cloruro de magnesio 10 
mM y aforado a 1 O mi con agua), 33 mi de BCIP y 44 mi de NBT, por un tiempo máximo de 30 min. 
la reacción se detlNO con agua. Las micrografías fueron tomadas con una película Kodak Ektapress 
ASA 100. El control fué hecho usando suero pre1nmune y no se observó ninguna señal en las 
muestras. 

24 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



EXTRACCIÓN DE PROTEÍNAS DE LA PARED CELULAR 
El tejido fué tratado como describió Cassab et al., (1985). En un homogenizador de vidrio 

frío, se colocaron individualmente las muestras. Se homogenizan con un buffer de acetato de 
potasio al 0.1% pH 5 con 4 mM Na2S20 5 • Se centrifugaron a 6000 rpm a 4°C por 5 min, eliminando 
el sobrenadante. Se extrajo la pastilla {pellet) con Nonidet p-40 al 0.5% en 2 mM Na

12
S"Os y luego 

se lavó exhaustivamente con 2 mM Na2S20~, la pastilla final se resuspendió en 100-200 mi de 0.2 M 
cloruro de calcio y 4 mM Na

2
S20y centnfugando a máxima velocidad por 10 min. El sobrenadante 

se conservó a -70°C. El pellet se secó y se registró su peso seco {Fig. 4). 

EXTRACCIÓN DE PROTEÍNAS TOTALES 
El protocolo ñ.Jé realizado según Cassab et al., (1985). Las muestras, se homogenizaron en 

0.2 M cloruro de calc10. Se centnfugaron 10 mina máxima velocidad. El sobrenadante se guardó a. 
70°C. La pastilla se secó en y se pesó para conocer su peso seco (Fig. 4). 

DETERMINACIÓN DE PROTEÍNAS TOTALES 
La detenninación de proteínas se llevó a cabo según el método de Bradford (Bradford, 

1976). Las muestras se leyeron en un espectrofotómetro a 595 nm de absorbancia con luz visible. 
Los cálculos se hicieron para que el volumen de cada muestra fuera de 6 mg de proteína. 

FRACCIO ... 01! PAOTl!INA TOTAL 
fproleln•• cno•611ca•. d• I• '"•m .. rana 

y d• I• pared celularJ 

u. 
o o e 
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HIDAOXIPROl..INA 

u. 

cfb e o o 

PAOT TOTAL 
CBAAD .. OADJ 
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CE LULA 
VEGETAL. 

-.. 

Dl!Tl!R .. INACION 01! 

HIDAOXIPAOLl ... A 

flRACCION DI!! PAOTl!INA 

DI! LA PARl!D Cl!LULAA 

u 

u. 
CBAAO .. ORDJ 

Flg 4. Diagrama de la e•trategl• de extracción de proteln81• de I• .,_,..d celular. A p•rtJr de ••• célula• vegetales de 
la• planta• del frijol •• obtienen do. tfPQ9 de fracclon.9 proteica• (fracción de proteina total y fracción de i. 
protelna de la pared celular). De -ta• fracclonee - obtienen, tanto protefnae aolublea cotno prot.1"81• In.club ... 
(detennln81daa por loa enlace que fonnan entr8 al, lo que,_ proporclon• au Jnaolubllld•d). 1, protelnaa tot.almenm 
solubl-. 2, protefna con enlace• débil- pero aoluble. 3, protefna con enl•cea debil- que - lnaolubillz•. 4, 
proteina lnaoluble. A dlchaa fraccione• de proteinaa .. •- cuantificó I• hldoxlprollna y I•• proteina• total- por el 
mtitodo de Bradford. 
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DETERMINACIÓN DE HIDROXIPROLINA 
La determinación de Hyp se realizó por el método de Orozdz et al. (1976). Cantidades 

conocidas de las muestras (deshidratadas o en solución) fueron h1drolizadas con 6N HCI, a 120°C 
por 3 h. Los hidrolizados se secaron en una bomba de vacio con una trampa de NaOH. las 
muestras se resuspend1eron en un volumen conoc1do de H

11
0. Algunas muestras se centrifugaron 2 

m1n en una m1crocentrifuga para eliminar el .. humus'". Con un volumen conocido de las muestras se 
realizó el ensayo colonmétnco. Estos ensayos se hicieron, por lo menos tres veces. Con la solución 
estándar de Hyp (5 mg/ml disuelto en Hli'O) se realizó la curva de calibración. A cada muestra y a 
cada estándar de Hyp (0.5 mg y O.OS mg en 100 mi, de un stock de 5 mg/ml) se le adicionaron 
60 mi de buffer de citratos fresco (O.OS 9 cloram1na T, 0.5 mi H

9
0, 1.0 mi solución citrato-acetato 

pH 6.3, 5.7 9 NaAcetato:3H~,O, 3.75 9 Na 3citrato·3H"}O en 38.5% isopropanol-). Diez min después, 
se adicionaron 120 mi de buffer 2 (0.5 mi ácido perclónco y 2.5 mi solución p-dimetil amino 
benzaldehído 5% en isopropanol). los tubos se colocaron inmediatamente en un baño de agua 
caliente a 60°C por 20 min. La concentración de hyp de las muestras solubles se calculó de 
acuerdo con la siguiente fórmula: 

[Hyp] = (QD 560 muestra)1/b 
a 

donde 
log [estándar alto -0.5 mg-1 

[estándar bajo -O.OS mg-J 
1 lb = ----------------------------------º O. 560 estándar altq 

O.O. 560 estándar bajo 
y 

a = <O.O 560 estándar alto)1/b 
[Hyp estándar alto] 

La concentración de hyp por microgramo de peso seco de las muestras insolubles fué 
calculada de acuerdo con la siguiente regla de tres: 

YYYY µg peso seco 
1 µg 

WW'WW µghyp 
? 

= ZZZZ µg hyp/ µg peso seco 

La concentración de hyp por microlitro de solución de las muestras en solución fué 
calculada con esta regla de tres, 

Vol usado para la determinación [Hyp] 
(fórmula)=AAAA µg Hyp cecee µI) 
1~ ? 

= 000 µg 1-1yp1 µ1 caei. 
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ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAHIDA-SDS 
Se armaron las cámaras de electroforé:s1s. Usando guantes, se realizó la mezcla para el gel de 

corrida al 10% de acrilamida. Con una microp1peta se transfirió la mezcla a la cámara. Se agregó un 
poco de n-butanol sobre la superficie expuesta del gel. Se deJó polimerizar 1 h. El gel se lavó con 
agua destilada. los peines se colocaron. Se preparó la mezcla para el "stack1n9 gel" y se transfirió 
con una micropipeta. Se dejó polimerizar 30 mrn. Se quitaron los peines y se lavó perfectamente. 
Las muestras se hitv1eron durante 6 min con una solución (2X -magic mix-) (1.25 mi 1.5 M Tris pH 
6.8, 4 mi 10% SOS, 2 mi glicerol, 1 mi P-mercaptoetanol y 20 mi azul de bromofenol). Un volumen 
calculado para cada muestra se colocó en cada caml. La cámara se llenó con buffer de corrida 1 X 
(1 OX :3% Tns, 14.4% glicina y 1 %·505) y se comeron a 1 O mA por 5 h. Algunos geles se tiñeron con 
plata ("Kit s1tver sta1n") según las instrucciones del fabricante (Sigma) y otros con Coomasie (0.4 g 
azul de Coomas1e R-250, 100 mi metanol, 100 mi agua destilada y 14 mi ácido acético glacial). Para 
los geles teñidos con Coomasie, se usó una solución desteñidora (100 mi agua destilada, 100 mi 
metanol y 20 mi ácido acético glacial) que se cambió regularmente hasta obtener la definición 
deseada en las bandas. 

TRANSFERENCIA DE SDS-PAGE 
Papel filtro y membranas de nitrocelulosa se midieron y se cortaron (7.5 X 9.0 cm). la unidad 

de transferencia sem1húmeda se llenó con buffer de transferencia (1.5 g tns, 7.2 9 glicina, 100 mi 
metanol y aforado a 1 1). El papel filtro, la nitrocelulosa y los geles se embebieron en el buffer 2 min. 
Se hizo un sanc:tvvich para cada gel dentro de la cámara colocando papel filtro, nitrocelulosa, gel y 
papel filtro. La cámara se tapó y se conectó a la fuente de poder. Los geles se corrieron a 150 rnl\-
50 V por 3 h. 

ELECTROFORESIS EN GELES CATIÓNICOS NEUTRALES 
Se realizó la mezcla para el gel de cornda (1 .94 mi 40% acnlamida, 2 mi buffer de 

separación pH 6.8 :4X (89.16 g MOPS, 6.6 g KOH, aforado a 500 mi, 1.18 mi de 2% bis-acnlamida, 
2.94 mi agua destilada, 40 mi 10% APS, 4 mi TEMED). La mezcla se transfirió y se agregó n-butanol. 
Se dejó polimenzar. El gel se lavó. Los peines se colocaron. Se preparó la mezcla para el pregel 
(1.02 mi glicerina, 1.29 mi buffer de staking pH 8.0o4X {1.32 g KOH, 5.27 g MOPS y aforado a 100 
mi}-, 0.41 mi 40% acnlamida, 2.05 mi 2% b1s-acnlam1da, 20.5 mi 10% APS, 6.83 mi TEMED). Se deJó 
polimerizar. Se quitaron los peines y se lavó el gel. Las muestras se mezclaron con buffer de cornda 
(0.1 mi Jl-mercapto etanol, 0.2 mi 20% glicerol, 0.5 mi buffer de ap11amiento:4X {0.2 mi agua y 
0.015% pironina Y}) y se colocaron los volumenes calculados por caml. La cc\mara se llenó con 
buffer de electrol1tos fresco (1X) pH 6.8 (1.552% hist1dina, 0.42% MOPS) Los geles se corrieron a 
1 O mA y se tiñeron. 

TRANSFERENCIA DE GELES CATIÓNICOS NEUTRALES 
La unidad de transferencia semi-húmeda se llenó con buffer de transferencia (10% metanol. 

23.28 g histidina, 6.9 g MOPS y aforado a 1500 mi). El papel filtro, la nitrocelulosa y los geles se 
embebieron en el buffer 2 min. Se hizo un emparedado para cada gel dentro de la cámara. Los 
geles se corrieron a 150 mA-50 V pcr 3 h. 
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WESTERN BLOT 
La técnica de Western blot se realizó como lo describe Towbin et al., (1979). Después de 

realizar la transferencia de ras proteínas a la membrana de nitrocelulosa, la membrana se sumergió en 
agua y se hirvió 4 m1n. Se colocó en buffer de bloqueo 1 h a 42°C con agitación. Se lavó con TBS. 
Se agregó el buffer de bloqueo con anticuerpo policlonal primario a una dilución de 1 :10000 (anti
extens1na) o de 1 : 1 000 (anti-SbPRP2) y se dejó durante 3 h con agitación. Se lavó con TBS y se 
agregó buffer de bloqueo (10 mi) con el anticuerpo secundario (anti-conejo) durante 1 h. Se lavó 
con tris borato de sodio CTBS). Se reveló con buffer P..P. la reacción se detuvo con agua. 
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CRECIMIENTO 

MÉTODO CUALITATIVO 

IMPRESIÓN DE TEJIDOS 
Para conocer la locahzación de forma répida y te11do-específica de las proteínas solubles 

de la pared celular (PRP2 y HRGP) baJO condlc1ones control y de déficit hidnco, se usó la técnica 
sencilla y rdp1da de impresión de te11dos (s1m1lar al western blot), en ta que se usan cortes de 
te11dos oue se presionan sobre membranas de nitrocelulosa tratadas con cloruro de calcio y el 
contenido de las células cortadas se transfiere pudiendo localizar de fomia teJidc>especifica, 
ácidos nuclé1cos, ciertos carbohidratos y proteínas. (Re1d and Pont-Lezica, 1992). 

Precursor•• de 
h•c•• v•scul•r•• 

. T::srs CON 
f nLLA DE ORIGEN 

Flg. 5. E•quem• anatómico repre•entaUvo de una plintula d• frijol seccionada en t. rwglón madura que 
muestra las dlteNnte• zonas an•tómlca• analiz•d•• 

Para el análisis por 1mpres16n de teJidos, las plántulas fueron transplantadas a vermiculita 
(bien regada o con 1/12 del volumen de agua control) durante diferentes tiempos (0, 1, 24 o 36 
h); fas plántulas fueron seccionadas en cuatro re91ones (dMs1ón-elon9ación E1. elongación E2. 
intermedia y madura). l\nt1cuerpos ant1-SbPRP2 y ant1-extens1na fueron utilizados para visualizar la 
intensidad de reacción inmune (i.r.1.). Los resultados observados sobre las tJras de nitrocelulosa 
tratadas con los anticuerpos para las diferentes regiones del h1pocot1to se resumen en la tabla 1 
(para identificación de teJidos ver fi9. 5). 
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Tabla 1. Cinética inmunog9nica por lmp,.sión d• ••Jldos pani obssrvar protein•• solubles de la pa,.d celular 
durante el cnrclmi•nto. Zonas anatómica• •n I•• qu• hubo ,.•cclón lnmun• a los •ntJcu.rpo• antl.SbPRP2 o 
antJ-e•t•n•ina en condiciones control (CU) o de deflclt hldl'ico (d'f) • dlfe,.ntes t1emp09. El nUm•ro d• 
detannlnacione• ,.•llz.-da• pani cada punto fu• de cuatro rwpetick>rM• como minlmo. La lnt8naldad a la 
nt•cción Inmune (l.r.I.) •• exp,.só •n unid•"-• arbltrart••: (•)sin reacción,(+) poca l.r.I., (-) mmdlana l.r.I. y 
(•••) 41lta l.r.I. h • halus. p • ,...cción lnmun• puntu•I, p.h.v. • p...cu,.ores de haces v••cul•,.... 

REGIÓN DE DIVISIÓN-ELONGACIÓN (El) 
Los datos en general, mostraron que para la PRP2 de la región El, al tiempo O hubo un 

aumento de solub1/1dad en los p.h.v. de los controles asi como en el cortex de los que estaban 
en condiciones de déficit hidnco, posiblemente por una relocalización desde los p.h.v. como 
uno posible ser'\al de alerta. 

En el caso de las HRGP al tiempc O y 36 h no se observaron cambios si9n1ficat1VOS en la 
i.r.1. ni en los controles ni en los de déficit. Después de 1 h, el patrón es el mismo que los 
controles aunque hay una alta 1nsolubil1zac1órl en la ep1derrrus. A las 24 h con déficit hidnco se 
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observó un incremento de i.r.i. a mediana y puntual en la epidermis y p.h.v .• posiblemente por 
una relocalización de dichas proteínas a este tejido como una posible forma de acción ante la 
falta de agua; tal vez por eso también la HRGP en cortex se encuentra totalmente insolubilizada. 

REGIÓN DE ELONGACIÓN (E2) 
En la región E2 las plantulas control y las de déficit hídrico, mostraron para las PRP2 a 

tiempo O una sola variación del i.r.i.: de bajo a nulo en médula bajo condiciones de déficit. 
Además, la mediana solubilidad en los p.h.v. y la baja i.r.i. en la epidermis pudiera implicar una 
relocalizac1ón. En el caso de las HRGP se observó la presencia con baJa i.r.1. en la región del 
cortex y médula mientras que las PRP2 no. También el aumento a mediana i.r.i. en p.h.v. fue 
observado en ambas cond1c1ones. 

Para las HRGP después de 1 h se observó una disminución a nulo i.r.i. en la epidermis de 
los de déficit hidnco, lo que implica una mayor 1nsolub1\idad a trempos cortos y un aumento, con 
respecto al tiempo o. a mediana 1.r.1. para los controles en p.h.v. A las 24 h se observó una 
d1sm1nución de la solubilidad en los p.h.v., con respecto al tiempo antenor,; en ambos pumos el 
control estl.No totalmente insoluble y el de déficit con poca solubthdad. Al parecer, este tiempo 
de tratamiento esta en el limite de lo que la planta puede usar como recurso para sobrevMr, 
debido a que puede observarse un marchitamiento fuerte y en ocasiones necrosis en esta 
región; a las 36 h d1sm1nuye el 1.r.i. en la epiderrrns aunque aumenta moderadamente en los p.h.v. 
y se observa Id presencia de un halo. 

REGIÓN INTERMEDIA 
Las PRP2 no mostraron ninguna diferencia del déficit hídnco con respecto al control. Se 

observó una mediana solubilidad en los p.h.v. baJO ambas cond1c1ones. Las HRGP a tiempo O 
mostraron un hgero aumento de la solubilidad en la ep1derm1s de las pléntulas con déficit. Con 
respecto a las PRP2 se observó un leve aumento a baJa solub1hdad en cortex y médula y una 
dism1nuc1ón en p.h.v. 

Después de 1 h de déficit hídnco, las HRGP mantLN1eron la tendencia aumentar la 
solub1l1dad en Ja ep1derm1s de ras plántulas y, además, con un halo. El cortex y p.h.v. también 
aumentaron la solub1hdad con respecto al trempo O (a mediana para ambas condiciones en el 
cortex y alta con halo para los controles y mediana con halo para los de déficit de los p.h.v.). Es 
pasible que ese incremento y la presencia de otros componentes celulares faciliten la 
red1stnbuc1ón de las proteinas solubles en ros teJ1dos que van a la penfena del h1pocot1lo. Sin 
embargo, el dE:fic1t hidnco induce una ligera 1nsolub1lizac1ón observada en p.h.v. solo después de 
un lapso de tiempo como et usado en esta cinética. 

A las 24 h se observó en ep1derrrns una d1sm1nuc1ón de la solubilidad de la HRGP en las 
plántulas con déficit y la presencia de un halo en los controles; lo antenor sugiere una respuesta 
adelantada e incrementada cuando las condiciones de crec1m1ento de la pléntula no son las 
óptimas en el caso de este teJido. El cortex y p.h.v. mostraron una d1sminuc1ón de la solubilidad 
en ambas condiciones con respecto al tiempo antenor (nula 1.r.i. en ambos casos), pero mayor 
para los controles y hgeramente mayor solub1hdad en las plantulas con dE:fic1t hídrico. 

Finalmente, a las 36 h de tratamiento se observó que la insolub1lrzac1ón se mantuvo en la 
epidermis de ambas cond1c1ones, correlacionando con la misma observación del tiempo 
antenor, incluso para Jos p.h.v. El cortex también se mantuvo con baJa solub1l1dad de proteínas. El 
caso de la médula fue constante en todos los tiempos en esta región independientemente del 
tratamiento. No hubieron diferencias significativas en estos teJk:Jos a los tiempos de tratamiento. 
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REGIÓN MADURA 
En la región M al tiempo O se observó que las PRP2 se mantuvieron con el mismo patrón 

que en la región 1ntermed1a. En cuanto a las HRGP se observó una baJa solubilidad en casi todos 
los teJrdos, tanto controles como en déficit. excepto en los p.h.v. de los controles (mediana i.r.i. 
y halo). 

Despues de 1 h, las HRGP mostraron un incremento de solubilidad en los p.h.v.; alta y con 
halo en los controles y mediana y puntual en los de déficit. Esto indica que la solubilidad 
d1sm1nuye ligeramente en las plántulas con déficit. En la médula d1m1nuy6 la intensidad (nula) con 
respecto al tiempo O; en el caso de los otros teJidos, se mantuvo la misma tendencia que en el 
trempo anterior. 

A las 24 h de1a de observarse el halo que tenían las pldntulas en déficit pero se mantiene 
la misma respuesta. En el cortex de los controles d1sm1nuye a nula solubilidad mientras oue los de 
déficit se mantienen con la misma respuesta con respecto al trempo anterior. los p.h.v. de los 
controles d1sm1nuyen su solubrhddd de alta a mediana (con respecto a 1 h). En esta zona se ven 
las mayores diferencias (0-36 h) entre los controles y los de déficit hidnco con respecto a la 
solub1hdad; la 1nsolub1llzac1ón paulatina en los controles posiblemente se deben al proceso del 
mismo crec1m1ento pues en conchc1ones de déficit hídrico la mediana solubilidad se mantiene sin 
vanaciones durante toda la c1nét1ca, 1nd1cando que en esta zona anatómica permanecen 
proteínas en forma soluble como una respuesta a condiciones inadecuadas de agua. 

Finalmente, a las 36 h las cond1c1ones se igualan en la ep1derrrus el cortex y la médula. los 
p.h.v. mostraron un aumento de insolubilidad en las ptdntulas control mientras oue las de déficit 
se mantl..N1eron con el mismo compartamiento que a 1 h y a las 24 h. 

En general puede resumirse que al tiempo O la PRP2 en El de ias plántulas con déficit 
hídnco es mayoritana y muestra halus en cortex, lo que sugiere que dicha localización es 
resultado de otro tipo de estrés (henda) dando lugar a mav1mientos transversales hacia regiones 
más externas como posible sel"lal de .:ilerta. En E2 nuevamente es mayontatia en p.h.v. para ambas 
condlcrones hídncas, solo que el déficit hídnco deja de mostrar halus indicando que esta 
cond1c1ón modifica la solubilidad de los componentes del halus pero no de las proteínas de la 
pared celular; la epidermis muestra baja solubilidad sug1nendo que su presencia es debida al 
proceso del crecimiento además que a las condic10nes hidricas. Cabe mencionar que Ja mayor 
variación en cuanto a solubilidad se observó en la región de elongación, posiblemente debido a 
Ja mayor 1mportanc1a que tiene esta región por ser en la que se estdn requiriendo proteínas de la 
pared celular, entre otros. En 1 y M se observa mayontariamente en p.h.v. independientemente de 
las condiciones hídncas. 
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Para la HRGP en condiciones de déficit hídrico se observa en E1 un incremento transitorio 
de la solubilidad en la epidermis a las 24 h que no se observa en los controles, sugiriendo una 
regulación del crecimiento por este tejido; los p.h.v. mostraron un lento decremento de la 
sciubilidad indicando que a mayor tiempo de exposición en estas condiciones la insolubilización 
se retrasa (con respecto a los controles); el cortex y la médula se mantuvieron sin mucha 
vanac1ón en la solubilidad a lo largo de la c1nét1ca. En E2 de los de déficit hidrico en p.h.v. se 
observa mediana solubilidad con halus casi toda la c1nét1ca mientras que en los controles sólo 
fue un incremento transitorio lo que sugiere que una condición hidnca desfavorable modifica los 
procesos de insolubilizac1ón de la HRGP. Sin embargo, hay que tomar en cuenta que para los 
tiempos finales este teJido tiende a la necrosis coinc1d1endo con el aumento de insolubilidad a 
las 24 h. De forma comparativa, Ye y Varner (1991) realizaron 1nvest1gaciones examinando los 
nrveles de mRf'..IA y de las proteinas HRGP y GRP durante el desarrollo de tejidos en soya por 
mecho de tissue pnntin9 1nmunoblot y t1ssue pnnt1n9 RNA blots. 01sectaron los h1oocot1los de 
plántulas de 3 días en 1nternodos (1" y 2º, elongación; 4 º y 6º, células d1ferenc1adas), desde la 
punta hasta la base. En el pnmer internado (0.5 cm) encontraron una alta expresión de la HRGP 
en las células del camb1um y ep1derrrns al igual que la proteína. En el segundo internado (2 cm), 
los mRN.A\ de ta HRGP se localizaron en camb1um y en pocas capas de células del córtex 
rodeando el floema pnmano y en algunas células del parénquima alrededor del xilema pnmano 
pero no en la epidermis; la proteina desapareció de la ep1dém1s pero se rnantLNO coincidiendo 
con el camb1urn y las capas del cortex alrededor del floema pnmano. En general. 1a HRGP soluble 
fue abundante en las regiones apicales del h1pocot1lo y de las raíces Jóvenes Comparando con 
nuestros resultados, observamos la presencia de la proteina en ambos tejidos en la región El en 
baja proporción al igual que médula pero muy aumentada en p.h.v. ro que coincide en parte 
con lo encontrado por dichos autores en el segundo internado, ya que E2 mostró baJa 
deposición en cortex y p.h.v, aunque difiere con apanc1ón en ep1dérm1s. Las d1ferenc1as en 
deposición de la proteína pueden deberse a que Jos anticuerpos no tengan acceso a las HRGP o 
que se encuentren diluidas por el mismo crecimiento y no puedan ser detectadas o que existan 
d1ferencras con respecto a las especies utilizadas o a las condiciones en que se realizaron los 
ensayos, dando lugar a procesos de 1nsolubilizac1ón de las proteínas en la pared celular. 

En 1 de los de déficit hídnco se observa en epidermis un incremento de solub1hdad de la 
HRGP de 0-1 h indicando que la alta solubilidad a t1empas cortos es d1n91da por el déficit hídnco 
mientras que durante el crecimiento esta cond1c1ón se retrasa. En p h.v. la mdx1ma solubilidad se 
observa a 1 h pero en menor proporción que los controles, lo que sugiere que esta condición 
hídrica induce a una baJa 1nsolub1hzac1ón de la HRGP con respecto a los controles (alta 
solub1hdad), pero la presencia del halus parece ser una condición d1n91da por el crecimiento. 
Cabe mencionar que a tiempos más largos este te11do tiende al march1tam1ento que coincide con 
el aumento de la insolubilidad a las 24 h. En la región M de los de déficit hidnco se observa en 
epidermis la presencia de halus a 1 h indicando que el déficit hídnco induce la presencia de 
otros componentes celulares y en consecuencia que el proceso de crecimiento toma vias 
alternas para la sobrevrvenc1a celular. En p h v. se observa un incremento que se mantiene hasta 
36 h mientras que los controles muestran un incremento transitorio con halus lo que 1nd1ca que 
esta condición hidnca inh•be la presencia del ha!us e induce a una baJa 1nsolub1hzac1ón donde la 
presencia del hatus parece ser una condición d1n91da por el crec1m1ento. Comparando con los 
resultados de Ye y Vamer (1991 ), del 4" y 6"' 1ntemodos. m RNA HRGP se expresaba solamente 
en células del cortex al 19ual que la proteina aunque en algunas ocasiones también se localizó en 
algunas células del parénquima alrededor del x1lema pnmano, alrededor del floema secundario y 
epidermis. Lo antenor co1nc1de con nuestros resultados en 1 al tiempo O, pues se observó 
reacción inmune en cortex y p.h.v. aunque no en epidermis. Sin embargo en M. si hubo la 
presencia de HRGP al t1ernpc O en epidermis, cortex, médula y mayormente en p.h.v. 
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ANÁLISIS POR INMUNOLOCALIZACIÓN 

Dado que muchas de las proteínas de la pared celular se insolubilizan debido al manejo y 
al proceso natural de crec1m1ento, entonces se debía determinar la locahzación y 
comportamiento de las proteínas de la pared celular. tanto solubles como insolubles, baJo 
cond1c1ones control y de defic1t hídnco durante este proceso, por lo que se usó la técnica de 
1nmuno1ocahzac1ón de proteínas. Para el análisis por inmunolocahzación, las plc3ntulas fueron 
transplantadas a vemi1cuhta (bien regada o con un volumen menor de agua). Se cosecharon a 
drferentes tiempos (0, 1, 24 o 36 h); se fijaron en FAA para después cortarse transversalmente; se 
ut1hzaron anticuerpos ant1-SbPRP2 y ant1-extens1na. Los resultados de intensidad de la reacción 
ant19én1ca de ros dos antrcuerpos, en función del trempo para las diferentes regiones del 
h1pocot1lo, se resumen en la tabla 2 (las mismas zonas anatómicas de la figura 5 fueron analizadas 
aqu!). 

REGIÓN DE DIVISIÓN-ELONGACIÓN (El) 
Los datos en general, muestran que los controles de la región E1 tienen una 1.r.i. máxima en 

cortex y p.h.v. para ambas proteínas a las 24 h de tratamiento que después disminuye. En 
cond1c1ones de déficit hidrrco, la PRP2 tiene su máximo a las 36 h en p.h.v. cuando la HRGP lo 
alcanza después de 1 h manteniéndolo hasta las 24 h con la misma rocalrzac16n tisular, aunque 
también se observó que hubo un aumento de 1.r.r. en cortex y médula en los mismos tiempos. 

Aparentemente, los datos 1nd1can que la mayor i.r.1. en la PRP2 esta en los p.h.v. desde 
tiempos muy cercanos a cero pero aparentemente, con un alargamiento (retraso) de la respuesta 
hasta las 36 h con respecto a los controles. Las HRGP muestran un acortamiento (adelanto) de la 
respuesta en el mismo teJ1do y cond1c1ones de crecimiento pero aumentando al cortex en esta 
respuesta. Lo antenor sugiere un mayor efecto en la respuesta en p.h.v. y posiblemente una 
mayor participación de la HRGP en esta región a tiempos más cortos que la PRP2. 

REGIÓN DE ELONGACIÓN (E2) 
La PRP2 de las plántulas control y las de déficit hidnco, en la región E2 mostraron una 1.r.i. 

máxima en cortex, p.h.v. y médula después de 1 h. la HRGP tuvo su máxima i.r.1. tanto para la de 
los controles como para tos de déficit hídnco en médula y p.h.v. a tas 24 h. La 1.r.1. máxima solo 
fue observada baJO déficit hidnco y predominantemente en p.h.v. y en menor proporción en 
médula y cortex. 

Los resultados anteriores sugieren una mayor part1c1pac1ón de la PRP2 a tiempos cortos 
(desde el tiempo cero hasta las 24 h). en p.h.v., cortex y médula como un evento de la misma 
elon9ac16n más que por el tratamiento hídnco, mientras que la presencia de la HRGP altamente 
reactiva sólo se observa baJO el tratamiento de 24 h de déficit hídnco en los mismos teJidos que 
para la PRP2. 

REGIÓN INTERMEDIA 
La región 1 no mostró la presencia de PRP2 en ninguna zona anatómica sino hasta las 24 h. 

A d1ferenc1a de las regiones antenores, se observó la part1cipac1ón de la epidermis como teJido 
en el que se encontraron baJOS nrveles de PRP2, aparentemente con un retraso en la respuesta en 
condiciones de déficit. El mismo retraso (alargamiento) en la respuesta de los de déficit fue 
observado para los demás teJidos. la presencia de HRGP en las plántulas con defic1t hidrico 
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mostró un-aumento de baja a mediana i.r.i. en p.h.v., de nula a mediana i.r.i. en médula y de nula 
a baja i.r.i. en cortex; respuestas que se mantuvieron desde las 24 h. 

En ensayos previos, se había observado la participación intensa de la PRP2 a tiempos muy 
cercanos a cero (5 s) en la región de elongación (E2) (datos no mostrados), lo que sugería que 
la epidermis funciona como un teJido de control del crec1miento, ya que despues de este 
tiempo de tratamiemo se observaba la desaparición de las proteínas y hasta las 24 h se 
observaba nuevamente una part1c1pación (disminuida) de la PRP2 en la ep1derrrns con respecto a 
la otra región 

REGIÓN MADURA 
En esta región se observó la part1c1pac1ón de la PRP2 la ep1derm1s, con un retraso de su 

aparición ba10 condiciones de déficit pero con un adelanto de la respuesta en la médula. Los 
p.h.v. mostraron una solub1hdad que fue en aumento trans1tono cuando estaban en déficit hídrico 
iniciando a 1 h, con un m.3ximo a las 24 y terminando a las 36 h; en condiciones control solo se 
observó una bdJa 1.r.i. constante desde las 24 h. La HRGP mostró diferencias para los de déficit 
hídrico en ia médula (mediano y aumento transitono) y el cortex (bajo aumento puntual) a las 24 
h. 

Esta región y la anterior tienen cantidades similares de estas proteínas. lo que sugiere que 
estas regiones tienen un mayor control del crecimiento a tiempos mayores a 24 h de tratamiento 
así como Ja participación de la PRP2 en este control por medio de la epidermis. 

En general. la PRP2 se encuentra presente a tiempos cortos en las regiones no 
d1ferenc1adas pero con mayor intensidad en p.h.v. de E1 (en déficit hidnco se retrasa la 
respuesta) ya que en E2 la respuesta parece deberse al proceso de elongación más que al 
déficit hidrico. La región 1 y M muestran un aumento de 1.r.1. a partir de las 24 h, retrasado en 1 y 
adelantado en M en condiciones de detic1t. Las HRGP muestran una mayor i.r.1. después de 1 h 
de tratamiento con déficit hídnco en las regiones con células no diferenciadas, especificamente 
en cortex y p.h.v. La región 1 muestra la presencia de proteína en p.h.v. y médula mientras que las 
diferencias en M fueron en médula y cortex. En conclusión, lo antenor sugiere que la locahzación 
de la PRP2 en regiones no diferenciadas es una señal inmediata en respuesta a condiciones poco 
favorables ya oue los p.h.v. son las vías de comunicación a toda la planta mientras que la HRGP 
responde tardíamente y Conjuntamente con la PRP2 en teJ1dos diferenciados, por lo que su 
función estructural es consecuencia de la posible presencia inicial de la PRP2 en las mismas 
regiones de la pldntula. 
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ELECTROFORESIS Y WESTERN BLOT 

Para revelar el comportamiento de las proteínas de la pared celular en condiciones de 
déficit hídnco durante el crec1m1ento a nrvel molecular, alícuotas de la fracción de proteína total y 
de la fracción de proteína de la pared celular (ver fig. 4), fueron corridas en geles de SOS o 
car1ónicos neutrales (por la naturaleza pos1trva de la HRGP). Después de la transferencia, los geles 
se revelaron usando anticuerpos policlonales anti-SbPRP2 o anti-extensina CTO'Nbin et al., 1 979). 
Algunos geles fueron teñidos con Azul de Coomasie y otros con plata. Los resultados obtenidos 
se muestran en la figura 6. 

REGIÓN DE DIVISIÓN-ELONGACIÓN (E 1) 
Los datos mostraron que la HRGP total en plántulas control aumentó transitoriamente de 

solub1l1dad (de nula a baJa 1.r.1.): entre 0-1 h y después dicha fracción deJó de extraerse ademas 
de apreciarse una segunda banda de menor PM (ambas bandas con PM deterrrnnados entre los 
30 y 40 kDa). Ba10 condiciones de d€:fic1t hidnco también hubo un aumento transitorio a los 
mismos tiempos pero mucho mayor (de nula a alta i.r.i.). y se observó una banda intensamente 
teflida a 1 h de tratamiento. La fracción de la pared celular control se mostró insoluble durante 
toda la c1nét1ca mientras que las condiciones de d€:ficit hidnco mostraron el mismo 
compartam1ento que en la fracción total. Los resultados antenores 1nd1can que el déficit hídnco 
induce la alta solubilidad de las HRGP después de 1 h de tratamiento mientras que el proceso de 
crecimiento solo requiere baJa solub1lldad de proteínas totales después del mismo tiempo de 
tratamiento. El tratamiento sostenido por mds de 1 h da como resultado la 1nsolub1lizac1ón de las 
HRGP en ambas cond1c1ones. 

La PRP2 total en plántulas control mostró una banda que aumentó hgeramente de 
solub1hdad entre 1 y 24 h (nula-baJa a baJa 1.r.1.) mientras que en déficit hidnco hubo la presencia 
de dos bandas a partir de 1 h de tratamiento con un incremento trans1tor10 mayor a 1 h (nula
baJd a baJa-medla 1.r.1.) y un decremento de solub1hdad a las 24 h (a baJa 1.r.1.) que se mantuvo 
hasta el final de la cinética. Las plántulas de ra fracción de la pared mostraron dos bandas al 
tiempo 1rnc1al con tendencia a la 1nsolub1lizac1ón: mayor para la de baJO PM. 

Los resultados anteriores indican que el déficit hídnco induce la alta solub1hdad de las 
HRGP después de 1 h de tratamiento mientras que el proceso normal de crecrm1ento solo 
requiere baJa solub1hdad de proteinas totales después del mismo t1empa de tratamiento. El 
tratamiento sostenido por rnds de 1 h dd como resultado la 1nsolub1hzac1ón de las HRGP en 
ambas condiciones. La aparente contrapos1c1on de los resultados obtenidos para las PRP2 1nd1can 
por una parte, que el déficit hidnco induce un incremento trans1tono de solub1hdad de las PRP2 
después de 1 h de tratamiento y la presencia de otros miembros de la fam1ha de menor PM en la 
fracción total rrnentras que el proceso de crecimiento requiere baJa solub1hdad de proteínas 
totales a tiempos largos y la presencia de miembros de ba10 PM a tiempos menores a 1 h. Por 
otro lado, ta presencia de dos bandas no solo puede 1nd1car que se trata de miembros de la 
misma fam1ha de la PRP2, aunque hay evidencia previa que así lo sugiere y porque co1nc1de con el 
rango de pesos moleculares con los de las proteínas P33 y P36. Tarnb1en cabe especular que la 
segunda proteína de menor PM podria deberse a una proteólis1s 1nduc1da por el detic1t hídrico 
(constante) o por el proceso de crec1m1ento (trans1tona) (V1llanueva. M.A. comunicación 
personal). 
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REGIÓN DE ELONGACIÓN (E2) 
La HRGP en la fracción total mostró una banda que incrementó de intensidad (de nula

baja a baja i.r.1.) y se insolubilizó después de 1 h de tratamiento; en condiciones de déficit 
hídrico, la banda de 1 h incrementó notablemente su solubilidad (de nula-baja a alta i.r.i.) pero 
a tiempos más largos se insolub1lizó. En el caso de la HRGP de la pared celular, bajo 
condiciones control se observó una banda que tLNo un bajo incremento de solubilidad a 1 h 
de tratamiento (de nula a baJa i.r.i.) y posteriormente se 1nsolub1/izó; en condiciones de déficit 
hídrico se observó el mismo comportam1ento pero con un incremento de nula a alta 
solubilidad en tiempos cortos de tratamiento. 

los datos mostraron una banda para la PRP2 de la fracción total control y de déficit en 
1 y 24 h y dos bandas a las 36 h de tratamiento, todas de baJa solubilidad, aunque en 
apariencia, la solubilidad aumentó ligeramente. En el caso de la fracción de la pared celular, la 
única banda tendió a la 1nsolub1lizac1ón a tiempos mencres de 1 h, mientras que en 
condiciones de déficit hídnco la 1nsolub1lización se observó después de 1 h de tratamiento. Lo 
anterior muestra que para la PRP2 la fracción c1toplásmica se mantiene con baja solubihdad 
después de 1 h de tratamiento y hasta las 36 h hay la aparición de una segunda proteína de 
bajo peso molecular, mrentras que en la fracción de la pared celular la PRP2 se insolubiliza a 
tiempos cortos (como máximo 1 h, para el caso del déficit hídrico), lo que significa que una 
fracción no observable en el citoplasma se mantiene con baja solubilidad y que la proteína 
que se observa en la fracción no proveniente de la pared celular no corresponde a proteína 
de la pared y en consecuencia es proteína sintetizada de no\.lt:?. Así, tanto el proceso de 
crecimiento como el de déficit hidrico muestran gran similitud en el comportamiento proteico 
para la región de elongación. Para el caso de la HRGP, los datos muestran un comportamiento 
muy similar tanto en la fracción total como en la de la pared celular pero en Jos de déficit 
hídrico hay un incremento muy significativo de la solub1hdad despues de 1 h de tratamiento. 
Esto significa que el proceso de crecimiento requiere de baja solubilidad de las HRGP en E2 
mientras que el déficit hídnco induce a la alta solubilidad de estas proteínas tanto en la fracción 
total como en la pared celular, siendo así el tiempo 1 h o menor, un momento crucial para la 
planta puesto que a mayor tiempo el marchitamiento y necrosis son evidentes en esta región. 

Comparando con la región anatómica antenor, la fracción total control de la HRGP 
mostró que la fracción total control incrementó la solub1hdad desde el tiempo inicial pero no 
se observó la presencia de la segunda banda que muestra E1. la 1nsolub1lizac1ón se observó en 
ambas regiones desde las 24 h. En condiciones de déficit hídnco, también se observó el 
incremento en la solubilidad para E2 desde el tiempo 1n1c1al y el mismo incremento de alta 
solub1hdad a 1 h de tratamiento. En cuanto a la fracción de la pared celular, los controles 
mostraron un incremento de nula a baja solubihdad despues de 1 h en E2 mientras que en 
condiciones de déficit hídnco se observó exactamente el mismo comportamiento para ambas 
regiones. Para la PRP2 se observó un comportamiento muy s1m1lar para ambas regiones, 
excepto que hubo 1nsolub1hzac1ón al tiempo 1rnc1al y la aparición de una segunda banda a las 
36 h de tratamiento, mientras que en condiciones de déficit hidrico hubo un decremento 
significativo después de 1 h de tratamiento y la presencia de una banda a las 36 h en E2 
mientras que en E1 esta segunda proteína de baJO PM se observó desde 1 h de tratamiento y 
hasta el final de la cinética. En cuanto a la fracción de la pared celular, la PRP2 mostró un 
decremento de solubilidad al tiempo inicial y después de 1 h se observó otro decremento de 
solub1hdad manteniéndose insoluble hasta el final de la cinética; las plántulas con déficit hidrico 
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mostraron el mismo decremento en la solubilidad que en los controles pero la nula-baja 
solubilidad se mantuvo hasta 1 h en ambas regiones. 

REGIÓN INTERMEDIA 
la HRGP total control se mantuvo insoluble todo el tiempo mientras que en déficit se 

observó un gran aumento de la solubilidad a 1 h de tratamiento para posteriormente 
insolubllizarse. la HRGP control de la fracción de la pared celular mostró un aumento de baja a 
alta solubilidad entre el tiempo inicial y 1 h, después se insolubilizó; en el caso del déficit 
hídrico hubo una insolub1lización a tiempos menores a 1 h. los resultados obtenidos indican 
que el crecimiento induce la alta solubilidad proteica en la pared celular mientras que de 
forma inversa el déficit hídrico induce la alta solubilidad en las proteínas totales mientras que las 
de la pared celular se 1nsolubllizan, lo que sugiere el entrecruzamiento y agregación en la 
pared celular de la PRP2 como de la HRGP, pueden funcionar como indicadores de muerte 
celular próxima en base a condiciones hídricas desfavorables. 

La PRP2 total control mostró fluctuaciones entre nula y baja solubilidad durante la 
cinética. la PRP2 total de las plántulas con déficit hídnco mostró un aumento de nula a baja 
solubilidad que se mantuvo desde 1 h y hasta el final de la cinética aunque aparentemente la 
solubilidad parece disminuir con respecto al tiempo. La PRP2 control de la fracción de la pared 
celular mostró baJa solubilidad hasta 1 h e insolub11izac1ón después de 24 h. Finalmente, la PRP2 
de la fracción de la pared celular con dé:fic1t hidnco mostró un aumento transitorio que, 
después de 1 h tendió a la insolub1lizac1ón así como la presencia en algunas muestras de una 
segunda proteína de baJO PM a 1 h. Aparentemente, esta protefna tiene mayor solubilidad. los 
resultados indican un ligero aumento de la solubilidad de las proteínas totales en función del 
tiempo y por otro lado una disminución de la solub1hdad de las proteínas de la pared celular 
en función del tiempo. Tambié:n se observa que cuantitatrvamente hay más proteínas solubles 
bajo condiciones de déficit hídrico que en los controles. Así, durante el crecimiento hay baja 
solubtlidad de proteínas totales y una tendencra a la 1nsolub1lizac1ón en la fracción de la pared 
celular mientras que el dé:fic1t hídnco mantiene un incremento sostenido de baja solubilidad en 
la fracción total. Adicionalmente, la fracción de la pared incrementa ligeramente la solubilidad y 
hace apanción la proteína de bajo PM a 1 h que después se 1nsolub1liza. 

Comparando con la región anatómica antenor, la fracción total control de la HRGP se 
mantuvo insoluble todo el tiempo, mientras que en déficit se observó un gran aumento de la 
solubilidad a 1 h de tratamiento para postenormente 1nsolub1lizarse. la HRGP control de la 
fracción de la pared celular mostró un aumento de baJa a alta solubilidad y después la proteína 
se insolub1llzó, pero en el caso de las de déficit hídnco hubo una insolub1lización a tiempos 
menores a 1 h. Los resultados obterndos indican que el crecimiento induce ta alta solubilidad 
proteica en la pared celular mientras que el dé:fic1t hídnco induce la alta solubilidad en las 
proteínas totales y que las proteínas de la pared celular se insolubihcen. Por otro lado, la PRP2 
de la fracción total se mantlNO insoluble al tiempo 1rncial, incrementó de nula-baja a baja 
solubilidad a 1 h pero disminuyó de baja a nula solubilidad a las 24 h y no se observó la 
presencia de la segunda proteína de bajo PM a las 36 h, mientras que en condiciones de 
déficit hídrico el comportamiento fue muy similar con respecto a E2 con excepción de que no 
hubo la presencia de la segunda banda a las 36 h. En cuanto a la fracción de la pared celular 
control, la PRP2 mantlNO el mismo comportamiento al tiempo inicial que en E2 pero 1 mantuvo 
la baja.nula solubilidad hasta 1 h mientras que en E2 la proteina ya estaba insolubilizada; el 
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resto de la cinética tLNO el mismo comportamiento para ambas regiones; las plántulas con 
déficit hídrico mostraron la misma baja solubilidad al tiempo inicial en E2 e 1, pero a 1 h de 
tratamiento 1 mostró un incremento de nula-baja a baja solubilidad y la presencia en algunas 
muestras de la segunda proteína de bajo PM. 

REGIÓN MADURA 
En la región M se observó que la HRGP total en plántulas control se mantlNO insoluble 

a lo largo de la cinética pero con déficit hídrico se observó una banda que pasó de estar 
insoluble a alcanzar una notable solubilidad a 1 h de tratamiento. En la fracción de la pared 
celular, los controles mostraron una banda que aumentó de fonna transitorio su solubilidad en 
la primera hora de tratamiento normal pero en condiciones de déficit hidrico se observó que 
la única banda se 1nsolub1hzó. Así, durante el proceso de crecimiento las proteínas localizadas 
en la fracción total están insolubles o en cantidades muy pequeñas por lo que no se observan 
pero en la fracción de la pared celular se observa un incremento en la solub1hdad, lo que 
sugiere que el crecimiento induce el debilitamiento de los enlaces de las proteínas de la pared 
celular en la primera hora de tratamiento. Por otro lado, el déficit hídrico induce la alta 
solubilidad de la HRGP en la fracción total después de una hora de tratamiento, pero este 
incremento no proviene de proteínas 1n muro, sino s1ntet1zadas de novo. ya que en la fracción 
de la pared celular la proteína se 1nsolub1liza a tiempos menores a 1 h, lo que físicamente 
co1nc1de con el hecho de que la radícula sea más fibrosa. 

La PRP2 total de los controles mostró una banda que incrementó la solubilidad y a las 
36 h ademas, se observó una segunda banda; en condiciones de déficit hídnco se observó 
una banda que aumentó transitoriamente a 1 h de tratamiento y nuevamente a las 36 h. En 
cuanto a la PRP2 de pared en plántulas control se observó una total 1nsolub1hzac1ón, pero con 
déficit hídnco se observó una o dos bandas que incrementaron trans1tonamente de solubilidad 
a 1 h de tratamiento. Los resultados anteriores indican que el proceso del crec1m1ento 
requiere, en general, de baja solubilidad de la PRP2 de la fracción total y solo hasta después de 
36 h de tratamiento es que se requiere la presencra de una segunda proteína de bajo PM pero 
las proteínas localizadas en la pared celular se mantienen insolubles, sug1nendo que las 
proteínas solubles en citoplasma se s1ntet1zaron de nol/O y su origen no es proveniente de la 
pared celular. De forma s1m1lar, el déficit hídnco, requiere de una baJa solubilidad en la fracción 
citoplásmica, pero no se observa la part1c1pac1ón de una segunda proteína de bajo PM, 
aunque la fracción de la pared celular muestra un incremento importante en la solubilidad a 1 h 
de tratamiento; lo anterior sugiere que el déficit hídrico induce una alta solubilidad de la PRP2 a 
tiempos cortos como indicador de la poca cantidad de agua en el suelo y que con el tiempo 
dará como resultado una 1nsolub1hzac1ón generalizada. 

Comparando con la región anatómica anterior, todas las fracciones de la HRGP 
mostraron el mismo comportamiento que esta región. la fracción total control de la HRGP 
mostró insolubllizac1ón desde el tiempo irnc1al. En condiciones de déficit hídrico, se observó 
1nsolub1lización al tiempo 1n1c1al y un incremento a alta solubilidad de una banda a 1 h de 
tratamiento. En cuanto a la fracción de la pared celular, los controles mostraron una banda con 
baja solubilidad al tiempo inicial y un incremento de esta a alta solubilidad a 1 h; y en 
condiciones de déficit hidnco, se observó una banda con baja solubilidad inicial e 
insolubillzac1ón el resto de la cinética. 
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Para la PRP2, la fracción total control mostró una banda que disminuyó de solubilidad a 
h y el resto de la cinética se mantuvo con la misma tendencia, excepto que, se observó Ja 

presencia de la segunda proteína de bajo PM a las 36 h. En condiciones de déficit hídrico, el 
comportamiento fue muy similar, solo que a las 24 h hubo insolubilización de la única banda. 
En cuanto a la fracción de la pared celular control, la PRP2 mostró insolubilización de la banda 
desde el tiempo inicial mientras que la región anterior mantuvo una banda hasta 1 h de 
tratamiento; las plántulas con déficit hídrico mostraron insolubilización al tiempc inicial; pero a 1 
h de tratamiento, se observaron una o dos bandas que incrementaron la solubilidad, pero la 
segunda proteína de bajo PM mostró un incremento diferencial con mayor solubilidad que Ja 
banda de alto PM. 
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Resumiendo, durante el crecimiento la PRP2 total tiene una nula o baja solubilidad en la 
región E1 y conforme se va alejando, tiende a la insolubilización. Después de 1 y 36 h se 
incrementa cualitativamente la solubilidad; además, en E2 y M hay la presencia de una proteína 
de bajo PM a las 36 h. Por otro lado, la PRP2 localizada en la pared celular se insolubiliza a 
tiempos mayores a 1 h, excepto en E2 en donde se insolubilizó a tiempos menores a 1 h y M 
que se mantuvo insoluble todo el tiempo. Cabe mencionar la presencia de una segunda 
banda de bajo PM e incrementada diferenc1almente con respecto a la de mayor PM en E1 al 
tiempo inicial. Lo anterior sugiere que el crecimiento mantiene soluble a la PRP2 total porque es 
sintetizada de no\f'O y podría transportarse e 1nsolubilizarse rápidamente en la pared celular, o 
bien, moverse de las regiones maduras hacia las inmaduras M, como se observa a 1 h y 24 h 
de tratamiento. En cuanto a la PRP2 de la pared celular, el crec1m1ento la mantiene soluble sólo 
al tiempo inicial, y mayormente, en la región E1, en donde se observa una segunda proteína de 
bajo PM con alta solubilidad, pero a tiempos mayores hay insolub1hzación. En cuanto a la 
HRGP, hay una tendencia a la insolubilización a tiempos cortos. Durante el crecimiento, la HRGP 
se mantiene soluble hasta 1 h.: la fracción total sólo es soluble en la región indiferenciada (E1 y 
E2), mientras que la pared celular muestra solubilidad de la proteína en la región diferenciada (1 
y M), mostrando incluso un incremento en la solub1hdad a 1 h en estas regiones. Lo anterior 
sugiere que el crec1m1ento favorece la alta solubthdad de la pared celular en la región 
diferenciada en la primera hora de tratamiento y la proteína no proveniente de la pared celular 
sintetizada en ba1as cantidades muy posiblemente es transportada totalmente a la pared celular 
en donde se insolublliza. 

En condiciones hídncas desfavorables, la PRP2 muestra un incremento en la solubilidad 
citoplásm1ca a 1 h de tratamiento en todas las regiones y la presencia de la proteína de bajo 
PM en la región E1 a partir de 1 h y hasta el final de la cinética. En la fracción de la pared celular 
también hay ta presencia de la proteína soluble pero solo hasta la pnmera hora de tratamiento 
y posteriormente se 1nsolubiliza en todas las regiones. Además, la presencia de la proteína de 
bajo PM sólo se observa en 1 y M con una solubilidad cuahtativamente mayor que la de alto 
PM. lo antenor es indicatrvo de que el déficit hídrico induce a la 1nsolub1lización de la PRP2 de 
la pared celular después de 1 h de tratamiento; así como de la proteína de bajo PM en E1 
desde tiempos cortos en la fracción total y en la fracción de la pared celular de 1 y M. En el 
caso de la HRGP, el tiempo es un factor importante para la solub1hdad de la proteína. La HRGP 
durante condiciones de déficit hidnco mostró un incremento importante en la solubilidad de la 
proteína c1toplásmica de todas las reglones en la primera hora mientras que la pared celular 
sólo incremento la solubthdad en igual magnitud en E1 y E2 mientras que las regiones restantes 
tendieron a la insolub11ización. 
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MÉTODO CUANTITATIVO 

ANÁLISIS DE LA DETERMINACIÓN 
TOTALES Y DE HIDROXIPROLINA 

DE PROTEÍNAS 

Para conocer la cantidad de las proteínas neas en h1drox1prolina (PRP2 y HRGP) en 
función de las proteínas totales y de la cantidad de proteinas de la pared celular en forma 
insoluble, se hizo la determinación de proteínas totales y de h1droxiprolina. Las plántulas fueron 
sometidas por diferentes tiempos a condiciones controladas hídricamente o con déficit 
hídnco, los hipocotilos se cortaron en las diferentes regiones y el tejido se homogeneizó, 
centnfugó y lavó exhaustrvamente, para el caso de las proteinas de la pared celular. En el caso 
de las proteínas totales, el tejido homogeneizado se centnfugó una vez y en ambos casos se 

separó el sobrenadante de la pastilla (pellet), el pnmero se guardó a -70°C y el segundo se 
secó para conocer el peso seco de las (pellet), realizó la determinación de proteínas totales 
según el método de Bradford (Bradford, 1976) y la deterrrnnac1ón de hidrox1prohna (Hyp) por 
el método de Drozdz et al. (1976). las muestras se leyeron en un espectrofotómetro a 595 
nm o a 560 nm de absorbancia con luz visible para uno u otro método (Fig. 4). Finalmente se 
hicieron los cálculos necesanos para conocer las cantidades de proteína total o de la pared 
celular (µg proteína o t-typ/ µg peso seco o µg de proteina o Hyp/ µI CaCl.2 ), y finalmente la 
relación hidrox1prohna/proteína. Los datos fueron agrupados en cuatro rangos arbitrarios de 
solubilidad (insoluble, baja, mediana y alta solubilidad) y tres tipos de resultados: 1) relación 
hidroxiprolina/proteína soluble total y de la pared celular; 2) hidrox1prolina insoluble de la 
pared; y 3) proteina soluble total y de la pared, cada uno para las condiciones control y de 
déficit hidnco. Los datos del tipo 3 1nd1can la solubilidad (en función de la cantidad) y 
localización de las proteínas totales (c1toplásmicas y de la pared celular) o de ta pared celular. 
Al hacer fa relación hidroxrprohna/proteína, los datos del tipo 1 indican cuánta de la proteína 
total obtenida (tipo 3) se encuentra como proteína h1drox1lada (PRP2 y/o HRGP) en cada una 
de las regiones del h1pocot1lo. Finalmente, los datos del tipo 2 nos indican cuanta proteína 
h1droxilada está insoluble en la pared y el tipo de enlaces que tiene, por lo que la alta 
solub1lldad indicará enlaces fuertes pero h1drolizables y la mediana solubilidad indicará un tipo 
de enlaces más fuertes (menos hidrolizables). Así, los datos del tipo 2 y 3 son comparables 
con los del tipO 1 . Los resultados obtenidos en este expenmento se resumen en la figura 7. 

REGIÓN DE DIVISIÓN-ELONGACIÓN (E 1) 
Los datos control y con déficit hídrico del tipo 3 de la fracción total no mostraron 

cambios en la solubilidad de proteínas con respecto al tiempo. La fracción de la pared celular 
control mostró un aumento a baja solubilidad después de 24 h de tratamiento mientras que 
este aumento no se observó con déficit hídrico. los datos control del tipo 1 en Ja fracción 
total mostraron insolubilidad mientras la fracción de la pared mostró una baja solubilidad que a 
las 24 h disminuyó y a las 36 h voMó a aumentar. En cuanto a las plántulas con déficit hídrico 
se observó en la fracción total un aumento transitorio hasta med~na solubilidad a las 24 h y su 
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posterior disminución mientras que en la fracción de la pared celular se observó un aumento 
sostenido a mediana solubilidad desde 1 h de tratamiento. Los dato~ control del tipo 2 
mostraron una disminución transitoria de la extraibilidad de proteínas insolubi/izadas en la 
pared celular después de 1 h de tratamiento pero después se mantienen con alta solubilidad 
hasta fas 36 h; en el caso de los datos obtenidos con déficit hídrico se observó una alta 
solubilidad a lo largo de todo el tiempo. 

Los datos en general, muestran que en Ja región E1 las proteínas solubles de la pared 
celular están insolubles cuando perciben el d€:fic1t hidrico (no hay aumento en la solubilidad a 
las 24 h como en los controles). En la relación hyp/prot, el déficit: hidrico disminuye la 
insolubilidad de las proteinas solubles totales de forma transitorio (máxima solubilidad a las 24 
h) y después aumenta (baja solubilidad) mientras que la fracción de la pared muestra un 
aumento más rápido (desde 1 h del tratamiento) y Ja mantiene hasta las 36 h. Lo anterior 
sugiere que las proteínas hidroxdadas en condiciones de déficit: hídnco son del tipo HRGP 
mientras que durante el crec1m1ento hay una participación con1unta de HRGP como de PRP2 
(fig. 6, HRGP pared déficit, HRGP pared control y PRP2 pared control). Los resultados de hyp 
insoluble control 1nd1can que una fracción importante de la proteína soluble se insolublliza y 
cambia el tipo de enlace por uno más fuerte durante el crecimiento; mientras que durante el 
déficit hídrico el aumento en la hidrox1prohna soluble no tiene efecto en la exr:ra1b11idad de la 
hyp insoluble. Posiblemente las modificaciones observadas para los datos del tipo 2 en 
condiciones control son eventos de la misma fisiología de la pared celular durante el 
crec1m1ento pero cuando las condiciones hídncas son desfavorables dichos ev-entos se ven 
alterados (fig. 7; ver como complemento la tabla 2). 

REGIÓN DE ELONGACIÓN (E2) 
Las plántulas control en la región E2 mostraron para los datos del trpo 3 de fa fracción 

total una baJa solub1hdad 1nic1al y después su insolub1hzac1ón, mientras que la fracción de la 
pared celular también mostró ba¡a solub1hdad 1nic1al, después insolub1hzac1ón, y a las 24-36 h, 
nuevamente baJa solub1hdad. En la relación del trpo 1 total se observó una constante 
1nsolub1lidad, mientras que en la fracción de la pared celular se observó 1nsolub1lidad hasta 1 h 
y después un aumento a baJcl solubilidad. Para los datos del r:1po 2 se observó una alta 
solub1hdad a ~o largo de la cinética. 

Las pldntulas con déficit hídnco mostraron para los datos del trpo 3 y 1 de la fracción 
total y de la pared celular la misma tendencia que los controles. Para los del tipo 2 se observó 
una mediana solubilidad inicial y después un incremento de esta a lo largo de la cinética. 

Los datos en general, muestran que en la regrón E2 las proteínas solubles y las 
h1drox1ladas de la fracoón total y de la pared celular tienen el mismo comportamiento 
durante el crec1m1ento normal que en cond1c1ones de déficit hídnco. lo antenor sugiere el 
déficit hidrico no es un factor que dé lugar a cambios cuantitatrvos proteínicos, sino más 
bien, dichos cambios son inducidos por las condiciones del mismo crecimiento. Los 
resultados de hyp insoluble indican que una fracción importante de la proteina soluble se 
1nsolub1liza y tiene un tipo de enlace inicial más fuerte con relación a los tiempos siguientes en 
la cinética; posiblemente estas mod1ficac1ones también son parte de la misma fisiología de la 
pared celular durante el crecimiento en esta región anatómica (fig. 7). 
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REGIÓN INTE-EDIA 
las plántulds control en la región 1 mostraron paro el tipo 3 insolubilizac.00 todo el 

tiempo mientras que la fracción de la pared celular también mostró igual comportamiento que 
Para E2. En la relación tipo 1 de ta fracctón total se observó una 1nsolubdidad inicial con un 
incremento transitorio a mediana solubilidad a la pnmera hora de tratamiento y después 
dlSITlinuyó mientras que para lo fracción de la pared se observó una constante insolub1ltdad. 
También p.;trd los ddtos del tipo 2 se observó Ufld constante altd solubilidad. 

Las plántulas con déftc1t hidnco mostraron para los datos del tipo 3 de ta fracción total 
y de la pal"ed celular la mismo tendencia que para la región anatómica antenor. Para la reOCtón 
tipo 1 de la fracción total se observó insolubilidad inicial con un aumento tran~tofio a baja 
solubilidad e insorubilizactón en los tiempos restantes de la cinética. Para la fracción de la 
pared celular se observó insorubifización sostentda hasta fas 24 h y a las 36 h un incremento a 
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baja solubílidad. Para los datos del tipo 2 se observó una alta solubilidad a lo largo de la 
cinética (fi9. 7). 

los datos en general, muestran que la región 1 se comporta de forma muy similar a la 
región E2 y a las proteínas solubles e hidroxiladas insolubles de los controles. lo anterior 
sugiere que ni el déficit hídrico ni Ja región anatómica son factores que modifiquen 
cuantitativamente las proteínas durante el crecimiento. Los resultados de hyp insoluble no 
indican variaciones con respecto al tiempo de tratamiento. 

REGIÓN MADURA 
las plántulas control en la región M mostraron para los datos del tipo 3 de la fracción total 

una insolubilización constante mientras que la fracción de la pared celular también mostró igual 
comportamiento que para E2 e l. En la relación tipo 1 de la fracción total se observó 
insolubilidad inicial con un aumento transitorio a 1 h y después una disminución mientras que 
para la fracción de la pared se observó insolubilidad constante. Para los datos del tipo 2 se 
observó una constante alta solubilidad y después una disminución a mediana solubilidad 
después de 36 h de tratamiento. 

Las plántulas con déficit hídrico mostraron para la relación del típo 3 de la fracción total 
y de la pared celular las mismas tendencias que para las regiones anatómicas E2 e 1 así como 
para las condiciones controladas. En la relación tipo 1 de la fracción total se observó 
insolubilidad constante y para la fracción de la pared celular se observó insolubilización 
sostenida hasta las 24 h, y a las 36 h, un incremento a bd1a solubilidad. Para los datos del tipo 2 
se observó el mismo comportamiento que para l. 

Los datos en general, muestran que la región M se comporta de forma muy similar a la 
región E2 y a las proteínas solubles e hidrox1ladas solubles de la pared durante el crecimiento. 
Lo anterior sugiere un comportamiento uniforme en función del tiempo que no es debido al 
déficit hídnco. El aumento en la solubihdad de proteinas hidroxiladas de los controles sugieren 
que este se debe al crecimiento. Finalmente, los resultados de hyp insoluble muestran 
variaciones en la solubilidad después de 36 h cuando las condiciones hídncas son favorables, 
pero cuando no son favorables esta variación no se presenta, lo que sugiere que el 
crecimiento es el que afecta la cualidad en los enlaces de las proteínas h1drox1ladas a tiempos 
cortos pero no así cuando las condiciones hídncas son desfavorables (fig. 7). 
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El análisis de la determinación de proteínas totales y de hidroxiprolina fué usado para 
conocer la cantidad de proteínas ricas en hidrox1prolina (PRP2 y HRGP) en función de las 
proteínas totales y de la cantidad de proteínas de la pared celular en forma insoluble. En 
resumen, se observó que la proteína soluble de la fracción total tiende a estar insoluble o a 
insolubilizarse (región E2) independientemente del tratamiento hídnco. la fracción de la pared 
tendió a la insolub11ización en E1 y a la ba1a solubilidad en las demás regiones excepto en los 
controles, donde se observó una baja solub1hdad en todas las regiones anatómicas entre las 
24 y 36 h. En la relación hyp/prot se observaron vanac1ones en la solubilidad debidas al déficit 
hídrico, como fueron la dism1nuc1ón de ésta después de 1 h de tratamiento en la fracción total 
de las regiones diferenciadas y el aumento transitono en E1. la fracción de la pared mostró un 
aumento paulatino en la solubilidad baJO condiciones de déficit hídnco en todas las regiones 
anatómicas. Finalmente, los datos de las proteinas h1droxiladas insolubles en la pared celular 
indicaron que el déficit hidnco afectó la cualidad en tos enlaces entre estas proteinas ya que se 
observaron cambios en la solub1hdad baJO condiciones controladas hídncamente. Los datos 
sugieren que las proteínas hidrox1ladas que tienen mayor part1c1pac1ón en condiciones de 
déficit hídrico son HRGP, mientras que en condiciones hídricas controladas, la participación es 
con1unta para la HRGP y Ja PRP2 (ver fig. 5), donde aparentemente el crecimiento es el que 
tiene el mayor efecto sobre la estructura final de las proteínas de la pared celular. Sin 
embargo, las variaciones en la solubilidad parecen estar ligadas en mayor proporción con el 
déficit hidrico que con el crec1m1ento. 

Otra forma de explicar las diferencias en cantidad de proteínas h1droxiladas fue 
sugerida por Carpita (1986), quien menciona que en coleoptilos de maíz de 2 y 4 días, 
donde las cantidades de prohna, fenilalarnna y t1rosina a las 12 h de haber1os marcado con 
aminoácidos-C

14 
eran muy similares y los aminoácidos aromáticos mostraban una mayor 

incorporación en secciones de coleopt1los vie1os mientras que en la región de elongación era 
reducida. Ambos aminoácidos se acumulaban a índices más rápidos de los que podían ser 
usados; lo que posiblemente pudo deberse a un incremento artificial en la pozas 
citoplásmicas que podrian inducir una vía de "detox1ficac1ón" altematrva además de la 
incorporación a matenal no 1dent1ficado. 
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HERIDA 

Un estres biótico o abiótico eJerce un efecto desventa1oso en el crecimiento de las 
plantas. Las hendas al igual que la sequía u otros factores ambientales son un estrés abiótico 
que altera el crecimiento y desarrollo de las plantas (Colmenero-Flores, 1997). El diseño de 
este experimento se realizó por la sospecha de que las raíces de las plántulas crecidas en la 
oscuridad al ser trasplantadas a la verm1cuhta podían haber sufrido algún tipo de herida y los 
resultados que observábamos eran efecto de la herida mds que del déficit hídrico. Así, 
plántulas de fnjol crecidas en la oscundad y seccionadas hasta la raíz principal con la ayuda de 
una navaja, luego las plántulas fueron transplantadas a vermiculita (bien regada o con 1 /12 del 
volumen de agua control) durante diferentes tiempos (0, 1, 12 h); las plántulas fueron 
seccionadas en cuatro regiones (dMsión-elongación E1, elongación E2, intermedia 1 y madura 
M). Se realizó el protocolo para western blot. Anticuerpos anti-SbPRP2 fueron utilizados para 
visualizar las bandas. los resultados observados sobre las tiras de nitrocelulosa tratadas con los 
anticuerpos para las diferentes regiones del h1pocot1lo se muestran en la figura 8 (para 
identificación de teJidos ver figura 5)_ 

REGION DIVISIÓN-ELONGACIÓN (E 1) 
La figura 8 muestra que en plántulas control hay una tendencia al incremento en la 

solubilidad de las proteínas totales mientras que las proteínas de la pared celular tienden a la 
insolubilizac1ón, pnmero de las proteínas de bajo PM y posteriormente a las de alto PM 
Durante el déficit hidnco, la tendencia es hacia el incremento rápido (1 h) en la solubilidad de 
las proteínas totales así como a la presencia de proteínas de bajo PM. En el caso de las 
proteinas de Ja pared celular, la tendencia es la misma que durante el crecimiento. En 
condiciones de henda la tendencia es hacia la rápida solubilidad y postenor insolubilización en 
las proteínas totales mientras que las proteínas de la pared celular tienden a la alta solubilidad y 
a la insolub11ización diferencial: pnmero las de bajo PM y despues las de alto PM. 

REGIÓN ELONGACIÓN (E2) 
Los datos de la región E2 mostraron que durante el crecimiento hay una tendencia al 

incremento en la solubilidad de las proteínas totales mientras que las proteínas de la pared 
celular tienden a una rápida insolub1hzac1ón. Durante el déficit hídrico, la tendencia es hacia el 
incremento sostenido de la solubilidad de las proteínas totales.; en el caso de las proteínas de 
la pared celular, la tendencia es a una lenta insolubilización. En condiciones de herida la 
tendencia es hacia la rápida solubilidad (en los pnmeros minutos) y a la posterior 
insolubilización de las proteínas totales mientras que las proteínas de la pared celular se 
mantl.Nieron insolub11izadas. 

49 



REGIÓN INTERMEDIA (1) 
Los datos de la región 1 mostraron que durante el crecimiento hay un incremento 

transitorio en la solubilidad de las proteínas totales mientras que las proteínas de la pared 
celular tienden a la insolub1lización. Durante el déficit hidrico, la tendenda es hacia el 
incremento sostenido de Ja solubilidad de las proteínas totales mientras que las proteínas de la 
pared celular muestran un incremento transitorio con su máxima solubilidad a 1 h y 
posteriormente se 1nsolub1hza. En condiciones de herida, la tendencia es mantener Ja 
insolubilizac1ón de las proteínas totales e insolubilizar las proteínas de la pared celular. 

REGIÓN MADURA (M) 
Los datos de la región M mostraron para las tres condiciones nula i.r.i. en la 

fracción de proteínas totales y de la pared celular. los datos mostrados en la figura 7 indican 
que durante el crec1m1ento hay un incremento transitorio en la solubilidad de las proteínas 
totales mientras que las proteínas de la pared celular se mantienen insolubles. Durante el déficit 
hídrico, la tendencia es hacia el incremento transitono y ligeramente mayor que durante el 
crecimiento en Id solubilidad de las proteínas totales, mientras que las proteínas de la pared 
celular muestran un incremento trans1tono mayor que las proteínas totales con su máxima 
solubilidad a 1 h y la presencia alternativa de una o dos bandas que posteriormente se 
insolubilizan. En condiciones de henda la tendencia es mantener la insolubilización de las 
proteínas totales y de la pared celular. 

50 



CONTROL TOTAL DEFICIT TOTAL HERIDA TOTAL 

-·-· 
CONTROL PARED DEFICIT PARED HERIDA PARED 

~ -- -
.. z s = z o .. 
~ 

ü ... => 
e • lil .. .. • z = ¡;¡ :¡; i!l 

.. -! s = z .. 9 ü ... => 

~ :1 • i .. z = ¡;¡ 9 ... i!l 

.. -! s = i ü .. => ... 
:1 • i .. 
~ ¡ ... 

Flg. 8. Wo•tern blot de protefna• de la pared celular con herida. Se mueatra la rwacclón inmune • lo• antlcuerpo-9 
antl-SbPRP2 de laa fraccione• de protefna total y de la pared celular en condlclonea control (ctl), de deflclt 
hldrico (déf) o deapuéa de provocar una herida (h) al nivel de la ,..fz principal y mantenida• en -'- condición por 
diferentes tiempos (O~ 1, 24 h). Las lineas r/o manchas corresponden con laa banda• obtenidas de los Weatem 
blot para cada reglón anatómica y tratamiento hldrlco. 
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DESARROLLO 

MÉTODO CUALITATIVO 

IMPRESIÓN DE TEJIDOS 

Para conocer Ja rocahzac1ón de forma rápida y te11do-específica de la HRGP soluble de la 
pared celular y de una proteína arab1nogalactana (AGP) baJO condiciones control o con déficit 
hidnco durante el desarrollo se usó Ja técnica de 1mpres1ón de te11dos. Esta técnica fue la misma 
que en la sección de crec1m1ento, solo que para este análisis se utilrzaron plantas adultas, 
pnmero transplantadas a verrrnculita (bien regada o con 1/12 del volumen de agua que para los 
controles) e inoculadas con Rh1zobtum trop1C1 para producir nódulos. Los resultados se 
anahzaron después de a. 1 5 o 21 días. Las plantas fueron seccionadas en c1nco-se1s zonas 
anatómicas: nódulo (despues de 1 5 días), raiz secunOOna, raiz pnmana, tallo-raíz, tallo e 
internodo. Se ut1hzaron anticuerpos ant1-J1mS y ant1-extens1na para v1suahzar la intensidad de 
reacción inmune (i.r.i.) en cada tejido. El anticuerpo J1mS reconoce carboh1dratos específicos en 
las proteinas arab1n09alactanas (AGP), el cual fue usado para conocer la relación de las proteínas 
de la pared celular con otros componentes de la misma (entrecruzamiento de macromoléculas), 
de la membrana plasmática. de la matrrz extracelular (identidad celular y en la comun1cac1ón 
célula-célula -Kreuger and van-Holst, 19Q6-) o con gomas y exudados (excretadas durante la 
producción de hendas -halus-), y su regulación durante el desarrollo y en condiciones de déficit 
hidnco. Las AGP también son proteinas neas en h1drox1prolina. Los resultados observados sobre 
ras tiras de nitrocelulosa tratadas con los anticuerpos para los diferentes teJidos de la planta se 
resumen en la tabla 3 (para 1dent1ficación de regiones ver fig. 9). 

NODULO 

Cor<•• :;·······.·.· .. : · T•jldo 
; : ; _: ln,.ctado 

. : .. ·.·:. 
T•Jlda w•-.culer 

llA•z seCUNDAlllA .... ·-~·· ......... ~. ---.... 
.; ~. ··-· 

Corte• . 

. Pro•-u• ... • 
.......... r ... I• 

TALLO 

-Mwe . ~ H9Ce• 

:._ ... -"· w•9o1;ul•re• c-•pM1•r ... 1a 

Flg. 9. E•quema de loa tejido• ob9ervadoa an tres de I•• zona• anatónlk:aa repr-.aentaUwaa aecclonad•• d9 
la• plant.s del frijol. 
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Prot l(dill) Prot l(dias) 
NODULO(N) 1 TALLQ.RAIZ (TR) 

Cortex Tej.Vm. Tej. lnfecL Epidermis Corte• Endoderml1 H. Vasc. 
cu Dél cu Dél cu Oéf cu Dél cu Dél cu Dél cu Dél 

AGP 8 Sn Sn Sn Sn Sn Sn AGP 8 t t tt 
15 Nd Nd Nd Nd Nd Nd 15 tt t 
21 .. t .. .. 21 .. t t 

HRGP 8 Sn Sn Sn Sn Sn Sn HRGP 8 t t tt tth t + 
15 ... ++ .. t + 15 .. ++ +. +-h + ++ ++ + 
21 +++ +++ .. ... ++h ••h 21 + .. + ++ ++ t 

1 RAIZ SECUNDARIA (RS) TALIO(T) 
Epidermis Corte1 Endodermls H.Vm. Epidermis Cort11 H.V11c. !Mdula 
cu Dél cu Dél cu Dél cu Dél cu Dél cu Dél cu Dél cu Dél 

AGP 1 AGP 8 
15 15 tt tt t + 
21 + 21 ++h + ++ 

HRGP 8 + ... tt HRGP 1 ++h ++h • 

15 t .. tt 15 .. .. .. t tt •· •· 
21 tt .. •·h .. ++h +.ti 21· th .. tt .. 

MIZ PRIMARIA (RP) INTERNODO ji) 
Epidermis Corte1 Endod1nnl1 H.Vuc. Epidermis Corte1 H.Vm. !Mdula 
cu Dél cu Dél cu Dél cu Dél cu Dél cu Dél cu Dél cu Dél 

AGP 1 ++ AGP 1 + t • .. t 
15 t t 15 t t t t 
21 .. .. t 21 •• + 

HRGP a + ++ t + + HRGP a t t t +hp •• + t 
15 t .. th + t .. .. 15 .. +h •h .. + 
21 .. ++ •· t-h ++ ++ + ++ 21 .. + .. ++ tt 

Tabla 3. ClnHca lnmunoginlca por lmprnlón de lljidos para obltrvar p101tln11 aofublts do fa partd celular durante el dturrollo. Regiones anatómicas 
en In que hubo reacción Inmune a Jos anucuerpos anU.Jim5 (AGP) o anti••llnslna (HRGP) en condiciones con~ol o de dtficit hídrico a diferentes 
lilmpoe. La lnllnsldld 111 reacción Inmune (ls.I.) H 11pmó en unldldts arbitrarias: H sin reacción,(+) poca l.r.1., (++) mediina l.rJ. y(+++) 11111.r.I. sn 
• sin nódulos, nd• no dtllrmlnado, h = halus, p = reacción Inmune puntual, Tej. Vm. = ltjido vascular, Tej. lnfecL = tejido Infectado formando 
bacletoldts, H. V11c. • hac11 vnculam. 
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ZONA DEL NÓDULO (N) 
la AGP de las plantas control mostró nula-baja solubilidad en cortex, baja solubilidad en 

teJ. vasc. y nula en teJ. infect., mientras que en las plantas con déficit hídnco se mostró una 
disminución a nula solub1hdad en cortex y nula-baja en teJ. vasc. y un incremento en teJ. infect. a 
los 22 días de tratamiento. En el caso de la HRGP se observó en los controles una disminución 
desde alta hasta baJa solubihdad en cortex, tej. vasc. y teJ. infect., respectivamente, y en las 
plantas con déf1c1t hídnco se observó la misma d1sminuc1ón pero desde mediana hasta nula 1.r.1. 
en los mismos teJ•dos. Después de 22 días de tratamiento, se observó el mismo patrón para el 
cortex y teJ. vasc. que en el tiempo anterior y un incremento a mediana i.r.i. con halus en teJ. 
1nfect. en los controles pero no así para Jos de déficit hidrico, los cuales mostraron un 
incremento en los tres teJtdos con respecto al trempo anterior. Sin embargo en comparación 
con los controles solo en teJ. vasc. se observó un aumento que posiblemente se debe al 
tratamiento. 

los datos en general. mostraron oue la HRGP en N es la proteína de mayar presencia en 
forma soluble, sobre todo en la región del cortex y con una visible d1sm1nuc1ón conforme el 
te11do tiene una locahzac1ón mas interna. Por otro lado, la presencia de halus en el te1ido 
infectado a los 22 días es ind1catr....o de la presencia de otros componentes celulares o del 
propio te11do infectado, el cual aparece por las conchc1ones del desarrollo y no del déficit 
hídrico. 

ZONA DE LA RAIZ SECUNDARIA (RS) 
las plantas control y las de déficit hidrico, mostraron para la AGP en todos los te11dos una 

nula i.r.i. y solo a los 22 d una sola vanacrón del 1.r.1.: de nulo a bajo en el cortex de ros 
controles. Para las HRGP se observó un aumento de la i.r.1. en función del tiempo en la epidermis 
y el cortex de los controles; la endodermos y los h. vasc. Mostraron un baJo y lento incremento 
de Ja 1.r.i. Para las plantas con déficit hidnco se observó en ep1derm1s y endoderm1s una 
d1sm1nuc1ón 1mpcrtante en la 1 r.1. (de alta a nula). El cortex y h. vasc. mostraron la misma 
tendencia al incremento pero mds lento (de nula a nula-baja) y con la presencia de halus a los 
22 días. 

En general se observa una total 1nsolub1Jrzac1ón de la AGP a lo largo del tiempo en todos 
los teJ•dos mientras que la HRGP tiene comportamientos similares en ep1dermis-endoderm1s y 
cortex-h. vasc., tanto de ros controles, como de los de déficit hídnco aunque con 
localizaciones de solub1hdad diferentes en cada caso. Esto sugiere que esta zona anatómica es 
muy sensible a los cambtOS hídnco dando como resultado una acumulación de proteinas de la 
pared celular en forma altamente soluble con poca solubilidad mientras que en condiciones 
control, la acumulación es debida al propio desarrollo. 

ZONA DE LA RAÍZ PRIMARIA (RP) 
la AGP mostró un comportamiento similar al de ta zona anatómica antenor con 

pequeñas diferencias, sobre todo en la endoderm1s donde se observó un ligero aumento a 
nula-ba1a 1.r.1. en los controles a los 22 dias, mientras oue los de déficit hídrico mostraron una 
mediana 1.r.1. y una disminución y aumento de nula a ba}d 1.r.1. la HRGP mostró para los controles 
incrementos srm1lares con respecto al tiempo en eptdermis-cortex y disminución e incremento 
de la 1.r.1. en endoderm1s-h. vasc. En las plantas con déficit hidnco se observó una d1srmnución y 
aumento de la 1.r.1. en la epiderrrns y h. vasc. mientras que en el cortex y endoderrnis se observó 
un incremento de la 1.r.1. y ademas para el primero la presencia del halus. 

En general, la AGP parece vanar poco en la RP excepto en endodermis. los controles de 
la HRGP mostraron s1m1htud en Ja solub1hdad proteica para algunos te;idos, aunque dichas 
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similitudes no se comparten entre tas plantas control y las de déficit hídrico, Jo c¡ue indica que 
dichas variaciones son debidas al déficit hidrico detectado tempranamente provocando un 
retraso en la respuesta como el observado para la solubilidad de las proteínas en epidermis y 
cortex o total modificación de los procesos del desarrollo. 

ZONA DEL TALLO-RAÍZ (Tll) 
la AGP de los contrdes y plantas con déficit hídrico mostró nula i.r.i. en epiderm1s-h. 

vasc. El cortex-endoderm1s de los controles mostró una disminución y aumento de la i.r.i. en 
función del tiempo mientras que en condiciones de déficit hídrico se observó un nulo i.r.i. en el 
cortex pero una disminución de mediana a baJa i.r.1. en la endodermis. la HRGP de las plantas 
control moso-ó una d1sm1nuc1ón y aumento de la 1.r.i. en ep1derm1s-end0dermis mientras que en 
cortex se observó un incremento constante con respecto al tiempo (de nula a baja i.r.i.) y los h. 
vasc. mostraron un incremento de baJa a mediana 1.r.i. y d1sm1nuc1ón a baja. las plantas en 
cond1c1ones de déficit hídnco mostraron un aumento y disminución de la i.r.i. en epidermis
cortex mientras que la endoderrn1s mostró un i.r.1. constante (con halus a los 8 días) y h. vasc. 
mostraron una disminución de baJa a nula 1.r.1. entre los 15 y 22 días. 

De la zona TR se concluye que la AGP tiene una part1c1pac1ón importante en la 
endoderm1s, sobre todo en condiciones de déficit hídnco, lo que indica que el estado hidnco 
de la planta estimula la solubilidad de la AGP de forma temprana pero diferente al que produce 
el desarrollo en el mismo teJ1do. Para la HRGP se observa que el déficit hídnco es un factor que 
modifica la solubilidad de dicha proreina, sobre todo después de 15 dias de tratamiento se 
observan las mayores diferencias en cuanto al rncremento, dism1nucrón o presencia de halus. 

ZONA DEL TALLO (T) 
Para Ca AGP, los controles mostraron un incremento de nula a mediana 1.r.i. y disminución 

a baja en h. vasc. y en médula se observó un incremento trans1tonoa baJa 1.r.1. En condiciones 
de déficit hídnco se observó un incremento a mediana 1.r.1. con halus en cortex y en h. vasc. se 
observó un incremento de nula a mediana 1.r.1. mientras que medula y epidermis tUV1eron el 
mismo comportamiento que los controles. Los controles de la HRGP mostraron nula i.r.1. en 
ep1derrrns, un incremento de nula a nula-baJa y disminución y a ba;a 1.r.1. en cortex, una 
d1sm1nuc1ón de mediana 1.r.i. con halus a ba,a y un incremento a mediana 1.r.1. en h. vasc. y 
finalmente un hgero incremento de nula a nula·OOJd 1.r.1 en medula. las plantas en condiciones de 
déficit hidnco mostraron en la epidermis un ligero aumento de nula a nuld-baJa 1.r.1., el cortex 
mostró un incremento constante en la c1nét1ca de nula a nula-ba,a a baJa 1.r.1., en h. vasc. se 
observó una mediana i.r.1. a ro tarso del tiempo (con halus a los 8 días, al igual que el control), y 
ta médula moso-ó un pequeño aumento de nula a nula·baJa 1.r.1. y dism1nuc1ón a nula a los 22 
dias. 

En general se observa que Ja AGP part1crpa en cortex y mayormente en h. vasc. bajo 
cond1c1ones hm1tantes de agua, lo que sugiere que cuando esta cond1c1ón se mantiene por 
largos períodos de tiempo (22 días) provoca los cambios en solub1hdad de dicha proteína e 
incluso la part1c1pac1ón de otras (halus). la HRGP mostró hgeras diferencias entre los controles y 
los de déficit hídnco, siendo el más importante el de la presencia de halus en el cortex después 
de 22 días de tratamiento normal, lo que sugiere que la falta de agua por penados prolongados 
en este tejido de ta zona T estimula la solubilidad de esta proteina de la pared y de otras de 
menor peso molecular. 
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ZONA DEL INTERNODO (1) 
En los controles de la AGP se observó una d1sm1nución de baja a nula i.r.i. en la 

epidermis; el cortex mostró un rncremento de nula a baJa i.r.i. y posterior disminución, en h. 
vasc. se observó una d1sm1nuc1ón de mediana a baja i.r.i. y un incremento nuevamente a 
mediana. La médula se mostró con nula i.r.i. Las plantas en déficit hídrico mostraron una 
dism1nuc1ón de baJa a nula 1.r .i. en la epidermis y cortex, en h. vasc. se observó una baja i.r.i. 
constante y médula con nula 1.r.1. constante. Los controles de la HRGP mostraron un leve 
incremento de nula a nula-ba1a 1.r.1. en ep1derm1s; en cortex se observó un incremento de baia a 
ba,a-medta i.r.1. con halus y una dism1nuc1ón a nula i.r.1. Los h. vasc. mostraron un incremento de 
baJa 1.r.1. puntual con haJus a mediana y en médula se observó una d1sm1nución de baja a nula 
1.r.1. En las plantas boJO cond1c1ones de déficrt hfdrrco se observó una drsm1nuc1ón de baJa a 
baJa-nula 1.r.r. en epidermis; se observó un incremento de baJa a ba;a con halus (igual que el 
control) y una d1sm1nuc1ón a nula-baJa 1.r.1. en el cortex. Los h. vasc. mostraron una d1sminuc1ón 
de mediana a ba1a 1.r.1. y nue\lamente un incremento a mediana 1.r.i. y la médula mostró el mismo 
comportamrento que los controles. 

En resumen. la AGP se localiza mayoritariamente en los haces vasculares y al parecer hay 
diferentes camblOS en la solubihdad debidos al proceso del desarrollo o al estado hídnco del 
suelo, por lo que tienden a la 1nsolub1hzación en condrcrones de déficit hídnco y a la alta 
solubilidad durante el desarrollo. La HRGP mostró mayores diferencias en la solubilidad de esta 
proteína en h. vasc.. los datos indican la particrpac1ón temprana de otras proteínas (halus) 
durante el desarrollo que no se presentan cuando las condiciones hídricas son desfavorables, 
fo que sugiere que el déficit hidrico inhibe o bloquea dichas proteínas provenrentes de T o 
bien desviándolas hacia RS, en donde se acumula a tiempas tardíos del desarrollo provocando 
mod1ficac1ones de esta zona y en general de toda la planta. 
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De estos resultados podemos analizar de forma general que N es la zona de mayor 
presencia en forma soluble de la HRGP. Aquí Podría realizar su papel estructural y además de 
protección, aparentemente retardado por las condiciones de déficit hídrico. La RS parece tener 
poca participación de ambas proteínas en forma soluble, especíalmente de fa AGP que muestra 
una mayor sensibilidad a la insolubilizac1ón o entrecruzamiento por el déficit hídrico y el 
desarrollo pas1blemente debida a una cadena de tratamientos extra e intracelulares 
(comunicación célula-célula). Por otro lado. pareciera que el dé':c1t hídrico es el disparador 
para la acumulación de la HRGP en forma soluble en epiderrrus y endoderm1s, sobre todo 
después de 8 días de tratamiento. Esto sugrere que estos teJ1dos tienen una función regulatona 
temprana durante el desarrollo. pues los controles indican un incremento de dicha proteina 
mientras que en déficit se observa una total insolub1hzac1ón. En cuanto a los demás tejidos de 
RS, se observa una tendencia al incremento de la sofubd1dad en función del tiempo en el caso 
de los controles, mrentras que en las plantas con déficit hidnco esta solubilidad tiende a 
retrasarse y presentarse en menor proporción. Esto 1nd1ca que la solub1hdad de esta proteína y 
su proporcrón son condiciones importantes para el correcto desarrollo de esta zona 
anatómica. la RP tiene un comportamiento similar a la RS y TR de la AGP, excepto que la 
endoderm1s es el te11do que muestra mediana solub1hdad a tiempos cortos de est1mutac1ón 
hídnca desfavorable. la HRGP muestra una tendencia a aumentar la solub1hdad con respecto al 
tiempo en todos los te11dos, siendo mayor en la ep1derrnrs. endoderm1s y h. vasc en plantas con 
déficit hidnco, lo que sugiere que estos teJ1dos son importantes para mantener la porción no 
aérea de la planta en buen estado hídnco. la presencia del halus en el cortex de todas las 
zonas anatómicas parece ser una constante y en consecuencia 1nd1ca la part1c1pac1ón de 
componentes celulares altamente solubles diferentes a la AGP (exudados excretados durante la 
producción de hendas), con locahzac1ón teJido-especifica y con un efecto o función que aún 
queda por determinar, pues su presencia adelantada o retrasada está determinada tanto por el 
desarrollo como por el tratamiento. El TR y T mostraron para la HRGP, una tendencia a Ja 
1nsolub1lizac1ón en todos los te11dos. excepto en la endoderrrns donde la mediana solubilidad 
se mantuvo constante a lo largo de la c1nét1ca; lo amenor rndica que la solubilidad y la 
locahzac1ón son factores importantes para ta función. tanto de la AGP como de Ja HRGP. En el T 
se observó, a diferencia de las antenores zonas anatómicas. que la AGP aumentó la solub1hdad 
en función del tiempo en los h. vasc. durante el déficit hídnco. Así. los resultados indican un 
papel diferente en función del tiempo, de la zona anatómica y del estado hídnco dominante 
(transporte a otras células como una via de modificar la pared celular resultando una nueva ruta 
de desarrollo) (Kreuger and van Holst, 1996). Finalmente, el 1 mostró una mayor part1c1pac1ón de 
la AGP soluble en la epidermis y h. vasc., determinada prrnc1palmente por el desarrollo ya que el 
déficit hídrico disminuye la solub1dad en e:stos teJidos. Para la HRGP se observó una hgera 
tendencia al aumento de la solub1hdad en Ja ep1derrrns, cortex y h. vasc. durante el déf1c1t 
hídnco lo que indica que dicho tratamiento es el que da lugar a estos cambios en la solubilidad 
y posiblemente a su efecto. 

En 1nvest1gac1ones reahzadas por Ye y Vamer (1991) examinando las proteinas HRGP y GRP 
y los niveles de mRNA durante el desarrollo de tejidos en soya por medio de tissue pnnting y 
RNA blots, encontraron que en tallos rr..Jduros (6-10 días), los senes de HRGP se expresaban en 
células del cortex y en pocas capas de las células del córtex que rodear:-i el floema pnmano. En 
general, la HRGP soluble de teJidos maduros se encontraba solamente en pocas capas de 
células del cortex rodeando los haces vasculares. Comparando con los resultados de T a los 8 
días. solo coincide con la presencia de HRGP en h.vasc. ya que en cortex no hubo ninguna 
reacción inmune. 
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ANÁLISIS POR INMUNOLOCALIZACIÓN 

Para este and1Js1s, plantas fueron transplantadas a vermiculita (bien regada o con un 1/12 
del volumen control de agua) y crecidas por 8, 15 o 22 días; los te11dos se fijaron en FAA para 
después cortarse transversalmente; se utilizaron anticuerpos anb-SbPRP2 y anti-extensina. La 
localizac1ón de los anticuerpos y la 1ntensrdad de la reacción ant1génica en función del tiempo 
para las diferentes regiones del hrpocotllo, se resumen en la tabla 4 (se analizaron las mismas 
ZOndS anatómrcas y te11dos esquematizados en la figura 9). 

ZONA DE NÓDULOS (N) 
la PRP2 de las plantas control mostraron a lo largo de la cinética en el cortex nula 

actMdad; en ter vasc. y en teJ. rnfect. un incremento para la primera de nula a ba,Ja i.r.i. y para fa 
segunda de nula a media 1.r.1. Para las plantas en déficit hídnco se observó un incremento mayar 
en cortex y tej. vasc. a los 22 dias de tratamiento. La HRGP de las plantas control mostraron a los 
22 días baJa 1.r.1. en cortex y teJ. vasc. y mediana 1.r.i. en tej. infect. Las plantas con déficit hidrico, 
mostraron una d1sm1nuc1ón de alta a baJa i.r.i. en cortex y de alta a mediana i.r.i. en tej. vasc. 
pero un incremento de mediana a alta en teJ. infect a lo largo de la c1néoca. 

Los datos en general, muestran que la HRGP tiene una menor cantidad a los 15 días de 
crec1mrento normal en cortex y teJ. vasc .• la cual aumenta a los 22 días pero de forma inversa en 
teJ. 1nfect. lo que sugiere que en cond1crones de déficit hidnco la HRGP tiende a d1sminu1r en 
función del tiempo en teJidos cercanos a la superficre. El incremento de i.r.i. en tej. infec. puede 
deberse al aumento en número de bactero1des en este teJido. Sin embargo, la mayor 
d1sm1nución de los otros te11dos sugiere la senesenc1a como proceso de desarrollo del nódulo 
y podría taimb1én dar lugar a drcho decremento en la canttdad. A diferencia de la antenor, la 
PRP2 muestra la mayor sdub1hdad en cortex y teJ. vasc. durante el déficit hidnco. lo que sugiere 
que el desarrollo normal mochfica su cantidad y posiblemente su función en la arquitectura del 
nódulo 

ZONA DE LA RAÍZ SECUNDARIA (RS) 
La PRP2 de las plantas control mostró un incremento de nula a baJa 1.r.i. entre los 8 y 1 5 

días en epidermis; el cortex mostró una d1sm1nuc1ón de baJa a nula i.r.1. entre los 1 5 y 22 días, la 
endoderrrns y h. vasc. mostraron la mrsma tendencia: máxima intensidad de reacción a los 15 
días y después una drsm1nuc1ón importante. En cuanto a las plantas con déficit hídnco tambié:n 
se observó un rncremento en eprderm1s de nula a baJd 1.r.1. y de nula a mediana en h. vasc .• 
mientras que cortex y endodermrs se mantw1eron con la misma 1.r.1. a lo largo de la cinética. La 
HRGP de las plantas control mostró un incremento de nula a ba1a i.r.i. en cortex entre los 15 y 22 
días; en cortex se mantlNO con nula 1.r.1. y en endoderm1s y h. vasc. se observó una disminución 
de mediana a nula 1.r.1. entre los 15 y 22 días. Para las plantas con déficit hídnco se observó 
mediana 1.r.1. en ep1derrrns y baja i.r.i. en los demás tejidos. 

En general, se observa que el déficit hidnco podría estimular la solub1hdad de la PRP2 en 
cortex, y haces vasculares mrentras que la HRGP siempre mostró menor cantidad en todos los 
teJrdos observados. Cabe mencionar que en cond1c1ones de desarrollo normal se observó una 
mayor cantidad de la PRP2 a los 15 dias en endoderm1s y h. vasc. y un peco menor para la 
HRGP en los mismos te1idos. lo que sugiere un posible movtmiento de estas proteínas a otras 
zonas anatómicas, en especial la PRP2 que es r:-1ds soluble. 
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Prot t(din) Prot lidias) 
NODULO(N) TALLO-RAIZ (TRJ 
Cortex Te).Vm. Tej. lnlecl Epidermis Cortex Endodermls h.YiSC. 

cu Dél cu Dél cu Dél cu Dél cu Dél cu Dél cu Dél 
PRP2 e + + +++ ++ + 

PRP2 15 15 nd +++ nd +++ nd +++ nd .. 
21 + + .. .. .. 21 + + .. 

HRGP 15 nd ... nd ... nd .. HRGP 15 • • + + +++ +++ .. .. 
21 • + • .. .. +++ 21 • ... .. . .. .. 

• HAil SECUNDARIA (RSJ TALLO(TJ 
Epidermis Cortex Endoderml1 h.vasc. Epidermis Cortt1 h.v11c. Médula 
cu Dél cu Dél cu Dél cu Dél cu Dél cu Dél cu Dél cu Dél 

PRP2 B + + + PRP2 B + + + + + + + 
15 + nd + nd +++ nd +++ nd 15 + + • 
21 + • + + ++ 21 ++ +++ + 

HRGP 15 nd nd .. nd .. nd HRGP 15 • .. • .. 
21 + .. • + • 21 .. + ... ... .. + 

11ALZ PRIMARIA (RPJ INTERNODO (1) 
Epidtrml1 Cor111 Endodtrml1 h.mc. Epidermis Corte1 h.v11c. Médula 
cu Dél cu Dél cu Dél cu Dél cu Dél cu Dél cu Dél cu Dél 

PRP2 B + .. .. PRP2 1 + .. ... 
15 ... + +++ +++ ... .. .. 15 + .. +++ 

21 • • + • 21 .. • ++ ++ + + 

HRGP 15 + .. ... ... ++ ... HRGP 15 .. ... .. . • .. 
21 + + + + + 21 + + +++ +++ + + 

T1blt 4. lnmunoloulluclón dt prottlnas de 11 p11ed celul11 dur1n11 ti crtclmltnto. Zon111n1tómlc11 en 111 que hubo re1cclón inmune 1 
ios 1ntlcu1rpos 1ntl.SbPRP2 o 1nt1 .. 1t1n1ln1 en condicionn control o dt d6fictt hldrico 1 diftrentn tiempos. L1 int1n1id1d 1 i1 re1cclón 
inmune (i.r.I.) u 11prnó en unldedn 1rbltr1ri11: (·) 1ln rmción, (+)poca i.r.I., (++) medi1n1 i.r.I. y(+++) 1lta i.r.I. h = h1lu1, p = rmción 
Inmune puntual, nd= no determinado. 
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ZONA DE LA RAÍZ PRIMARIA (RP) 
la PRP2 de los controles se mostró sin cambio en la epidermis a lo largo de la cinética; el 

cortex mostró una dlsm1nuc16n de baja a nula 1.r.i. entre los 15 y 22 días~ la endodermis y los h. 
vasc. mostraron la m1Srna tendencia que en la zona RS. Para los de déficit hidnco se observó un 
incremento y disminución de nula a alta y a baJa 1.r.i. en epidermis y cortex. mientras que en 
endoderm1s y h. vasc. se observó la misma tendencia que los controles. La HRGP de los 
controles mostró nula i.r.1. en la ep1derm1s y ba..1c3 i.r.1. en cortex a lo largo de la cinética; una 
dism1nuc1ón de alta a nula 1.r.1. en endodermis y de alta a baja en h. vasc. En los de déficit 
hídnco se observó la misma tendencia que los controles para la epidermis y endoderm1s, una 
d1sminuc16n de mediana a baja i.r.1. en cortex y de alta a ba,,a 1.r.i. en h. vasc. 

En general se observa una tendencia a una pasible mayor solub1hdad de la PRP2 a los 15 
días de déficit hidr1co en ep1derrrns y cortex mientras que para la HRGP fue en cortex y h. vasc. 
lo anterior indica que este tiempo de tratamiento es importante en la localización de ambas 
proteínas lo que sugiere que cada proteina tiene una actMdad y localización tiempo y tejido 
específica. 

ZONA DEL TALLO-RAÍZ (TR) 
la PRP2 de las plantas control mostró un incremento de nula a baja 1.r.1. en epidermis; el 

cortex y h. vasc. 1\1\ostraron una d1sm1nuc1ón de baJa a nula 1.r.1. y endodermis de alta a nula. los 
de déficit hídnco mostraron una 1.r_1. max1ma a los 15 días de estímulo en todos los teJidos. la 
HRGP de los controles mostró una disminución de baJa a nula 1.r.i. en epidermis, mientras que en 
los dem.3s te¡1dos mantLN1eron la Lr.1. a lo largo de la cinética: baja en cortex, alta en 
endOdermos y mediana en h. vasc. Para los de déficit hídnco se observó la misma tendencia 
que los contrders en ep1derm1s, endodennos y h. vasc. Mientras que cortex mostró una 
d1sm1nuc1ón de baja a nula 1.r.1. 

los datos en general sugieren que al igual que RS y RP, el déficit hidnco podría estimular 
la alta solubilidad de la PRP2 en esta zona después de 1 5 días de tratamiento y una posible 
movilización de esta proteina como parte de los procesos biológicos de la planta. La 
locahzación de la HRGP esmuy similar a RP. soro que se mantiene ausente por más tiempo en 
endodermos y h. vasc. Tanto en condiciones control como de déficit hídnco, lo que 1nd1ca que 
la posible solub1hzac1ón se debe a ros eventos del mismo desarrollo y no a ros producidos por 
el déficit hidnco 

ZONA DEL TALLO (T) 
La PRP2 de los controles mostró una d15m1nuc1ón de baja a nula 1.r.1. en la ep1derrrns entre 

los a y 15 días; el cortex mostró un incremento transitorio de nula a ba1a 1.r.1.; en h. Vasc. se 
observó una d1sm1nuc1ón de baja a nula 1.r.1. y un aumento a mediana 1.r.1.; en médula se 
mantLNO una baja 1 r.1. Las plantas con déficit hídnco mostraron la misma tendencia que los 
controles en la epidermis y muy similar en h. vasc .. una d1sminuc1ón de ba.ia a nula i.r.1. en cortex 
entre los 8 y 1 5 días, y entre ros 15 y 22 días para la medula. La HRGP de los controles mostró 
un incremento de nula a mediana 1.r.1. en ep1derm1s, de nula a alta en h. vasc. y de ba¡a a 
mediana en medula. Para los de déficit hídrico se observó nula i.r.i. en ep1derrrns, una 
dlsm1nuc1ón de mediana a nula 1.r.1. en cortex y de mediana a baja en médula. y para h. vasc. se 
observó un incremento igual que los controles. 

Los datos en general muestran una posible tendencia a la insolubllización de la epidermis 
y cortex tanto de la PRP2 como de fa HRGP y una tendencia similar para h. vasc. y médula. Esto 
sugiere que el tallo es una zona anatómica que tiene poca d1nám1ca en cuanto a la solubilidad 
de estas proteínas con respecto a las zonas prevtas, aunque siguen siendo los h. vasc. donde 
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pcdria haber mayor solubilidad de estas proteínas solo que a tiempos más prolongados de 
crecimiento normal. 

ZONA DEL INTERNODO (1) 
la PRP2 de los controles mostró nula i.r.i. en la epidermis y el cortex y mediana i.r.i. en h. 

vasc. durante, el crecimiento normal y un incremento de nula a baja i.r.L en médula. las plantas 
con déficit hídnco mostraron la misma tendencia que los controles en la médula, un incremento 
de nula a mediana 1.r.i. en epidermis, y una d1sm1nuc1ón de alta a mediana i.r.i. en h. vasc. entre 
los 15 y 22 días y la misma 1.r.1. que los controles en médula. La HRGP de los controles mostró 
nula i.r.1. en epidermis, un incremento de nula a ba1a 1.r.1. en cortex, alta i.r.i. en h. vasc. y baja en 
médula. Para los de déficit hídnco también se observó nula 1.r.i. en epidermis, y alta en h. vasc. y 
una d1sminuc1ón de mediana a baja 1.r.1. en cortex y médula. 

Los datos en general sugieren que el déficit hídrico induce pocos cambios en la 
solub1hdad de ambas proteínas, aunque se observan drferencias en la cantidad de la PRP2 del 
cortex y h. vasc. hasta los 22 días pero muy pocas para la HRGP: médula y cortex solo a los 1 5 
días, lo que sugiere que el internado al igual que el tallo son zonas anatómicas diferenciadas 
con pecas posibilidades para una din.9m1ca de estas proteínas. 

En general, los datos sugieren en N una mayor participación de la HRGP en forma soluble 
que de Ja PRP2 con una mayor solubilidad a los 15 días y después con una disminución en los 
te1idos vascular e infectado. Al parecer, en RS y RP, la PRP2 es la que tiene mayor solubrhdad, 
sobre todo a los 1 5 d, condición similar para la HRGP pero en menor proporción; lo antenor 
sugiere que el tiempo de tratamiento es un factor importante para la mOV1l1zac1ón de ambas 
proteínas sobre todo en h. vasc. y endodermis.\En el caso de TR, se observa mayor cantidad de 
la PRP2 entre los 8 y 15 d con déficit hídnco y €:ntre los 1 5 y 22 d para la HRGP, lo que sugiere 
que un mismo tratamiento produce efectos de movilización temparal y espacial diferentes para 
cada una de las proteínas estudiadas. En T se observa mayor cantidad en h. vasc. para la PRP2 
después de 22 d pero para la HRGP el incremento parece que es debida al proceso normal de 
desarrollo en esta zona. Finalmente, 1 muestra alta i.r.i. para ambas proteinas en h. vasc. a lo largo 
de la c1nét1ca

1 
pero para la PRP2 muy probablemente debida a las condiciones hídncas mientras 

que para la HRGP no pues mantiene la misma tendencia que los controles. Lo antena indica Que 
el déficit hídnco es un factor que determina la localtzac1ón y posible movihzac1ón por 
red1str1buc1ón de la PRP2 mientras que el proceso normal de desarrollo lo determina para la 
HRGP. 
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ELECTROFORESIS Y WESTERN BLOT 

Para revelar el comportamiento a nivel molecular y la proporción de las fracciones de 
proteínas totales y de la pared celular en condiciones de déficit hídtico durante el desarrollo, 
alícuotas de la fracción de proteína total y de la pared celular, fueron analízadas por geles de 
SDS o cat1ón1cos neutrales (par la naturaleza posit1Va de la HRGP) y Western blot con 
antrcuerpos pohclonales anti-SbPRP2 o anti-extensina. Los geles fueron teñidos con Azul de 
Coomas1e o con plata. Los resultados en conjunto provenientes de la electroforesis se muestran 
en la figura 1 O. 

ZONA DE NÓDULOS (N) 
La fracción total de la PRP2 no mostró diferencias debidas al déficit hídrico, sob un 

incremento transaono a los 15 días de nula a baja-media i.r.1. la fracción de la pared mostró eJ 
mismo incremento transaono también a los 1 5 días pero los controles tuvieron una i.r.i. media y 
los de detic1t hidnco una baJa-med1ana 1.r.1. la fracción total de la HRGP control mostró un 
incremento sostenido a mediana i.r.i. entre los 15 y 22 días mientras Que los de déficit hidnco 
mostraron un incremento constante de baja-nula a alta i.r.i. a lo largo de 1a cinética. La fracción 
de la pared mostró para los controles un incremento trans1tono de atta a mediana-alta i.r.i. 
durante la c1nét1ca, pero las plantas con déficit hídnco mostraron un soro incremento a ros 22 
días de nula a baJa 1.r.1. 

Los datos en general, muestran pocas d1ferenc1as debidas al déficit hídnco para la PRP2 
tanto de la fracción total como de la pared celular. Sin embargo, la fracción de la pared muesrra 
una mayor solubilidad en los controles con respecto a la fracción total, lo que sugiere que una 
mayor proporción de estas proteínas son moduladas por el desarrollo, y en cond1c1ones de 
déficit hídnco, esta solubilidad se mantiene. Esto su91re que dicho tratamiento restringe el 
aumento de solub1hdad a pesar de que a los 22 días se tiene una total 1nsolub1hdad en ambas 
condiciones. En cuanto a la HRGP se observan cambios de solub1hdad en la fracción total 
siendo notable el incremento entre los 1 5 y 22 di'.as de los de déficit hídnco, mientras que la 
tracción de la pared indica un incremento similar al de la fracción total pero en menor 
proporción. Esto sugrere que el tratamiento prolongado del déficit hidnco modifica cuantitativa 
(cantidad) y cuahtat1Vamente Csolub•hdad) dicha proteína. Por otro lado, el desarrollo en la 
fracción total no muestra cambios en la sofub1hdad durante la c1nét1ca pero en la fracción de la 
pared se observa una d1sm1nuc1ón relatJVa en la solub1J1dad posiblemente debida al grado de 
diferenc1ac1ón celular (en senescencia) pero aún así es interesante resaltar Ja alta solubilidad de 
esta proteína a tiempos largos. 

ZONA DE LA RAÍZ SECUNDARIA (RS) 
la fracción total de la PRP2 mostró un solo incremento de ba1a 1.r.1. a los a días en 

cond1c1ones control y nula i.r.1. a lo largo de toda la cinética para la condición de déficit hidrico. 
La fracción de la pared mostró durante todos los tiempos nula 1.r.1. tanto para los controles 
como para el déficit hídnco. La fracción total de la HRGP control mostró un decremento 
transitorio de media-alta a ba}d-nula a alta 1.r.1. durante la cinética. La fracción de ia pared mostró 
un comportamiento similar al de la fracción total, siendo para los controles media-alta a nula a 
mediana i.r.1 .• y para las plantas con déficit hídnco de alta a nula a media-alta 1.r.i. 

los datos en general, muestran que la PRP2 tiene baJa solubihdad en ambas fracciones lo 
que su91ere que en su mayor proporción se encuentra entrecruzada con fuertes enlaces que en 
consecuencia hacen difícil su extracción. En cuanto a la HRGP se observa un comportamiento 
similar, tanto para la fracción de proteínas totales como para las de la pared celular en ambos, 
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controles y los de déficit hídnco; es decir, un decremento transitorio a los 15 días con un 
aumento igual o mayor al inicial en el caso de la fracción total pero menor para fracción de la 
pared. Esto sugiere una correlación entre los incrementos y decrementos de ambas fracciones 
pero además un comportamiento similar cuando son estimulados por el desarrollo o por 
condiciones hídncas desfavorables. 

ZONA DE LA RAÍZ PRIMARIA (RP) 
La fracción total de la PRP2 control mostró un soto incremento de nula-baja i.r.i. a Jos 15 

días pero en condiciones de déficit hídrico se observó un incremento a baja i.r.i. a los 8 dias de 
tratamiento. La fracción de la pared mostró para los controles el mismo incremento al mismo 
trempo de tratamiento y para los de déficit hidnco se mantuvo durante toda la cinética con nula 
i.r.1. La fracción total de la HRGP control mostró un decremento transitorio similar al de RS: de 
mediana a baJa-nula a alta 1.r.1. durante la cinética y para los de déficit hidr1co de ba,a a nula a 
alta i.r 1.. La fracción de la pared también mostró este comportamiento: para los controles fue de 
mediana a nula a baJd 1.r 1. y para las plantas con déficit hídnco de alta a nula a mediana i.r.1. 

Los datos en general, muestran que la PRP2 se insolub1hza répidamente (fracción de la 
pared ceular) pero la fracción de proteinas totales 1nd1ca que el déficit hídnco induce a que 
proteínas diferentes a las de la pared se encuentren en forma soluble a tiempos cortos, mientras 
que en condtcrones control el desarrollo induce esta baJa solub1hdad solo después de 15 dias 
de tratamiento. En cuanto a la HRGP se observa un compartam1ento similar al observado tanto 
en la zona anatómica RS como en la fracción total, es decir, un decremento trans1tono a los 15 
días con un aumento menor al in1c1al, indicando una correlación entre los incrementos y 
decrementos de ambas fracciones y el tipo de tratamiento: desarrollo o déficit hídnco. Sin 
embargo la mayor solubilidad de la fracción toral a los 22 días sugiere la presencia de proteinas 
diferentes a las de la pared que posiblemente son requeridas para el func1onam1ento celular 
6pt1mo. En cuanto a tas plantas de d€:fic1t hidrico, ademas de lo antenor los datos 1nd1can que 
una mayor proporción de estas proteinas totales forman parte de la fracción de la pared celular 
y que por las cond1c1ones desfavorables hídncas se mantiene en forma altamente soluble 
posiblemente como una manera de contender con las nuevas condiciones. 

ZONA DEL TALLO-RAÍZ (TR) 
La fracción total de la PRP2 mostro un solo incremento de nula a nula-baja 1.r.1. a los 15 

días. La fracción de la pared igualmente mostró el mismo incremento al mismo tiempo de 
tratamiento pero de mediana 1.r.1. La fracción total de ta HRGP control mostró un incremento de 
baja-nula a alta 1.r.1. entre los 15 y 22 dias de tratamiento y para ios de d€:fic1t hídnco se observó 
una d1sm1nuc1ón transitoria de media a baja-nula a alta 1.r.1. La fracción de la pared mostró para 
los controles una d1sm1nuc1ón de baJa-med1ana a nula 1.r.i. y para las plantas con déficit hidnco 
de alta a nula 1.r.1. entre los 8 y 15 días. 

Los datos en general, muestran un iAcremento de la PRP2 a los 1 S días de tratamiento, 
pero dicho incremento es debido solo al desarrollo ya que no hay diferencias con respecto al 
déficit hidnco; por otro lado, la baJa solubilidad en la fracción total 1nd1ca que una gran 
proporción de estas proteínas solubles forman parte de la fracción de la pared celular. En 
cuanto a la HRGP control se observa un incremento hacia alta solublhdad inducida por el mismo 
desarrollo en la fracción total, en cond1c1ones de déficit hídnco se observa un comportamiento 
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similar al de RS y RP; pero en la fracción de la pared celular el comportamiento es 
aparentemente inverso al de la fracción anterior, lo que indica que las proteínas solubles en la 
fracción total pueden ser de una naturaleza diferente a las de la pared celular. 

ZONA DEL TALLO (T) 
La tracción total de la PRP2 mostró un solo incremento de a nula-baja i.r.i. a Jos 15 días en 

condiciones de déficit hídrico. La fracción de la pared igualmente mostró un incremento de 
baja i.r.i. al mismo tiempo de tratamiento. La fracción total de la HRGP mostró un 
comportamiento s1m1lar a la zona TR, para los controles y para los de déficit hídnco, para Jos 
primeros fué de baja-nula a alta i.r.1. entre los 1 5 y 22 días de tratamiento y para la segunda se 
observó una d1sm1nuc1ón transitoria de media a nula a alta i.r.1. La fracción de la pared mostró 
para los controles baja-mediana i.r.i. a los 1 5 días y para las plantas con déficit hídrico un 
decremento constante de media a ba1a-med1a a nula-baJa i.r.1. 

Los datos en general, muestran un incremento de la PRP2 a los 1 5 dias durante el 
desarrollo normal; además, la ba1a solubll1dad en la tracción total 1nd1ca que una gran 
proporción de estas proteinas solubles forman parte de la fracción de la pared celular. En 
cuanto a la HRGP control se observa un incremento hacia atta solubilidad 1nduc1da por el 
desarrollo en la fracción total; en condiciones de déficit hídnco se observa un comportamiento 
s1m1lar al de RS y RP (decremento trans1tono en la solub11tdad); pero en la tracción de la pared 
celular el comportamrento para los controles es con un solo incremento a los 1 5 días, lo que 
sugiere que las proteínas altamente solubles tienen un destino diferente al de formar parte de la 
pared celular. En cuanto a las plantas con déficit hidnco se observa un decremento constante 
en la solub1hdad ro que sugiere, por un lado, que las proteínas solubles desde los 8 días son de 
ongen exclusrvo de la pared celular (se 1nsolubrhzan en función del tiempo), mientras que las 
proteínas de la fracción total tienen un comportam1emo y posiblemente una función y destino 
diferente a las de la pared celular. 

ZONA DEL INTERNODO (1) 
La fracción total de la PRP2 mostró un solo incremento de nula-ba1a 1.r.1. a tos 15 días en 

ambas cond1c1ones. La fracción de la pared mostró un incremento al mismo tiempo de 
tratamiento de nula-ba1a 1.r.1. solo para los controles. La fracción total de la HRGP control mostró 
un rncremento constante de nula a baja-nula a alta 1.r.1. y para los de d€:fic1t hídnco se observó 
una d1sm1nuc1ón transitona (similar a las zonas anatómicas anteriores) de media a nula a media 
1.r.1. La fracción de la pared mostro para los controles nula-baja 1.r.1. a los 22 días y para las 
plantas con déficit hidnco media 1.r.1. a Jos 8 días. 

Los datos en general, -muestran una baJa-nula solubilidad de la PRP2 a los 15 días debido 
principalmente al desarrollo; tambrén, la ba1a solubilidad en la tracción de la pared sigue 
1nd1cando que la solub1hdad es drng1da por el desarrollo. En cuanto a la HRGP control se 
observa un comportamiento simtlar al del tallo, con un incremento constante de la solub1l1dad 
1nduc1da por el desarrollo en la fracción total; en cond1c1ones de d€:ficit hídrico también se 
observa un comportamiento s1m1lar al de RS, RP, TR y T (decremento transitono en la solubilidad). 
Sin embargo, en la fraccrón de la pared celular el comportamiento para los controles es con un 
solo incremento de la solubilidad a los 22 días, Jo que tambtén sugiere que las proteínas 
altamente solubles tienen un destino drferente al de formar parte de la pared celular. En cuanto 
a las plantas con déficit hídnco se observa un aumento a mediana solubilidad a los 8 días, lo 
que sugiere que las proteínas solubles de la fracción total tienen un destino mayontano en la 
pared celular para 1nsolubllizarse con el tiempo pero las proteínas solubles que aparecen a los 
22 días pueden tener una función y destino diferente a las de la pared celular. 
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Como resumen general de los Western blot.. fué evidente la mayor solubilidad de la 
HRGP que de la PRP2 por efecto del déficit hidrico. La PRP2 se mantiene con baja-mediana 
solublfidad hasta los 15 d!as en la fracción total mientras que en la fracción de la pared sólo a 
los 1 5 días muestra algunas dlferencras en la solub1lidad de dicha proteína; asi los resultados 
indican que aparentemente las diferencias en solub1ltdad sólo se deben al desarrollo mds que al 
déficit hidnco. la HRGP de la fracción total muestra una solub1lrdad 1n1c1al mediana y después de 
una dismrnuc1ón hay otro incremento aún mayor a los 22 días con déficit hidnco; sin embargo, 
hay diferencias en la solub1hdad: a los 8 dias con déficit hidnco la solub1hdad es mayar en ta 
región aérea y menor en la radicular, a los 1 5 dias hay mayor 1nsolub1lizac1ón en la mayaría de las 
zonas anatómicas, y a los 22 dias hay un incremento importante de solub1hdad en casi todas las 
zonas y hgeramente menor en l. Esto sugiere un patrón de solub1hdad s1m1/ar debido al 
desarrollo {comparando con los controles): regiones como las raíces en las Que predomina la 
HRGP en forrna soluble a los 8 d, o insoluble a los 15 días, pero el gran incremento en la 
solub1hdad a los 22 días en ra región aérea sugiere que es debida desarrollo normal más que a 
la condición hidnca, pero ademas podría 1nd1car un momento importante de síntesis de nueva 
proteína durante el desarrollo {Inicio en la formación de botones florales). La fracción de la 
pared celular muestra mayor solub1hdad a los 8 días en Ja región radicular y aérea cuando la 
planta es sometida a déficit hidr1co y en menor proporción en cond1c1ones control, ro que 
coincide con los resultados de la fracción total 1nd1cando que una parte importante de la 
fracción total son proteinas de la pared; a los 15 días la mayor diferencia a es la 1nsolub1hzac16n 
en nódulo con respecto al control,· Jo que también coincide con lo observado en la fracción 
total. Finalmente, a los 22 dias la mayor solub1hdad se vuelve a observar en la región radicular 
aunque disminuye la solub1/1dad en los nódulos y aumenta en la RP. Lo antenor sugiere que tanto 
el déficit hídnco como el desarrollo son moduladores de la solubihdad de la HRGP tanto en la 
fracción total como en la de la pared celular. 
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MÉTODO CUANTITATIVO 

ANÁLISIS DE LA DETERMINACIÓN DE PROTEÍNAS TOTALES 
Y DE HIDROXIPROLINA 

El análisis de la determinación de proteínas totales y de la de h1drox1prol1na con proteínas 
totales y de la pared celular (ambas en forma insoluble) durante el desarrollo de la planta del 
frtiol baJO condiciones de déficit hídnco, ñ.Jé realizado para conocer cuantitativamente, el 
destino de las proteínas ricas en hidrox1prolina (PRP2 y HRGP) en estas condlcrones. Este se 
realizó como se describió anteriormente (ver material y método). Los datos fueron nuevamente 
agrupados en cuatro rangos arbitrarios de solubilidad y tres tipos de resultados; 1) relacrón 
hidroxiprohna/proteína soluble total e hidrox1profina/proteina soluble de la pared celular. 2) 
hidrox1prohna rnsoluble de la pared celular y 3) proteina soluble total y proteína soluble de la 
pared celular, cada uno para las condiciones control y de déficit hídnco. Los datos del tipo 3 
indicaron la solubilidad y la local1zac1ón subcelular: proteinas c1toplásm1cas (fracción total) y/o 
de la pared celular (fracción de la pored celular). Los datos del tipo 1 indicaron cuánta de la 
proteína total obtenida (datos de trpo 3) se encontró h1droxilada (PRP2 y/o HRGP y/U otras) en 
cada una de las zonas anatómicas de ta planta. Finalmente, los datos del tipo 2 nos 1nd1caron 
cuanta proteína h1drox1/ada estaba insoluble en la pared y el posible tipo de enlaces que tiene, 
de tal modo que la alta solubrl1dad 1nd1có enlaces fuertes pero h1drohzables mientras que la 
median.a solub1hdad 1nd1có enlaces más fuertes y menos h1drollzables o extraíbles. Los 
resultados en conJunto provenientes de la electroforesis se muestran en la figura 11 

ZONA DE NÓDULOS (N) 
Las plantas control en la zona N mostraron para la relación de tipo 3 de la fracción total 

mediana solub1hdad constante, similar a la fracción de Ja pared celular: baja solubilidad 
constante. En la relación tipo 1 de la fracción total se observó bajd solubd1dad constante 
mientras que para la fracción de la pared se observó 1nsolub1hdad constante. Para los datos de 
tipo 2 se observó una alta solub1hdad constante. 

Las plantas con déficit hidnco mostraron para la relación de tipo 3 de la tracción total un 
decremento de mediana a baJa solub1hdad y de la tracción de la pared celular se observó un 
incremento de nula a baJd solub1hdad. En la relación tipo 1 de la fracción total se observó 
insolub1l1dad a lo largo de la crnét1ca y para la fracción de la pared celular se observó un 
incremento de nula a alta solub•hdad. Para los datos de tipo 2 se observó un incremento de 
baJa a mediana solub1hdad 

Los datos en general, muestran que una proporción considerable de la prohna de las 
proteínas totales control (datos de tipo 3) se h1dro;.:1la (datos de tipo 1 ), pero no asi las 
provenientes de plantas en cond1c1ones de déficit hídnco, las cuales d1srrnnuyeron totalmente 
su solubllidad, 10 que indica que el déficit hídnco modifica la naturaleza de las proteinas totales 
(citopldsmicas y de la pared celular). Las proteínas de la fracción de ta pared celular control 
muestran que una cantidad importante de la fracción total son proteínas de la pared celular 
pero estas proteínas no se encuentran en la fracción de proteínas hidrox1ladas solubles srno en 
las insolubhllzadas; por otro lado las proteínas de las plantas con déficit hídnco muestran que a 
los 15 días todas las proteínas totales son de un tipo diferente a las de la pared celular y Que las 
pocas que hay estdn rnsolubles en la pared pero con un tipo de enlaces hidrolizables. A los 22 
días la mayor parte de proteínas totales son proteínas de la pared celular en forma altamente 
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soluble pues la fracción insoluble muestra enlaces débiles altamente hidroUzables. Esto indica 
que una condición hídrica desfavorable y sostenida incrementa la cantidad de proteínas 
solubles hidroxidables. A mayor tiempo, se incrementa la cantidad de proteínas insolubles 
fácilmente hidrolizables. Lo anterior sugiere que el déficit hídrico afecta la cualidad en los 
enlaces de fas proteínas hidroxiladas y entrecruzadas en la pared cetular. 
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ZONA DE LA RAÍZ SECUNDARIA (RS) 
Las plantas COf"'ltrol en la zona RS mostraron para kl relactón de tJpo 3 de la fracctón total 
un decremento de alta a nula solub1hdad entre los 8 y 15-22 das, m~ntras que la fracdón de la 
pared celular se mostró 1nsolubfe en toda la c1nét1ca. En la refacKxl tipo 1 de la fracción total 
se observó un incremento de nula a baJd solubihdad constante mientras que la fracción de la 
par-ed mostró un decremento de baja a nula sok.Jbthd3d entre los 8 y 15-22 dtas. Para los datos 
de tipo 2, los controles mostraron baja solubilidad toda la cinética. 
las plantas con déficit hk:inco mostraron para la relación de tipo 3 de la fTaccón total un 

decremento de alta a nula solubilidad y un incremento a ba.,ta sciub1hciad a los 22 das. Para la 
fracción de la pared celular se observó un comportamiento muy stm1lar: disminucl6n de 
mediana a nula solubtltdad y un incremento a ba_,a solubilidad. En la relactón bpO 1 de la fracción 
total se observó insok.Jbiltdad a lo largo de la cinética y para la; tracctón de la pared cek .. dar se 
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observó un incremento transitorio de nula a alta solubilidad entre los 8 y 1 5 días. Para los datos 
de tipo 2 también se observó un incremento transitorio de nula a baja solubilidad, 

Los datos en general, muestran que al comparar las proteínas totales control (datos de 
tipo 3) con las que se hidroxilan las prolinas (datos de tipo 1) hay una gran cantidad de prolinas 
en proteínas totales solubles a tiempos cortos que aparentemente no se h1droxllan pero un 
pequeña propcrc1ón de estas proteínas son de la pared celular. Por otro lado a tiempos más 
largos se observa baJa h1drox1lac1ón de proteinas totales. Las proteínas de la pared celular 
muestran un tipa de enlace h1drolizable (mediana 1nsolub1lidad); todo lo anterior sugiere que a 
tiempos cortos hay una mayor cantidad de proteínas solubles con un destino diferente al de la 
pared celular (transporte) y solo una pequeña proparc1ón de prolinas se hidrox1la a tiempos 
más largos como parte del proceso de desarrollo de esta zona anató~ica. En el caso de las 
proteínas totales baJO cond1c1ones de déficit hídnco se observa la misma tendencia que los 
controles pero con un incremento de solub1hdad a Jos 22 dias, de manera s1m1/ar las proteínas 
de la pared celular pero en menor proporción a tiempos cortos. Lo anterior 1nd1ca que todas 
estas proteínas trenen un destino mayoritario para la pared celular a los 8 y 22 días ya que la 
proporción h1droxllada de la pared a los 15 días parece provenir de las proteínas 
insolub11izadas con enlaces h1drohzables. Es posible que el déficit hídnco mochfique la 
naturaleza de los enlaces (soluble-1nsoluble), su posible destino y el tiempo de acción de las 
proteínas. Finalmente, al comparar los resultados de h1drox1prohna insoluble control (datos de 
tipo 2), con las proteínas h1droxiladas de la pared (datos de tipo 1 ), se observó baja 
solub1hdad a tiempos cortos en proteinas hidroxiladas pero mediana 1nsolub1hdad durante toda 
la cinética en proteinas insolubles, lo que además sugiere que por ser una zona de crec1m1ento 
constante, requiere un tipo de enlaces fuertes pero hidrolizables. Sin embargo, en condiciones 
de déficit hidnco se observó una modrficac1ón en la 1nsolub11idad con respecto a Jos controles, 
mostrando enlaces fuertes e insolubles a los 8 y 22 dias y sólo a los 1 5 dias se observó una 
mediana 1nsolubrlidad. Lo anterior podria rnd1car que el déficit hidnco modifica el tipo de 
enlaces para cambiar la estructura radical (raíces más fibrosas) en búsqueda de fuentes de agua 
(raíces más largas) (Tornos and Prrtchard, 1994) 

ZONA DE LA RAÍZ PRIMARIA (RP) 
Las plantas control en la zona RP mostraron para la relación de tipo 3 de la fracción total 

un decremento trans1tono de mediana a nula solub1l1dad entre los 8 y 15 días, mientras que la 
fracción de la pared celular se mostró insoluble durante toda la crnét1ca. En la relación tipo 1 de 
la fracción total se observó un incremento trans1tono de nula a alta sofub1hdad entre los 8 y 1 5 
días mientras que la fracción de Ja pared mostró un decremento de baJa a nula solub1hdad entre 
los a y 15-22 dias. Para los datos de tipo 2, los controles mostraron nula solubilidad durante 
toda la cinética. • 

Las plantas con déficit hídnco mostraron para la relación de tipo 3 de la fracción total un 
incremento transitorio de nula a bajd solub1hdad entre los 8 y 15 días y para la fracción de la 
pared celular se observó un incremento de baJa solubilidad a los 22 días. En la relación tipo 1 
de la fracción total se observó bdJd solubihdad a los 22 días y para la fracción de la pared 
celular se observó un decremento-incremento de mediana a nula a baJa solub1hdad. Para los 
datos de tipo 2 se observó un incremento de baJa solubilidad a los 22 días. 

Los datos en general, muestran que al comparar las proteínas totales control (datos de 
tipo 3) con las que se hidrox1lan (datos de tipo 1) hay una mediana cantidad de prohnas en 
proteinas totales solubles a los 8 y 22 días que aparentemente no se h1drox1lan ni están en la 
fracción de la pared celular, pero a los 1 5 días se observa una alta solubilidad de proteínas 
hidroxiladas que aparentemente no tienen su onsen en esta zona anatómica (posiblemente 
transportadas). En cuanto a las proteínas h1droxdadas de la pared celular solo muestran ba}d 
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solubilidad a los 8 días (datos de tipo 1 ); lo anterior sugiere que a tiempos cortos hay una 
acumulación de proteínas totales solubles con un destino mayontano diferente al de la pared 
celular (soro una pequeña proporción de proteínas de la pared celular se h1droxila). A los 15 
días se observa una alta acumulación de proteínas hidrox1ladas solubles que aparentemente no 
tienen un origen en esta zona anatómica lo que posiblemente 1nd1ca que provienen de la zona 
RS que había mostrado enlaces h1drohzables de las proteínas insolubles en la pared celular. En 
el caso de las proteínas totales baJO cond1c1ones de déficit hídnco se observa baja solub1f1dad a 
los 15 días pero con h1drox1lac1ón de prolrnas en proteinas solubles a los 22 días, lo que sugiere 
que a los 15 días estas proteínas son utilizadas en procesos diferentes a los estructurales pero 
no asi a los 22 días, donde una pequeña cantidad de estas prohnas en proteínas solubles se 
hidrox1la y otra proveniente de la h1drol1zac1ón de la pared celular podría tener un papel 
estructural y posiblemente de otro tipo (mensa1ero). Esto sugiere que el d€:fic1t hidrico modifica 
la naturaleza de /os enlaces a tiempos largos en la RP y su posible destino-función de estas 
proteínas. Finalmente, al comparar los resultados de h1drox1prol1na insoluble control {datos de 
tipo 2), con las proteínas h1drox1ladas de ra pared (datos de tipo 1) se observó baJa solubilidad 
a tiempos cortos en proteínas h1droxiladas pero alta 1nsolubd1dad toda la c1nét1ca en las 
proteínas insolubles Esto 1nd1ca que las proteínas h1droxdadas prOVJenen de la fracción total. 
pero antenor a los 8 días las proteínas de la pared ya estaban 1nsolub1lizadas. Sin embargo, en 
cond1c1ones de déficit hídnco se observó la misma solub1l1dad a ros 8 días que los controles ro 
que sugiere que estas proteínas provienen de otra zona anatómica cercana, posiblemente RS. 
La baJa solub1hdad a los 22 días es de origen de las proteínas 1nsolub1hzadas en la pared celular 
ya que observamos enlaces fuertes h1drohzables, lo que sugiere que ef d€:fic1t hidnco 
incrementa el transporte proteico de proteínas 1nsolub1hzadas en la pared celular a otras zonas 
anatómicas a las que se les moc:Micó el tipo de enlaces cuyo probable propósito sea el de 
servir como señal inducida por las condiciones hídncas desfavorables 

ZONA DEL TALLO-RAÍZ (TR) 
Las plantas control en la zona TR mostraron para la relación de tipo 3 de la fracción total 

un incremento constante de nula a baJa y a media solubilidad mientras que la fracción de la 
pared celular se mostró insoluble durante toda la cinética En Ja relación tipo 1 de la fracción 
total tamb1€:n se observó 1nsolub1l1dad constante mientras que la fracción de la pared mostró un 
decremento de mediana a nula solub1hdad entre los 8 y 15-22 días. Para los datos de tipo 2. los 
controles mostraron un decremento de baja a nula solubilidad entre los 8 y 1 5-22 días. 

Las plantas con déficit hidnco mostraron para los datos de t1pc 3 de la fracción total un 
incremento de baJa a mediana solub1lldad entre los 8-15 y 22 dias. En ra fracción de la pared 
celular se observó una d1sm1nuc1ón constante de mediana a ba;a a nula solubihddd. En la 
relación tipo 1 de la fracción total se observó 1nsolub1hdad a lo largo de la cinética y para la 
tracción de la pared celular se observó un incremento de baja solubilidad a los 22 días. Para los 
datos de tipo 2 se observó un decremento de baJa a nula solubilidad entre los 8 y 15-22 días. 

Los datos en general, muestran que las proteínas totales control (datos de tipo 3) se 
incrementan de forma constante pero al compararlas con las que se hidroxilan (datos de tipo 
1 ). observarnos que no hay proteínas y que las pocas existentes son proteínas h1droxlladas 
solubles de la pared celular (8 dias) pero al parecer tienen su ongen en la fracción insoluble. 
pues muestra una mediana 1nsolub1/idad (enlaces fuertes hidrohzables). Lo antenor sugiere que a 
tlempOos cortos hay una tendencia a h1drohzar proteínas 1nsolub1lizadas en la pared celular 
como parte del proceso de crecimiento y desarrollo y por otra parte, el incremento constante 
de las proteinas totales solubles (diferentes a las de la pared) indica que a mayor tiempo hay un 
maycr requerimiento de este tipo de proteínas para los procesos normales del desarrollo en 
esta zona anatómica. En el caso de las proteínas totales bajo cond1c1ones de déficit hidrico se 
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obseiva una tendencia similar a la de los controles pero con un incremento de solubilidad a los 
8 días (de nula a baja solubilidad), de igual forma las proteínas hidroxiladas totales se mantienen 
casi insolubles; las proteínas de la pared celular muestran que una gran proporción de proteínas 
totales a tiempos cortos son proteínas de la pared celular pero que con el tiempo tienden a la 
insolubilización e incluso mantienen un tipo de enlace similar al de los controles como el 
obseivado en la fracción insoluble a los 8 días de tratamiento (poco h1drolizable). En cuanto a 
las proteínas h1droxlladas de la pared celular a los 22 días, los datos sugieren que su posible 
orrgen es a partir de las proteínas totales oUe van en aumento, lo antenor indica que a tiempos 
cortos los enlaces se h1drohzan (proceso de desarrollo) mientras que las proteínas de la pared 
celular (no hidroxlladas) se incrementan debido al efecto que produce el déficit hídrico desde 
tiempos tempranos. 

ZONA DEL TALLO (T) 
Las plantas control en la zona T mostraron para los datos de tJpo 3 de la fracción total un 

incremento constante de nula a baJa a mediana solub1hdad, mientras que la fracción de la pared 
celular se mostró insoluble toda 1a cinética. En la relación tipo 1 de la fracción total se observó 
un decremento de ba1a a nula solub1hdad entre los a y 1 5-22 días. mientras que la fracción de 
la pared se mostró insoluble. Para los datos de tipo 2, esta también se mostró insoluble. 

Las plantas con déficit hidnco mostraron para los datos de tipo 3 de la fracción total un 
incremento de nula a baja solubilidad entre los 8 y 15-22 días; para 1a fracción de ia pared 
celular se observó un incremento trans1torro de nula a ba1a solub1hdad. En la relación tipo 1 de la 
fracción total se observó 1nsolub1lidad a lo largo de la cinéoca y para la fracción de la pared 
celular se obseivó un incremento de alta solubilidad a los 15 dias. Para los datos de tipo 2 se 
observó un incremento trans1tono de nula a baJa a nula solubilidad. 

Los datos en general, muestran que al comparar las proteínas totales control (datos de 
tipo 3) con las que se h1drox1lan (datos de tipo 1 ), las primeras muestran un incremento 
proteico en función del tiempo, mientras que tas segundas sólo muestran pocas proteinas 
hidrox1ladas las cuales tienen un destino diferente al de la pared celular que se muestra en su 
fracción en forma insoluble. Esto correlaciona con la cantidad de proteínas insolubles (datos de 
tipo 2). Lo anterior sugiere que a mayor tiempo hay una mayor cantidad de proteinas totales 
solubles con un destino mayontarro diferente al de la pared celular y solo una proporción 
minill'ld se hidrox1la a tiempos cortos y forma parte de la fracción de la pared celular soluble 
CHRGP y PRP2) como parte del proceso de desarrollo de esta zona anatórrnca. En el caso de las 
proteínas totales bap cond1c1ones de déficit hídnco (datos de tipo 3), se observa una 
tendencia a incrementar tas proteinas totales solubles pero sin llegar a las cantidades finales de 
los controles. Comparando las proteinas h1drox1ladas (datos de tipo 1) con las proteinas de la 
pared celular (datos del trpo 3), observamos un 1ncrem€!nto de ias proteinas de la fracción 
soluble a los 1 5 días que correlaciona con el incremento de las proteínas h1drox1ladas, lo que 
1mphca que una gran proporción de las primeras se h1drox1lan pero también otra proporción 
proviene de la d1sm1nuc1ón en Id 1nsolubd1dad de las proteínas entrecruzadas en la pared celular 
(datos de ttpo 2). Lo antenor sugiere que el déficit hidrrco modifica, en esta zona anatómica, los 
enlaces proteicos a tiempos cortos dando lugar a un incremento de la fracción hidroxilada y 
altera la acumulación de proteínas totales solubles a uempos largos. 

ZONA DEL INTERNODO (1) 
Las plantas control en la zona 1 mostraron para los datos de tipo 3 de la fracción total un 

decremento de alta a mediana a alta solubll1dad mientras que la fracción de la pared celular 
mostró un incremento de nula a baja solub1hdad entre los 8-15 y 22 días. En la relación tipo 1 
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de la fracción total y de la pared se mostraron insolubles. Para los datos de tipo 2. se mostró un 
incremento transitorio de nula a baja a nula solubilidad. 

Las plantas con di?:fic1t hidrico mostraron para Ja relación de tipo 3 de la fracción total. un 
decremento-incremento de baja a nula a mediana solubilidad. Para la fracción de la pared 
celular se observó también un decremento-incremento de bclja a nula a baja solubilidad. En la 
relación tipo 1 de la fracción total y de la fracción de la pared, las proteínas se mostraron 
insolubles. Para los datos de tipo 2 se observó un decremento constante de mediana a baia y a 
nula solubilidad. 

Los datos en general, muestran que al comparar las proteínas totales control (datos de 
tipo 3) con las que se hldrox1lan (datos de t1pc 1 ), que las pnmeras d1sm1nuyen. y aumentan la 
cantidad de proteínas que aparentemente no se hidroxllan, mientras que las proteínas de la 
tracción de la pared celular solo incrementan a ros 22 días, lo que sugiere que una pequeña 
proporción de proteínas totales son proteínas de la pared celular pero diferentes a las 
hidroxiladas (posiblemente del tipo de las AGP u otras). Al comparar los resultados de 
hidroxiprohna insoluble control (datos de tipo 2), con las proteínas h1drox1ladas de la pared 
(datos de tipo 1) se observa una disminución en la 1nsolub1hdad a ros 15 días pero 
aparentemente estas proteínas htdrohzadas no pasan fácilmente a la fraccrón soluble como en el 
caso de otras zonas anatómicas, lo que sugiere que estas proteínas son susceptrbles de ser 
h1drohzadas pero se mantienen en la pared celular. En el caso de las proteínas totales baJO 
condiciones de déficit hídnco se observa una tendencia similar a la de los controles, pero con 
una solub1hdad menor que igualmente no se h1drox1lan (insolubles); y de manera similar a esta 
fracción. las proteínas de la fracción de la pared celular disminuyen e incrementan, lo que indica 
que la mayaría de estas proteínas tendrán un destino en la pared celular pero de naturaleza 
diferente a la proteínas h1drox1/adas. En cuanto a las proteínas insolubles (datos de tipo 2) se 
observa un incremento en la 1nsolub1hdad en función del tiempo, lo que sugiere que, al igual 
que en T, las proteínas h1drolizadas se mantienen en la pared celular (no pasan a la fracción 
soluble h1drox1lada; datos de tipo 1) como una altematrva para el desarrollo en condiciones 
adversas hídncas de esta zona anatómica. 
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ANÁLISIS 
COMPUTACIONAL 

COMPARACIÓN DEL PERFIL HIDROPÁTICO DE 
LA PRP2 CON OTRAS PROTEÍNAS. 

Para iniciar esta sección, debe aclararse que los datos presentados y el análisis que se 
desprendió de los mismos son altamente especulativos. Sin embargo, muchos de los resultados 
obtenidos en las dos secciones antenores arrojaron información sugerente de una función adicional 
a la estructural de las PRP por lo que se realizó un andlisis computacional. 

Para obtener información que apoyara la función propuesta para la PRP2 de proteína señal 
(capaz de moverse), se realizó una búsqueda y comparación de la secuencia de aminoácidos con 
otras secuencias de proteinas conocidas que pudreran tener esta función usando el programa 
computacional GCG {GETSEQ y BESTFID. Las proteínas buscadas y comparadas fueron: la proteína 
del movimiento del virus del mosaico de la coliflor (Thomas and tv\aule, 1995; Waigmann et al., 
1994), la proteína del mOVlmiento del virus del mosaico de la coltftor cepa cm-1841, la proteína del 
movimiento del virus del clavel, la proteína del movimiento del virus de Ja higuera. proteína 
hrpotét1ca del gene 2 del virus del pez gato. cadena alfa del fibnnógeno de lamprea (Wang et al., 
1989), proteína LENOD2 de la lupina CSzczyglovvsk1 and Legock1, 1990), cortactina de gallo (Wu et 
al.. 1991), el precursor de la glicoproteína 1 de la superficie celular {proteína B de la capa externa) 
(proteína 1 de la capa S) de Clostndiurn (FuJino, et al., 1993), el precursor de la proteína del 
antígeno S de P/asmcx:iium fa/cipan.;m (Bickle and Coppel, 1992), el precursor de la proteína 
defectrva del conon-1 FC106 de Drosoph1/a (Warning, et al .• 1990), la 1nvolucnna (Eckert and Green, 
1986). el gene US01 relacionado con el c1toesqueleto (Nakaj1ma et al., 1991) y ras gluteninas 
(Anderson et al., 1989). 

Adicionalmente, se reahzó el análisis de estos pol1péptidos por perfil hidropdtico y 
comparándolos con el de la PRP2 utilizando el programa computacional SEOWEB PACAGE. los 
resultados antenores nos proporcionaron una idea aproximada sobre sus posibles estructuras y 
funciones. 

El resumen de los resultados obtenidos con las 14 proteínas se muestra en la tabla S. Según 
las características proteicas, se dividieron en 7: presencia o ausencia de movimiento, capacidad de 
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adhesión, polimorfismo molecular, peso molecular, localización intra 6 extracelular, capacidad de 
insolubización y estabilidad de la molécula a altas temperaturas o condiciones desnaturalizantes. 

Proteina Mav Adhesión Polimorfis No. resk:!uos aa loe. Sol. Estable Referencia b1bhogrilfica 
relacionada mo """" & 
por s1mihtud e cel insol. 
identidad con PRP 

Prot. e caPd cxt. en 1664 "''"' Ujlno et m. 1993. 
Clostndllft1 

Precursor de la crot. + (SPftOng) 940 •nsOI ~.vnng et"'· 1990. 
DetectuoS4 del 
COl'IOO en Drosoohld 

rnvoiucnna 585 (humana) •nsOI ckert ond Gtcen. 1986. 
560 (chmpance) 
835 (Ol'"&"'!Qut:én) 

Glutenina +(p!'op. 848. 838, 660, """' ...... 1UCr.>Qr et ol. 1989. 
VISCOCIMt.) 648 

Precursor de la 961 """' Wong et 41. 1989. 
cod<.?:na alta del 
fibnnogeno en 
Pefl'Olnlzon 

LENOD2 +(fmn. 43' """' f::>Z~laM!d 
génca> esockf. 1QQO. 

Prec crot ont19eno S 593 "" '31Ckle and Ccppet. 
en PUsrncx::ilc.1n ~992. 

Prot h•ooteticd del 961 "" gene 2 en tcr411..nd 

Cortactina + (dSOCICI lt + (prod. 563 "" wuetot 1991. 
memboRE) altem!iitlvOS) 

Prot mov Virus de la 320 "" , ...... •ia:. «'Id N\aule. 
cohflof (Otopl) 1995. 

Prot rnov vtrus del 327 "" fl10Sd!CO de la cohHor CotopO 
cePd cm· 1841 

Prot rnov vtrus c~J 319 "" Cc1top1) 

Prot mov ....,rus del 323 "" rTIOSdtCO de lo higuera (Cltopf) 

Gene US01en 1790 "" ~maeto!tl. 1991. 
5.Kc~es cc1tooo 

Tabla 5. An•ll•I• compa,.thto de dlvers•• protefn•• con I• PRP2. Siete c•racterf•tJc•• de 108 14 p6ptJdoa 
uaadoa en la comparación con la PRP2. 
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En la tabla 6, se muestran seis características proteicas: capacidad de entrecruzamiento, 
existencia de dominios repetidos ricos en aminoácidos como prolina o hidroxiprolina, con 
capacidad de unión a alguna estructura celular implicada en su función o en su regulación, 
porcentaje de similitud, parcentaje de identidad y resumen de ñ.Jnciones más importantes. 

El agrupamiento de los polipéptidos se realizó en base a tres criterios. Los del grupo 1 
poseen características comunes con la PRP2, como son el entrecruzamiento, la insolubilización, 
poseen dominios repetidos que pueden formar a-hélices, estabilidad de la molécula en 
condiciones desnaturalizantes y localización principalmente extracelular. Los polipéptidos del grupo 
2 paseen la característica de asociarse con componentes del citoesqueleto o de la membrana para 
su función, posiblemente como proteínas señal. 

Finalmente, los polipépt1dos del grupo 3, que son proteínas del movimiento, proteínas que 
pueden moverse a través de plasmodesmos, usando componentes membranosos (retículo 
endoplásmico y membrana plasmática). 

Dentro de los po/ipéptidos del grupo 1 están la proteína B de la capa externa de 
C/ostliciium, el precursor de la proteina defectuosa del canon de Drosop/11/a, la involuclina, la 
glutenina, el precursor de la cadena a. del fibnnógeno de Petrornizon,. la nodulina LENOD2, el 
precursor de la proteína del antígeno S Plasmodium, la proteína hipotética del gene 2 lctalundy la 
cortactina. 

En el grupo 2 está la cortact1na y la proteína del gene US01 de Saccharcxnyces. 
El grupo 3 está formado por la proteína del mevtmiento del virus del mosaico de la coliflor, 

la proteína del movimiento del virus del mosaico de la coliflor cepa cm-1 841, la proteína del 
mOVJmiento del virus del clavel, la proteína del movimiento del virus del mosaico de la higuera y el 
gene US01 de Saccharomyces. 

Es interesante observar que la cortact1na y el gene USO 1 de Saccharornyces comparten 
características de dos grupos, 1 y 2, para la pnmera proteína; y, 2 y 3 para la última. Lo anterior 
sugiere que las PRP2 podrían tener funciones adicionales a las que posee. 

Podemos observar que el entrecruzamiento es una característica que comparte el grupo 1 
con la PRP2, excepto la proteína h1potét1ca del gene 2 de lctalund Ninguna proteína de los otros 
grupos tiene esta característica. 

Muy cercana a la característica anterior son la insolubilidad y la estabilidad. las proteínas 
insolubles son las proteínas del grupo 1, excepto la proteína h1potét1ca del gene 2 de lctalurici. En 
cuanto a las que tienen una mayor estabilidad son todas las proteínas del grupo 1 y el gene US01 
de Saccharornyces del grupo 2-3. 

En cuanto a los dominios repetidos, todos los pa/ipépt1dos tienen regiones neas en 
aminoácidos cargados positivamente. De estos, los que poseen en su secuencia principalmente 
prohna son la proteina B de la capa externa de Clostndtum, el precursor de la proteína defectuosa 
del conon de Drosoph1/a,. la glutenina, la nodulina LENOD2 y la cortactrna, todos pertenecientes al 
grupo 1. 

La parte del polimorfismo fué un parámetro que se tomó en consideración porque las PRP, 
así como las HRGP, son proteínas de familias multigE:nicas y en consecuencia polimórficas. Así, 
proteínas polimórficas son el precursor de la proteína defectuosa del carian de Drosc;phila,. la 
glutenina, la involucnna, la nodulina LENOD2, el precursor de la proteína del antígeno S de 
Plasmoa'lum y la cortactina, que también son del grupo 1. 

El número de residuos de aa que se consideró para hacer comparaciones con el de la PRP2 
{aproximadamente, 5 70 residuos), fué menor de 1000 residuos para la involucrina, la glutenina, 
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precursor de la cadena a del fibrinógeno de Petrornizon, la nodulina LENOD2. la proteína 
hipotética del gene 2 de lcta/unq la cortactina y las protefnas del movimiento de los virus. 

las proteínas con localización extracelular son la proteína 8 de la capa externa de 
C/ostndiurn, el precursor de la proteína defectuosa del corion de Orosophi/a., la glutenina y la 
nodu/ina LENOD2, clasificadas en el grupo 1 . 

Prot. relacionada EntTccry Dominio Se une o regula S1m11ttud Identidad Función Gpo 
por s1m1htud e zamtento repetido (%) (%) 
identidad con PRP. 
Prot B capo eJOCt en ... (ricos + (une d temtinct) 250 25.6 Factor de onclaJC a t...n 
Cfostnt:Jruqr en pro) segmento duohcado 

Precursor de Id PfOf + (tlCOS + (te11do esoec1flc'3 y 41 2 42.1 Estdblltz" estru:tura,. 
defect. canon en ~n pro) sphc1ng) entrecruza prot. conon 
DroscphU cascarón 

1nvolucnna t (ricos + (prot memb ) 30 30 Entrecruza proteínas 
en gluy membrona. 
oc C\llu) 

Gluternna ... (rlCOS + (puentes drsulturo) 252 25.2 Propiedad \ITSCOClastica, 
en oro) 33 3 33 3 ~chtCios.,~ 

Pt"ecursor de ta codel1d +(rico + (puentes rntrll· e 42.9 2BO Cu~rta de Jos entroc1tos 
dita del fibnnogeno en en ser. 91r. •nter·rnolecul.Yes) (conversión del ftbnnógeno a 
Pe-trcvnl.:!on ,..,, fibrina) ca~~zoda POr 

trombina (entrecruz4'Tllento 
decodenosl 

LEN002 + Crico + <compuestos 30.7 34.1 Estadios tempranos del 
enero. excretados) des.Y"rollo del nódulo. Prot. 
40%) néldulo especifica de la ---

Prec p-ot. cntigeno S ... (neos 54.5 45.45 
en~ endf"g y 

"" Prot hicotetice del 33.3 33.3 
gene 2 en icr.Pund 

Cortoctina + Cnco + Cfosfonla M) 58.3 SB.3 Asociact6n con F-o:tina (?). 12 
en()f"O, Orsanizoc16n de la estructura 
ser, treo) celular, dlterenciact6n, ciclo 

celular, crec1m•ento, 
transformac!Ófl 

Pt"ot. mov virus cohflof + <membrana y RE) so.o 42.0 TransPQrte del virus ~fice 

"""""°"" Prot mov virus + (membrena y RE) so.o 42.0 TransPOrte del virus ~fice 
rrlOSdlco cohtlor cepo tdl'"110flo de plasmc::xjesmos 
cm·1841 

Pt"ot. mov virus ck!vel + (membrana y RE) 57.2 49.7 Transporte del virus. ~tlca 3 
tmTW"\o de - 1

---...... esrnos 
Ptot. rnov. Virus + (membrana y RE) 04.4 59.7 Transoorte del Virus. ~fica 
mos.,,1co hiquera '""""'°"" Gene US01en +(neos +(calcio) 42.1 203 Similar " proteínas del 2.3 
Sdccl"ldrc:Xnyces enasp y citoesQueleto. Gene esencial 

ctlu) Pt"oteino motora 

Tabla 6. Análisis compar.atJvo de divenaas protelnaa con la PRP2. S.la caraicterfatJcaa de loa catorce ~ptidos 
usados en l.a comparación con la PRP2. La última columna Indica •I grupo al que pertenecen -toa ~ptidoa, 
segun sus caracteriatlc.as gener.ale•. 
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Para la característica de adhesión, solo tres proteínas del grupo 1 la poseían (la proteína B 
de la capa externa de Clostndium, involucrina y glutenina), mientras que todas las de los grupos 2 y 
3 la presentaron, excepto Ja proteína del gene US01 de Saccharornyces. 

El movimiento se evaluó por Ja función hipotética sugerida para la PRP2, y las proteínas que 
lo mostraron son todas las del grupo 3. Es importante notar que la proteína del gene US01 de 
Saccharornyces, es diferente de las proteínas del movimiento pero con características moleculares 
similares y que comparten con la PRP2. 

Los perfiles hidropáticos de las proteínas se muestran en el apéndice C. 
Las gráficas de los perfiles hidropáticos se compararon con un paquete computacional 

suizo, en base a las regiones de mayor sobrelapamrento permitiendo pequeños espaciamientos a 
lo largo de las secuencias. 

la proteína B de la capa externa de Clostndium, se translapó casi totalmente con el C
terminal de la PRP2. El C-term1nal es una región que codifica para una proteína del gene llamado 
CipA,. la cual es componente del celulosoma. Fijino et al. (1993), indicaron que las regiones 
repetidas ricas en prolina, posiblemente estaban implicadas en el anclaje del celulosoma a la 
superficie celular. Tiene una localización extracelular al igual que la PRP2. 

El precursor de la proteína defectuosa del canon de Drosoph1/a, mostró en la comparación 
con la PRP2 un traslape con su región e-terminal. lo anterior, se correlaciona con la similitud e 
identidad que fueron de 42.1%, en ambas. El e-terminal de este precursor proteico sufre 
modificaciones postraducc1onales (splicing altematrvo) que hacen que esta sea la región menos 
conservada, dando lugar a tres productos génicos de diferente tamaño y posiblemente con 
diferente función. Sin embargo, la secuencia con la que se comparó corresponde al producto 
génico mayoritario. la función que se le ha atnbuído es la formar entrecruzamientos intermoleculares 
alineando las proteínas para formar la envoltura del querat1nocito, usando para ello a una 
transglutam1nasa (Warning et al., 1990). 

La 1nvolucnna humana es una proteina con una secuencia de amino ácidos muy similar a la 
de la PRP2. Muestra un mayor traslape en la zona del e-terminal. Al igual que las PRP's, las 
1nvolucnnas arnmales son capaces de entrecruzar con otras proteínas de la membrana plasmática 
usando para ello una transglutam1nasa, que análogamente para el caso de las PRP o HRGP es una 
perox1dasa (Eckert and Green, 1980) 

Las gluternnas del tngo poseen una propiedad v1scoelást1ca que les da una cons1stenc1a 
"ch1closa" caracteristrca. Son proteínas de reserva y, al igual que las PRP. se 1nsolubilizan por el 
entrecruzamiento de la proteína a través de puentes d1sulfuro entre residuos de c1steína. El traslape 
de esta proteína con la PRP2 fué en una pequeña zona del N-term1nal y en todo el C-terminal. lo 
anterior pudo ser por los dominios repetidos neos en prolina que estas proteínas poseen 
(Anderson et al., 1989). 

El precursor de la cadena alfa del fibnnógeno de Petrormzon~ muestra un traslape con la 
PRP2, pnnc1palmente, en el C-terminal. Wang et al. (1989), infirieron que esta región era la que 
llevaba a cabo el entrecruzamiento de las cadenas del fibrinógeno que por conversión catalizada 
por una trombina, daban lugar al fibnnógeno. Este entrecruzamiento crea una cubierta, inicialmente 
suave y, posterioITTlente dura en los entroc1tos. Sin embargo, es una proteína no-glicosilada. 

la nodulina LENOD2 mostró un traslape total con la secuencia de aminoácidos de la PRP2. 
Lo anterior es sorprendente, dado que son proteínas que tienen funciones diferentes, pero por los 
antecedentes que muestran motivos repetidos comunes, era un resultado esperado. Sin embargo, 
hay que tomar en cuenta que el porcentaJe de similitud e identidad fue 36.7% y 34.1%, 
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respectivamente. Además, es una proteína nódulo específica que posee casi el mismo número de 
residuos de aminoácidos que la PRP2. 

El precursor de Ja proteína del antígeno S de Plasmoclium es una proteína estable en 
condiciones desnaturalizantes que muestra un gran polimorfismo, aunque tiene una localización 
vacuolar. Cuando se le compara con la PRP2, se observa un traslape casi total en el N-terminal y 
completo en el e-terminal (Bickle and Coppel, 1992). 

la proteína hipotética del gene 2 lctalund se traslapó con 80 aa del e-terminal de la PRP2. Es 
importante notar que esta proteína forma parte del canal viral del pez gato y cuya similitud e 
1dent1dad fué del 33.3%. Esta proteína es soluble, lo que correlaciona con la obtención de una 
fracción soluble de PRP2 locahzada en el citoplasma celular. 

la cortactina traslapó casi en su totalidad con la PRP2. Un sobrelapamiento importante al 
inicio de N-terrninal, pero sobre todo en el C-terrrnnal. Es una proteína que se asocia con 
componentes de la membrana plasmática de las células animales. Se ha sugendo que puede 
funcionar como un regulador dentro del ciclo celular y los procesos de diferenciación y 
crecimiento. También se ha sugerido que puede actuar en la organización de la estructura celular ya 
que puede tener 1nteracc1ones proteína (membranal)-proteina (c1toesqueleto). La sim1htud e 
identidad fueron del 58.3%, lo que apoya en gran medida las características comunes con la PRP2. 

La proteina del movimiento del virus del mosarco de la coliflor es una secuencia de 325 
aminoácidos. Tiene vanas regiones y dominios: un dominio de unión al RNA, una región espaciadora 
altamente conservada, una CdJa G, una caJa O (posiblemente regulada por fosfonlación), un motivo 
LPl, dos regiones esenciales para que tenga efecto la actMdad biológica (una en el N-terrninal y otra 
en el e-terminal), una alfa hélice (implicada en el esparcimiento de la infección) y un dominio E de 
80 aa que incrementa el tamaño límite de exclusión de los plasmodesmos. 

Al comparar dicha secuencia con la de la PRP2 se observó que sobrelapa en varias regiones. 
En el centro, las regiones que sobrelapan son el dominio de unión a RNA y en varios puntos del 
dominio funcional E. Al realizar el alineamiento de am1noáodos del domrn10 funcional, se obtuvo 
una s1m1htud del 46% y una identidad del 23%. Al realizar el anáhs1s conjunto con el perfil 
h1dropát1co se observó que en el e-terminal hay un traslape con la región espaciadora y con una 
región esencial para la h.mc1ón biológica. También se observó un sobrelape en región N-term1nal, 
con una región h1drofihca y con la segunda región esencial para que se lleve a cabo la actMddd 
b1ológ1ca. Comparten también Ja alfa hélrce, que en la proteína viral funciona en el esparcimiento de 
la 1nfecc1ón. 

Dado que se desconocía s1 las s1m1htudes e 1dent1dades de la proteina antenor con la PRP2 
eran aleatonas, se hrc1eron comparaciones con tres diferentes proteínas del movimiento de virus 
vegetales. la proteína del movimiento del virus del mosaico de la coliflor cepa cm-1841, la proteína 
del movimiento del virus del clavel y la proteína del mOVJmiento del virus del mosaico de la higuera. 
En general, estas tres proteinas también traslapan con las mismas regiones y dominios funcionales. Lo 
antenor sugiere otra posible función andloga de la PRP2 con la de las proteínas del movimiento 
virales. 

La proteína codificada por el gene US01 de Saccharornyces, tiene un sobrelape con la PRP2 
en la región del C-termanal. la secuencia repetida de esta región, sugiere que es una a-hélice, 
homóloga con la de proteínas del c1toesqueleto. AJgunos dominios repetidos posiblemente sirvan 
como unión a vesículas, por lo que su posible función motora sea en el transporte de vesículas por 
urnón a m1crotúbulos. Es una proteína que se ha sugerido está involucrada en la via de secreción de 
proteínas desde el RE y AG, hasta su destino final. Es una proteína que se asocia a membranas y/o a 
componentes del citoesqueleto. Nakajima et al. (1991 ), seleccionaron levaduras mutantes en este 
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gene que impedían la segregación sexual. Además, las mutantes mostraban modificaciones 
morfológicas en el grosor de la envoltura nuclear, RE y múltiples vacuolas. 

FUNCIÓN AL TERNA: EXPORTACIÓN DE LA 
PRP2. 

A manera de discusión, podemos decir que las plantas durante su desarrollo llevan a cabo 
numerosos eventos de señalización intracelular: incremento o disminución de la concentración de 
hormonas, modificación de la concentración de metabohtos, fosfonlac1ón o defosforilación de 
proteínas, inducción o inhibición en la expresión génica, etc. Pero también, estas señales pueden 
modificarse cuando la pfanta es sometida a algún tipo de estrés, por e1emplo, déficit hídrico. 

las plantas elaboran un gran número de respuestas de defensa cuando son expuestas a 
estreses bióticos o abióticos. Entre ellas la activación transcnpc1onal de los correspondientes genes 
de defensa (Cramer et al., 1985). Se ha señalado la producción de señales difus1bles en el sitio de 
reconocimiento molecular que pueden inducir la transcnpc1ón de genes de defensa en los tejidos 
vecinos. Aunque la naturaleza de estas moléculas señal es desconocida. Se sabe que tanto 
productos de rompimiento fúngicos o de la pared celular actúan como potentes elic1tores en 
respuestas de defensa (Darvill and Albersheim, 1984). 

La inducción preferencial de miembros ind1V1duales de la fam1ha génica de las glicoproteínas 
neas en h1droxiprohna en interacciones compatibles versus 1ncompat1bles, sugiere que estos son 
regulados por mecanismos de señalización diferentes o que un mecanismo de señalización común 
es moduiado por otros factores específicos para cada tipo de interacción. Esta respuesta puede 
reflejar diferencias en la habilidad de tejidos 1nd1Viduares para producir y responder a una señal 
común. la activación selectiva de rutas de señalización por estrés con diferentes características 
funcionales pueden ser importantes en el desplegado de la defensa de las plantas en diversas 
situaciones biológicas (Temp/eton et al., 1990). Durante la 1nfecc1ón causada por hongos y elic1tores, 
la epidermis aparentemente libera una señal d1fus1ble, ya que se acumulan glicoproteinas neas en 
h1droxiprohna en el parénquima penvascular. Además, Corb1n et al. (1987) indican que un número 
de d1st1ntas señales endógenas por estrés (interacciones compatibles versus 1ncompat1bles, así como 
en teJ1dos hendas) están involucradas en la rnducc1ón de transcntos de glicoproteínas neas en 
hidroxrprolrna. 

Evidencia Proporcionada sobre estos eventos de señalización sugieren la acumulación de 
azúcares como la trehalosa (Farías-Rodríguez et al , 1998) y la inducción en la expresión de ciertos 
genes como en el caso de proteínas LEA. proteínas de choque calórico, proteínas que transfieren 
lípidos o las PRP Colmenero-Flores et al. (1997), sugieren la existencia de una interrelación en la 
expresión de estos genes para la sobrev?Venc1a de las plantas. Pero, aunado con el conocimiento 
de las funciones de algunas proteínas y la gran homología con las PRP2, se pueden sugerir modelos 
de acción en los que no sólo estén implicadas las interacciones proteína-proteína que se dan por 
reconocimiento de dominios repetidos dando lugar al entrecruzamiento proteico, sino que a 
través de este mecanismo de reconocim1ento de secuencias o motivos se produzcan 
interacciones con otros componentes celulares que sirvan de señal como respuesta al déficit 
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hídrico o como en el caso de los plasmodesmos, donde cambios en su arquitectura (ltaya et al., 
1998) y conformación básica (Baluska et al. 2001) principalmente durante el desarrollo, 
permitiendo cruzar proteínas de poco más de 50 KDa (Pickard and Beachy, 1999). 

Mucha de la evidencia mostrada en Ja alineación de secuencia de aminoácidos y perfiles 
hidropáticos, apoyan la función de las PRP-HRGP en la formación de una barrera contra los 
patógenos o de protección a heridas o estreses abióticos a través de entrecruzamientos 
cava/entes. También se ha sugerido que las regiones ricas en pro/ina tienen interacciones proteína
proteína, como mostró el análisis de características de todos los péptidos del grupo 1 (ver tablas 
5 y 6). Por otro lado, al comparar la secuencia de la proteína del movimiento del virus del mosaico 
de la coliflor y las regiones y dominios que posee (Thomas and f\l\aule, 1995; Waigmann, 1994), 
con las regiones de mayor similitud e identidad de las HRGP y PRP, se observó que compartían el 
dominio de unión con el RNA (ver apéndice C). Además, en la comparación de los perfiles 
hidropáticos se observó un sobrelape con la región h1drofílica que es esencial para la actividad 
biológica de esta proteína, compartiendo el dominio de unión con el RNA y la región del carboxilo 
terminal que es una región altamente conservada y que también tiene que ver con su función 
biológica (ver apéndice C). Con estos datos, se apaya indirectamente la posible función alterna y 
análoga de la PRP. 

Nuestros resultados apoyan evidencias de asociación de las PRP con componentes de la 
matnz extracelular o del c1toesqueleto, como en la implicación de la PRP3 y PRP4 de Arabidops1s 
en la determinación de la estructura de la pared celular durante el desarrollo y el modelaje de la 
matriz extracelular (Tiemey and Bemhardt, 1998). Funcionalmente, podrían tener papeles similares a 
otros complejos de proteínas como: a) la profilina, donde la proteína une monómeros de act1na, 
poli-L-prohna y lip1dos de polifosfoinos1tol, la cual está implicada en la morfogénes1s y regulación 
de la formación de estructuras de F-actina del citoesqueleto localizada en regiones celulares 
específicas a través de Ja interacción con secuencias neas en prolrna (lv\ahoney et al., 1997); b) las 
1soformas de polen capaces de romper la citoarqu1tectura por asociación con poli-l-prolina y 
act1na (G1bbon et al., 19Q8); c) la unión de las fimbrias de Porphyr0monas 91ngivaliS a PRP. PRG 
(ghcoproteínas neas en prolina) y estatennas, que funcionan como receptores y se ha sugerido 
que la aparición de sitios de unión se debe a cambios conformacionales y especificamente en 
regiones de péptidos comunes (Amano et al , 1998); d) observamos que todos los casos 
anteriores son muy s1m1lares al comparar con la cortactina y la proteina codificada por el gene 
US01 de Saccharornyces, el cual esta relacionado con el c1toesqueleto y aparentemente es 
requerido para el transporte intracelular de proteínas y se regula con calcio (NakaJima et al., 1 Q91 ); 
finalmente, e) la relación de los virus y proteínas del mOVlmiento, así como la arquitectura y función 
de Jos plasmodesmos que no solo son canales c1toplásm1cos, sino que permiten la descarga de 
macromoléculas al floema como un sistema de transferencia a larga distancia regulado por calcio 
(Baluska et al., 2001 ), de forma selectrva usando chaperonas plasmodesmales y proteínas de 
anclaje (lucas, 1999) o importe no-selectivo de moléculas de hasta 50 KDa (Ruiz-/V\edrano et al., 
2001; !miau et al., 1999). 

Los datos específicos que apoyan la posible ex.1stenc1a de la función hipotética del 
movimiento de las PRP, fueron los polipéptidos del grupo 3, ya que las diferentes proteínas del 
movimiento de virus vegetales tienen un porcentaje de s1m1htud promedio del 55.25% para 
regiones compartidas importantes en la función biológica. Por otro lado, el descubrimiento del 
transpcrte de matenal viral infeccioso usando los plasmodesmos, guió al descubrimiento de 
proteínas vegetales, incluyendo factores de transcripción, capaces de usar esta vía de tránsito por 
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medio de componentes celulares involucrados en la mediación y regulación de su transpone asf 
como de factores fisiológicos y del desarrollo (Lucas, 1995; Lucas, 1 999). 

N\encionaremos tres posibles h1péltesis usando como modelos: a) la carga de moléculas en 
tejidos fotosintéticos <source; carbono fijado y nitrógeno) y descarga a tejidos fotosintéticamente 
inactivos (s1nk; teJtdos apeales aéreos y radicales, cambium vascular, órganos en desarroUo, raíces, 
órganos de almacén, tumores inducidos por A tumefaciens, etc.) (Oparka and Santa Cruz, 2CX>O); 
b) la función de las protelnas Vlrales del movimiento; y c) Modelo de tráfico macromolecular a 
través de los plasmodesmos por medio de chaperonas Clucas, 1999). 

Recordemos brevemente las características de los plasmodesmos (figura 11 ), el modo de 
acción de las proteínas del movimiento de virus vegetales (figura 14) y el rTIOV1miento de 
macromo~culas a través de los plasmcx:Jesrnos (figura 1 3). 

LOS P&ASMODESMOS 
Los plasmodesmos tienen una función importante en el establecrm1ento de la contrnuidad 

citcplásrrnca entre las células vec1nas dentro de órganos y tejidos. Son canales recubiertos por 
membrana plasrncít1ca que establecen rutas intercelulares res~bles del tráfico célula-célula de 
moléculas y rnacromoléculas Cmetatx::>htos. 1or1es, agua. proteínas y ácidos nucleicos). Entre las 
células adyacentes queda un annulus c1toplásm1co formado de membrana c1toplásrnica y RE 
apesado en et centro lldmado desmotUbulo. 

-~· 

Jl 
Fóg. 12. Modelo -q'-'ClmM1co de un pl••modesmo (•d•pl•do de 0-r•ll •nd Bl•ckm•n. 1996). Mue•t,.. el RE 
modrflc•do, en fonn• de d-motúbulo (cilindro cat• ), 1111 cu•I •traYle9• I• p•,.d celul•r ,..,..,,. pl•lac.heJ. - ••oc'

con F ... c11n• Cpert•• yerdea), y eat• Interconectado con I• "'9ft1b,..n• pl••mMk:• ¡llne. de aa<•d 09.curo) vt. 
mlo•ln• VIII y cerrtnn• Cehpaea roj••· tt.c:h•). Mloaln• VIII y cerrtrin• pued9n •ncl•r •lenMnto. cortlc...._ del RE 
(verdom cl•ro). ••OCJ•doa con F-•ctln• (pert•• ve~) en t. membran• pl•amMk:• tuer• del pl•unod9amo C•U.,._ 
roJ••· cabez• de n..ch•). Al centro. •• vial• hlpot'*flc• de I• mioaln• VIII n.-d• en unlon.a ent,. I• rnmmbf"an• 
pl••m• tic• y I• •ctln• ••oclA4A •1 RE del desmotUbulo. Note que I• mlo•ln.a VIII fonn• dlm9ro• vi• dominios 
collecl-coU. Del l•do dentcho, un• eslructu,.. almllar (no nec-•rt•ment9 tunclon.I} de la mios.In• 1 (bof"de d9 
cepillo). monómerv q..- ronn• pmld.lll'to• lnt.rc:omunlc.dos •I centro por haces. de F-ctina (P9f"t- _,....,con I• 
rnemb,..na pi•amatlca en un• mlc.ro-Uo&ldAd. Mecankxtmente -~ kls "* d9 ku ~ del 
epltetlig lnt9stlnal, lmportont. para la motlMdQd cltlOpténmk:a (rnkxlno 1) mcil ~ PGftl m ~de ......on en 
la membrana pkhmaHoa (m6oUna VIHJ. 
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Elementos tardíos estabilizan la estructura interna limitando el lumen y la porosidad (Baluska 
et al., 2001) definiendo el tamaño del poro del plasmodesmo. la membrana plasmática y el 

· desmotúbulo están densamente cubiertos con proteínas globulares integrales de membrana 
(citoplásmica y del RE) y proteínas especiales de unión (Oparka et al., 1999; Ding et al., 1992), 
interconectadas con elementos '"spoke-like'" (lucas, 1999). la conductividad plasmodesmaf 
originalmente reportada fue de 800-1000 Da, lo que sugería que el diámetro de los microcanales 
formados en el annulus c1toplásmico era de 3 nm, estableciendo un primer nivel de control sobre 
lo que se puede mover a través de esta ruta "'simplásmica'": iones y pequeños metabolitos 
(azúcares, ácidos orgánicos, aminoácidos, hormonas), que pasan por difusión. Esta vía es 
importante durante condiciones de estrés, pues funciona con un control metabólico y fisiológico, 
ya que el limite en tamaño de exclusión (SEL) es regulado por gradientes transcelulares inducidos 
por presión del turgor (Oparka and Prior. 1992), ATP (Cleland et al., 1994), calcio (Baluska et al., 
2001), luz (Epel and Erlanger, 1991) y otras señales ambientales. los cambios del turgor o 
inducidos por hendas aumentan el establecimiento de dominios especiales aislados 
símplásmicamente. 

Estudios de transfecc1ón no invasrva usando la proteína verde fluorescente han mostrado 
que los plasmodesmos existen en tres configuraciones básicas: cerrado, dilatado y abierto 
(Crawford and Zambryski, 2000). Todo sugiere fuertemente que los plasmodesmos son 
'"organelos'" contráctiles que fluctúan en estas tres configuraciones y que la actomios1na y centnna 
son las fuerzas que participan formando una entrada sensible al calcio (Baluska et al., 2001 ). 

Se ha mostrado que el SEL no es unrversalmente váhdo y muchos plasmodesmos existen 
naturalmente en forma dilatada permitiendo el paso de moléculas más grandes. Algunos datos 
revelan que los plasmodesmos en regiones s1nk están dilatados lo que está directamente 
relacionado con la hJerza s1nk (habilidad competitiva de los organismos heterótrofos para importar, 
procesar y guardar fotoasim1lados). Así, en la región smk de las hoJas, la proteína verde fluorescente 
(27 KDa) con proteínas fusionadas de diferentes pesos moleculares (hasta poco más de 50 KDa) 
podían moverse libremente en Ardb1daps1s (!miau et al.. 1999), tabaco (Oparka et al., 1999) y 
otras plantas y órganos (ltaya et al., 2000). Incluso, alteraciones más dramáticas fueron reportadas 
en células corticales de raices de trebol y tomate paras1tadas con nemátodos. Aquí, los 
microcanales se alargaban y el desmotúbulo central desaparecía (Hussey et al., 1 992), mostrando 
una estructura similar a los poros de los elementos de la cnba (Baluska et al .• 2001 ). 

Andhsis de translocac1ón han revelado la presencia de más de 150 proteínas, cuyo rango 
en peso molecufar va desde 1 O hasta 100 KDa, las cuales estdn en un constante intercambio 
(Nakamura et al, 1993; F1sher et al. 1992; Sakuth et al., 1993). Aparentemente, estas proteínas 
tienen la capacidad de incrementar el SEL potenciando su propio transporte, ademas de la 
ident1ficac1ón de homólogos de chaperonas en el la vía de translocac1ón del ftoema de R1cmus 
cornmunis sugiere el desdoblamiento y redoblamiento como un paso importante en el proceso 
de tráfico por medio de los plasmodesmos CSchobert et al., 1995). Ut1/1zando tecnicas de 
inmunofluorescencia se han podido identificar algunas proteínas presentes de forma ennquecida, 
como act1na, m1osina VIII, calreticulina locahzada en RE, centnna y proteína cinasa dependiente de 
calcio (Wh1te et al., 1994; Yahalom et al., 1998; Baluska et al., 1999, 2000, 2001; Blackman et al., 
1999; Reichelt et al., 1999; Overall et al., 2000). 

la mios1na VIII es exclusiva de plantas (Hodge and Cope, 2000) y la calreticulina es una 
proteína conservada del RE que secuestra calcio. Estas dos proteínas y la actina están 
especialmente enriquecidas en la porción externa del plasmodesmo, agrupadas en campos 
puntuales donde sus cuellos funcionan como un '"esfínter'" (Radford et al., 1998) y asociados con 
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elementos corticales del RE. La participación de acciones coordinadas entre actina y miosina en 
plasmodesmos abiertos/dilatados/cerrados, tiene soporte por hallazgos de depolimerización de F
act1na en plasmodesmos dilatados (D1n9 et al., 1996). Por otro lado, la inhibición de ATPasas de 
miosina constriñen los cuellos de Jos plasmodesmos (Radford and White, 1998) y dilata los 
elementos del RE cercanos al plasmodesmo (Samaj et al., 2000); por lo que la constricción y el 
mantenimiento de la constricción debe ser un proceso dependiente de ATP (depleción de ATP 
abre los plasmodesmos). 

Longitud de Ja hoja (mm) 

Flg. 13. La tranaiclón alnk .. ource - acomp•i\•d• 
por un cambio eatructural de I•• fonnae •imple a 
ramificada de loe pl••modeemo•. La gñlflca mu-tra 
el porcentaje de plaemod••moe almplea 
encontrado• en dlferent- eectorwa de la hoja. La 
tranelclón alnk-•ource ••tá -1'\alad• en I• ,..glón 
sombreada. C.cavldad central; CW-parwd celular; o
deemotúbulo; ER-retfculo endopl6amlco; WC.collar 
de pared. 

Los plasmodesmos pueden ser simples, en forma de H o ramificados COparka et al., 1999). 
Al dividírse la célula, se forman plasmodesmos simples cuando las paredes celulares nuevas son 
depositadas entre las células hijas, o en paredes celulares pareadas ya establecidas. Tienen una 
sola membrana plasmática alineada con el canal que contiene el RE axial para formar el 
desmotUbu/o. 

Durante la elongación celular, los plasmodesmos simples pueden tener diferentes grados de 
alteración estructural. Una forma común de estas modificaciones involucra la ramificación inicial en 
forma de H, hasta producir los ramificados que tienen una caVJdad central conspicua en tejidos 
maduros (ltaya et al, 1 998; Oparka et al., 1999). Lo anterior sugiere que la forma y función se 
regulan por el desarrollo. Así, los pnmeros, generalmente se locahzan en tejidos jóvenes o sink, Jos 
de forma H en la zona transición sínk-source y los plasmodesmos ramificados en los tejidos 
maduros o source (Oparka et al., 1999) (fig. 13). 

El sistema vascular vegetal comprende los elementos conductores xilema y floema. Están 
involucrados en el intercambio de nutrientes entre órganos de locahzación distante. El flujo en el 
x1lema es hacia aniba por medio de filas de células muertas (traqueas y elementos del vaso) cuyo 
fluJO es dirigido por el potencial hídrico (gradiente tens1onal). Del otro lado, el floema se compone 
de células vtvas que forman el sistema de tubos de la criba. Las hQJas maduras funcionan como sitios 
en los cuales los -fotosíntatos" son cargados hacia el sistema de tubos del floema en las venas 
menores actuando como una fuente de carbón fijado. Los materiales cargados dentro de esta red 
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venas entran a los componentes de la vía a larga distancia del floema a un flujo dirigido por presión 
que logra la translocación (figura 14). 

APOPLASMA SIMPLASt'\.fA 

P.ul'JL-s cclulo1res y l"§p.u:iol> inh.•rceluldres ")Ue íormo1n Compont.'nh."§ citopl.-ísm1cos de lds célulds vivas. 
un cont1nuum (no-viva). 

~.,lutos y solventt."S ")Ut.• ~ mut•ven Vid simple d1fus1ón y Componenl~ c1toplJismko!l unidos por el pldsmc1lt."ma. el 
difusión relddonadd con gr<1dientt."S. Cudl dt."limitd los compont>nlt.>s dtoplc1smicos de los no

dtopld.smicos L'n 1.s pl.1nta. 

Con!>t1tuyt." PI F.SrACIO LIBRE. ~lov1miento rt>gulo1Jo por FUERZA 05:\IOTICA. L.t 
o1cumuldción n-quiert.• ent.>rr;í.s. 

B.tjo1 L"o1p.scido1J aco1rn."<1Joro1 :\lovimiento y comunico1c1on intt.•rct.•lulo1r ..... f.sdhldJo por 
PL,.'\SMODE.SMOS. 

Tabla 7. Diferencias entre apopl•sma y eimpl••m•. 

Siguiendo la evolución de los plasmodesmos, el cuerpo de la planta está compuesto en 
esencia de dos grandes compartimentos, el s1mplasma y el apoplasma. El apoplasma es la parte no
vrva o pared celular, mientras que el simplasma es la parte viva o citoplasma. El apoplasma tiene una 
baja capacidad acarreadora. las conecc1ones plasmodesmales perrrnten tanto la difusión como el 
flujo de masa en direcciones especificadas por gradientes de concentración o por fuerzas 
osmóticas o hidrostdticas generadas dentro del s1mplasma. 

los teJidos sink reciben nutrientes por liberación s1mpldsmica vía plasmodesmos o a través del 
apoplasma vía sistema de transportadores de azúcares localizados en la membrana plasmática del 
complejo elementos de la criba-células acompantes (CA-EC) y c€:1ulas meristemát1cas circundantes o 
recibidoras (Ruíz-Medrano et al., 2001 ). 

fr1ros ABUNDANCIA PLASMODESMAL 

~tu.;ho~ pl.1!>nto• . .h ... 1no .. ••n todol!> l.s!> inb•rfo1St."§ Ct."lul.tn_..,. t."ntrt." t•I mt~ófilo y t."I 
1.·on1plt•10 C1\-EC. 

f'o•.:o .. pl.i"!".ntodt.-smu!> 

MODO DE DESCARGA 

Simplo1smico 

Apopl"sm1co 

Apopl.ismico 

:::?<." 1\lt.1 frt.•1.:ut.•ncio1 dt.• pl.1sn1o..J-n1o"i t.•n h&1CL"§ 'l."dKulo1rt.>s. pLXOS internos y CA-EC 
put•dt•n L ... t.1r .i1 .. lo1Jo .. 

Apopldsmico 

TOlbla 8. Tipos de carga del noema. 

Hay algunos detalles concernientes al concepto y término "descarga del floema" que es 
necesario tomar en cuenta (tabla 7, figura 14, extremo superior derecho). la frecuencia 
plasmodesmal es un indicador del potencial de descarga y se define como el número de 
plasrnodesmos a lo largo o asociados con una pared celular en particular o interfase y se expresa en 
número de plasmodesmos por µm de pared celular (drea de contacto con pared). Retomando la 
frecuencia plasmodesmal y suponiendo que la presencia de un alto número de plasmodesmos en 
una interfase. entonces habrá una mayor posibilidad de que el transporte siga una ruta simplásmica. 
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Mientras que con una frecuencia plasmodesmal baja hay una gran probabilidad de 
descarga apoplásmica en el floema. van Bel y Garnalei (1992) reconocen cuatro 
subgrupos derivados de los antes mencionados, basados en el origen de las plantas 
con flores, que sugiere que el primer ancestro tenía carga simplásmica (incluye 
muchas especies tropicales) y uno más avanzado de origen reciente para los de 
carga apoplásmíca (dominante en herbáceas) (tabla 8) . 

... =~=:"*..=..:.:.:- •' ·""'-'"""-"""-,,,,,__ .s.-1_...,-......i._._,,.,_ .......... ,·---· r- ....... _,J,. 

Ag. 1•. Uuatr.cl6n ~· del aiatefna vaac:ular vegmal que tunc:lona como un ... tema. dm comunkad6n 
lnter-61"111ano. Una eeftal produckN en la ralz (ej. ABA) •n rwapu99ta • un -trft •mtMent• (ej . ..,...., - m-. 
cl9otru de la vi• d9 tranapWmc:lon del •l'9ma hacia t9j6doa "'9gMatlvoe, donde ...... un conb'al celular. Eata 
m~ula -n.1 puede Inducir la Hbenlclón, hacia la vi• dai tranalocacJOn MI no.na, de una ~ ...::undarill para 
liberar hacla ralz y .. jklo• aplc ...... ~. Esta aaftal ~ modular el Indice de AWClm...-0 d9 ra~ y 
'9glone. ....... por ..-cNo del control en el ciclo celular dentru de •U9 ..,.._.., por medl.acl6n de un cambia - el 
ntdlo ... 1z~ -.. •• La Uuatrac:lón lnr.ñOf' U:qu6erde 1T11ueet ... qum el Maqu9 d9 ~ o ........,_ 
-.nblenta.,.. ~ Inducir la .......... dl9 moMc:u .. • ..nal q&-. son tranaloc:adaa vla lloefna, ~ -..-.. 
ata~mtc:oa donde ...._. un iat.cto -pmc:tftc:o (ej • ..aablecl""*'1to • ,...,.a.neta •teMmlca adquktda o 6nducc66n 
fto ... I). cada complejo CA-EC ~ func:Jonar COlftO un~......,., de un •lal9nl• • proceemn6ento de 
lnfo'"'adón. La lluetración ""-'1or ~ _.... .... •-tundo.-del~ 9"ftpl6m6co ~CA
ec pa ... •l h,..rcamblo de~ y mac~ d9 lnfonnad6n. Le aaca..- - '".....,. .._~ 
ct.ade ME hacia PF, d°"°9 un paeo ~leo .-a a - lnvoluc.-..do _.,la e.,.. d9 ~ hM:ia CA-EC. 
Nota que •- pla9modeama. en toe N"*'-'- PF-CA debe •&latir alguna fonnai • ,...,..dOn pes9 evtt.- el ,....o 
por dlfual6n de la ~ CP4a----.nt0 ...._...,). La lklatracJ6n -....nor ~ .......... ..._el MOClo • 
O.aC#V9 _., func~ - la~¡.., p1--.,..a1. CA, cMu ... _pafta..._: EC, ............... ta Cftba: 9"E,. 
..tlc:uloendop..,.mlco; M, mMocondrta; N, núetao; PO, pl~o: MP, -~ ~Mk:a; REC. ~ • 
la. .......,..oe - la Cl'ibll¡ PC, plalo dll ta cnllia; PPC. poro det plella • .. cribll; V, v.cuota; S --=---: ME. 
rn.aóflto; PF, c6t ...... d9I ~llMI dail "-la; CM. c6lulae d9I ~; CE, '*ua.. - &a ...-nn1•; CG, 
c61ul- guarda; HV, h_. "aecul---. Las "9c"- Indican ta dl'9C'ción...,. tlufo. 
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MODO DE ACCIÓN DE LA PROTEÍNA DEL MOVIMIENTO DE VIRUS VEGETALES. 
Estudios celulares y moleculares han proporcionado el soporte experimental de que los 

plasmodesmos tienen la capacidad de perm1t1r el paso de proteínas y ácidos nucleicos con pesos 
moleculares mayores a 1 KDa: a) por inducción del incremento del SEL (mayor de 20 y menor a 60 
KDa); b) facihtando el movimiento hacia las cé:lulas vecinas; y e) mediando el transporte célula a 
célula de transcnptos 1nfecc1osos. Aunque algunos virus parecen requerir de proteínas adicionales 
para una infección efectiva. Como en el caso del virus del mosaico del trébol que requiere de 
cuatro proteínas esenciales para el tráfico del RNA viral (Lough et al, 1998). 

Los virus vegetales poseen una proteína del movtm1ento (PMV), generalmente de baJO peso 
molecular (30 kDa, para la del virus del mosaico de la coliflor), las cuales se han localizado en la 
región cercana a los plasmodesmos. la PMV interacciona con complejos proteicos específicos de la 
membrana plasmática (Mez1n and lucas, 1 Q96), con elementos corticales de la cara citoplásmica del 
RE (Hellein et al., 1998) y con el c1toesqueleto (Mclean and Zambryski, 2000) incrementando el SEL. 
Es así como puede llevar a cabo su transporte como complejo PMV-vRNA CONA) {Mez1tt and lucas, 
1996)(figura 15). 

Boyco et al. {2000) han sugendo la PMV confiere una estabilidad congelada en los 
microtúbulos, posiblemente vía contactos laterales con protofilamentos de microtúbulos e 
interacciones con sitros de nucleac1ón de microtúbu/os. Lo que hace que estas propiedades sean 
cruciales para la: efect1V1dad del transporte de las partículas virales a tra:vés de los plasmodesmos, 
donde Ja interacción con RE y act1na del c1toesqueleto pudieran estar implicadas en el incremento 
del SEL. También se sabe que las paredes celulares poseen microdominios alrededor de los 
plasmodesmos caractenzados por una compos1c1ón única de pectina (Orfila and Knox, 2000). La 
enzima pectin met1testerasa, es responsable de la desterificación de pectinas secretadas y 
localizadas en los plasmodesmos (Morvan et al., 19Q8). Doroknov et al. {1999) y Chen et al. (2000) 
reportaron que la PMV del virus del mosaico del tabaco interactúa directamente con esta enzima y 
que esta interacción es esencial para la dilatación de los plasmodesrnos. la pectin metilesterasa 
puede cambJar rápidamente la estructura de las pectinas de la pared celular especialmente las de la 
interfase pared celular-membrana plasmática, que afectan directamente la estructura del 
plasmodesmo. 

La respuesta de las plantas al ataque de patógenos ha mostrado una cantidad de respuestas 
de defensa sistémica. En esta situación, las señales móviles en el ftoema parecen funcionar actrvando 
genes de defensa en tejidos no infectados {figura 14, inferior 1zqu1erda). Por ejemplo, en solanáceas, 
el daño por mordisqueo de insectos dá lugar a la inducción s1sté:mica de inh1bidores de prote1nasas. 
En este caso, la señal móvil es un 1 8-mero, la sistemina, producida por las células acompañantes 
(Jacinto et al., 1997). El rec€ptor asociado a membrana y su actrvación causa la sobrerregulación de 
una proteína cinasa actrvada por m1tógenos (/'v\AP) y la vfa de señalización del jasmonato (Ryan, 
2000). La actrvac1ón de estas señales en cascada se transmiten a los tejidos circundantes donde los 
genes de defensa se encienden. 

MOVIMIENTO DE MACROMOLÉCULAS A TRAVÉS DE PLASMODESMOS 
El concepto simpldsm1co, está basado en bases anatómicas del plasmodesmo. El anulus 

c1toplásmico, formado entre la membrana y localizado centralmente con el retículo endoplásmico 
apresado, establece la vfa simplásmica para la difusión de metabolitos, iones y posiblemente 
pequeñas hormonas. Lo anterior esta de acuerdo con los detalles ultraestructurales del anulus y del 
tamaño límite de las moléculas que pueden pasar de una célula a otra (moléculas mayores a 1 KDa 
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son incaPaces de pasar par los microcanales) (Lucas, 1998). Varios estudios han demostrado que 
los plasmodesmos, además de permitir el intercambio de pequeños metabolitos tienen la capacidad 
de mediar el transporte célula a célula de proteínas y ácidos nucleicos (carga apoplásmica) (lucas, 
1999). 

Utilizando coinfección de PMV marcada fluorescentemente y el RNA marcado 
cova/entemente resulta en un tráfico instantáneo tanto de la proteína como del RNA. Lo anterior 
establece que la capacidad de los plasmodesmos para mediar el trasparte célula a célula de 
macromoléculas existe como una forma de Facilitar el trafico de complejos macromoleculares 
endógenos (Lucas and Wolf, 1993). 

Hay un fuerte soporte a la hipótesis de que el floema tiene la capacidad de translocar señales 
con secuencias especificas. Experimentos con plantas transgérncas que expresaban GFP {proteína 
verde fluorescente) o la 1nfiltrac1ón en hojas source con GFP insertada en el T-DNA de Asrobacten"um 
tumeFaciens dá lugar a la pérdida progresiva de GFP-mRNA y GFP asociada con fluorescencia en 
teJidos sistémicos. Lo que es consistente con la producción, en células del mesófilo, de moléculas 
con secuencias específicas que pueden moverse vía plasmodesmos hacia el tejido vascular, donde 
entran en la vía de translocación del ftoema. Algunos candidatos son fragmentos de RNA de doble 
cadena (dsRNA), Jos dsRNA y los cRNA. Usando diferentes técnicas, se observó que los 
plasmodesmos de los tejidos sink sirven como una vía d1ndmica para el tráfico de proteínas y 
complejos RNA-proteína (figura 14, inferior derecha) (Oparka et al., 1999). Lo anterior, refleja la 
participación de grupos específicos de moléculas producidas por la activación de programas 
discretos del desarrollo. 

SíntesiS de prot. 
Virotes 

rephcos virolas. 
proteinos del 
movimiento. etc 
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Flg. 15. Esquema general de eaportación de la proteína del movimiento de vlru• vegetille•-
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Gentes de proteínas han sido detectadas en la vía de translocación del floema, pero muy 
pocas han sido caracterizadas a nivel molecular CRuíz-Medrano et al., 2000). 

Existe evidencia directa de que proteínas endógenas, sintetizadas en una célula en 
particular, son subsecuentemente transportadas hacia las células vecinas (o más distantes). Estos 
descubnm1entos establecen un nuevo paradigma para entender la manera que las plantas 
superiores controlan ciertos procesos durante su crecimiento y/o desarrollo. Mezitt y lucas (1996), 
han discutido sobre el concepto de programación del desarrollo, que involucra control 
supracelular regulado por el tráfico plasmodesmal de moléculas informac1onales (proteínas de 
control supracefular, SCP) y sus presuntos cofactores en la interacción con proteínas 
plasmodesmales para potenciar el control temporal y espacial. Además, la circulación a larga 
distancia de las SCP dentro del Hoema proporciona un mecanismo por el cual las señales 
localizadas en los menstemos apicales de la parte aérea pueden viajar para encender otras fases 
dentro del desarrollo de la planta. 

Kreuger y van Holst (1996) sugrneron un posible mecanismo de acción de las AGP, dado 
que poseen una vida media muy corta (10 -15 m1n). Esto podria implicar un sistema actrvo y 
susceptible a cambios ambientales de degradación y reciclamiento tanto de las AGP, como de las 
proteínas con las que 1nteracc1ona. Tomando en cuenta que el epítope es esencial para la 
activtdad, puede ser un vehículo para enviar mensajes, modificando de esta manera el control de 
la posición celular por alteración en la 1nteracc1ón con las células vecinas, y en consecuencia, de su 
desarrollo. Alternativamente podría cambiar moléculas diferentes que contengan epitopes que 
puedan ser modulados de forma srm1lar como una herramienta para modificar la pared celular. 

Woehlecke et al. (1998), encontraron que el tamaño de los poros de las células del 
parénquima en los internados de Phrogrmtes australls (CAV) tnn. ex Steudel, eran má:s grandes en 
las regiones en crecimiento de las paredes pnmanas (en elongación), que en las regiones que ya 
no crecían y estaban endurecidas (células de las regiones intermedia y madura). Dicha regulación 
parece estar asociada con la presencia de ácido 1ndo/acét1co (1aminoác1dos); y por otro lado, 
parece incrementar el tamaño del poro en ausencia de azúcares consumibles. Con lo anterior, 
puede 1nduc1rse un efecto en Ja elongación celular ("teona ácida") y por otro la regulación del SEL 
en base al nivel c1tosóhco de ATP (Cleland et al., 1994) . .A.sí, el tamaño del poro controla 
programas que determinan la expansión de la pared celular durante el crecimiento y la resistencia 
de estas en las células restantes 

Existe una atractiva posibilidad con respecto a la m1os1na VIII, que por analogía con Ja 
miosina 1 (estabiliza las microvellosidades del epitelio 1ntest1nal), regula la arquitectura del 
plasmodesmo vía formación de cadena radial de unión entre el desmotúbulo y la membrana 
plasmá:t1ca. lo antenor darla lugar al esquema de que miosinas no convencionales son má:s 
importantes para Ja generación de tensión en la membrana plasmática que para la generacrón de 
motilidad c1toplásm1ca (miosina 1). Una caracterist1ca importante en la secuencia de la mios1na vtll es 
su C terminal único, que tiene vanos sitios de fosfonlac1ón para las prote1nas cinasas A y C. 
También, la presencia de cuatro motivos 10 de unión a calmodulina, que implica la regulación con 
calmoclulina y calcio (Re1chelt and Kendrick-Jones, 2000), sugiere que la carret1culina localizada en 
RE puede regular Ja arquitectura del plasmodesmo por su capacidad buffer para el calcio (Baluska 
et al, 1999). El calcio intracelular regula la permeabilidad plasmodesmal a los poc:os segundos; 
cuando se eleva el calcio citoplásmico causa el cierre inmediato de los plasmodesmos, imphcando 
respuestas ambientales, como la luz (Epel and Erlanger, 1991). Junto con el calcio, los 
fosfo1nos1toles (IP9 e IPJ) 1nh1bieron el tranporte célula-célula y el IP3 pudo transportarse rápidamente 
por los plasmodesmos. Así, las vías de señalización dependientes de calcio pueden ser 
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controladas por IP3 (franklin-Tong et al.,. 1996). La hipótesis predice que plasmodesmos sink se 
mantienen activamente en una configuración abierta por una regulación local mediada con 
calreticulina de los niveles citoplásmicos de calcio que sensiblemente modulan la contract1bilidad 
producidad por actomiosina y centrina; por lo que la miosina vm, centrina y calreticulina serían los 
principales candidatos en la modulación de la fuerza sink vía apertura de plasmodesmos sink 
(Baluska et al., 2001 ). 

las plantas se adaptan a estímulos ambientales y ataque (luz, patógenos, sequía o déficit de 
nutrientes) a nivel celular, de tejidos o de todo el organismo. la función del sistema de 
comunicación ínter-órgano fue identificada por estudios de inducción floral. El sistema de 
comunicación es una combinación de programas genéticos en los meristemos apicales aéreos y 
señales ambientalmente activadas. Es muy compleja la forma en que las plantas respanden a un 
estímulo determinado para dar lugar a una re/ocalizac1ón de recursos y ser almacenados como una 
fuente limitada de recursos. Un ejemplo bien conocido es la liberación de ABA en el x1lema baJO 
condiciones de sequía (Jackson, 1997) dando lugar a respuestas diferenciales en tejidos distantes. 
El mecanismo por el cual ABA induce la translocación de recursos se ha obtenido por la 
caracterización de ICK1 (inh1bidor de una proteína cinasa dependiente de ciclina inducida por 
ABA), que directa o indirectamente, tiene un control diferencial en el ciclo celular así como el 
índice de crecimiento de tejidos radicales y aéreos CWang et al., 1998) (figura 1 4 ). 

Cambiando un poco de tema y en relación con ciertos componentes celulares, podemos 
mencionar a la trehalosa. la trehalosa (u-D-glucop.ranos11-[1-1 ]-a.-D-glucopiranósido), es un 
disacárido poco común en el reino vegetal. Evidencias indican que es el componente principal de 
órganos simbióticos, donde aparentemente es sintetizado por el simbionte bacteria! (Müller et al., 
1994; Schubert et al., 1992). Especialmente en la simbiosis Rhizobiurn-legum1nosa, la trehalosa se 
acumula en los nódulos en desarrollo (Streeter, 1985), además de que muestra un alto grado de 
est1mulación en respuesta a estrés por sequia exhibiendo un contenido relatJVamente alto de agua, 
lo que pudiera proporcionarle a la planta una mayor resistencia a la sequía (Farías-Rodriguez, et al., 
1998). 

Lo anterior sugiere que las plantas noduladas tienen una ventaja selectiva ante la sequía. Por 
otra parte, aunque la trehalosa se encuentra claramente compartamentahzada en el citoplasma del 
huésped, también se encontró en órganos aéreos del hospedero a concentraciones muy baJas. La 
alta concentración de trehalosa en el nódulo hace considerar que tras alcanzar ciertos niveles, es 
como puede entrar al x1lema y viaJar a órganos aéreos, lo que pudiera estar sucediendo con la 
PRP2. 

La ventaja selectiva que significa la resistencia a la sequía por medio de altas 
concentraciones de trehalosa como mecanismo osmorregulador, provoca una necesidad, por 
parte de la planta hacia el osmoprotector producido por los bactero1des en el nódulo. Es decir, 
baJO condiciones normales en el régimen de agua, el citoplasma de las células infectadas en los 
nódulos contiene altas concentraciones de salutes, iones y proteínas, pero cuando está 
involucrado el déficit hídrico, una bacteria que s1ntet1za un compuesto osmoprotector como 
respuesta a esta situación le perrrnte a la planta una gran ventaja adaptativa ante condiciones 
climáticas adversas. Así, la d1sm1nución del potencial hidnco causado por la sequía, incrementa la 
sintesis de trehalosa mientras que el bajo índice de hidrólisis perrrnte el "escape" del nódulo, para 
actuar como osmoprotector en otras partes de la planta (Farias-Rodríguez et al., 1998). 

Los datos mencionados sobre la trehalosa (Farias-Rodríguez, 1 998), los de la AGP (Kreuger 
y van Holst, 1996) y los de las proteínas del mOV1m1ento de algunos virus de plantas (Mez1tt and 
Lucas, 1996), pueden correlacionarse con los resultados obtenidos aquí, específicamente cuando 
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la proporción de proteínas totales en plantas adultas en condiciones de déficit hídrico se modifica 
(fig. 10). Los resultados indican la presencia de proteínas diferentes a las HRGP o PRP, las cuales 
incrementaban su concentración para luego disminuirla dramdt1camente. Posiblemente. lo que 
estamos observando es un conjunto de mecanismos que usa la planta cuando es sometida a 
déficit hidrico. Por un lado, podria existir un mecanismo acoplado con la interacción a 
plasmodesmos, como en el caso de proteínas del mov1ento de virus vegetales; por otro lado, 
podría haber un mecanismo, aparentemente guiado por la disminución en el potencial hídrico, que 
indujera el aumento en las concentraciones proteicas y de otros componentes celulares (iones y 
azúcares), como el mostrado con la trehalosa (Farías-Rodriguez et al., 1998) y que correlaciona 
con la alta acumulación de ENOD2 y de PRP2, en los nódulos de frijol. Alternativamente, podria 
darse una modificación de la posición celular por alteración en la interacción con las células 
vecinas y en consecuencia de su desarrollo por la disolución de la interacción proteína-proteína, 
como en el caso de las AGP (Kreuger y van Holst, 1996). 

MODELOS 
Con todo lo anterior, y nuestros resultados, pudimos inferir que las PRP2 no solo funcionan 

como proteínas estructurales de la pared celular sino que podía tener otra importante función 
fisiológica como proteína señal durante condiciones de déficit hídrico. En algunos experimentos 
realizados con pldntulas de fnjol simulando sequía usando diferentes concentraciones de ABA. 
con 1nmunolocalización se observó la presencia incrementada de PRP en células acompañantes 
(comunicación personal, Colmenero y Covarrubias), lo que sugiere fuertemente una posible 
translocac1ón desde el compleJo células acompañantes-elementos de la criba (CA-EC) para pasar a 
la vía de translocación del floema. El modelo por el cual la PRP2 es capaz de viaJar usando la vía 
dde transporte a larga distancia se discute a cont1nuac1ón. 

Como se mencionó al 1n1cio de esta sección, y habiendo recordado las características de 
los plasmodesmos (figura 12), el modo de acción de las proteínas del movimiento de Virus 
vegetales (figura 15) y el movimiento de macromoléculas a traves de los plasmodesmos, se 
sugieren tres posibles modelos que pudieran estar funcionando para el transporte de la PRP2: 

a) Modelo de propagación de 1nfecc1ón viral por medio de proteínas virales 
del mov1m1ento (PMV) (Mez1tt and Lucas, 1996) 

b) Modelo de trdfico macromolecular a través de los plasmodesmos por 
medio de chaperonas (lucas, 1999). 

e) Modelo de tráfico inespecífico de macromolécutas (Oparka et al., 1999). 

Con respecto al primer modelo, mencionaremos los resultados obtenidos por Lucas and Wolf 
(1993), quienes utilizando co1nfecc1ón de PMV marcada fluorescentemente y el RNA marcado 
covalentemente, observaron un tráfico 1nstantdneo tanto de: la proteína como del RNA. lo anterior 
estableció que la capacidad de los plasmodesmos para mediar el trasporte célula a célula de 
macromoléculas existía como una forma de fac1lrtar el trafico de complejos macromoleculares 
endógenos. Existe evidencia que apoya que los plasmodesmos de plantas superiores tienen tráfico 
selectrvo (lucas et al., 1993; Perbal et al, 1996). Un ejemplo es la proteína RPP1 3-1 de 13 KDa, que 
codifica para un miembro de Ja familia génica de la t10-redoxina, cuya expresión esta confinada a las 
células acompañantes en hojas y tallos del arroz (lshl\IVatari et al. 1998). Cuando la RPP13-1 marcada 
con fluorescencia era microinyectada a las celulas del mesófilo, se movía de una célula a otra por 
medio de los plasmodesmos que fac1/1taban su transporte. Por otro lado, RPP13-1 ademas de inducir 
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el incremento del SEL se estableció la importancia de cinco amino ácidos en el N-terminal y los 
residuos del 101-108 para una interacción efectiva con los plasmodesmos. Lo anterior proporcionó 
datos valiosos con respecto a motrvos esenciales de interacción con plasmodesmos para el 
transporte de célula a célula (lucas, 1 QQQ). 

Es posible sugerir que las PRP2 posean motrvos esenciales reconocidos por alguna 
proteína-cofactor (complejo PRP2-proteína o cofactor de unión al citoesqueleto) e interactuar con 
algún componente del citoesqueleto, moviéndose de esta manera en el citoplasma (posiblemente 
miosina VIII) (Fig. 16), como pudo rnfenrse de los resultados obtenidos en la determinación de 
proteínas totales, donde se observó un incremento de proteínas de naturaleza diferente a las de la 
pared celular. Postenor a su "llegada", se lleva a cabo una 1nteracc1ón con proteínas 
plasmodesmales tanto de la membrana plasmática como del RE con un posiblemente anclaje a 
través del reconocimiento de dominios o secuencias específicas. El direccionamiento proteico se 
identifica y regula par medio de dominios, para llegar al s1t10 blanco: los plasmodesmos. 
Finalmente, con el reconoc1miento-urnón temporal a proteinas globulares específicas localizadas en 
RE apresado y membrana plasmática, que es lo que determina y regula el tipo de moléculas que se 
moverán hacia las células vecinas para llegar a la vía de fluJo de larga d1stanc1a del floema, de forma 
similar a como lo hacen los VTrus (figuras 15 y 16). 

Lucas (1 QQQ) propuso un modelo basado en una de las primeras evidencias de proteínas 
endógenas que traficaban en el floema, la proteína KNOITED1 (KN1) que controla el destino final 
de los menstemos vegetativos y florales. Se demostró la planta tenia factores de transcnpc1ón con 
propiedades funcionales casi idénticas a las de Ja PMV: incrementaba el SEL hasta 40 KDa y se 
propagaba rápidamente (lucas et al, 1Q95). Expenmentos realizados con proteínas del floema de 
la calabaza, mostraron translocac1ón acompañada de incremento del SEL, cuyo tamaño 1ba de Q-
200 KDa, suginendo fuertemente que esta proteína se desdobla para ser transportada a través de 
los m1crocanales plasmodesmales. 

Experimentos usando KN1 y mochficando su tamaño por unión covalentemente a partículas 
de oro de diferentes tamaños (1.4, 6 y 15 nm)), se observó que no cancelaba la capacidad de 
interactuar con los plasmodesmos ni de translocarse, pero el moVTm1ento era reducido, lo que 
sugería que complejos de este tamaño llegan a limites físicos para los m1crocanales produciendo un 
entorpecimiento esténco durante el proceso de translocación. lo antenor d1ó evidencia directa de 
que una combinación de proteínas desdobladas y el incremento fisico en el diámetro de los 
microcanales plasmodesmales están involucrados en la translocac1ón de proteínas (lucas, 1 Q99) 

Con estas bases experimentales, propuso un modelo que muestra la posible forma de tráfico 
macromolecular a traves de los plasmodesmos en tres pasos. 1) 1nteracc1ón con chaperonas para 
unirse posteriormente a receptores plasmodesmales; 2) producción de un cambio conformacional y 
transferencia al s1t10 de unrón para aumentar el SEL; y 3) translocac1ón de la proteina desdoblada a 
través del m1crocanal plasmodesmal dilatado para, finalmente, liberar las macromoléculas a la célula 
adyacente (figura 17). 

Retomando lo antenor, la PRP2 pudiera ser translocada par su interacción con chaperonas y 
postenor reconoc1m1ento de secuencias específicas por receptores plasmodesmales; dicha 
interacción induce la translocación y finalmente el redoblamiento y liberación de la proteína de una 
célula a otra hasta llegar a la vía de flujo a larga distancia del floema. 

El último modelo, se basa en los tres tipos y las tres conformaciones de los plasmodesmos. 
Los plasmodesmos se encuentran en tres tipos: simples, en forma de H o ramificados, y están 
loca/Izados en diferentes órganos y teJidos según su capacidad fotosintética: nula o sink. alta o 
source y moderada o sink·source). Dicha capacidad es regulada principalmente por el desarrollo; 
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es decir, hay plasmodesmos simples en tejidos sink, plasmodesmos ramificados en órganos source 
y plasmodesmos en forma de H en tejidos que se encuentran en la región de transición sink-source. 
En el caso de las tres conformaciones: abierta, dilatada o cerrada tienen lugar por la participación 
de acciones coordinadas entre actina y miosina VIII en los plasmodesmos. Hay que señalar que la 
frecuencia plasmodesmal como indicador del potencial de descarga es un parámetro que debe 
tomarse en cuenta, dependiendo del tipo celular en un tejido en particular. 

CELULA 2 

Complejo~~ 
PAP2~rot. unión citoesq. 
(colactor) 

Pnrsenciade PRP2 en 
otras células 
funciona como señ .. en 
respuesta.$1 déficit hÍdnco 

~ Disp.,....sintesis de PRP2 
M:tvimiento cel-cel PRP2 (?) 
comoseñe.l 

CELULA 1 

PR P2 •S dirigida. el 
K.__. plasmodesmo 

(unión no cava.lente) 

Comp. citoesqueleto 

Flg. 16. Modelo sugerido de e•portaclón de la proteina rica en prolina (PRP2) de la pared celular del frijol. 

En los modelos antenores, se postula un transporte altamente selectivo y/o dependiente de 
proteinas endógenas para el transporte de macromoléculas a través de los plasmodesmos. Oparka 
et al. (199Q), demostraron que proteínas como la esporamina (20KDa) y patatina deletada (47 
KDa-56 aa) fusionadas con GFP (27 KDa) y GFP sola, eran capaces de pasar a través de 
plasmodesmos localizados en regiones sink con un movimiento inmediato hacia las células 
adyacentes, siendo esto parte de la ev1denc1a que indicaba la división funcional entre los tres tipos 
de plasmodesmos. 

92 
TF.SIS CON 

FALLA DE ORIGEN 



lnlefocclOn COl"I chOperot"OS ! 
1. yl..WllOnael 

iecepta piasmooe&mal 

Comt:1oa cantannoclOOOI v { 
(2:~ ~lel'enclaal 

:51tla de '-""6n delSEL 

°"""""""-"' "" "' .,.,-...f ~,3, a:=:a~~ 
v llOefoCiOn oe io. componente$ 

Knl ::::; 

~iC ••• ~•O.oro: 1.•, 6y 1Snrn 

Flg. 17. Modelo de tráfico de macromolécula• a travé• de plaamode•mo• por medio de chaperona•. Tre• pa•o• 
están Involucrados en la tranalocación célula a célula de protelnaa a travé• de pla•mod .. moa. El diagrama de 
la Izquierda representa el movimiento célula a célula de KN1 y el comportamiento de KN1 entrecruz•do. El 
diagrama de la derecha se enfoca en la tran•locaclón lmpueata por la Introducción de KN1 conjugado con oro. 
Note que este modelo no intenta dar la localización exacta de loe componente• moatradoa para la maquinaria 
de translacaclón plasmodesm•I en un compartimiento celular eepeciflco. En el primer paao (1), una chaperona 
citopl;lismlca se une a KN1 y el complejo chaperona-KN1 Interactúa con un receptor plaamodeamal. El complejo 
chaperona.KN1 es liberado al orificio del microcan•I plaamadeamal y ae une al aitlo de dilatación SEL (2). En 
esta segunda fase, un cambio conformaclonal eatá involucrado tanta para KNI Como para la chaperona para 
permitir el acceso a 1 sitio de unión SEL. En el tercer paao (3) el complejo chaperona KN1 ya deadoblado ea 
translocado a través del microcanal y ea liberado en el cltoplaama de la célula vecina. Este proceao ln"olucra 
un conjunto Unico de protelnas localizadas dentro del mlcroc•nal plaamodeamal. lntemamente KN1 
entrecruzado e• capaz do unirse a la chaperona e Interactuar con el receplor plaamodeamal. Sin embargo como 
KN1 entrecruzado no puede tener el cambio confonnaclonal apropiado, el complejo •• une al altio de unión SEL 
siendo incapaz de activar el mecanismo de dilatación y el proceao •• bloquea en el paao 2. Loa conjugado• de 
oro 1 .4 nm-KN1 so unen a la chaperoña y reconocen ••ltoaamenta .a lo• componente• pl•amode•m•lea de cada 
paso durante la translocaclón. Loa complejo• de oro 6 y 15 nm-KN1 también se unen a la chaperona e 
lnteractUan con el receptor. Como el tamano físico excede el eapaclo di•ponible pare entrar y unirse al •ltlo de 
unión SEL, la translocaclón se detiene entre el paao 1 y el pa•o2. Cuando KN1 entrecruzado o el complejo de 
oro do 6 y 16 nm-KN1 se unen al receptor plasmodeamal o al •itio de unión SOi., bloquean el acc .. o a estos 
sitios para otras proteinas capaces de traficar (Kragler et al., 1998). 

Sugerían que si en hojas sink los plasmodesmos perrnitian el movimiento sin restricción de la 
GFP descargada en el floema, entonces otros tipos de salutes y macromoléculas (como la PRP2) 
también se descargarian al floema usando la misma vía, tomando en cuenta que el tamaño de las 
macromoléculas para traficar libremente tiene un rango de 50-60 Kda, por lo que parece 
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innecesario el reconocimiento, interacción específica con proteínas o transportadores 
plasmodesmales. 

Sin embargo, en regiones source, el movimiento de la GFP se mostró restringido, y solo se 
observó tráfico extensivo cuando existía la presencia de la PMV, la cual modifica el SEL 
plasmodesmal, aunque no queda descartada la actMdad de algún otro factor endógeno del 
movimiento (Mezzit and lucas, 1996), chaperonas, etc. Concluyeron que la permeabilidad de los 
plasmodesmos dependía del tipa de tejido examinado: sink o source. Por otro lado, dicha 
permeab1hdad también puede incrementarse por traumas fisiológicos como Ja respuesta a 
inhibidores metabólicos, estrés anaeróbico. inh1bidores de la polimeración de actina o estrés 
osmótico. la explicación es que dichos traumas modifican la estructura de los plasmodesmos 
ramificados hasta tener una permeabilidad similar a la de los p/asmodesmos simples, como un 
mecanismo que facilite la rápida entrada de macromoléculas en las células de los diferentes tejidos 
dañados. 

De esta forma, la PRP2 podría moverse desde las células de las raíces (tejidos sink) y ser 
translocados por medio de plasmodesmos simples hasta llegar a la vía de flujo del floema. viajando 
sin ninguna restricción y con un movimiento inmediato como molécula señal hasta aquellos tejidos 
más sensibles, como son Jos meristemos apicales. 
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CONCLUSIONES 
El efecto que el déficit hidnco produce durante el crec1m1ento y desarrollo del fnJOI es una comple)d regulación 

temporc!!I y esp.5eldll en la 1nsolub1hzac1ón o entTecruzam1ento de las ghcoproteit'ldS en la pared celular, por lo que la 
hipótesis nulc!I que refiere que el déficit hidnco no produce rnngUn efecto durante el crec1m1ento y desdrrono del fnJOI 
queda rechazada 

2 Dentro de los métodos cualltabvos, el efecto del déficit hidnco observado usando 1mpres1ón de teJrdos durante 
el crec1m1ento de las planrulas se halló mdyer fTecuenci.3 e incremento en la 1ntens1doK:i de la reacción inmune de la HRGP 
en formct soluble (20:14), mientras que la PRP2 con ba,¡d frecuencia e 1ntens1dad de Ja reacción inmune disminuida (1:1). 
Lo antenor muestra que el defic1t hidnco induce le!! mayor partJC1pación de la HRGP soluble (1ntensld.K:t de la reacción 
inmune 1ncrement:dd<:I). 

3 EJ efecto del déficit hidnco usando el análisis por 1nmunolocahzac16n fué una mayor frecuencia e incremento en la 
1ntens1dad de ta reacción inmune de'" HRGP (19·16) en forma soluble e insoluble, m1entrdS que la PRP2 presenta una 
menor frecuencia e 1ntens1dod de'" re4Cc16n inmune 1ncremcntdda (18:10). Lo antenor muestra que el déficit hidnco 
induce el incremento de Id 1ntens1dod de la reacción inmune de 1 a HRGP y el decremento de la PRP2. 

El efecto del déficit hidnco observadO en los Westem blots se hdlló un incremento en 1., frecuencia y la 
solub1hdad de la HRGP (8.6). siendo la fraccion total la de mayor frecuencia con respecto a 1., fracción de Id pored 
celular (4:2). La PRP2 muestrd Urld menor trecuenc1d con dita solub1hddd (6 S>. siendo Id fracción totdl Id de mayor 
trecuencld (3.2). Id fracción de Id pared celuldr pard dmbas proteíndS es Id que bende a 1nsolub1lrzarse (2:1). En lds 
regiones E1, J y M de Id tracción de Id pared celuldr hay proteínas de baJO peso moleculdr (PM). Lo antenor mostró que 
el déficit hidnco a) incrementa Id solubilidad de Id HRGP y la PRP2. b) HRGP tiene un.a mayor PdrtJC1poc16n que Id PRP2; c) 
el tiempo de induce 1ón con déficit hídnco es 1 h, ddndo como efecto el incremento o drsm1nucrón en la solub1fld<:td Y/O 
frecuencia pard ambos proteirlds, d) lds regiones E2. 1 y M son las que presentan m"YOI" frecuencia con "Ita solublltdad; e) 
lds regiones E1, 1 y M son ldS que presentan mayor frecuencia con bdJd solubilidad y protcinas de bdJO PM. 

5 Dentro de los metodos CUdnbtativos, el efecto del dcfic1t hidnco observado uSdndo la determinación de 
proteín<:tS totales y de h1droxiprohna durdnte el crecimiento de IM pldntulas se encontró und mefYO(" frecuencia de 
m0dificac1ones en proteírldS htdroxllddas solubles e insolubles en El con respecto di resto de las regiones dnatómicas 
(93.2:1) 

6 Dentro de los metodos cuahtdtrvos, el efecto del déficrt hidnco observado USdndo Id 1mpres1ón de teJldos 
durante el desarrollo de tas plantas hubo una mayor frecucncld con 1ntens1dad de Id reacc1on inmune d1sm1nu1dC!I en 
HRGP (32:19) con un mdx1mo d los 15 d (7.8.4) y Id .ntens1ddd de Id reaccion inmune 1ncrementddC!I tuvo un mdximo d 
los 8 d (6·3.4) La AGP d1m1nuyó en un 50% Id frecuencia con 1ntens1d<:td de Id reacción inmune d1sm1nuidC!I (16.10) 
dlcanzando el mdximo a los 22 d (3:3.4). lo dntenor sugiere que el defic1t hidnco induce una md)"Or parnc1pac16n de Id 
HRGP con bd)d 1ntens1dad de la re~c1ón inmune hdsta los 1 5 d y Urld cos1 nula PdrtlC1pac16n de 1., AGP en estas 
conclic1ones hidncas. 

El efecto del déficit hidnco observado en los dndhs1s p::lf'" 1nmunolocaltzactén sugiere que un mrsmo tratamiento 
ptOduce efectos de olt::!I solubilid<:td y/O 1nsolubd1dad temporal y e:spac1ol diferentes para cdda una de Jeas proteil"'ldS 
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estudiados. Así, el déficit hidnco es un factor que determina Und mayor part1c1pac16n a bempos medios CHRGP) y tardíos 
(PRP2) m1entTos que el proceso del descirrollo Id deterrmna temprdnamente. 

8 8 efecto del deflc1t hidnco observado en los Western blot sugiere que el defic1t hidnco: o) induce fo ma)"Or 
part1C1Pdc1ór. de la HRGP soluble que de la PRP2 soluble, b) tnduce un incremento en lo solubilidad de lo HRGP; c) el 
tiempo de 1nducc1ón en el incremento de solub1lldod de la HRGP es o los 8 d m1entT4S que paro la PRP2 es ., los 15 d; d) 
el t1empo de 1nducc1on Pdrd lo 1nsolub1hzac1on de dmbas proteínas es d los 15 d; e) la HRGP bene una mayor 
Pdrtrc1pac1ón en nódulos, tdllo e 1ntemodo (4.5.5), f) la PRP2 muestTa mayar PdrtJCIPdC1ón en nódulos, raíz pnmona, raiz 
secunddna y tallo (2.3 2.2), g) tanto el defic1t hidnco como el desarrollo son moduladores de la solub1hdad de lo HRGP 
tanto en la fracción total como en la de la pared celuldr 

Q DentTo de los mCtodos cUdnbtdtlVos, el efecto del defic1t hidrico observado usando la determ1nac16n de 
proteínas totales y de h1drox1prohrld durante el desarrollo fue que el déficit hídr1Co induce 1,.1n incremento de la 
solub1hdad de lds proteindS con prohnas h1droxdadas y de la fracción total (1 3.10), siendo la z004 R1 lo de mayor 
frccuenc1d de incremento en la solub1hddd de lds poteinas con prohr'\ds h1drox1letdas (4.2). 

10 La hendd Cid lugar a que lds proteirlds de la pared celular se entrecrucen rdp1dd y moyontariamente en todos las 
regiones de la plantula 

11 Se dentificaron dos pohpépt1dos con el anticuerpo pol1clona/ ant1·PRP2. Los pesos moleculdres apro><1rn«:los 
fueron 33 y 36 Kda; estos pueden ser diferentes proteinas pero con característle4S similares o uno degradación o 
mod1ficac1on postraducc1onal del mismo pohpéptido. Se observó 1.1na regulación d1ferencidl durante el crecimiento, 
durdnte el desarrollo y durnnte el dCfic1t hidnco 

12 La presencia de señal c1topldsmteo en las 1nmunolocahzaciones sugiere que las proteínas de la Pdred celular 
pueden estdr un1dds o en componentes u orsanelos celulares (membranosos o del c1toesqueleto). 

13 Ld co-extracc1ón de ldS PRP2 con proteínas totales Junto con 1.1na reacción negativa de un.O,, del dnt1cuerpo 
sugiere una posible dSOC1ac1on (especifica) no observadd con las HRGP. 

14 Se proponen las siguientes funciones. d) HRGP es una poteina estnJCtural, el entrecruzamiento se manifiestd 
preferentemente durante el desarrollo y con defic1t hidnco. y b) PRP2 es una proteína estnJCt"..iral, el entrecruzdm1ento se 
manifiesta pr-cfcrentcn1cnte durante el crecimiento (tamaño) dSi como con defic1t hidnco El posible movrm1ento de Id 
proteina(s) de un tc11do a otro sugiere urld función de proteína señdl 

15 De los ddtos obtenidos se propone el siguiente s19nific.x:to b1ológ1Co como sigue. 
F"dsc rap1dd 

lntTace!ular. Protección -rrans1tor1a- mod1ficdc1ones muy pequeñds de la presión del turgor, entrecruZdmiento de 
proteínas de Id pdrcd celuldr, proteirldS cntrccruzadds no-covalcntementc se liberan, síntesis de proteinas (cofactores). 

Fase lenta 
Extrdcclular, Interruptor que ~encienda o aPdsue- mecdn1smos de alarrnd por- medio del trafico de molCculds mensaJerctS 
Pdrd proteger (crec1m1ento) y contender (desarrollo) con ambientes hostiles (defic1t hidnco) mod•ficdCIÓn del SEl. 
dism1nuc1on de ATP, d~sm1nuc1ón de la presión del turgor, translocac16n, tTOfico d larga distancia 
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PERSPECTIVAS 
1.- Confirmar la hipótesis del movimiento de la PRP2. 

a) Analizar la expresión del mRNA de PRP2 mediante hibridaciones ii7 situ y 
compararla con el patrón de localización de la proteína del movimiento 

b) Realizar un vector de PRP + PVF (proteína verde fluorescente) e inyectar en células 
para verificar movilización. 

2.- Determinar que tipo de material proteico se une a las PRP2 usando una doble 
señal con anticuerpos para PRP2 y para componentes del citoesqueleto (profilina, 
actina, etc.) 

3.- Investigar que otros factores bióticos o abióticos producen la misma respuesta 
obtenida a tiempos cortos (ni herida ni déficit hídrico ni crecimiento). 

a) Determinar variaciones en el potencial eléctrico a tiempos cortos. 
b) Determinar variaciones de diferentes hormonas a tiempos cortos. 
e) Investigar efecto de exceso o falta de iones y/o nutrientes. 

4.- Experimentar con variedades resistentes o susceptibles a sequía. 

5.- Experimentar con mutantes parciales en pared celular celular. 

6.- Experimentar con varios medios estresantes que provoquen una respuesta de 
déficit hídrico usando cultivo de tejidos. 

7.- Experimentar con diferentes fracciones de agua para producir déficit hídrico 
así como déficit por falta· de riego. 

8.- Determinación de di-isoditirosina bajo las diferentes condiciones. 
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~ LTLEKEK!FK MPNV!-.~?VMK KAFSRKNEIL 

YCVSTKELSV lllDATGKVYL PLITREENKR LSSLKPEVRJ:; 

IMSMVllLGAV KILLKAOF'RN GIDTPPIKIA 1 IDDRJNSRR 
++++ 11111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111 

lCl•OO ++-+-+++++++++++++++ 
ttttt 

DCLLGAAKGN l.t\YGK .. ~1\1FTV YPKFGISLNT QRLNQTLSLJ 
1111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111 
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1111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111/llllll 

IELEDVFQEI GNVQQSDFCT !QNDECNWAI DIAQNKALLG 
µµ 

AKTQSQIGNL QIGNSASSSN TENELARVSQ NIDLLKNKLK 
µµµµµµµµµµµµµµµµµµ 
XXXXXXXXXX XXXXXXXXXX XXX 

EICGE 

ttttt HRGP 
PRP 

t..\SO Región hidronlica 
XXX Región esencial para actividad biológica 

a-hélice 
Motivo LPL 

ASD Dominio de unión al RNA 
1111111 Dominio tuncional E. región que incrementa el tamni\o limite de exclusión de los 

plasmodcsmos 
00<0 CajnG 

Caja O (región fosforilada) 
µµ Región de mayor conservación (spaccr) 

Flg. 1b. Secuencia de la pralefna del mavlmJento de la collnor. En ella•• .. ftalan lo• domlnl09 y 1'9glones 
•••nclal- para au función. 
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PRP2 
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Ag. 2b. Ha~ de la com.,.....aón del perfil hkiropMico dli la PRP2 con t. proteina d9I movimiento del vinta 
dial mouico dlt la coHftor(cepa CM 1141). 
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Fig. 3b. llnult8do9 d9 la comper8Cl6n d9I s-fll ~de la PM»2 can la...,..... d9I ~ c191 vlrua 
deld...,... 
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Flg.5b, Anulados dil la compa,.clón del P9rfll hidropMJca de &11 PRP2 con el precursor de la~••• de 
flbrtnógeno de lampru. 
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FJg. 7b. Rnuttados de ta compa,..dón del perfil hldropMic:o dll I• PRP2 con 111 lnvolucrina. 
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Flg. lb. A- do lo comporaclón clol porlll llkln>pMico do lo PRPZ con lo .......... clol trigo. 
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..... PllP2 
precl.ISOI' de lo poteina del antígeno s de PlasmoclUm 

Flg. 9b. Rnult•dos de I• comp•niclón del perfil hlctro~co de I• PRP2 con prolelna del •ntfgeno S de 
Pl•smodium. 
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Flg. 10b. Re&ultado• de I• comperación del pelfil hidropMk:o de .. PRP2 con pnlll9ina hlpalMtcll d91 e-- 2 d9I vlNa 
cMI canal del paz gato. 

111 



PllP2 
proteíio del movi'nienfo del vius del mosaico de lo f'9Jero 

lolo 1 1 l ol,lolo l•l ololo l tlolololo I 

omm•••~~-~-------~ 'k'k't.b'~'1fu'1~·1~·1~·.:i:,-,&'Jo'2~·2:,,,·:Jo·~·Jo·~·~·~·k•.Jo ~ ~·k ·~·Jo·~·~· 
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ct.1 virus dll mouico di 11 higulni. 
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Fig.1211.-doll--dolporlll~dolaPRPZ_lo.,.--.dol-FC10I 
... llnloaplljll. 

112 



.. . 
noo 

. . 
11~ l;'Ul 12!11J 

mP2 
poterodelgeneUSOl de~ 

TESIS CON 
FAiL1 DE ORIGEN 

. 
·~ 

Flg.1lb.R ........ deil~dllfpetftlhl*apMlcoclelll'RPZconll!..-..tllf .... US01•~ 

113 



·••·· PRP2 
cortoctna de gallo 
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Flg. 14b. R-ultadoa de I• com.,.tación d9I petfll hklropattco de .. PRP2 con I• cOft•CU,.. de gaNo. 
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